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RESUMO

Para garantir seguranca alimentar e sustentabilidade ambiental, abordagens alternativas, como
o0s inoculantes agricolas, vém ganhando destaque nas ultimas décadas. O desempenho positivo
na aplicacdo desses produtos baseia-se na disponibilizagdo de nutrientes e estimulacdo do
crescimento vegetal por microrganismos, como bactérias. Dentre as mais estudadas por essa
capacidade, destacam-se algumas espécies pertencentes ao género Azospirillum, presentes em
uma ampla variedade de formulacGes agricolas. Apesar da sua importancia biotecnoldgica,
ainda sdo escassos os estudos que avaliem e comparem a diversidade gendmica presente no
género. Logo, este estudo visa identificar novas espécies com potencial agronémico através da
analise e comparacdo do contetido génico relacionado a mecanismos de biofertilizagéo,
bioestimulacéo e biorremediacdo em genomas de Azospirillum. Foram obtidos 180 genomas da
familia Azospirillaceae disponiveis no GenBank. Os genomas de Azospirillum foram
selecionados com Mash e classificados de acordo com a identidade média de nucleotideos (ANI
> 95%). O pangenoma foi determinado com o Roary, e SNPs do pangenoma central foram
utilizados para reconstruir a filogenia com o IQ-TREE. Para avaliar viruléncia e resisténcia,
consultamos os bancos de dados VFDB e CARD, e identificamos 0s genes de interesse
biotecnoldgico utilizando o PLaBAse. Como resultado, identificamos 63 genomas para
Azospirillum. O género exibe uma alta diversidade entre as espécies, visivel através de seu
pangenoma aberto. A analise filogenética revelou cinco clados (I a V), com isolados
predominantemente associados a vegetais. O viruloma incluiu 58 genes, sendo 20 centrais
associados a evasao imunoldgica e estresse ambiental. O resistoma central apresentou apenas 3
genes, e 31 genes acessorios relacionados principalmente a sistemas de bombas de efluxo. Os
genes de biofertilizacdo estavam relacionados ao metabolismo de nitrogénio, fosforo, potassio
e ferro, e os de bioestimulacdo incluiam auxina e citocinina. Identificamos genes de tolerancia
a metais traco e ao metabolismo de hidrocarbonetos. A analise indicou uma maior variedade de
mecanismos promotores para o clado 111, enquanto o clado IV apresentou genes de importancia
biotecnoldgica, como aqueles envolvidos na fixagdo do nitrogénio e na sintese de auxina. Cepas
dos clados Il e V mostraram-se correlacionadas a capacidade de metabolizar intermediarios das
vias de degradacdo de compostos aromaticos. Esses resultados destacam a diversidade de
mecanismos no género Azospirillum, abrindo caminho para explorar seu potencial agronémico
em bioinoculantes.

Palavras-chave: bioestimulacdo; biofertilizacdo; biorremediacdo; Bactérias Promotoras do

Crescimento Vegetal; gendmica comparativa.



ABSTRACT

To ensure food security and environmental sustainability, alternative approaches, such as
agricultural inoculants, have been gaining prominence in recent decades. The positive
performance in the application of these products is based on the availability of nutrients and
stimulation of plant growth by microorganisms, such as bacteria. Among the most studied for
this capacity, some species belonging to the genus Azospirillum stand out, present in a wide
variety of agricultural formulations. Despite its biotechnological importance, there are still few
studies that evaluate and compare the genomic diversity present in the genus. Therefore, this
study aims to identify new species with agronomic potential through the analysis and
comparison of gene content related to biofertilization, biostimulation and bioremediation
mechanisms in Azospirillum genomes. 180 genomes from the Azospirillaceae family available
in GenBank were obtained. Azospirillum genomes were selected with Mash and classified
according to average nucleotide identity (ANI > 95%). The pangenome was determined with
Roary, and SNPs from the core pangenome were used to reconstruct the phylogeny with 1Q-
TREE. To assess virulence and resistance, we consulted the VFDB and CARD databases, and
identified genes of biotechnological interest using PLaBAse. As a result, we identified 63
genomes for Azospirillum. The genus exhibits high diversity among species, visible through its
open pangenome. Phylogenetic analysis revealed five clades (I to V), with isolates
predominantly associated with plants. The virulome included 58 genes, with 20 central ones
associated with immune evasion and environmental stress. The central resistome presented only
3 genes, and 31 accessory genes mainly related to efflux pump systems. Biofertilization genes
were related to nitrogen, phosphorus, potassium and iron metabolism, and biostimulation genes
included auxin and cytokinin. We identified genes for tolerance to trace metals and hydrocarbon
metabolism. The analysis indicated a greater variety of promoter mechanisms for clade IlI,
while clade 1V presented genes of biotechnological importance, such as those involved in
nitrogen fixation and auxin synthesis. Strains from clades Il and V were shown to be correlated
with the ability to metabolize intermediates in the aromatic compound degradation pathways.
These results highlight the diversity of mechanisms in the genus Azospirillum, paving the way
to explore its agronomic potential in bioinoculants.

Keywords: biostimulation; biofertilization; bioremediation; Plant growth-promoting bacteria;

comparative genomics.
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1 INTRODUCAO

A producao agricola global enfrenta um desafio iminente: a necessidade de garantir a
seguranga alimentar sem comprometer a sustentabilidade ambiental e a satde humana (KOUR
et al., 2020). Durante décadas, a agricultura tem dependido fortemente do uso intensivo de
insumos quimicos, como fertilizantes e agrotoxicos, na busca por aumentar a produtividade das
culturas. No entanto, essa abordagem tem acarretado em consequéncias adversas preocupantes,
incluindo a contaminacao de ecossistemas terrestres e aquaticos, a intoxicacao de seres vivos,
0 desenvolvimento de doencas e a reducdo da biodiversidade (O’CALLAGHAN; BALLARD;
WRIGHT, 2022). Diante deste cenario, é imperativa a adogdo de estratégias sustentaveis na
agricultura.

Uma alternativa em destaque na busca por praticas agricolas sustentaveis é a adogéo de
inoculantes. Esses produtos sdo compostos principalmente por bactérias benéficas aos vegetais,
promovendo 0 seu crescimento, por exemplo, através da disponibilizagdo de nutrientes,
producdo de fitormdnios e auxiliando na defesa contra estresses bidticos e abidticos
(SHAHWAR et al., 2023). A diversidade de mecanismos envolvidos nessa intera¢ao torna esses
microrganismos alvos valiosos para pesquisa biotecnoldgica.

O uso de abordagens gendmicas e analises comparativas e funcionais tem se revelado
uma ferramenta poderosa para a selecdo de isolados bacterianos e a identificacdo de genes e
proteinas associados a promocdo do crescimento vegetal, contribuindo assim para o
desenvolvimento de formulagdes mais eficazes (GREGORY; DESALLE, 2005; KOBRAS;
FENTON; SHEPPARD, 2021).

Os microrganismos mais antigos utilizados como inoculantes sdo os rizébios, que
estabelecem relagdes simbioticas com leguminosas a partir da Fixacdo Bioldgica do Nitrogénio
(FBN) em noddulos radiculares especializados (SANTOS; NOGUEIRA; HUNGRIA, 2019).
Bactérias do género Azospirillum, s&o conhecidas principalmente por realizarem a FBN e por
produzirem fitorménios. No entanto, ao contrario dos rizobios, as espécies de Azospirillum sdo
de vida livre e beneficiam as plantas por uma variedade de mecanismos, incluindo a
solubilizacdo de fosfato e a producdo de sideroforos (BASHAN; DE-BASHAN, 2010;
SANTOS; NOGUEIRA; HUNGRIA, 2019).
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A capacidade de algumas espécies de Azospirillum em estabelecer interagdes benéficas
com as plantas despertou grande interesse cientifico e resultou na criacdo de mais de 100
inoculantes comerciais disponiveis na América do Sul (CASSAN et al., 2020). Entretanto,
apesar dos avancos significativos nesse campo, estudos que avaliam a diversidade genética
dentro do género ainda sdo escassos. Compreender detalhadamente os diferentes mecanismos
presentes nas espécies de Azospirillum pode impulsionar o desenvolvimento de novos produtos
e aplicacdes, ampliando ainda mais o potencial dessas bactérias como ferramenta promissora

para a agricultura sustentavel.

1.1 O género Azospirillum

O género Azospirillum é um grupo de bactérias Gram-negativas pertencente a classe das
a-proteobacteria, da ordem Rhodospirillales e foi recentemente designado como género-tipo da

nova familia Azospirillaceae (HORDT et al., 2020). Estas bactérias sdo caracterizadas como
diazotréficas de vida livre, possuindo a capacidade de transformar o nitrogénio atmosférico
(N2) a formas assimilaveis pela planta através do processo da FBN (STEENHOUDT;
VANDERLEYDEN, 2000). As espécies de Azospirillum (Azospirillum spp.) demonstram um
crescimento 6timo em condicdes de baixa aeracdo, caracterizando um metabolismo
microaerdfilo oxidativo (ALEXANDRE, 2015).

Os isolados pertencentes a esse género apresentam metabolismo versatil de carbono e
nitrogénio e, embora ndo formem esporos, convertem-se em formas semelhantes a cistos,
produzindo granulos intracelulares de poli-B-hidroxibutirato (PHB) que servem como fonte de
energia (LAMM; NEYRA, 2011; SADASIVAN; NEYRA, 1985). Possuem forma de vibrio ou
espirilo, com a presenca de flagelos polares, podendo apresentar flagelos laterais, que permitem
a locomocgdo em meios liquidos e em superficies solidas, respectivamente (HALL; KRIEG,
1984; MOENS et al., 1995).

A histéria do género Azospirillum teve inicio quando Martinus Beijerinck isolou a
primeira espécie a partir de um solo com baixo teor de nitrogénio (BEIJERINCK, 1925). Ele
descreveu esse microrganismo como um espirilo capaz de fixar o N2> e 0 nomeou como
Spirillum lipoferum em 1925 (BEIJERINCK, 1925). Em 1974, pesquisas conduzidas pela Dra.
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Johanna Ddbereiner e colaboradores revelaram semelhancas entre a espécie originalmente
descrita por Beijerinck e isolados associados a raizes de diversas gramineas (VON BULOW;
DOBEREINER, 1975). Essa descoberta despertou um grande interesse da comunidade
cientifica e impulsionou os estudos envolvendo Azospirillum.

Em 1978, Tarrand e colaboradores propuseram a reclassificacdo do género para a atual
nomenclatura de Azospirillum (TARRAND; JEFFREY; DOBEREINER, 1978). Nessa
reclassificacéo, foram incluidas as espécies A. brasilense e A. lipoferum, dividindo o género em
dois grupos principais (TARRAND; JEFFREY; DOBEREINER, 1978). O estudo envolveu um
total de 61 cepas provenientes de diferentes paises, como Brasil, Venezuela, Estados Unidos,
Peru, Senegal, entre outros. Essas cepas foram obtidas a partir de amostras de solos e raizes de
diversas plantas (REIS; BALDANI; BALDANI, 2015). Para isolar as espécies de Azospirillum,
foi utilizado o meio de cultivo semissolido livre de nitrogénio (NFb - New Fabio Pedrosa), uma
estratégia desenvolvida pelo pesquisador Fabio Pedrosa e empregada para obtencdo de cepas
de Spirillum a partir de amostras de solo e vegetais (BALDANI; BALDANI, 2005; REIS;
BALDANI; BALDANI, 2015).

A composicédo original do meio NFb consistia em um meio isento de nitrogénio, com
acido malico neutralizado como fonte de carbono, pH préximo a 7,0 e baixa concentracdo de
agar (DAY; DOBEREINER, 1976; REIS; BALDANI; BALDANI, 2015). A caracteristica
semissolida do meio proporcionava um ambiente microaerofilico, favorecendo o inicio da FBN.
Embora nem todos os pesquisadores tenham adotado o meio NFb, sua utilizacdo foi
fundamental para o isolamento e identificacdo de diversas espécies de Azospirillum
(BALDANI; BALDANI, 2005).

Atualmente, o género Azospirillum é composto por 24 espécies com classificacdo
validada, compreendendo ampla distribuicdo geografica (CASSAN et al., 2020; PARTE et al.,
2020). As diferentes espécies de Azospirillum descritas revelam uma diversidade de estratégias
e um alto potencial adaptativo para o género (CASSAN et al., 2020; MARONICHE et al.,
2017).

As interagcbes com gramineas cultivaveis estdo relacionadas com vérias espécies do
género. Por exemplo, as espécies A. canadense e A. zeae foram isoladas da rizosfera de Zea
mays, enquanto A. oryzae foi identificada em associagdo com as raizes de Oryza sativa
(MEHNAZ; WESELOWSKI; LAZAROVITS, 2007a, 2007b). Adicionalmente, as espécies A.
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formosense, A. soli e A. agricola foram isoladas de solos agricolas (LIN et al., 2012, 2015,
2016).

Espécies de Azospirillum isoladas de ambientes estressantes tambem foram relatadas.
Por exemplo, a espécie de A. halopraeferens foi obtida das raizes do capim-kallar (Leptochloa
fusca), uma planta cultivada em solos de baixa fertilidade alta salinidade (REINHOLD et al.,
1987). Vérias cepas de A. melinis foram identificadas nas raizes e caules do capim-melago
(Melinis minutiflora), uma graminea forrageira resistente a seca e a indisponibilidade de
nutrientes (PENG et al., 2006). Além disso, A. palustre foi obtida do pantano coberto pela
vegetacdo de turfa (Sphagnum magellanicum) e A. doebereinerae foi isolada do capim
Miscanthus sinensis, uma cultura utilizada para biocombustiveis (ECKERT et al., 2001;
TIKHONOVA; GROUZDEV; KRAVCHENKO, 2019).

Embora as espécies deste género sejam frequentemente encontradas em associagdo com
plantas, tem havido um aumento na descricdo de isolados obtidos em diferentes habitats. Em
Taiwan, A. picis foi isolada de uma amostra de asfalto descartado, enquanto A. rugosum foi
isolada de uma amostra de solo contaminado com 6leo (LIN et al., 2009; YOUNG et al., 2008).
Na Russia, A. thiophilum foi isolada de uma fonte de sulfeto (LAVRINENKO et al., 2010).
Ainda, A. thermophilum foi isolada de uma fonte termal e A. humicireducens foi obtida de um
biorreator (ZHAO et al., 2020b; ZHOU et al., 2013).

Outros membros do género incluem A. ramasamyi, que foi isolado de produtos bovinos
fermentados, e A. fermentarium, obtido de um tanque fermentativo (ANANDHAM et al., 2019;
LIN et al., 2013). Além disso, algumas espécies de Azospirillum foram encontradas em
ambientes aquéaticos, como A. griseum, A. cavernae e A. largimobile (DEKHIL et al., 1997,
YANG etal., 2019; ZHU et al., 2021). Por fim, as espécies de A. baldaniorum e A. argentinense
foram recentemente reclassificadas, antes consideradas parte de A. brasilense (DOS SANTOS
FERREIRA et al., 2020, 2022).

A colonizacéo diferencial por Azospirillum também evidencia diferentes estratégias de
interacdo com as plantas. Os isolados de A. brasilense séo predominantemente encontrados na
rizosfera, estabelecendo uma relacdo proxima com as raizes, enquanto as cepas de A.
baldaniorium sdo relatadas colonizando o interior radicular (VANDE BROEK et al., 1993).
Além disso, evidéncias gendmicas sugerem uma capacidade de colonizacdo do ambiente
filosférico pela cepa A. argentinense Az19 (GARCIA et al., 2020). E interessante notar que

essas duas Ultimas espécies eram anteriormente classificadas como estirpes de A. brasilense, o
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que indica a presenca de diferentes mecanismos de interagdo com as plantas, mesmo em

espécies proximas.

1.2 Interagdes benéficas entre as bactérias e as plantas

As Bactérias Promotoras do Crescimento Vegetal (PGPB - Plant Growth Promoting
Bacteria) se destacam pelas relacGes ecoldgicas que estabelecem com as plantas,
desempenhando um papel fundamental na promocdo da saude vegetal (OROZCO-
MOSQUEDA et al.,, 2021). Entre as espécies de PGPB mais amplamente estudadas,
sobressaem-se aquelas pertencentes ao género Azospirillum, que se tornaram um modelo
comum de estudo na compreensao das interacdes entre bactéria e planta desde sua redescoberta
em 1970 (CASSAN et al., 2020).

Os PGPBs sdo predominantemente encontrados na regido da rizosfera (rizobactérias),
que corresponde a porcdo do solo influenciada pela presenca de exsudatos radiculares das
plantas (GROVER et al., 2021). O grupo de PGPB também inclui cepas de rizobios, que
estabelecem simbioses ao formar nddulos nas raizes das plantas, e endéfitos, capazes de residir
nos tecidos internos das plantas (OLANREWAJU; GLICK; BABALOLA, 2017).

A promocdo do crescimento vegetal por essas bactérias ocorre por meio de diferentes
estratégias, que podem ser diretas ou indiretas, conforme ilustrado na Figura 1. Mecanismos
diretos incluem a biofertilizacao, pela disponibilizacdo de nutrientes para a planta (por exemplo,
nitrogénio, fésforo, potéssio), e a bioestimulacgdo, principalmente pela sintese de hormdnios
vegetais (GAMALERO; GLICK, 2011; GLICK, 2012). J4 os mecanismos indiretos estdo
frequentemente associados as estratégias de sobrevivéncia antagonistas utilizadas pelas
bactérias, que suprimem a acdo de fitopatdgenos e favorecem o crescimento das plantas
(GAMALERO; GLICK, 2011; GLICK, 2012).

O nitrogénio desempenha um papel fundamental para os seres vivos, sendo um dos
nutrientes mais limitantes nos ecossistemas e na agricultura (SOUMARE et al., 2020). Embora
a atmosfera seja composta por cerca de 80% de nitrogénio gasoso, apenas um grupo restrito de
procariotos, conhecidos como diazotréficos, possui a capacidade de fixar o N2
(STEENHOUDT; VANDERLEYDEN, 2000). A FBN é responsavel pela conversdao do
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nitrogénio gasoso em aménio (NH4"), o qual pode ser assimilado pelas plantas (MASSENA et
al., 2006).

Mecanismos Diretos

Solubilizagéo de Fésforo
Fixagéo do Nitrogénio

Auxinas

Citocininas Mecanismos Indiretos
Sideréforos

Competigdo

Antibidticos

Sideréforos
Enzimas hidroliticas

Figura 1 - Mecanismos diretos e indiretos de promocéo do crescimento vegetal realizados por PGPBs.

A nitrogenase € a enzima responsavel por catalisar a reducao do nitrogénio atmosférico
a NH4". Esse complexo enzimatico é composto pelos componentes metalicos da dinitrogenase
MoFe (proteina molibdénio-ferro) e dinitrogenase redutase (proteina ferro) (SOUMARE et al.,
2020). Outras duas nitrogenases também sdo conhecidas, e possuem grupos metalicos
alternativos ao molibdénio, como o vanadio (V-nitrogenase) e o ferro (Fe-nitrogenase)
(SOUMARE et al., 2020). Independentemente do metal utilizado, a nitrogenase € inativada em
ambiente aerdbico devido a sua alta sensibilidade ao oxigénio (SOUMARE et al., 2020). Além
disso, o controle da fixacdo e assimilacdo de N envolve uma rede complexa de genes
regulatérios e fatores ambientais em virtude do alto custo energético para as bactérias
diazotréficas (MASSENA et al., 2006).
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Espécies do género Azospirillum sdo consideradas um modelo para a investigacao da
FBN em bactérias ndo simbiGticas (CASSAN et al., 2020). A principal cepa utilizada nesses
estudos € a A. baldaniorum Sp245, uma vez que seu genoma foi completamente sequenciado e
essa bactéria foi caracterizada fisiologicamente (DE SOUZA; DE OLIVEIRA PEDROSA,
2015). No genoma de Sp245, foram identificadas duas regides relacionadas aos genes nif, que
sugerem a presenca de uma nitrogenase alternativa. Além disso, as bases genéticas da
assimilacdo de amonio também foram detalhadas em Sp245, com a identificacdo de vias
metabolicas envolvendo as enzimas glutamato desidrogenase (gene gdhA) e glutamato sintase
(gltB e gltD), ativadas em concentragdes altas e baixas de NH4", respectivamente (DE SOUZA;
DE OLIVEIRA PEDROSA, 2015).

A FBN foi o primeiro mecanismo promotor do crescimento vegetal descrito em
Azospirillum (OKON; HEYTLER; HARDY, 1983). No entanto, apesar do impacto positivo no
crescimento das plantas, o nitrogénio disponibilizado por Azospirillum nesse processo mostrou-
se insuficiente para atender plenamente as necessidades das plantas (BARBIERI et al., 1986;
BASHAN; DE-BASHAN, 2010; KENNEDY; CHOUDHURY; KECSKES, 2004; REIS;
BALDANI; BALDANI, 2015).

Dentre os resultados mais evidentes ap6s a inoculagcdo com cepas de Azospirillum estdo
as mudancas na arquitetura das raizes, consideradas uma resposta vegetal, geralmente sdo
atribuidas a producdo exogena de acido indol-3-acético (AlA) (BASHAN; LEVANONY,
1990). Esse foi 0 segundo mecanismo descrito em Azospirillum (REYNDERS; VLASSAK,
1979). O AIA é um fitormdnio da classe das auxinas e produzido por uma ampla diversidade
de bactérias do solo. A producdo de AIA é um dos mecanismos de promogédo do crescimento
vegetal mais explorados em Azospirillum (SPAEPEN; VANDERLEYDEN, 2015).

Existem cinco vias principais conhecidas para a producdo de AlA a partir do precursor
L-triptofano (Trp) (Figura 2). Essas rotas incluem a via do indol-3-piruvato (IPA), indol-3-
acetamida (IAM), indol-3-acetonitrila (IAN), triptamina (TAM) e a via de oxidacao das cadeias
laterais do triptofano (TSO). No entanto, apesar de indicios que sugerem a existéncia de vias
independentes de Trp, ainda se sabe pouco sobre elas (SPAEPEN; VANDERLEYDEN, 2011).
Em Azospirillum, foram identificadas as vias IPA, IAM, TAM e uma via Trp-independente
(CASSAN; VANDERLEYDEN; SPAEPEN, 2013).

Na espécie A. brasilense, por exemplo, a enzima indolpiruvato descarboxilase (gene

ipdC), que desempenha um papel crucial na via do IPA, foi caracterizada como uma
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fenilpiruvato descarboxilase (SPAEPEN et al., 2007). Embora a enzima catalise a conversdo do
indolpiruvato em indolacetaldeido, sua atividade catalitica mostra-se mais elevada para o
substrato fenilpiruvato (SPAEPEN et al., 2007). Em outro estudo, os genes ipdC, hisC1 e hisC2,
sendo os dois dltimos envolvidos na primeira etapa da via do IPA, foram considerados
conservados em cepas de A. brasilense, sugerindo seu potencial como marcadores filogenéticos
para a identificacio da espécie (JIJON-MORENO et al., 2015).
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Figura 2 - Vias de producéo do acido indol-3-acético. Fonte: SPAEPEN e VANDERLEYDEN (2011).

Outros genes foram identificados em Azospirillum sp. B510, um endofito facultativo,
isolado de caules de plantas de arroz, que possui nitrilases associadas a via IAN, além dos genes
candidatos (iaaM e iaaH), relacionados a via indol-3-acetamida (KANEKO et al., 2010). Na
bactéria Azospirillum sp. UENF-412522, isolada do rizoplano do maracuja (Passiflora edulis),
testes in vitro evidenciaram a producao de AIA na presenca de triptofano. No entanto, a analise
gendmica ndo possibilitou a identificacdo de genes envolvidos em vias completas de producao
da auxina, sugerindo a existéncia de outras rotas Trp-dependentes ou genes ainda
desconhecidos (RODRIGUES et al., 2022).

Embora a FBN e a produgdo de auxina tenham sido as principais caracteristicas
estudadas em Azospirillum, diversas outras estrategias de promocao do crescimento vegetal

foram descritas neste género bacteriano. Essas estratégias incluem a capacidade de produzir
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outros fitormonios e reguladores do crescimento vegetal, incluindo as giberelinas (BOTTINI et
al., 1989), o acido abscisico (COHEN et al., 2009), a citocinina (ZAHEER et al., 2022) e a
enzima ACC-desaminase (acido 1-amino-ciclopropil-carboxilico), reguladora dos niveis de
etileno vegetal (KUSAJIMA et al., 2018). Outros reguladores do crescimento vegetal, como as
poliaminas e éxido nitrico, também foram relatados em Azospirillum (PERRIG et al., 2007).

Outras estratégias tém sido descritas em espécies de Azospirillum, incluindo a
capacidade de solubilizar fosfato e a producdo de sideréforos (TORTORA; DIAZ-RICCI;
PEDRAZA, 2011). A producdo de sideroforos também estd associada a atividade de
biocontrole, uma vez que restringe a disponibilidade de ferro no ambiente, reduzindo assim a
sobrevivéncia de outros organismos, como fitopatgenos (TORTORA; DIAZ-RICCI;
PEDRAZA, 2011).

Algumas cepas de Azospirillum também mostraram efeitos benéficos eficazes na
mitigacdo de estresses bidticos e abiodticos. Sob condicdes de estresse salino e hidrico, essas
bactérias sdo capazes de induzir respostas de tolerancia sistémica nas plantas (VACHERON et
al., 2015). Aléem disso, estudos anteriores destacam sua capacidade de mitigar os efeitos
prejudiciais causados por metais traco (CASSAN et al., 2021; CRUZ-HERNANDEZ et al.,
2022).

Embora as estratégias subjacentes a interacdo de Azospirillum com as plantas ainda nao
estejam completamente elucidadas, os efeitos benéficos observados apds a inoculacao revelam-
se como resultado da interacdo sinérgica de diversos mecanismos executados por essas bactérias
(BASHAN; DE-BASHAN, 2010; CASSAN et al., 2020; FUKAMI; CEREZINI; HUNGRIA,
2018).

1.3 O potencial agronémico de Azospirillum

Os inoculantes consistem principalmente em bactérias e fungos, tendo um papel
fundamental como biofertilizantes ao contribuir para a nutricdo vegetal como uma alternativa
aos fertilizantes inorganicos convencionais (MALUSA; SAS-PASZT; CIESIELSKA, 2012).
Além disso, eles exercem outras funcdes especificas, como promover o crescimento vegetal

atraves dos bioestimulantes, controlar pragas e doengas por meio dos biopesticidas, e aprimorar
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as condigcbes fisico-quimicas do solo com os biorremediadores (O’CALLAGHAN;
BALLARD; WRIGHT, 2022).

O mercado de inoculantes tem crescido rapidamente em escala global, desempenhando
um papel fundamental na agricultura brasileira. Na safra de 2019/2020, cerca de 78% da area
cultivada com soja (Glycine max (L.) Merr.) no Brasil foi inoculada com bactérias,
evidenciando o sucesso da pratica (SANTOS; NOGUEIRA; HUNGRIA, 2019). A inoculagéo
da soja com linhagens de Bradyrhizobium pode eliminar a necessidade de fertilizantes
nitrogenados (SANTOS; NOGUEIRA; HUNGRIA, 2019). Além dos beneficios econémicos,
essa substituicdo também contribui para a reducdo das emissdes de gases de efeito estufa
associadas a producdo desses fertilizantes (O’CALLAGHAN; BALLARD; WRIGHT, 2022).

Em paises da América do Sul, especialmente na Argentina, Uruguai e Brasil, inoculantes
formulados a base de Azospirillum sdo amplamente adotados devido a agricultura extensiva
praticada nessas regides (CASSAN et al., 2020). O potencial agrondmico desse género é
evidenciado pela sua presenca em mais de 100 produtos agricolas, os quais destacam,
principalmente, o fornecimento de nitrogénio as plantas por essas bactérias (CASSAN et al.,
2020). Embora essas formulag¢6es possuam grande aceitacdo, a capacidade de Azospirillum em
fornecer N para as plantas se mostrou inconclusiva como responsavel pelos efeitos benéficos
observados ap6s a inoculacdo (FUKAMI et al., 2016; O’CALLAGHAN; BALLARD,;
WRIGHT, 2022).

Adicionalmente, um estudo recente conduzido por Cassan e colaboradores (2020)
revelou que a maioria desses produtos é formulada exclusivamente com as espécies A.
brasilense e A. argentinense (CASSAN et al., 2020). Dentre os inoculantes, mais da metade é
formulada a partir de uma Unica estirpe, a cepa Az39 de A. argentinense, presente em pelo
menos 79 produtos agricolas (CASSAN et al., 2020). Uma pequena parcela dos inoculantes é
composta por formulagGes mistas, que combinam a cepa Az39 com outras espécies, como
Pseudomonas fluorescens ou B. japonicum. No caso das formulacdes baseadas em A.
brasilense, as cepas AbV5 e AbV6, desenvolvidas por meio de pesquisas brasileiras, estdo
presentes em pelo menos 18 produtos (SANTOS; NOGUEIRA; HUNGRIA, 2021). Outras
cepas de A. brasilense encontradas nas formulagdes incluem AzM3, AzT5, BR1003 e BR11005
(CASSAN et al., 2020).

Até a reclassificacdo de A. argentinense ocorrida no ano passado, todos os inoculantes

a base de Azospirillum eram produzidos com bactérias identificadas como A. brasilense
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(CASSAN et al., 2020). Essa reclassificacdo de A. argentinense fundamentou-se em parametros
gendmicos que permitiram a identificacdo de um agrupamento formado por seis cepas,
incluindo a Az39 (DOS SANTOS FERREIRA et al., 2022). Apesar dessa separagdo, A.
argentinense e A. brasilense compartilham uma alta similaridade genética, evidenciando a
baixa diversidade bioldgica presente nos produtos formulados com Azospirillum na América
do Sul.

O género Azospirillum é amplamente estudado devido a sua capacidade de estabelecer
associacBes benéficas com as raizes das plantas (CASSAN et al., 2021). Esforgos significativos
tém sido feitos para desvendar as bases fisiologicas e genémicas dessa interacdo (BASHAN;
HOLGUIN; DE-BASHAN, 2004). Embora as bases genéticas relacionadas ao metabolismo do
nitrogénio sejam as mais exploradas, a identificacdo de outros genes associados a mecanismos
importantes tem contribuido para aprimorar os inoculantes (BASHAN; HOLGUIN; DE-
BASHAN, 2004). Além disso, a descoberta de novas espécies dentro do género revelou uma
grande versatilidade ainda pouco explorada (SANT’ANNA et al., 2011).

Estudos sisteméticos e comparativos que avaliem a diversidade genética nos genomas
de Azospirillum ainda sdo escassos. Uma investigacdo mais aprofundada dessa diversidade
pode fornecer informacOes valiosas para o desenvolvimento de aplicacdes mais eficazes e

ampliar o potencial biotecnoldgico desse género na agricultura sustentavel.

1.4 Sequenciamento e analises genémicas

Desde 0 sequenciamento dos primeiros genomas bacterianos em 1995 até os dias atuais,
tem sido testemunhada uma notéavel evolucdo nas abordagens experimentais para o estudo de
bactérias e arqueias (KOONIN; MAKAROVA; WOLF, 2021). O desenvolvimento das técnicas
de sequenciamento de nova geracdo permitiu 0 mapeamento simultaneo de milhdes de
fragmentos de DNA de forma mais répida, precisa e acessivel (KOBRAS; FENTON;
SHEPPARD, 2021). Esses avan¢os tém proporcionado a obtencdo de informac@es valiosas
sobre o metabolismo, contexto ambiental e interacfes hospedeiro-bactéria, cuja taxa de
descoberta ainda estad em crescimento constante (KOBRAS; FENTON; SHEPPARD, 2021).
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O aumento significativo no volume de dados genémicos depositados em bancos de
dados publicos, aliado a novas metodologias analiticas, tem impulsionado progressos notaveis
no campo da gendmica, com impacto direto em varias areas (GAUTHIER et al., 2019). Na area
da saude, o uso dessas ferramentas & essencial para compreender e monitorar a origem,
propagacao e detecgdo de epidemias e surtos de infecgBes bacterianas (MOUSTAFA; LAL,;
PLANET, 2020). As técnicas filogenéticas demonstraram ser particularmente valiosas na
inferéncia das origens geogréaficas de surtos, como evidenciado na deteccdo de isolados
distintos em surtos de Vibrio cholerae, permitindo a identificacdo de epidemias paralelas
(MOUSTAFA; LAL; PLANET, 2020).

Além disso, a caracterizacdo do resistoma antibiético de uma cepa, que envolve a
deteccdo dos genes ou variantes associados a resisténcia a drogas, possibilita a identificacdo da
suscetibilidade a antibidticos em bactérias e auxilia na identificacdo de possiveis patégenos
(MOUSTAFA; LAL; PLANET, 2020; WASH et al., 2022). De maneira semelhante, o
viruloma, compreendendo o conjunto de todos 0s genes ou variantes que codificam fatores de
viruléncia conhecidos, pode ser empregado na determinacdo do potencial patogénico de um
organismo (MOUSTAFA; LAL; PLANET, 2020).

Na agricultura, a gendmica comparativa desempenha um papel crucial na selecdo de
cepas bacterianas para uso em biofertilizantes. Um exemplo notavel é a pesquisa com espécies
de Pseudomonas, abrangendo diversas implicagdes, incluindo sua aplicacdo em larga escala
para fins biotecnoldgicos (NGALIMAT et al., 2021). A ampla diversidade do género inclui
patégenos humanos oportunistas, como P. aeruginosa, fitopatdgenos como P. syringae e
agentes de biocontrole, como P. putida e P. fluorescens (NGALIMAT et al., 2021).

Com o avanco continuo do conhecimento e a disponibilidade de tecnologia, tem-se
explorado um vasto potencial de aplicacdo para diversas espécies bacterianas, como é o caso
de P. putida (WEIMER et al., 2020). Membros dessa espécie tém sido relatados como agentes
de biorremediacdo, atuando em ambientes contaminados, além de servirem como hospedeiros
valiosos para biofabricacdo industrial, incluindo a producdo de produtos quimicos a granel,
produtos especiais e produtos naturais (WEIMER et al., 2020). Além disso, produtos baseados
na capacidade dessas bactérias de promover o crescimento vegetal ja sdo comercializados,
demonstrando o impacto dessa pesquisa na promoc¢do da sustentabilidade na agricultura
(WEIMER et al., 2020).
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1.4.1 Gendmica de Azospirillum

O primeiro genoma completo de Azospirillum, isolado de plantas de arroz, foi publicado
em 2010, revelando a estrutura gendémica da cepa B510 (KANEKO et al., 2010). Em 2014, o
sequenciamento de A. argentinense Az39, uma espécie de grande importancia agronémica, foi
reportado (RIVERA et al., 2014). Em 2018, foram sequenciadas as cepas de A. brasilense Ab-
V5 e Ab-V6, de relevancia econbmica para o Brasil dada a sua extensiva utilizacdo em
biofertilizantes (HUNGRIA; RIBEIRO; NOGUEIRA, 2018). Atualmente, hd 101 genomas
classificados como pertencentes ao género Azospirillum depositados no GenBank (NCBI -
National Center for Biotechnology Information).

A introducdo das novas técnicas de genémica e biologia molecular trouxe avancos
significativos para o estudo de Azospirillum. No entanto, as formulacdes comerciais a base de
Azospirillum concentram-se principalmente em A. argentinense e A. brasilense, com foco na
FBN (CASSAN et al., 2020; FUKAMI; CEREZINI; HUNGRIA, 2018). Essa tendéncia abre
oportunidades para explorar novas espécies e potencialidades dentro do género.

Nesse sentido, esta dissertacdo visa prospectar outras espécies candidatas do género
Azospirillum com potencial biotecnoldgico, buscando expandir a base de estirpes para a
formulacdo de inoculantes. Com a compreenséao aprofundada das bases genéticas relacionadas
as interacdes benéficas entre Azospirillum e as plantas, espera-se contribuir para a ampliacdo
do seu uso como ferramenta promissora na agricultura moderna, promovendo uma abordagem

mais sustentavel e eficiente para 0 manejo de culturas agricolas.
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2 OBJETIVO

2.1  Objetivo geral

Investigar a diversidade gendémica do género Azospirillum, com foco nas bases genéticas
dos mecanismos de promocdo do crescimento vegetal em diferentes espécies, visando expandir

a base de estirpes para uso em bioinoculantes.

2.2 Objetivos especificos

A. Obter o conjunto de dados, avaliar a qualidade e estimar a identidade gendmica
dos isolados;

B. Reconstruir a filogenia do género;

C. Avaliar o perfil de viruléncia e de resisténcia a antimicrobianos;

D. Analisar a distribuicdo de genes associados a biofertilizacdo, bioestimulacdo e

biorremediagéo nos isolados do género.
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3 METODOLOGIA

3.1  Obtencdo do conjunto de dados

Foram recuperados 180 genomas pertencentes a familia Azospirillaceae, disponiveis no
banco de dados do GenBank/ NCBI, em setembro de 2022. Deste conjunto de dados, 162 foram
obtidos através do Entrez-Direct v17.9, pela atribui¢do do taxon “2829815” a funcédo efetch
(APENDICE A) (KANS, 2010).

Os outros 18 genomas foram adicionados manualmente ao conjunto de dados por meio
da consulta a filogenia da familia Azospirillaceae, conforme disponivel no Genome Taxonomy
Database (GTDB) em setembro de 2022 (PARKS et al., 2022). Para realizar essa integracao,
foram comparados os numeros de acesso e a classificagdo taxondmica dos genomas
pertencentes a familia Azospirillaceae entre os dois bancos de dados. Os genomas classificados
como pertencentes a Azospirillaceae pelo GTDB, mas que ndo constavam no conjunto de dados
inicial, foram obtidos individualmente do GenBank (disponivel no APENDICE B).

A avaliacdo da fragmentacdo e contaminacdo dos genomas foi conduzida por meio dos
programas QUAST v5.0.2 (GUREVICH et al., 2013) e CheckM v1.2.0 (PARKS et al., 2015),
respectivamente. Genomas com mais de 500 contigs e com contaminagao superior a 10% foram
excluidos das analises. A completude foi avaliada através do BUSCO v5.3.2, utilizando o
conjunto de dados para Rhodospirillales como referéncia, com um limite minimo estabelecido
em > 90% (SIMAO et al., 2015). Os genes de todos 0os genomas foram preditos de novo
utilizando o Prokka v1.14.6, a fim de garantir a comparacdo sistematica de genomas
(SEEMANN, 2014).

Para eliminar redundancias, analisamos a similaridade entre os genomas usando o Mash
v1.1, agrupando aqueles que apresentavam distancias pareadas < 0,005 (ONDQV et al., 2016).
As cepas com os maiores valores de N50 foram escolhidas como representantes de seus
respectivos grupos. As espécies/cepas tipo foram determinadas com base em dados da literatura.
Nos agrupamentos nos quais as cepas tipo exibiram valores de N50 inferiores em comparagéo
com outros genomas, a cepa com menor fragmentacao foi selecionada e designada como a cepa

tipo representativa.
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3.2 Meétricas de similaridade e identidade

A estimativa de distancia entre os genomas filtrados para Azospirillaceae foi realizada
utilizando o Mash v1.1, e uma arvore de distancia foi gerada com o Quicktree v2.5 (HOWE;
BATEMAN; DURBIN, 2002) Para avaliar a similaridade dentro da familia e identificar os
genomas do género Azospirillum, a linhagem de A. lipoferum Sp59b (GCA_024170005.1) foi
adotada como referéncia, delimitando os genomas do género com distancias de até 0,20. A
Porcentagem de Proteinas Conservadas (POCP - Percentage of Conserved Proteins) entre dois
genomas também foi calculada para os genomas da familia, com o objetivo de delimitar o
género Azospirillum (QIN et al., 2014). O grafico foi gerado usando o pacote pheatmap
v.1.0.12.

A identidade média de nucleotideos (ANI - Average Nucleotide Identity) entre as
espécies do género Azospirillum identificadas, foram calculadas pelo alinhamento MUMmer,
com pyANIv0.2.11 (PRITCHARD etal., 2016). As cepas foram categorizadas em cinco grupos
de acordo com os seguintes locais de isolamento: aquatico, fonte termal, industrial, hospitalar,
vegetal e solo. Essa categorizacdo baseou-se em informac@es obtidas na literatura e em dados
disponiveis nos bancos gendmicos (APENDICE D). A categoria "vegetal” incluiu apenas os
isolados para os quais haviam informacdes disponiveis sobre a planta hospedeira colonizada.
Além disso, duas cepas em particular, A. ramasamyi M2T2B2 (GCA_003233655.1), isolada de
uma formulacdo organica a base de esterco bovino, e A. humicireducens SgZ-5
(GCA _001639105.2), um redutor de himus obtido de uma célula a combustivel microbiano,
foram incluidas na categoria "solo" (ANANDHAM et al., 2019; ZHOU et al., 2013).
Adicionalmente, os dados gendmicos para as cepas reclassificadas utilizadas nesse trabalho,
encontram-se no APENDICE E.

3.3 Analise do pangenoma e reconstrucéo da filogenia

O pangenoma do género Azospirillum foi analisado com Roary v3.12 e as familias

génicas foram agrupadas em um limite de 75% de identidade (PAGE et al., 2015). Os genes
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centrais (i.e., core) foram designados como sendo aqueles presentes em ao menos 90% dos
genomas. Estes genes foram alinhados com MAFFT v7.407 (KATOH; TOH, 2008). A abertura
do pangenoma foi calculada com o pacote do micropan v2.1 do R (SNIPEN; LILAND, 2015).

Os Single-Nucleotide Polymorphism (SNPs) foram obtidos do alinhamento do genoma
central com o SNP-sites (PAGE et al., 2016), e utilizados para a reconstrucdo da filogenia
através do método de maxima verossimilhanca, com IQ-TREE v.2.2.0.3 (MINH et al., 2020).
Foi utilizado o modelo evolutivo “GTR + F + ASC + G4”, e 0 suporte dos nos internos foi
avaliado por 1000 replicas de bootstrap (MINH; NGUYEN; VON HAESELER, 2013). A
arvore resultante foi visualizada com iTOL v.5 (LETUNIC; BORK, 2021).

3.4  Identificacdo do viruloma e resistoma

Os genes de viruléncia e resisténcia antimicrobiana foram identificados com USEARCH
versdo 11.0.66 estabelecendo um limite de 60% para identidade e 50% para cobertura (EDGAR;
BATEMAN, 2010). As sequéncias de referéncia para resisténcia a antibidticos foram obtidas
no Comprehensive Antibiotic Resistance Database v3.0.9 (CARD) (ALCOCK et al., 2020).
Para a identificacdo dos fatores de viruléncia, foram empregados os genes disponiveis no
Virulence Factors of Pathogenic Bacteria Database (VFDB, acesso em janeiro de 2023)
(CHEN et al., 2012). A fim de eliminar redundancias, as sequéncias foram agrupadas com um
limite de identidade de 80%, utilizando o algoritmo UCLUST versdo 1.2.22 (EDGAR;
BATEMAN, 2010).

A avaliacdo dos elementos genéticos moveis foi realizada por inferéncia de ilhas
gendmicas e plasmideos. A predicdo de ilhas genémicas foi obtida com o IslandViewer 4
(BERTELLI et al., 2017), uma abordagem que integra quatro métodos diferentes: SIGI-HMM
(WAACK et al., 2006), IslandPath-DIMOB (HSIAO et al., 2003), Islander (HUDSON; LAU,;
WILLIAMS, 2015) e IslandPick (LANGILLE; HSIAO; BRINKMAN, 2008). Para a
identificacdo de plasmideos, foi empregado o PlasForest (PRADIER et al., 2021).
Adicionalmente, foram considerados os plasmideos previamente identificados nos genomas

com montagens completas, disponiveis no GenBank.
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Os genes preditos nos genomas foram categorizados como centrais e acessorios, sendo
discriminados quanto & sua presenca em elementos genéticos moveis. Genes centrais foram
identificados quando presentes em mais de 90% dos genomas, engquanto genes acessorios foram
definidos como aqueles abaixo desse limiar. O perfil de presenca/auséncia dos genes,
plasmideos e regides de transferéncia horizontal de genes (HGT - Horizontal Gene Transfer)
foi integrado e visualizado utilizando o pacote tidyverse do R (HADLEY, 2017).

3.5  Comparacéo de genes de promogao do crescimento vegetal

Para identificar os genes de interesse nos genomas, foi utilizada a ontologia de
caracteristicas promotoras do crescimento vegetal (PGPT - Plant Growth Promotion Traits),
disponivel na plataforma web para bactérias associadas a plantas, denominada PlaBAse;
(https://plabase.cs.uni-tuebingen.de/pb/plabase.php) (PATZ et al.,, 2021). Os genes de

referéncia foram alinhados nos genomas utilizando o software USEARCH versdo 11.0.667,
com limiares minimos de 60% de identidade e 50% de cobertura. A presenca dos PGPTs nos
genomas foi visualizada por meio de um heatmap, utilizando a escala Z-score para representar
a abundancia dos genes. Os perfis de presenga/auséncia dos genes foram gerados utilizando o
pacote tidyverse do R.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1  Filtragem dos dados gendémicos

Com o intuito de garantir uma identificacdo precisa dos genomas de Azospirillum,
recuperamos 180 genomas pertencentes a familia Azospirillaceae do GenBank. Avaliamos a
qualidade dos genomas e filtramos por fragmentacdo e completude (vide metodologia; Figura
3.A e Figura 3.B). Nenhum genoma apresentou contaminacgdo superior a 10% (Figura 3.C).
Uma completude inferior a 90% foi observada para Azospirillum sp. UENF-41252; entretanto,
este genoma foi mantido nas analises devido a sua prévia identificagdo como membro de

Azospirillum, validada por diversas abordagens taxonémicas (RODRIGUES et al., 2022).

Tamanho (Mpb) Completude (%) Contaminacao (%)

100f — — — — — — — -

7.5

O%DO@O o

Figura 3 - Avaliagcdo da montagem de 180 genomas da familia Azospirillaceae. (A) Tamanhos predominantes dos
genomas entre 6 ¢ 8 Mpb; (B) Genomas com completude > 90% acima da linha tracejada vermelha; (C) Avaliagéo
da contaminag8o, com valores abaixo de 10% em todos 0s genomas.

Em seguida, os genomas de Azospirillaceae que apresentaram valores de distancia Mash
< 0,005 foram agrupados. Selecionamos um genoma representativo dentre os 18 grupos

formados (ver APENDICE C). Destaca-se, entre esses grupos, 0 agrupamento 1, composto por
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duas cepas de A. baldaniorum Sp245 (cepa tipo) e A. brasilense BR 11005, indicando uma
reclassificacdo para este ltimo genoma. Uma das diferencas notaveis entre essas espécies esta
relacionada ao padrdo de colonizacdo vegetal. A cepa de A. baldaniorum demonstra a
capacidade de colonizar o interior das raizes, enquanto A. brasilense parece estar restrita a
colonizagdo da superficie radicular (ASSMUS et al., 1995; VANDE BROEK et al., 1993).
Ressalta-se que A. brasilense BR11005 é encontrada em inoculantes comerciais, e sua
identificacdo como pertencente a espécie A. baldaniorum pode fornecer novas informacdes
sobre os mecanismos de acdo desse microrganismo nas plantas.

No agrupamento 2, estdo presentes 13 cepas pertencentes a A. brasilense, entre as quais
se destacam a Sp7, AbV5, AbV6 e Cd, conhecidas por sua relevancia agronémica e importancia
para a pesquisa (APENDICE C). O agrupamento dessas cepas corrobora com a baixa
variabilidade genética das cepas de Azospirillum usadas em inoculantes (CASSAN et al., 2020).
Os demais grupos encontram-se disponiveis no APENDICE C. Com base nesses
procedimentos, um total de 97 genomas foi obtido para a familia Azospirillaceae.

4.2  Selec@o dos genomas de Azospirillum

Para identificar os isolados do género Azospirillum, foi realizada uma analise da
similaridade entre os genomas previamente filtrados para a familia Azospirillaceae. A distancia
entre cada genoma foi calculada com a ferramenta Mash, possibilitando a constru¢do de uma
arvore de distancias, conforme representado na Figura 4. Utilizando a espécie-tipo de
Azospirillum como referéncia, valores de distancia de até 0,20 foram utilizados na identifica¢do
dos genomas do género (vide metodologia). Esse processo levou a identificacdo de 63 isolados
para 0 género, incluindo Roseomonas genomoespecie 6 (GCA_008365375.1), que foi
designada nesse trabalho como Azospirillum sp. 008365375, de acordo com a classificacdo
proposta pelo GTDB.
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Figura 4 - Arvore de distancia da familia Azospirillaceae. Em azul, a cepa de Roseomonas agrupada ao género
Azospirillum (cinza). Os genomas classificados incorretamente como de Azospirillum, estdo destacados em
vermelho e exibem distancias incompativeis com o género.

ClassificacGes incorretas foram visualizadas para outros cinco genomas. Os genomas
classificados como Azospirillum sp. RU38E (GCA _900188385.1), Azospirillum sp. RI_112
(GCA_016124535.1), Azospirillum sp. M122S2SP1A49QC, e os isolados S2_012_000_R2_79
(GCA_003241095.1) e S2_003_000 R2 10 (GCA_003243305.1) de A. brasilense, néao
apresentaram valores de distancia compativeis com género Azospirillum, relacionando-se a
outros grupos taxonémicos. Além disso, esses resultados sdo apoiados por reclassificacGes
sugeridas pelos GTDB (APENDICE B).

Para complementar a analise de distancia, a proporc¢éo de proteinas compartilhadas entre
dois genomas foi avaliada utilizando o indice POCP. Em genomas procarioticos, define-se um
género como um grupo de espécies com valores de POCP superiores a 50% (QIN et al., 2014).
Nessa analise, os MAGs de Azospirillum sp. SRR14536363 (GCA_946480385.1), A. oryzae
A2P (GCA_900177515.1), A. lipoferum R1C (GCA_900177475.1) e Niveispirillum sp.
900188385 (GCA 900188385.1) foram excluidos do heatmap, por apresentaram resultados
inconclusivos nessa avaliagdo. Os agrupamentos formados entre os demais genomas podem ser

visualizados na Figura 5.
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Figura 5 - Delimitagdo dos géneros através pela analise de POCP. Em vermelho, estdo destacados os trés genomas
classificados como de Azospirillum que demonstraram ndo pertencer a familia.

Os genomas pertencentes ao género Azospirillum apresentaram uma conservacgédo de
60% das proteinas, valor previamente estabelecido para a delimitacdo de outros géneros (PARK
et al., 2022). Adicionalmente, essa analise identificou 11 géneros relacionados a Azospirillum,
sendo eles Arenibaculum, Skermanella, Nitrospirillum, Oleisolibacter, Rhodospirillum,
Aerophotrophica, Indioceanicola, Niveispirillum, BOG-112, CAIZDLO1 e RI-112.

Os géneros Arenibaculum, Oleisolibacter e Indioceanicola foram recentemente
transferidos para a familia Azospirillaceae (LI et al.,, 2021). Enquanto o0s géneros
Aerophototrophica, Rhodospirillum, BOG-933 e CAIZDLO01 foram incluidos a familia através
da reconstrucdo filogenética disponibilizada pelo GTDB (PARKS et al., 2022). Além disso, a
linhagem RI_112, embora néo faga parte do género Azospirillum, revelou-se estar relacionada

a familia, formando um grupo a parte. Por outro lado, as cepas M122S2SP1A49QC,
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S2 012 000 R2 79 e S2 003 000 R2 10 ndo demonstraram pertencer a familia
Azospirillaceae.

4.3  Analise de identidade e classificacdo das espécies

As relacBes taxonémicas entre os 63 genomas identificados como pertencentes ao
género Azospirillum foram estabelecidas através da analise de ANI (Figura 6). Para a
delimitacdo das espécies, foi adotado um limiar minimo de 95% de identidade, utilizando as
cepas tipo como referéncia na classificagido dos genomas (RICHTER; ROSSELLO-MORA,
2009). Como resultado, foram identificados 11 agrupamentos de espécies (Al a All), incluindo
trés compostos por cepas sem classificacdo taxondmica em nivel de espécie. Além disso, foi
observada a presenca de 20 espécies com nomenclatura validada, e trés espécies ainda nao
validadas: A. oleiclasticum ROY-1-1-2, A. tabaci W712 e A. endophyticum YIM B02556
(DUAN et al., 2022; WU et al., 2021; ZHAN et al., 2023).

Valores de identidade abaixo 95% foram visualizados para diferentes genomas
classificados como pertencentes da mesma espécie. Dentre eles, as cepas R1C e 4B
classificadas como A. lipoferum e A. oryzae A2P, apresentaram valores de ANI incompativeis
para a classificacdo de espécies ao comparadas com as respectivas cepas tipo. Em contrapartida,
a cepa de R1C formou um agrupamento com A. agricola CC-HIHO38 (A1, 96,62%), enquanto
4B e A2P ndo se agruparam com nenhuma espécie conhecida.

Os agrupamentos formados entre genomas sem classificacdo de espécie e espécies
validadas, como Azospirillum sp. TSA6c e A. melinis TMCY0552 (A3, 95,79%) e Azospirillum
sp. Shl e A. oryzae KACC14407 (A4, 97,22%), sugerem uma proposta preliminar de
classificacdo. Por outro lado, o agrupamento A5 (>96%), que inclui as cepas TSO5, TSA2S,
Al-3 e TSH20, indica a presenca de uma espécie ainda sem classificacdo taxonémica. No
entanto, as cepas desse agrupamento apresentaram pelo menos 94% de ANI com a cepa tipo de
A. oryzae, indicando a necessidade de analises adicionais para a proposi¢do de uma nova

espécie.
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Figura 6 - Heatmap da analise de ANI. A esquerda, estdo representados os 11 agrupamentos de espécies (A1-11)
e 0s dois grupos (G1 e G2), identificados devido a alta identidade entre os genomas. Os 12 genomas previamente
classificados como A. brasilense estdo destacados em vermelho. Os agrupamentos A5, A6 e A9 correspondem as
cepas sem classificacdo especifica para espécie apos essa analise.
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Dos 12 genomas classificados como pertencentes a espécie A. brasilense, apenas a cepa
SR80 apresentou ANI superior a 95% com a cepa tipo representativa MTCC4038 (97,31%,
AT). Essa observacdo sugere uma possivel superestimacdo de cepas dentro da espécie A.
brasilense. Além disso, as estirpes D7 e 2A1 agruparam-se com outras espécies, apresentando
maior similaridade com A. argentinense Az39 (A10, 98,86%) e A. tabaci W71 (A8, 97%),
respectivamente. Os demais genomas ou nao se agruparam com nenhuma espécie ou formaram
agrupamentos que carecem de classificacdo (A6 e A9).

A analise de ANI realizada para o género revelou a formac&o de dois grupos principais,
denominados G1 e G2, que exibiram maior similaridade genética entre as espécies. Esses
grupos demonstraram semelhancas com a divisdo inicial do género em A. lipoferum e A.
brasilense (TARRAND; JEFFREY; DOBEREINER, 1978). O grupo G1 se destacou pela maior

variabilidade, apresentando uma média de 90,73% de ANI em relagdo a A. lipoferum Sp59b,
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enquanto o grupo G2 exibiu uma maior proximidade genética entre os isolados, com uma média
de 94,22% de ANI dos genomas em relacéo a A. brasilense MTCC4038.

A alta similaridade genética entre os diferentes agrupamentos de espécies pode ser
responsavel pelas incongruéncias taxondmicas observadas. Em casos como os de A.
baldaniorum e A. argentinense, que embora compartilhem um alto valor de ANI com A.
brasilense, as diferencas genomicas refletem seus padrOes distintos de colonizacdo e
metabolismo (DOS SANTOS FERREIRA et al., 2020, 2022). Entretanto, a medida que
exploram nichos ecoldgicos diferentes, a auséncia de competicao justifica a separacao dessas
populacbes em espécies distintas (KONSTANTINIDIS; TIEDJE, 2005). Somado a isso, a
complexidade dos genomas de Azospirillum, caracterizada por grande plasticidade gendmica,
tem sido apontada como um obstaculo para uma classificacdo precisa das espécies
(MARONICHE et al., 2017).

A deteccdo de variagdo intragendémica significativa nos genes 16S rRNA,
principalmente em A. lipoferum 4B, também revela sua influéncia nas inconsisténcias
taxonémicas, uma vez que este € um dos principais marcadores gendmicos utilizados para a
identificacdo de novos isolados sequenciados (MARONICHE et al., 2017). Essa complexidade
na delimitacdo das espécies de Azospirillum ressalta a necessidade de empregar diferentes
abordagens de classificagdo dos genomas, a fim de obter uma taxonomia precisa para esses
organismos. A utilizacdo de multiplas ferramentas de analise pode ser fundamental para uma
compreensdo mais abrangente da diversidade genética e bioldgica desse grupo de bactérias,

bem como para o aprimoramento da taxonomia de Azospirillum.

4.4  Pangenoma e filogenia do género

A anélise do pangenoma permite compreender a evolugdo dos genomas por meio de
eventos de perda de genes e aquisicdo por HGT (CUMMINS et al., 2022). O pangenoma &
composto por genes ndo redundantes presentes em um grupo de organismos, e divide-se em
trés categorias: 0 genoma central, contendo 0s genes presentes em todos o0s isolados; o genoma
acessorio, com 0s genes presentes em duas ou mais cepas; e 0S genes Unicos, presentes em
apenas um isolado (BARH et al., 2020; TETTELIN et al., 2005).
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Nos 63 isolados do género Azospirillum, estdo presentes 69.598 familias de genes no
pangenoma, sendo que 1.761 (2,53%) sdo comuns a pelo menos 90% dos genomas (Figura
7.A). A alta diversidade genética visualizada, suporta o conceito de pangenoma aberto (o =
0,38), onde um valor a < 1 indica que novas familias génicas serdo adicionadas a medida que
mais genomas de Azospirillum sdo sequenciados (Figura 7.B). Esse modelo também sugere um
estilo de vida simpatrico, comum em bactérias que habitam ambientes ricos em fontes de DNA,
resultando na aquisicao de novos genes por HGT (BROCKHURST et al., 2019; DIENE et al.,
2013).

A ACESSORIO CENTRAL

Pangenoma
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Figura 7 - Andlise do pangenoma de Azospirillum. (A) Distribuicdo dos genes no pangenoma em centrais
(presentes em 90% dos genomas) e acessdrios. (B) A curva cumulativa em vermelho escuro, indica um pangenoma
aberto devido ao valor de 0=0,38.

Agrupamentos génicos

A maior parte do genoma acessorio de Azospirillum é composto por genes Unicos e de
baixa frequéncia, totalizando 59.757 familias génicas, com uma média de 684 genes exclusivos
por genoma. Esses genes de baixa frequéncia sdo comumente encontrados em regides de
plasticidade gendmica, caracterizadas pela baixa sintenia e alta prevaléncia de rearranjos
gendmicos, conforme previamente descrito para Azospirillum (WISNIEWSKI-DYE et al.,
2011, 2012). A abundéncia de genes unicos também esta relacionada com uma varia¢éo de
habitats colonizados pelas diferentes espécies do género, reforcando o papel da HGT na
adaptacéo de nicho e dindmica ecoldgica dos isolados (CUMMINS et al., 2022).

A reconstrucdo da filogenia cgMLST (core genome multilocus sequence typing) foi
obtida a partir dos SNPs extraidos das familias génicas centrais dos genomas. A arvore

resultante foi avaliada em consonancia com a porcentagem do contetdo de guanina-citocina
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(GC%) e o local de isolamento das cepas. Cinco clados com distribuicdo diferencial de
contetdo GC% e predominantemente associados a plantas foram identificados (Figura 8). A
topologia da arvore filogenética corroborou amplamente a analise de ANI, especialmente em
relacdo a distribuicdo dos genomas nos grupos G1 e G2.

No clado I, a cepa de A. thermophilum CFH 70021, isolada de fontes termais, foi usada
para enraizar a arvore por apresentar a maior distancia com demais genomas. As outras espécies
agruparam-se em quatro subgrupos distintos. No clado I, as linhagens das espécies de A.
agricola e A. doebereineae compartilharam ancestralidade em comum e formaram um grupo
irmdo com A. griseum L-25-5 w-1 e A. cavernae K2W22B-5. Essas duas Ultimas, apresentam
0s menores valores de conteudo GC do género, além de terem sido isoladas de ambiente
aquatico.

No clado 111, as cepas identificadas pela analise de ANI como pertencentes ao grupo G1
agruparam-se a Azospirillum sp. TSO35-2, A. picis IMMIB TAR-3 e A. thiophilum BV-S.
Enquanto em 1V, as espécies A. soli CC-LY788, A. rugosum IMMIB AFH-6 e Azospirillum sp.
008365375 agruparam com isolados do grupo G2. Para o clado V, estdo agrupadas as espécies
com valores mais altos de conteddo GC, dentre elas A. oleiclasticum ROY-1-1-2, isolada de
ambiente contaminado com petréleo (agrupada em “Industrial”) (WU et al., 2021).

Os clados Il e IV apresentaram o maior nimero de espécies e uma variacdo no contetido
GC ¢ observada do grupo G1 (67%) para 0 G2 (68%). Embora haja pouca variacdo entre 0s
genomas do mesmo grupo, algumas das cepas classificadas erroneamente como A. brasilense,
por exemplo, exibem valores mais altos de contelldo GC (>68,98%) alocando-se mais distantes
da cepa tipo representativa para a espécie (A. brasilense MTCC4038).

Dos 63 isolados analisados, 41 foram obtidos de associagdes com uma ampla variedade
de plantas (APENDICE D). Além disso, observa-se uma associacio entre cepas isoladas do
ambiente hospitalar com o clado IV. As estirpes de Azospirillum sp. ATCC49958 e
Azospirillum sp. 008365375, originalmente classificadas como pertencentes ao género
Roseomonas, e recuperadas de feridas e outras fontes humanas, apresentam proximidade
filogenética com espécies de importancia biotecnoldgica, como A. brasilense e A. argentinense
(HARTMANN et al., 2019; HELSEL et al., 2006). Essa proximidade traz um novo olhar para
0 género Azospirillum, uma vez que a HGT de resisténcia a antimicrobianos representa uma

ameaca global e ocorre principalmente entre espécies proximas (SHEPPARD et al., 2016).
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----Ambiente

@ A.thermophilum CFH 70021
@9 A griseum L-25-5 w-1
@ A. cavernae K2ZW22B-5
A. agricola R1C
A. agricola CC-HIH038
A. doebereinerae GSF71
@ A. doebereinerae BF-21-2S
Azospirillum sp. TS035-2
@ A. picis IMMIB TAR-3
@@ A.thiophilum BV-S
Azospirillum sp. B21
A. ramasamyi M2T2B2
Azospirillum sp. 4B
A. humicireducens SgZ-5
Azospirillum sp. A2P
Azospirillum sp. SRR14536363
A. oryzae Shl
A. oryzae KACC 14407
Azospirillum sp. TSH20
Azospirillum sp. TSA25
Azospirillum sp. TSO5
Azospirillum sp. Al-3
Azospirillum sp. B510
A. endophyticum YIM B02556
Azospirillum sp. 412522
Azospirillum sp. TSH100
A. lipoferum Sp59b
Azospirillum sp. TSH64
A. palustre B2
A. melinis TSABC
A. melinis TMCY0552
A. soli CC-LY788
@ A. rugosum IMMIBAFH-6
Azospirillum sp. 8365375
A. tabaci W712
A. tabaci 2A1
Azospirillum sp. TSH58
Azospirillum sp. MTCC4038
Azospirillum sp. 0GB3
Azospirillum sp. HAMBI 3172
Azospirillum sp. BR11796
Azospirillum sp. BR11650
A. argentinense MTCC4036
A. argentinense MTCC4035
A. argentinense Az1S
A. argentinense D7
A. argentinense REC3
A. argentinense Az39
A. baldaniorum Sp245
A. baldaniorum Vi22
A. baldaniorum BR 12001
A. formosense Nfb7

A brasilense SR80 AMBIENTE
A. brasilense MTCC4038 @ Aqustico
Azospirillum sp. 2020WEIHUAK @ ronte termal
Azospirillum sp. ATCC 49958 @ industrial
Azospirillum sp. YIM DDC1 Hospitalar
Azospirillum sp. BR11669 Vegetal
Azospirillum sp. BR11026 Sclo
Azospirillum sp. SYSU D00513 &c (%)

@ A oleiclasticum ROY-1-1-2
Azospirillum sp. TS022-1
A. halopraeferens DSM 3675 66 67 68 69 70

to destaca-se as cepas tipo. Os genomas

foram avaliados em cinco clados (I-V) e categorizados de acordo com o ambiente para o qual foram isolados, tais

quais, aquético, fonte termal, industrial, hospitalar, vegetal e solo. O cont
G1, G2 e dos 11 agrupamentos prévios da analise de ANI também foram

4.5 Perfil de viruléncia e resisténcia

A fim de avaliar o potencial patogénico das cepas d

elido GC% e as informagdes dos grupos
incluidos.

e Azospirillum, conduziu-se uma

investigacao para identificar genes associados a fatores de viruléncia (VF - Virulence Factors)
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e genes de resisténcia a antibiédticos (ARG - Antibiotic Resistance Gene), bem como a sua
relacdo com plasmideos e ilhas gendmicas. Apesar de varias espécies de Azospirillum terem
sido anteriormente relacionadas a multiplos replicons, somente a cepa de A. argentinense Az19
apresentou um plasmideo identificado por meio da analise de similaridade com plasmideos
conhecidos (ver metodologia) (KATSY, 2011; MARTIN-DIDONET et al., 2000).

Para ampliar essa avaliacdo, incluimos os plasmideos de 13 genomas completos de
Azospirillum previamente anotados no GenBank (Tabela 1). A prevaléncia de genes
relacionados a fatores de viruléncia e a resisténcia a antibioticos em ilhas genémicas e

plasmideos foi avaliada por meio da anélise do viruloma e resistoma para o género.

Tabela 1 - Relacdo de genomas com plasmideos identificados.

Espécie Estirpe N° de acesso Plasmideos

A. argentinense Az19 GCA_008369925.1 1
A. argentinense Az39 GCA_000632475.2 5
A. argentinense MTCC4035 GCA_005222165.1 7
A. brasilense MTCC4038 GCA 005222145.1 5
Azospirillum sp. 2020WEIHUAK GCA_022023855.1 7
Azospirillum sp. MTCC4039 GCA_005222205.1 4
Azospirillum sp. 4B GCA _000283655.1 6
A. oryzae KACC 14407 GCA_013347285.1 7

A. ramasamyi M2T2B2 GCA_003233655.1 6
Azospirillum sp. B510 GCA_000010725.1 6
Azospirillum sp. TSA2S GCA_004923315.1 3
Azospirillum sp. TSH100 GCA_004923295.1 2
Azospirillum sp. TSH58 GCA_003119115.1 7
A. thermophilum CFH 70021 GCA_001315015.1 5

No viruloma, sdo identificados 58 genes, dos quais 20 compdem o viruloma central, ou
seja, estdo presentes em pelo menos 90% dos genomas. O viruloma central esta
predominantemente associado aos mecanismos de evasdo imune, motilidade e adaptagéo ao

estresse ambiental. Em relagdo a motilidade, os genomas exibem genes relacionados a
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regulacdo da quimiotaxia (cheB e cheY) (PORTER; WADHAMS; ARMITAGE, 2011),
formagéo do flagelo polar (flgCG) (SAIJO-HAMANO et al., 2004) e sua glicosilagdo (pseB e
nueB) (MOENS; MICHIELS; VANDERLEYDEN, 1995; ROSSI et al., 2016).

No que diz respeito a evasdo imune, sdo identificados componentes dos
lipopolissacarideos (LPS), como kdsAB e acpXL, e outros associados a biossintese do lipidio
A em outras cepas bacterianas (RAETZ; WHITFIELD, 2002). Adicionalmente, foram
encontrados genes relacionados a biossintese de glicosideos, como ramanose (rmlAB) e fucose
(gmd e flc). Também foram identificados genes de resposta ao estresse ambiental, incluindo
carAB, ureBG, katA e sodB, com destaque para katA e sodB, que estdo envolvidos no alivio
ao estresse oxidativo (FUKAMI; CEREZINI; HUNGRIA, 2018; GARCIA et al., 2020). A
presenca desses fatores no viruloma central do género sugere que esses mecanismos Sao
respostas essenciais para a sobrevivéncia e adaptacdo de Azospirillum,

O sistema de secrecdo do tipo VI (T6SS) foi o Unico identificado nos genomas, sendo
que o gene tssB esta localizado no viruloma central e os demais no viruloma acessério. Os
genes relacionados ao T6SS estdo agrupados em cinco categorias filogenéticas distintas (HSI-I
a HSI-V), cada uma desempenhando func¢des especificas dentro das bactérias (BERNARD et
al., 2010). Em Azospirillum, os genes estdo associados aos grupos HSI-I e HSI-I11, os quais sdo
caracterizados por apresentarem atividades relacionadas as interacdes interbacterianas e a
viruléncia em animais e plantas, respectivamente (BERNAL; LLAMAS; FILLOUX, 2018).

Dentre os genes presentes, tssC (HSI-111, 68%) e tssH (HSI-1, 46%; HSI-111, 39%) foram
0s mais prevalentes nos genomas analisados. O cluster tssBC (ou vipAB, HSI-1) esta envolvido
na formacdo da bainha contratil, enquanto o gene tssH esta relacionado a proteina ClpV, uma
ATPase da familia AAA+ responsavel pelo fornecimento de energia ao aparelho secretor
(BERNAL; LLAMAS; FILLOUX, 2018). A cepa A. argentinense Az39 foi descrita
anteriormente por apresentar esse sistema ativo (CASSAN et al., 2021). A presenca do gene
tssK (HSI-1), envolvido na polimerizacdo do tubo, foi identificado nessa bactéria, o qual
também foi observado em outras linhagens da espécie, com excecdo de Az19, sugerindo uma

correlagéo entre a presenca do sistema T6SS e as cepas de A. argentinense.
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Figura 9 - Composi¢do do viruloma acessorio. Genes presentes em azul, em ilhas gendmicas em amarelo e nos
plasmideos em rosa claro. As familias génicas do sistema de secre¢do do tipo 1V estdo destacadas em vermelho.

Relacionados a sintese de sideroforos, foram identificados genes para a producéo de
pioverdina (pvdES, pvdA e pvdH) e enterobactina (entABE), principalmente no clado IV
(CROSA; WALSH, 2002). Adicionalmente, genes responsaveis pela sintese de acinetobactina
(bauABCDE) foram identificados nas cepas de A. argentinense MTCC4035 e A. agricola R1C,
enquanto para pioquelina (pchBD), em Azospirillum sp. 4B, A. humicireducens SgZ-5 e A.
agricola CC-HIH038 (Figura 9) (CROSA; WALSH, 2002).
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O resistoma de Azospirillum é composto por 34 genes. No resistoma central, encontram-
se apenas trés genes, incluindo os componentes génicos B e C, associados a bomba de efluxo
MuxABC-OpmB, de resisténcia a multiplos farmacos, e o gene golS, responsavel pela
regulacao de bombas de efluxo em bactérias patogénicas (MIMA et al., 2009; PONTEL et al.,
2007). No resistoma acessorio, predominam os genes associados ao efluxo de antibi6ticos
(Figura 10). Esses genes pertencem principalmente a familia de transportadores de resisténcia-
nodulacdo-divisdo celular, incluindo acrAB, adeB, adeG, ceoB e mexK (FERNANDO;
KUMAR, 2013). Além disso, também foram encontrados os genes rosAB da Major Facilitator
Superfamily (MFS), que desempenham um papel na resisténcia a peptideos antimicrobianos
cationicos (KLENOTIC et al., 2021).

O gene soxR, responsavel por induzir a bomba de efluxo MexGHI-opmD, esta presente
em 84% dos genomas. No entanto, sua funcdo pode estar associada a regulacdo de outros
transportadores, uma vez que apenas mexl| estava presente (PALMA et al., 2005). Em condigdes
de estresse, 0 gene soxR regula positivamente a bomba de efluxo acrAB em bactérias
fitopatogénicas (WASH et al., 2022). Além disso, em Nitrospirillum amazonense CBAmMC, o
transportador de resisténcia a acriflavina (acrAB) oferece tolerancia ao estresse oxidativo e as
mudangas de pH, indicando que esses genes podem desempenhar funcGes semelhantes em
Azospirillum (TERRA et al., 2020).

No resistoma acessorio, foi observada uma correlacdo notavel no grupo G2 do clado 1V
para as enzimas N-acetiltransferase aminoglicosideos (AAC) e aminoglicosideo
fosfotransferases (APH), que sdo inativadoras de aminoglicosideos (GARNEAU-
TSODIKOVA; LABBY, 2016). Com excec¢éo de A. halopraeferens DSM 3675, todos 0s genes
AAC (aac(3)-llc, aac(3)-lllc, aac (3)-lllb, aac (6')-lc e aac (6')-lag) estdo presentes
exclusivamente em cepas do grupo G2. Quanto aos genes relacionados ao APH, aph(3')-Ila é
encontrado apenas em A. thermophilum CFH 70021, enquanto aph(6)-Ic esta presente em
quatro genomas, incluindo as duas cepas de A. brasilense.

Nos clados II, 111 e V do género Azospirillum, identifica-se a presenca do gene mexK, o
gual esta envolvido no efluxo de substancias como tetraciclina, macrolideos e triclosan. Em
bactérias do solo, a correlagédo entre a presenca do gene mexK e a contaminacdo ambiental por
metais-traco é notavel, uma vez que os genes associados ao efluxo de multidrogas conferem
resisténcia ndo apenas a antibidticos, mas também a outros compostos (AMARASEKARA et
al., 2023).
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Figura 10 - Composi¢do do resistoma acessorio. Genes presentes em azul, enquanto os localizados em ilhas
gendmicas e plasmideos estdo destacados em amarelo e rosa claro, respectivamente.

Por outro lado, os genes relacionados a resisténcia a fluoroquinolona (ogxB), triclosan
(triC), beta-lactamicos (regulador nmcR) e cloranfenicol (cat e catB2) estdo
predominantemente associados ao clado 1V. A cepa de Azospirillum sp. MTCC4039 (grupo

G2), isolada do ambiente vegetal, demonstrou um maior nimero de ARGSs, 0s quais também
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estavam localizados em plasmideo. Esse padréo foi observado de forma anéloga nos resultados

do viruloma.

4.6  Potencial biotecnoldgico das espécies de Azospirillum

O potencial biotecnologico dos isolados de Azospirillum foi inferido com base na
distribuicdo do conteido gendmico associado as categorias de biofertilizacdo, bioestimulacédo
e biorremediacdo. Para essa analise, foi atribuida a ontologia génica disponivel no banco de
dados do PLaBAse, conforme descrito na metodologia. O mapeamento das caracteristicas
génicas de promocdo do crescimento vegetal (PGPT), nos 63 isolados de Azospirillum
possibilitou a identificacdo de diferentes genes com funcdes putativas.

Através da andlise de enriquecimento, sdo evidenciados maior diversidade genética,
bem como um numero maior de cOpias génicas associadas aos mecanismos nos diferentes
genomas (Figura 11). No que diz respeito a biofertilizacéo, 0s genomas apresentam mecanismos
associados ao metabolismo do nitrogénio, ferro, fosforo e potassio. Para a bioestimulacao, estdo
presentes genes associados a producdo dos fitormdnios de auxina e citocinina, além de outros
compostos estimulantes. Embora a biorremediac&o tenha se mostrado uma das caracteristicas
menos enriquecida, 0s genomas apresentaram genes relacionados a bombas de efluxo de
resisténcia a metais traco e ao metabolismo de xenobi6ticos.

A distribuicdo dos grupos taxondmicos evidencia uma correlacdo significativa com o
padréo de estratégias génicas, com uma maior ocorréncia de PGPTs no clado 111 (Figura 12.A).
E interessante notar que esse clado apresentou uma frequéncia superior ao clado 1V, que inclui
as principais espécies do género, como A. argentinense, cujas cepas estdo presentes em
inoculantes disponiveis no mercado (CASSAN et al., 2020). A maior variedade de mecanismos
esta distribuida entre o clado I1l, enquanto no clado 1V, destaca-se a presenga de importantes

rotas metabolicas de interesse biotecnoldgico, que serdo discutidas adiante.
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Figura 11 - Analise de enriquecimento dos mecanismos de biofertilizagdo, bioestimulagéo e biorremediacdo em
Azospirillum. As caracteristicas enriquecidas estdo representadas em vermelho e as esgotadas em azul.

No que se refere a distribuicdo das cepas por ambiente, os isolados de ambientes
vegetais presentaram a maior frequéncia génica de PGPTs (Figura 12.B). Por outro lado, os
genomas de ambientes aquaticos exibiram os menores valores, seguidos pelos de ambientes

clinicos. Esses resultados se correlacionam com um estudo conduzido por Wisniewski-Dyé e
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colaboradores (2011), que demonstraram que quase metade dos genes em A. baldaniorum
Sp245 e A. lipoferum 4B, bactérias associadas a raizes vegetais, codificavam fungdes criticas
para a adaptaco e interacéo rizosfera-planta (WISNIEWSKI-DYE et al., 2011).
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Figura 12 - Frequéncia relativa de PGPT. (A) Frequéncia relativa de PGPTs por clados. (B) Distribuicdo da
frequéncia de PGPTs em relacdo aos ambientes dos genomas.

4.6.1 Biofertilizacdo

A anélise dos 63 genomas de Azospirillum revelou a presenca de diversos genes
associados a enzimas, transportadores e proteinas reguladoras envolvidos nos mecanismos de
biofertilizacdo para nitrogénio, fosforo, potéassio e ferro. Com relagdo ao nitrogénio (N), a
auséncia dos genes essenciais a FBN evidencia que esse processo ndo é universal no género
Azospirillum, como observado em Azospirillum sp. SYSU D00513 e A. griseum L-25-5-w1l
(Figura 13). Em contrapartida, nos demais genomas, foram identificados os genes nifHDK,
responsaveis pelas subunidades da nitrogenase, e os genes nifBENUSVWQ, que desempenham
um papel crucial na montagem e incorporacdo dos atomos de ferro e molibdénio, além do

regulador nifA (Figura 13). De maneira variavel, a presenca diferencial dos genes nifF (40%) e
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nifJ (43%), relacionados a transferéncia de elétrons, foi observada entre os clados analisados
(Figura 13).

Adicionalmente, em todas as cepas de A. baldaniorum, Azospirillum sp. BR11796 e
Azospirillum sp. TSO22-1, estdo presentes 0s genes responsaveis pela codificacdo da
nitrogenase alternativa dependente de vanadio (vnfDEGK; Figura 13). Esses genes foram
previamente caracterizados em A. baldaniorum Sp245, e neste estudo, averiguamos a sua
presenca nos demais genomas (DE SOUZA; DE OLIVEIRA PEDROSA, 2015).

Nos genomas, também se encontram 0s genes responsaveis pela transferéncia de
elétrons para a nitrogenase (fixABCX) e pela enzima citocromo c¢ oxidase (fixNOQP), essencial
para a respiracdo em condi¢des microaerofilicas (KOPAT et al., 2017; SPEROTTO et al.,
2004). O ativador transcricional fixK mostrou-se associado ao clado IV (presente em 13
genomas), sendo encontrado em todas as cepas de A. argentinense e A. baldaniorum (Figura
13).

Quanto aos componentes regulatorios presentes nos genomas, observam-se o fator
sigma o (ntrA), o sistema NtrB/NtrC (ntrB e ntrC), as proteinas Py (gInB) e P; (gene paralago
gnlZ), bem como o gene gInD relacionado a modificacdo pos-traducional dessas proteinas (DE
ZAMAROCZY, 1998). Ademais, 0s genes draT e draG, envolvidos na regulacdo metabolica
através da ribosilacdo reversivel de ADP, também estdo presentes (STEENHOUDT,;
VANDERLEYDEN, 2000). Esses genes e outros relacionados a essas vias podem ser
visualizadas na Figura 13.

A assimilacdo de amonia em Azospirillum spp. ocorre principalmente em baixa
concentracdo de NH4" pela via GS-GOGAT, pela via GS-GOGAT, com a participacdo das
enzimas glutamina sintetase (GS; gene glnA), glutamato sintetase (GOGAT,; gtIB e gtID) e da
adeniltransferase inativadora da GS em resposta ao NH4* (gene gnlE; Figura 14). Uma segunda
via envolve a sequéncia génica que codifica a enzima glutamato desidrogenase (GDH; gene
gdhA), ativada em resposta as elevadas concentracbes de amoénio, e esta presente

exclusivamente nos genomas do clado IV (Figura 14).
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Os genomas de Azospirillum spp. apresentaram diversos genes associados a reducao de
N2 via Oxido nitrico e Oxido nitroso (Figura 14). A emissdo de nitrito e Oxido nitrico é
reconhecida como um mensageiro chave nas interacfes bactéria-planta, desempenhando um
papel crucial no desenvolvimento radicular (ARRUEBARRENA DI PALMA et al., 2013).
Esses efeitos ja foram observados em cepas de Azospirillum, e a distribui¢do desses genes pelo
género, especialmente entre os membros do clado 1V, destaca uma clara associacdo entre
Azospirillum spp. e sua producdo (AMENTA et al., 2015; CREUS et al., 2005). Outros genes
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relacionados a conversdo de fontes alternativas de nitrogénio, como a ureia, também estéo

presentes nos genomas, complementando a avaliagdo do viruloma (Figura 14).

AMONIA NITRATO/NITRITO GXIDO NITRICO/NITROSO UREIA
TRANSP. TANSP.
gtﬂ}mﬁgi NITRATO REDUTASE  NITRATO/NITRITOE  NITRITO OXIDO NITRICO 8. NITROSO
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Figura 14 - Metabolismo de outras fontes nitrogénio. Os genomas contém genes relacionados aoc metabolismo de
amoOnia, nitrato/nitrito e ureia.

A Dbiofertilizacdo do fésforo (P) pode ocorrer por meio da mineralizagdo de P-organico
(Po) ou da solubilizacdo de P-inorganico (Pi) (GAMALERO; GLICK, 2011). No que diz

respeito a mineralizacdo, os genomas estdo associados a diversas atividades, incluindo
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transporte (pstSCAB), regulacdo do metabolismo de P (phoRU), armazenamento por sintese de
polifosfato (ppk e ppk2), e a degradacéo por exopolifosfatases (APENDICE F).

Os genes relacionados a mineralizacdo de Po incluem fosfatase alcalina (phoA em 2
genomas e phoD em 4 genomas) e uma enzima C-P liase (phnGHIJKLMP), responsavel pela
degradacéo de fosfonato em fosfato e alcano, presente em A. soli CC-LY788 e Azospirillum sp.
SYSUD00513 (APENDICE F). Além disso, encontram-se transportadores de fosfonato
(phnCDE; 6 genomas), fosfonatases relacionadas a degradacéo de fosfonoacetato (gene phnA)
em A. halopraeferens DSM3675 e fosfonoacetaldeido (gene phnX), principalmente, em
membros do clado Il (SURIN; ROSENBERG; COX, 1985). Esses resultados associam
principalmente A. soli CC-LY788 e cepas do clado V a capacidade de mineralizar Po.

A solubilizacdo do fosfato inorganico no solo por bactérias ocorre por meio da secre¢do
de acidos organicos e inorganicos, os quais dissolvem o material fosfatico ou quelam céations
que acompanham o anion fosfato (GAMALERO; GLICK, 2011). Essa capacidade de produgéo
de macromoléculas também é reconhecida como responsavel pela solubilizagéo do potassio (K)
(MEENA; MAURYA; VERMA, 2014). Nos genomas, foram identificados genes relacionados
a diferentes acidos organicos, incluindo acidos gluconico, glioxilico, succinico, galacturdnico,
malico, acético, piruvico e carboxilico (APENDICE G).

Dentre esses, o acido glucbnico destaca-se como o principal responsavel pela
solubilizacdo do fosfato e do potassio, processo documentado anteriormente em espécies como
A. lipoferum, A. halopraeferens e A. brasilense (RODRIGUEZ et al., 2004). Relacionados a
sua producao, foram identificados genes associados as enzimas glicose desidrogenase (gdhAB
em 46%; gadh3 em 12%, e gcdB em 9,5%) e, em menor quantidade nos genomas, a gluconato
desidrogenase (gnd em 19% dos genomas; APENDICE G). Essas enzimas sdo essenciais para
a conversdo de glicose em &cido gluconico (DE WERRA et al., 2009; OTEINO et al., 2015). O
agrupamento génico responsavel pela sintese da pirroloquinolina quinona (PQQ; genes
pggBCDELLI), um cofator em diversas desidrogenases bacterianas, também foi identificado nos
genomas (APENDICE G) (CHOI et al., 2008). No entanto, 0 gene pqgA, que compde o cluster,
néo foi detectado em nenhum dos genomas examinados.

A producdo de &cidos inorganicos nos genomas € mediada por genes envolvidos na
sintese do 4cido sulfidrico (cysCIJHND; APENDICE H). Além disso, a solubilizagio de K ¢
destacada pela presenca dos principais sistemas de captacdo do nutriente (Kdp e Trk) e de um

sistema menor (Kup). Os sistemas Kdp e Kup estdo amplamente distribuidos, enquanto o
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sistema Trk esta ausente no clado Il e em cepas do clado 11l (APENDICE H). A mitigacio dos
efeitos prejudiciais do estresse salino foi previamente documentada em cultivares de milho
inoculadas com Azospirillum spp., onde a relagdo entre a producdo de &cidos organicos e 0s
transportadores de sddio, potassio e calcio foi associada a esses efeitos (HAMDIA;
SHADDAD; DOAA, 2004).

Relacionado ao ferro (Fe), nos genomas estdo presentes genes relacionados a sintese de
siderdforos e & captacdo de Fe (APENDICE 1). Ampliando a anélise do viruloma, o uso do
PlaBAse possibilitou a identificacdo abrangente de outras sequéncias genéticas relacionadas a
producdo de siderdforos. Dentre os resultados, destacam-se 0s genes associados a producéo de
petrobactina (asbABCEF, presentes em 9 genomas) e o cluster completo para a pioquelina
(pchABCDEFR) em Azospirillum sp. 4B (ver APENDICE 1) (CROSA; WALSH, 2002).

Genes relacionados a captacdo de siderdforos de hidroxamato férrico (fhuBCDE) e de
bacilobactina (feuABD) também estdo presentes (GABALLA; HELMANN, 2007; MIKAEL et
al., 2002). Para a captacdo de Fe, estdo presentes o sistema TonB (exbB, exbD e tonB), o
transportador de membrana especifico para ferro (afuABC) e o cluster génico para a biossintese
de heme (hemABCDFLN) (APENDICE |) (BEDDEK et al., 2004; CHOBY; SKAAR, 2016).

Estudos anteriores destacaram a correlacdo entre a producdo de sideréforos por
Azospirillum as atividades de biocontrole (TORTORA; DIAZ-RICCI; PEDRAZA, 2011). A
prevencdo da antracnose em culturas de morango, causada pelo fungo Colletotrichum acutatum,
foi atribuida a producdo dessas macromoléculas pela estirpe A. baldaniorum REC3 (SHAH,;
KARKHANIS; DESAI, 1992; TORTORA; DIAZ-RICCI; PEDRAZA, 2011). Adicionalmente,
na analise comparativa para o género realizada nesse estudo, foi evidenciada a presenca de
genes relacionados a cinco sideroforos distintos. Notavelmente, destacam-se 0s genomas de A.
argentinense MTCC4035, apresentando genes associados a pioverdina e enterobactina (Figura
9), enquanto Azospirillum sp. 4B mostra um potencial promissor com genes para pioquelina e
petrobactina (APENDICE 1).

4.6.2 Bioestimulagao
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O potencial bioestimulante das espécies de Azospirillum foi avaliado por meio da
identificacdo de genes relacionados a fitorménios, compostos organicos volateis e carotenoides
de poliaminas (Figura 15). Em relacdo aos fitormonios, 0s genomas apresentaram genes
relacionados a sintese de citocinina (genes dapF, hflX, log, recAX), incluindo a enzima
limitante na biogénese de terpenoide, isopentenil transferase (miaAB) (CHEN et al., 2017). Um
unico gene (fadA), relacionado a sintese de &cidos graxos intermediarios na producdo de
jasmonato, estava presente, ao passo que algumas vias de producdo de auxina foram
identificadas nos genomas (Figura 15).

Nos genomas analisados, a producéo de AlA através da via do &cido indol-3-piravico
foi identificada exclusivamente no clado 1V e nas cepas de A. oleiclasticum ROY-1-1-2 e
Azospirillum sp. TSO22-1 (Figura 15). Embora em outros genomas do género estejam presentes
0s genes relacionados a primeira (genes aspC, bioA, hisC, patA e puuE) e Gltima etapa (aldH
e aldB) dessa via, 0 gene que codifica a enzima-chave indol-3-piruvato descarboxilase (gene
ipdC/ppdC) foi identificado apenas nos genomas mencionados anteriormente (PATTEN;
BLAKNEY; COULSON, 2013).

Paralelamente a IPA, a Gltima etapa da via da triptamina também envolve a atuacéo de
enzimas aldeido desidrogenases (SPAEPEN; VANDERLEYDEN, 2011). No contexto da via
da indol-3-acetonitrila/lAN, estdo presentes 0s genes para enzimas nitrilases (nit e yhcX;
presentes em 31 genomas), nitrila hidratases (genes nthAB; 24 genomas) e amidase (amiE; 60
genomas; Figura 15). No entanto, em nenhum dos genomas foram identificados os genes
relacionados a converséo do triptofano a IAN, destacando a predominancia de vias incompletas
para a biossintese de auxina em Azospirillum. Em um estudo anterior, resultados semelhantes
foram observados em bactérias do solo, correlacionando o ambiente rizosférico a um
reservatorio de metabolitos intermediarios dessas vias (ZHANG et al., 2019).

Adicionalmente, uma via putativa que implica a conversdo da molécula de indol em
AlA através da enzima AlA-acetiltransferase (gene ysnE) estd amplamente distribuida nos
genomas (Figura 15). eu papel na produgéo de auxina foi inicialmente descrito em A. brasilense,
e 0 gene ysnE foi identificado no operon trp de biossintese do triptofano (ZIMMER,;
APARICIO; ELMERICH, 1991). Embora pouco explorada, em Bacillus amyloliquefaciens
FZB42, portadores de delecBes no gene, relacionaram o gene a sintese da auxina (IDRIS et al.,
2007).
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Figura 15 - Bioestimulacdo em Azospirillum. Os genes presentes nos genomas estdo destacados em amarelo e 0s

ausentes em azul.

Dentre os compostos organicos volateis identificados em Azospirillum, estdo os genes

responsaveis pela producdo de acetoina (budAB) e 2,3-butanodiol (budC e butAB), os quais

induzem mecanismos de resisténcia sistémica nas plantas (Figura 15) (PING; BOLAND, 2004).

As enzimas envolvidas na sintese da acetoina s3o a a-cetolactato sintase (budA) e a a-

cetolactato descarboxilase (budB), que pode ser reduzida a 2,3-butanodiol pela agdo de uma
redutase (budC) (YANG et al., 2014). Nos genomas, apenas A. halopraeferens DSM3675
apresentou o gene budA, enquanto o gene budC esta predominantemente presente no clado IlI.
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Por outro lado, outros genes relacionados a butanodiol desidrogenases (butAB) séo
identificados em 48 genomas.

Além disso, as sequéncias génicas para a sintese (speBCDE) e transporte
(potABCDFGHI) de espermidina também estdo amplamente distribuidas no género (Figura
15). A producdo dessa poliamina esta associada as estratégias de sobrevivéncia ao estresse
abidtico, e sua presenca ja foi anteriormente relatada em espécies de Azospirillum (PERRIG et
al., 2007; THULER et al., 2003). Esses achados sugerem que as espécies de Azospirillum
podem ser uma fonte potencial de bioestimulantes para as plantas, especialmente as cepas

pertencentes ao clado IV que apresentam a capacidade de sintetizar AIA a partir do triptofano.

4.6.3 Biorremediacéo

A habilidade de resistir a ambientes contaminados e metabolizar poluentes, observada em
certos grupos de bactérias, tornou a biorremediacdo uma estratégia promissora para a recuperacao
de solos e areas contaminadas (CHITARA; CHAUHAN; SINGH, 2021). Nesse contexto, a
capacidade potencial de Azospirillum spp. atuar como agentes de biorremediacéo foi investigada
por meio da identificacdo de genes associados ao metabolismo de metais trago e xenobi6ticos.

Os genomas revelaram associacdo com a tolerancia a metais como cobalto, cadmio,
mercurio, cobre e arsénio (Figura 16). No que diz respeito ao cobalto, 0s genes prevalentes nos
genomas incluem transportadores (chbiP e corC) e proteinas dependentes desse elemento em
vias metabolicas (genes cbiAB, cbiCDFGHJL, cobAC, cobS e cobU) (CHELLAPANDI, 2011;
EITINGER, 2013). Nas espécies de A. ramasamyi M2T2B2 e A. halopraeferens DSM3675,
sdo identificados transportadores adicionais em seus genomas (chiQ e cbiMNO; Figura 16).

Amplamente distribuido nos genomas, esta o transportador de cddmio (Cd) da familia
das ATPases do tipo CPx (cadA) e o regulador transcricional (cadC; Figura 16) (TSAI; YOON;
LYNN, 1992). Observa-se um enriquecimento pronunciado do gene cadA nos genomas de
Azospirillum sp. B21 e Azospirillum sp. ATCC49958, sugerindo uma possivel resposta a
contaminacdo ambiental por metais (LI et al., 2022). Os genes responsaveis pela resisténcia ao
cadmio, zinco e cobalto (czcBCD) também estéo presentes em 22 genomas (NIES, 1992). Em

estudos com plantulas de cevada inoculadas com A. lipoferum 137 e tratadas com Cd, observou-
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se que, apesar dos efeitos benéficos da intera¢do, ndo houve uma reducdo significativa do metal
nas raizes (BELIMOV; DIETZ, 2000). Esses resultados indicam a capacidade de Azospirillum
em tolerar o ambiente e promover a satde vegetal por meio de outras vias, apesar de sua eficacia

limitada na biorremediacéo.

COBALTO CADMIO  MERCURIO COBRE ARSENIO

Clados
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] A. doebereinerae BF-21-25
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Azospirillum sp. T$022-1
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Figura 16 — Tolerancia aos metais traco em Azospirillum. Nos genomas sdo evidenciados em amarelo a presenca
de genes relacionados a tolerancia do cobalto, cadmio, mercurio, cobre e arsénio.

Apenas dois genes de resisténcia ao mercdrio foram identificados, tais quais o
translocador de ions de mercurio (merT) e o regulador (merR), presentes em Azospirillum sp.
YIMDDC1 e Azospirillum sp. ATCC49958 (BARKAY; MILLER; SUMMERS, 2003). Nos
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demais genomas do género (clados V, IV e 1), apenas o gene regulador foi evidenciado (Figura
16).

Prevalentes nos genomas estdo 0s genes de resisténcia ao cobre relacionados a captacédo
(cutA), extrusao por ATPases (copA) e regulacdo (copS, cueR e cusR; Figura 16) (WILLIAMS
et al., 2020). Em menor quantidade, sdo encontradas duas chaperonas (copZ e cusF; presentes
em 8 genomas) que atuam na extrusédo do citoplasma para o periplasma, reduzindo as formas
toxicas do metal, e um sistema antiporte de préton-cation CusABC (cusAB; em 6 genomas)
(DAVALOS; GARCIA-DE LOS SANTOS, 2023; GIACHINO; WALDRON, 2020).
Adicionalmente, em A. rugosum IMMIB AFH-6, s&o evidenciados outros genes associados a
resisténcia ao cobre, demonstrando uma relagdo mais pronunciada com a resisténcia a esse
elemento (Figura 16).

A tolerancia ao arsénio (As) em Azospirillum spp. é caracterizada pela presenca das vias
de oxidacéao do arsenito e de reducdo do arsenato (CHANG, 2015; CHANG; REN; KIM, 2008).
O gene regulador da via de oxidagdo (aoxS) estd presente em todos 0s genomas, engquanto
apenas sete genomas apresentaram as subunidades codificantes da oxidase (aoxAB; Figura 16)
(CHANG, 2015). Em 14 genomas, sdo observados 0s genes necessarios para a reducdo do
arsenito (arsRBC; Figura 16). Nesse processo, a regulacdo é mediada pelo repressor ArsR, que
se liga a regido promotora de ars, enquanto a proteina ArsB realiza o transporte de ions de As
para fora da célula (CAI et al., 2009). Adicionalmente, foram identificados dois genes (arsC e
arsC1) relacionados a atividade redutase (CAl et al., 2009).

Relacionados a degradacdo de xenobibticos, 0s genomas apresentam
predominantemente genes envolvidos na metabolizacdo de compostos nitroaromaticos (nemA),
cicloalcanos (adh e adhEPC), alifaticos halogenados (dehHlI), e no metabolismo da atrazina
(atzF; Figura 17) (ESQUIROL et al., 2018; OPPENTOCHT; POELARENDS, 2003; VALLE
etal., 2012; WANG et al., 2018). Este ultimo, um herbicida comum em corpos d'agua devido
aos processos de escoamento e lixiviagdo, mostra a presenca adicional do gene atzE em espécies
isoladas de ambientes aquaticos, como A. cavernae K2W22B-5 e A. griseum L-25-5-W-1
(GRAYMORE; STAGNITTI; ALLINSON, 2001). A detecgdo desses genes em bactérias
sugere uma resposta a elevada contaminagdo ambiental pela atrazina e seu subsequente
metabolismo pelas bactérias (SHERCHAN; BACHOON, 2011).
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---- Ambiente
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A palustre B2
A, melinis TSA6c
A. melinis TMCY 0552
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Figura 17 - Genes relacionados a vias de degradacgdo de xenobioticos em Azospirillum. A representacdo a direita
indica os locais de isolamento, abrangendo ambientes aquaticos (azul), fontes termais (vermelho), areas industriais
(roxo), instalagdes hospitalares (rosa), ecossistemas vegetais (verde) e solos (laranja).

No clado 111, observam-se também os genes associados ao metabolismo do naftaleno

(nagGH; presentes em 7 genomas) e a conversao de benzoato em catecol, conduzida pelas

enzimas benzoato dioxigenase (benABC) e benzoato diol desidrogenase (benD; Figura 17)
(FUENMAYOR et al., 1998; NEIDLE et al., 1991). Esses ultimos também foram identificados
nas cepas de A. formosense Nfb7 e Azospirillum sp. 2020WEHUAK do clado IV. Outros genes

compartilhados entre quatro cepas pertencentes a ambos os clados incluem bbsBDH,
envolvidos na via metabdlica do tolueno (VON HORSTEN et al., 2022).
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Nos genomas das cepas de A. agricola, A. halopraeferens DSM3675, Azospirillum sp.
TSO22-1 e A. oleiclasticum ROY-1-1-2, é observada uma relacdo pronunciada com as vias
metabolicas de hidrocarbonetos aromaticos. Nessas cepas, estdo presentes genes relacionados
a degradacao do tolueno e derivados (xyICEFGHI) e compostos fenolicos (dmpLMNOP e
mhpDEF; Figura 17) (INOUE et al., 1995; PARALES et al., 2008; RAJKUMARI,
PAIKHOMBA SINGHA; PANDEY, 2018; ZHOU et al., 2016). Na bactéria A. oleiclasticum
ROY-1-1-2, isolada de uma mistura de producédo de petrdleo, a capacidade de degradacédo do
petrdleo bruto foi constatada in vitro, e em seu genoma também sao identificados genes para a
degradacdo do bifenil policlorado (bphHIJ) e isopropilbenzeno (cmtCD) (HOFER,;
BACKHAUS; TIMMIS, 1994; OHTA; KUDO; MAEDA, 2001; WU etal., 2021). Outros genes
presentes nos genomas podem ser visualizados na Figura 17.

Em suma, a analise gendmica de Azospirillum spp. evidenciou o papel significativo
desempenhado por membros desse género como promotoras do crescimento vegetal. A
habilidade de tolerar e metabolizar poluentes, alinhada ao potencial biofertilizante e
bioestimulante, destaca uma ampla variedade de aplicacdes para essas espéecies na melhoria da
qualidade do solo e das plantas. Essas caracteristicas conferem a essas bactérias um papel
crucial como aliadas na promocdo da salde ambiental e no desenvolvimento de préaticas

agricolas mais sustentaveis.
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5 CONCLUSAO

o A delimitacdo do género e a analise de identidade revelaram classificacdes equivocadas
em relacdo as espécies.

o A anélise do pangenoma de Azospirillum demonstra uma notavel diversidade genética,
destacando-se principalmente por genes de baixa frequéncia e Unicos para as especies.

o Dentre os principais fatores de viruléncia em Azospirillum destacam-se 0s mecanismos
de evasdo imune, correlacionados ao LPS, a motilidade e a capacidade de adaptacao ao estresse.
Essas descobertas fornecem indicios cruciais sobre as interacGes entre as bactérias desse género
e as plantas hospedeiras.

o O resistoma é composto, em grande parte, por bombas de efluxo.

o A analise comparativa dos genes associados ao crescimento vegetal revelou de maneira
significativa a notavel capacidade de biofertilizacdo, bioestimulacdo e biorremediacdo em
diversas espécies do género, a0 mesmo tempo que destacou correlagdes entre os diferentes
clados e as cepas provenientes de ambientes vegetais, nas quais esses mecanismos se
manifestaram com maior frequéncia.

o As andlises comparativas realizadas neste estudo abrem novas perspectivas para a
identificacdo de espécies e estirpes promissoras que tém potencial para serem utilizadas na

formulacdo de novos inoculantes.
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APENDICE A — Metadados de Azospirillaceae comparativos obtidos do GenBank e GTDB.

N.° de acesso Género Genbank Espécie Genbank Cepa Genbank Género GTDB Espécie GTDB
GCA_001939945.1 Aerophototrophica crusticola MIMtkB3 Aerophototrophica Aerophototrophica crusticola
GCA_001296005.1 Alpha proteobacterium AAP38 Niveispirillum Niveisprillum sp. 001296005

GCA_017355985.1
GCA_001917175.1
GCA_017876095.1
GCA_900177475.1
GCA_007827765.1
GCA_016652835.1
GCA_002895265.1
GCA_013341015.1
GCA_005222185.1
GCA_008369925.1
GCA_003119195.2
GCA_000237365.1
GCA_007827915.1
GCA_016622125.1
GCA_007828115.1
GCA_008274965.1
GCA_007827425.1
GCA_001315015.1
GCA_003116055.1
GCA_002940755.1
GCA_000404045.1
GCA_008274945.1
GCA_013340925.1
GCA_002027385.1
GCA_002027445.1
GCA_005222145.1
GCA_013340975.1
GCA_003584185.1
GCA_002940725.1
GCA_013340915.1
GCA_014596085.1
GCA_002245955.1
GCA_005222165.1
GCA_003349955.1
GCA_016622105.1
GCA_007827815.1
GCA_007828645.1
GCA_008365405.1
GCA_016622085.1
GCA_016632405.1
GCA_007827795.1
GCA_003989665.1
GCA_003966125.1
GCA_000429625.1

GCA_001639105.2

Arenibaculum
Azospirillum
Azospirillum
Azospirillum
Azospirillum
Azospirillum
Azospirillum
Azospirillum
Azospirillum
Azospirillum
Azospirillum
Azospirillum
Azospirillum
Azospirillum
Azospirillum
Azospirillum
Azospirillum
Azospirillum
Azospirillum
Azospirillum
Azospirillum
Azospirillum
Azospirillum
Azospirillum
Azospirillum
Azospirillum
Azospirillum
Azospirillum
Azospirillum
Azospirillum
Azospirillum
Azospirillum
Azospirillum
Azospirillum
Azospirillum
Azospirillum
Azospirillum
Azospirillum
Azospirillum
Azospirillum
Azospirillum
Azospirillum
Azospirillum

Azospirillum

Azospirillum

pallidiluteum
sp.

agricola
lipoferum
baldaniorum
brasilense
argentinense
baldaniorum
argentinense
argentinense
baldaniorum
baldaniorum
brasilense
argentinense
brasilense
brasilense
brasilense
brasilense
sp.
brasilense
brasilense
brasilense
formosense
brasilense
brasilense
brasilense
brasilense
brasilense
brasilense
brasilense
tabaci
brasilense
argentinense
brasilense
brasilense
brasilense
brasilense
brasilense
brasilense
sp.
brasilense
doebereinerae
griseum

halopraeferens

humicireducens

SYSU D00532
51_20
CC-HIHO038
R1C

BR 12001
D7

REC3

Vi22
MTCC4036
Az19
Sp245
Sp245

BR 11005
BR 11975
BR 11002
Cd

Sp7

Sp7

Sp

Ab-V6

FP2

Sp7
CC-NFb-7
Sp7

V6
MTCC4038
BR 11017
SR80
Ab-V5

BR 11649
W712

2A1
MTCC4035
HAMBI_3172
BR 11138
BR 11650
BR 11796
ATCC 49958
BR 11669
YIM DDC1
BR 11026
GSF71
L-25-5 w-1
DSM 3675

Sgz-5

Desertibacter
51-20
Azospirillum
Azospirillum
Azospirillum
Azospirillum
Azospirillum
Azospirillum
Azospirillum
Azospirillum
Azospirillum
Azospirillum
Azospirillum
Azospirillum
Azospirillum
Azospirillum
Azospirillum
Azospirillum
Azospirillum
Azospirillum
Azospirillum
Azospirillum
Azospirillum
Azospirillum
Azospirillum
Azospirillum
Azospirillum
Azospirillum
Azospirillum
Azospirillum
Azospirillum
Azospirillum
Azospirillum
Azospirillum
Azospirillum
Azospirillum
Azospirillum
Azospirillum
Azospirillum
Azospirillum
Azospirillum
Azospirillum
Azospirillum

Azospirillum

Azospirillum

Desertibacter sp. 017355985

51-20 sp. 001917175
Azospirillum agricola
Azospirillum agricola
Azospirillum baldaniorum
Azospirillum baldaniorum
Azospirillum baldaniorum
Azospirillum baldaniorum
Azospirillum baldaniorum
Azospirillum baldaniorum
Azospirillum baldaniorum
Azospirillum baldaniorum
Azospirillum baldaniorum
Azospirillum baldaniorum
Azospirillum brasilense
Azospirillum brasilense
Azospirillum brasilense
Azospirillum brasilense
Azospirillum brasilense
Azospirillum brasilense
Azospirillum brasilense
Azospirillum brasilense
Azospirillum brasilense
Azospirillum brasilense
Azospirillum brasilense
Azospirillum brasilense
Azospirillum brasilense
Azospirillum brasilense
Azospirillum brasilense
Azospirillum brasilense
Azospirillum brasilense_A
Azospirillum brasilense_A
Azospirillum brasilense_B
Azospirillum brasilense_B
Azospirillum brasilense_C
Azospirillum brasilense_C
Azospirillum brasilense_C
Azospirillum brasilense_D
Azospirillum brasilense_E
Azospirillum brasilense_E
Azospirillum brasilense_E
Azospirillum doebereinerae
Azospirillum griseum

Azospirillum halopraeferens

Azospirillum humicireducens
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Continuacéo
N.° de acesso Género Genbank Espécie Genbank Cepa Genbank Género GTDB Espécie GTDB
GCA_008364955.1 Azospirillum lipoferum 59b Azospirillum Azospirillum lipoferum
GCA_000010725.1 Azospirillum sp. B510 Azospirillum Azospirillum lipoferum_B
GCA_000283655.1 Azospirillum lipoferum 4B Azospirillum Azospirillum lipoferum_C
GCA_013340935.1 Azospirillum melinis TMCY 0552 Azospirillum Azospirillum melinis
GCA_017876055.1 Azospirillum melinis TMCY 0552 Azospirillum Azospirillum melinis
GCA_003115895.1 Azospirillum sp. TSA6c Azospirillum Azospirillum melinis
GCA_002573965.1 Azospirillum palustre B2 Azospirillum Azospirillum melinis
GCA_013423495.1 Azospirillum oleiclasticum ROY-1-1-2 Azospirillum Azospirillum oleiclasticum
GCA_013423485.1 Azospirillum oleiclasticum RWY-5-1-1 Azospirillum Azospirillum oleiclasticum
GCA_008364795.1 Azospirillum oryzae COocCs Azospirillum Azospirillum oryzae
GCA_013347285.1 Azospirillum oryzae KACC 14407 Azospirillum Azospirillum oryzae
GCA_008365135.1 Azospirillum sp. Shi Azospirillum Azospirillum oryzae
GCA_900177515.1 Azospirillum oryzae A2P Azospirillum Azospirillum oryzae_ A
GCA_017876115.1 Azospirillum picis IMMIB TAR-3 Azospirillum Azospirillum picis
GCA_003233655.1 Azospirillum ramasamyi M2T2B2 Azospirillum Azospirillum ramasamyi
GCA_017876155.1 Azospirillum rugosum IMMIB AFH-6 Azospirillum Azospirillum rugosum
GCA_017876165.1 Azospirillum soli CC-LY788 Azospirillum Azospirillum soli
GCA_003115975.1 Azospirillum sp. TSH100 Azospirillum Azospirillum sp. 003115975
GCA_004923295.1 Azospirillum sp. TSH100 Azospirillum Azospirillum sp. 003115975
GCA_003116015.1 Azospirillum sp. TS022-1 Azospirillum Azospirillum sp. 003116015
GCA_003116035.1 Azospirillum sp. TSH64 Azospirillum Azospirillum sp. 003116035
GCA_004923315.1 Azospirillum sp. TSA2S Azospirillum Azospirillum sp. 003116065
GCA_003115935.1 Azospirillum sp. TSH20 Azospirillum Azospirillum sp. 003116065
GCA_003115945.1 Azospirillum sp. TSH7 Azospirillum Azospirillum sp. 003116065
GCA_003116065.1 Azospirillum sp. TSO5 Azospirillum Azospirillum sp. 003116065
GCA_003116095.1 Azospirillum sp. TSO35-2 Azospirillum Azospirillum sp. 003116095
GCA_005222205.1 Azospirillum brasilense MTCC4039 Azospirillum Azospirillum sp. 003119115
GCA_003115995.1 Azospirillum sp. TSH58 Azospirillum Azospirillum sp. 003119115
GCA_003119115.1 Azospirillum sp. TSH58 Azospirillum Azospirillum sp. 003119115
GCA_003590795.1 Azospirillum cavernae K2wW22B-5 Azospirillum Azospirillum sp. 003590795
GCA_015390205.1 Azospirillum sp. INR13 Azospirillum Azospirillum sp. 008364825
GCA_008364825.1 Azospirillum sp. B21 Azospirillum Azospirillum sp. 008364825
GCA_014192915.1 Azospirillum sp. OGB3 Azospirillum Azospirillum sp. 014192915
GCA_016595245.1 Azospirillum sp. YIM B02556 Azospirillum Azospirillum sp. 016595245
GCA_017356015.1 Azospirillum sp. SYSU D00513 Azospirillum Azospirillum sp. 017356015
GCA_003130795.1 Azospirillum thermophilum CFH 70021 Azospirillum Azospirillum thermophilum
GCA_001305595.1 Azospirillum thiophilum BV-S Azospirillum Azospirillum thiophilum
GCA_000960825.1 Azospirillum thiophilum DSM 21654 Azospirillum Azospirillum thiophilum
GCA_013340985.1 Azospirillum brasilense BR 11019 NA NA
GCA_021636945.1 Azospirillum sp. B36 NA NA
GCA_020249095.1 Azospirillum sp. M113S1SP1A49QC NA NA
GCA_020249045.1 Azospirillum sp. M122S2SP1A49QC NA NA
GCA_022023855.1 Azospirillum brasilense 2020WEIHUA_K NA NA
GCA_023806445.1 Azospirillum sp. Al-3 NA NA
GCA_024178045.1 Azospirillum brasilense JLH21 NA NA
GCA_024170005.1 Azospirillum lipoferum Sp59b NA NA
GCA_000333595.1 Azospirillum sp. B506 NA NA
GCA_020005195.1 Azospirillum agricola R1C NA NA
GCA_022214805.1 Azospirillum doebereinerae BF-21-2S NA NA
GCA_019780885.1 Azospirillum formosense Nfb7 NA NA
GCA_019805165.1 Azospirillum sp. 412522 NA NA
GCA_021768805.1 Azospirillum sp. S6 NA NA
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N.° de acesso

Género Genbank

Espécie Genbank

Cepa Genbank

Género GTDB

GCA_022764005.1
GCA_000632475.2
GCA_000333275.1
GCA_900188305.1
GCA_900188385.1
GCA_003241645.1
GCA_016124535.1
GCA_003241095.1
GCA_003243305.1
GCA_000436375.1
GCA_018381375.1
GCA_018381215.1
GCA_001917125.1
GCA_000436195.1
GCA_003150955.1
GCA_018382185.1
GCA_003568845.1
GCA_000225995.2
GCA_000730165.2
GCA_007827975.1
GCA_007827935.1
GCA_007828025.1
GCA_007828035.1
GCA_007827955.1
GCA_007828045.1
GCA_014205765.1
GCA_016463045.1
GCA_014640215.1
GCA_002868735.1
GCA_000429645.1
GCA_002251795.1
GCA_009495745.1
GCA_017996735.1
GCA_003336875.1
GCA_012913305.1
GCA_003165295.1
GCA_000016185.1
GCA_008365375.1
GCA_016806835.2
GCA_016765655.2
GCA_000936425.1
GCA_007991775.1
GCA_008843145.1
GCA_016653635.2
GCA_000576635.1
GCA_900539545.1
GCA_905193295.1
GCA_900539605.1
GCA_905211255.1
GCA_900542055.1
GCA_900538765.1
GCA_902388935.1
GCA_902382585.1
GCA_946480385.1
GCA_902382105.1

Azospirillum
Azospirillum
Azospirillum
Azospirillum
Azospirillum
Azospirillum
Azospirillum
Azospirillum
Azospirillum
Azospirillum
Azospirillum
Azospirillum
Azospirillum
Azospirillum
Azospirillum
Azospirillum
Indioceanicola
Nitrospirillum
Nitrospirillum
Nitrospirillum
Nitrospirillum
Nitrospirillum
Nitrospirillum
Nitrospirillum
Nitrospirillum
Nitrospirillum
Niveispirillum
Niveispirillum
Niveispirillum
Niveispirillum
Niveispirillum
Niveispirillum
Niveispirillum
Oleisolibacter
Rhodospirillaceae
Rhodospirillales
Rhodospirillum
Roseomonas
Skermanella
Skermanella
Skermanella
Skermanella
Skermanella
Skermanella
Skermanella

uncultured Azospirillum
uncultured Azospirillum
uncultured Azospirillum
uncultured Azospirillum
uncultured Azospirillum
uncultured Azospirillum
uncultured Azospirillum
uncultured Azospirillum
uncultured Azospirillum

uncultured Azospirillum

sp.
argentinense
sp.

sp.

sp.
brasilense
sp.
brasilense
brasilense
sp.

sp.

sp.

sp.

sp.

sp.

sp.

profundi
amazonense
amazonense
amazonense
amazonense
amazonense
amazonense
amazonense
amazonense
iridis

sp.
cyanobacteriorum
cyanobacteriorum
irakense
lacus

sp.

sp.

albus
bacterium
bacterium
centenum
genomospecies
rosea
mucosa
aerolata
aerolata
pratensis

sp.
stibiiresistens
sp.

sp.

sp.

sp.

sp.

sp.

sp.

sp.

sp.

sp.

SUG249

Az39

B4

RU37A

RU38E
S2_006_000_R2_60
RI_112
S2_012_000_R2_79
S2_003_000_R2_10
CAG:239

L2 031

L2 038

47 25

CAG:260

CIM

L2_026

SCSIO 08040

Y2

CBAmc

BR 11140

BR 11145

BR 11865

BR 12005

BR 11622

BR 11880

DSM 22198
SupBloom_Metag_059
CGMCC 1.12958
TH16

DSM 11586

1-14

SYP-B3756
Gw_Bodden_bin_248
NAU-10

B3

bog_933

sSw

6

KEMB 2255-458
KEMB 2255-438
5416T-32

NBRC 106429
w17

TT6

SB22

UMGS148
ERR1190581
UMGS149
ERR414348
UMGS418
UMGS63
MGYG-HGUT-02616
MGYG-HGUT-02021
SRR14536363
MGYG-HGUT-01974

NA

NA
Nitrospirillum
Niveispirillum
Niveispirillum
QFOX01
RI-112
Roseomonas
Roseomonas
Scatacola_A
Scatacola_A
Scatacola_A
Scatocola
Scatocola
Scatocola
Scatocola
Indioceanicola
NA

NA
Nitrospirillum
Nitrospirillum
Nitrospirillum
Nitrospirillum
Nitrospirillum
Nitrospirillum
Nitrospirillum
NA
Niveispirillum
Niveispirillum
Niveispirillum
Niveispirillum
Niveispirillum
Niveispirillum
Oleisolibacter
Aerophototrophica
BOG-933
Rhodospirillum_A
Azospirillum
NA

NA
Skermanella
Skermanella
Skermanella
Skermanella
Skermanella
51-20

51-20

51-20

51-20

51-20
HGM16780
NA

NA

NA

NA

Continuacéo
Espécie GTDB
NA
NA

Nitrospirillum sp. 000333275
Niveisprillum sp. 900188385
Niveisprillum sp. 900188385
QFOXO1 sp. 003241645
RI-112 sp. 016124535
Roseomonas gilardii
Roseomonas gilardii
Scatacola_A faecigallinarum
Scatacola_A faecigallinarum
Scatacola_A faecigallinarum
Scatocola faecipullorum
Scatocola faecipullorum
Scatocola faecipullorum
Scatocola faecipullorum
Indioceanicola profundi

NA

NA

Nitrospirillum amazonense
Nitrospirillum amazonense
Nitrospirillum amazonense
Nitrospirillum amazonense_A
Nitrospirillum amazonense_B
Nitrospirillum amazonense_C
Nitrospirillum iridis

NA

Niveispirillum cyanobacteriorum
Niveispirillum cyanobacteriorum
Niveispirillum irakense
Niveispirillum lacus
‘Niveispirillum sp. 009495745
Niveisprillum sp. 017996735
Oleisolibacter albus
Aerophototrophica crusticola
BOG-933 sp. 003165295
Rhodospirillum_A centenum
Azospirillum sp. 008365375
NA

NA

Skermanella aerolata
Skermanella aerolata
Skermanella pratensis
Skermanella sp. 016653635
Skermanella stibiiresistens
51-20 sp. 001917175

51-20 sp. 001917175

51-20 sp. 900539605

51-20 sp. 900542055

51-20 sp. 900542055
HGM16780 sp. 900538765
NA

NA

NA

NA
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Continuacéo
N.° de acesso Género Genbank Espécie Genbank Cepa Genbank Género GTDB Espécie GTDB
GCA_946184595.1 uncultured Azospirillum sp. SRR11784282 NA NA
GCA_946623145.1 uncultured Azospirillum sp. SRR873605 NA NA
GCA_946618725.1 uncultured Azospirillum sp. SRR873606 NA NA
GCA_946628395.1 uncultured Azospirillum sp. SRR873608 NA NA
GCA_945939085.1 uncultured Azospirillum sp. SRR11489786 NA NA
GCA_945938585.1 uncultured Azospirillum sp. SRR11489787 NA NA
GCA_946055605.1 uncultured Azospirillum sp. SRR11551368 NA NA
GCA_945834575.1 uncultured Azospirillum sp. SRR5665903 NA NA
GCA_945836845.1 uncultured Azospirillum sp. SRR5666653 NA NA
GCA_903876595.1 uncultured Azospirillum sp. MJ-time_bin-8109 NA NA
GCA_905214115.1 uncultured Azospirillum sp. SRR7721874 Scatacola_A Scatacola_A faecigallinarum
GCA_900538915.1 uncultured Azospirillum sp. UMGS65 Scatacola_A Scatacola_A faecigallinarum
GCA_905194615.1 uncultured Azospirillum sp. ERR1190770 Scatocola Scatocola faecipullorum
GCA_900540245.1 uncultured Azospirillum sp. UMGS223 Scatocola Scatocola faecipullorum
GCA_903946835.1 uncultured Rhodospirillales bacterium B-4_bin-639 BOG-933 BOG-933 sp. 903920145
GCA_903903135.1 uncultured Rhodospirillales bacterium B4coas_bin-1199 BOG-933 BOG-933 sp. 903920145
GCA_903883715.1 uncultured Rhodospirillales bacterium C5_bin-1525 BOG-933 BOG-933 sp. 903920145
GCA_903933655.1 uncultured Rhodospirillales bacterium C-5_hin-467 BOG-933 BOG-933 sp. 903920145
GCA_903920145.1 uncultured Rhodospirillales bacterium C5coas_hin-2163 BOG-933 BOG-933 sp. 903920145
GCA_903927615.1 uncultured Rhodospirillales bacterium AM-2014_bin-1497 BOG-933 BOG-933 sp. 903927615
GCA_903928145.1 uncultured Rhodospirillales bacterium VK_bin-3208 CAIZDLO1 CAIZDLO1 sp. 903856295
GCA_903856295.1 uncultured Rhodospirillales bacterium VK3_hin-0780 CAIZDLO01 CAIZDLO1 sp. 903856295
GCA_903875535.1 uncultured Rhodospirillales bacterium Umea_bin-08290 CAIZDLO1 CAIZDLO1 sp. 903931735
GCA_903931735.1 uncultured Rhodospirillales bacterium Umea3_hin-0647 CAIZDLO1 CAIZDLO1 sp. 903931735
GCA_903907775.1 uncultured Rhodospirillales bacterium Umea3p3_bin-1246 CAIZDLO1 CAIZDLO1 sp. 903931735
GCA_903908255.1 uncultured Rhodospirillales bacterium Umea3p4_bin-0332 CAIZDLO1 CAIZDLO1 sp. 903931735




APENDICE B — Genomas obtidos pela avaliacio da filogenia do GTDB. A classificacio

taxondmica do GTDB foi comparada com a disponivel no GenBank.
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N.° de acesso Género GTDB Espécie GTDB Género Genbank  Espécie Genbank Cepa Genbank
GCA 012913305.1  Aerophototrophica  Aerophototrophica crusticola Rhodospirillaceae bacterium B3

GCA _001939945.1  Aerophototrophica  Aerophototrophica crusticola Aerophototrophica  crusticola MIMtkB3

GCA _008365375.1  Azospirillum Azospirillum sp. 008365375 Roseomonas genomospecies 6
GCA_903946835.1  BOG-933 BOG-933 sp. 903920145 Rhodospirillales bacterium B-4_hin-639
GCA_903903135.1  BOG-933 BOG-933 sp. 903920145 Rhodospirillales bacterium B4coas_bin-1199
GCA_003165295.1  BOG-933 BOG-933 sp. 003165295 Rhodospirillales bacterium bog_933
GCA_903883715.1  BOG-933 BOG-933 sp. 903920145 Rhodospirillales bacterium C5_bin-1525
GCA_903933655.1  BOG-933 BOG-933 sp. 903920145 Rhodospirillales bacterium C-5_hin-467
GCA_903920145.1  BOG-933 BOG-933 sp. 903920145 Rhodospirillales bacterium C5coas_hin-2163
GCA_903927615.1  BOG-933 BOG-933 sp. 903927615 Rhodospirillales bacterium AM-2014_bin-1497
GCA_903928145.1  CAIZDLO1 CAIZDLO1 sp. 903856295 Rhodospirillales bacterium VK_hin-3208
GCA_903856295.1  CAIZDLO1 CAIZDLO1 sp. 903856295 Rhodospirillales bacterium VK3_hin-0780
GCA_903875535.1  CAIZDLO1 CAIZDLO1 sp. 903931735 Rhodospirillales bacterium Umea_bin-08290
GCA_903931735.1  CAIZDLO1 CAIZDLO1 sp. 903931735 Rhodospirillales bacterium Umea3_bin-0647
GCA_903907775.1  CAIZDLO1 CAIZDLO1 sp. 903931735 Rhodospirillales bacterium Umea3p3_bin-1246
GCA_903908255.1  CAIzZDLO1 CAIZDLO1 sp. 903931735 Rhodospirillales bacterium Umea3p4_bin-0332
GCA_001296005.1  Niveispirillum Niveisprillum sp. 001296005 Alpha proteobacterium AAP38
GCA_000016185.1  Rhodospirillum_A  Rhodospirillum_A centenum Rhodospirillum centenum SW




APENDICE C - Agrupamento por indice de similaridade e selegéo de estirpe.
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Agrupamento N°. de acesso Espécie Cepa N50
MASH

1 GCA_003119195.2 A. baldaniorum Sp245 R 1776336
GCA_000237365.1 A. baldaniorum Sp245T 1766028
GCA_007827915.1 A. brasilense BR 11005 402362

2 GCA _005222145.1 A. brasilense MTCC4038 R 1757525
GCA_001315015.1 A. brasilense Sp7 1754523
GCA_008274965.1 A. brasilense Cd 1735377
GCA_008274945.1 A. brasilense Sp7 1713974
GCA_007827425.1 A. brasilense Sp7T 585936
GCA_007828115.1 A. brasilense BR11002 449402
GCA_002940725.1 A. brasilense AbV5 310565
GCA_002940755.1 A. brasilense AbV6 236259
GCA_024178045.1 A. brasilense JLH21 218812
GCA_002027385.1 A. brasilense Sp7 101258
GCA_002027445.1 A. brasilense V6 90896
GCA_003116055.1 Azospirillum sp. Sp 85049
GCA_000404045.1 A. brasilense FP2 29432

3 GCA_003115935.1 Azospirillum sp. TSH20 R 61811
GCA_003115945.1 Azospirillum sp. TSH7 57929

4 GCA_004923295.1 Azospirillum sp. TSH100 R 1162302
GCA_003115975.1 Azospirillum sp. TSH100 119081

5 GCA_003119115.1 Azospirillum sp. TSH58 R 1910929
GCA_003115995.1 Azospirillum sp. TSH58 67952

6 GCA_003584185.1 A. brasilense SR80 R 58654
GCA_013340975.1 A. brasilense BR 11017 39437

7 GCA _013347285.1 A. oryzae KACC14407 rR 1118090
GCA_008364795.1 A. oryzae cocs T 405582

8 GCA_024170005.1 A. lipoferum Sp59b R 388113
GCA_008364955.1 A. lipoferum 59 T 372840

9 GCA_017876055.1 A. melinis TMCYO0552 R 323311
GCA_013340935.1 A. melinis TMCYO0552 T 107303

10 GCA_013423495.1 A. oleiclasticum ROY112 R 270855
GCA_013423485.1 A. oleiclasticum RWY511 T 205901

11 GCA_900177475.1 A. lipoferum RICR 1392788
GCA_020005195.1 A. lipoferum R1C 1392788




87

Continuacéo

Agrupamento N°. de acesso Espécie Cepa N50
MASH
12 GCA_900188385.1 Azospirillum sp. RU38E 211820
GCA_900188305.1 Azospirillum. sp. RU37A 211820
13 GCA_001305595.1 A. thiophilum BV-S R 1354909
GCA_000960825.1 A. thiophilum DSM 21654 T 1001552
14 GCA _007991775.1 Skermanella aerolata NBRC106429 R 194416
GCA_000936425.1 S. aerolata 5416T-32 T 165927
15 GCA_000730165.2 Nitrospirillum amazonense CBAmMcR 2007914
GCA _007827935.1 N. amazonense BR 11145 318857
16 GCA_002868735.1 Niveispirillum cyanobacteriorum TH16 R 3397866
GCA_014640215.1 N. cyanobacteriorum CGMCC1T 640046
17 GCA _903856295.1 CAIZDLO1 sp. 903856295 R 28151
GCA_903928145.1 CAIZDLO1 sp. 903856295 27033
18 GCA _903920145.1 BOG-933 sp. 903920145 R 23456
GCA_903946835.1 BOG-933 sp. 903920145 23456
GCA _903903135.1 BOG-933 sp. 903920145 23260
GCA _903883715.1 BOG-933 sp. 903920145 17546

R Referem-se as cepas selecionadas para representarem os agrupamentos;
T Correspondem as cepas tipo para as respectivas espécies de acordo com dados obtidos do GenBank

e LPSN.
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APENDICE D - Metadados dos genomas de Azospirillum reclassificados

N°. de acesso Espécie Cepa Hospedeiro Isolamento Local Referéncia
GCA_900177475.1 A. agricola R1C Nicotiana tabacum Raizes NA Genbank/NCBI
GCA_017876095.1 A. agricola CC-HIH038 Nao aplicavel Solo cultivado CHN (LIN etal., 2016)
GCA_000632475.2 A. argentinense Az39 Triticum aestivum Campo inativo ARG g?gs ZSOAZI;)TOS FERREIRA
GCA_008369925.1 A. argentinense Az19 Triticum aestivum Filosférico ARG (GARCIA et al., 2020)
GCA_005222185.1 A. argentinense MTCC4036 Poaceae Rizosfera IND (SINGH et al., 2019)
GCA_005222165.1 A. argentinense MTCC4035 Poaceae Rizosfera IND (SINGH et al., 2019)
GCA_002895265.1 A. argentinense REC3 Fragaria ananassa Rizosfera ARG Genbank/NCBI
GCA_016652835.1 A. argentinense D7 Cenchrus echinatus Rizosfera CoL g(é(ZDSTES-PATINO etal,
GCA_003119195.2 A. baldaniorum Sp245 Triticum aestivum Endosfera BRA gggg&’:‘&g;ﬁg@’)\“
GCA_013341015.1 A. baldaniorum Vi22 Helianthus annuus Rizosfera BRA (AMBROSINI et al., 2012)
GCA_007827765.1 A. baldaniorum BR 12001 Brachiaria decumbens Rizosfera BRA (DTOASSQTSEQRJ!QE%)
GCA_003584185.1 A. brasilense SR80 Triticum aestivum Plantulas RUS Genbank/NCBI
GCA_005222145.1 A. brasilense MTCC4038 Poaceae Rizosfera IND (SINGH et al., 2019)
GCA_003590795.1 A. cavernae K2w22B-5 Néo aplicavel Agua da caverna CHN (ZHU et al., 2021)
GCA_022214805.1 A. doebereinerae BF-21-2S Nao aplicavel Reator de laboratério RUS Genbank/NCBI
GCA_003989665.1 A. doebereinerae GSF71 Miscanthus giganteus Rizosfera DEU (ECKERT etal., 2001)
GCA_016595245.1 A. endophyticum YIM B02556 Paris polyphylla Endosfera CHN (ZHAN et al., 2023)
GCA_019780885.1 A. formosense Nfb7 Néo aplicével Solo agricola CHN (LIN et al., 2012)
GCA_003966125.1 A. griseum L-25-5 w-1 Néo aplicéavel Agua do lago CHN (YANG et al., 2019)
GCA_000429625.1 A. halopraeferens DSM 3675 Leptochloa fusca Rizosfera PAK (REINHOLD et al., 1987)
GCA_001639105.2 A. humicireducens SgZ-5 Biorreator Hamus CHN (ZHOU et al., 2013)
GCA_024170005.1 A. lipoferum Sp 59b Triticum aestivum Raizes BRA (DTOA;;RAEI\:EHYEQRJ!QE%Y)
GCA_003115895.1 A. melinis TSA6c Oryza sativa Arrozal JPN (JANG et al., 2019)
GCA_017876055.1 A. melinis TMCY 0552 Melinis minutiflora Endosfera PAK (PENG et al., 2006)
GCA_013423495.1 A. oleiclasticum ROY-1-1-2 Néo aplicavel Misturas petrolifera CHN (WU etal., 2021)
GCA_008365135.1 A. oryzae Shi Sphagnum magellanicum Pantano levantado RUS (GROUZDEV et al., 2019)
GCA_013347285.1 A. oryzae KACC 14407 Oryza sativa Rizosfera KOR (XIE; YOKOTA, 2005)
(TIKHONOVA;
GCA_002573965.1 A. palustre B2 Sphagnum magellanicum Pantano levantado RUS GROUZDEV;
KRAVCHENKO, 2019)
GCA_017876115.1 A. picis IMMIB TAR-3 Nao aplicavel Alcatréo de estrada CHN (LIN etal., 2009)
GCA_003233655.1 A. ramasamyi M2T2B2 Nao aplicavel Produto fermentado KOR (ANANDHAM et al., 2019)
GCA_017876155.1 A. rugosum IMMIB AFH-6 Nao aplicavel Solo contaminado CHN (YOUNG et al., 2008)
GCA_017876165.1 A. soli CC-LY788 Nao aplicavel Solo CHN (LIN etal., 2015)
GCA_002245955.1 A. tabaci 2A1 Pettnia xhybrida Ultra™ Rizosfera ARG (TOFFOLI et al., 2021)
GCA_014596085.1 A. tabaci W712 Nicotiana tabacum Rizosfera CHN (DUAN et al., 2022)
GCA_003130795.1 A. thermophilum CFH 70021 Naéo aplicavel Fonte termal CHN (ZHAO et al., 2020)
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Continuagéo
N°. de acesso Espécie Cepa Hospedeiro Isolamento Local Referéncia
GCA_001305595.1 A. thiophilum BV-S Néo aplicavel Fonte de sulfeto RUS (LAVRINENKO et al., 2010)
GCA_003115935.1 Azospirillum sp. TSH20 Oryza sativa Arrozal JPN (ISHII et al., 2011)
GCA_003116015.1 Azospirillum sp. TSO022-1 Oryza sativa Arrozal JPN (ISHII et al., 2011)
GCA_003116035.1 Azospirillum sp. TSH64 Oryza sativa Arrozal JPN (ISHII et al., 2011)
GCA_003116065.1 Azospirillum sp. TSO5 Oryza sativa Arrozal JPN (ISHII et al., 2011)
GCA_003116095.1 Azospirillum sp. TSO35-2 Oryza sativa Arrozal JPN (ISHII et al., 2011)
GCA_003119115.1 Azospirillum sp. TSH58 Oryza sativa Arrozal JPN (ISHII et al., 2011)
GCA_004923295.1 Azospirillum sp. TSH100 Oryza sativa Arrozal JPN (ISHI1 et al., 2011)
GCA_004923315.1 Azospirillum sp. TSA2S Oryza sativa Arrozal JPN (JANG et al., 2019)
GCA_007827815.1 Azospirillum sp. BR 11650 Digitaria decumbens Associado a planta BRA Genbank/NCBI
GCA_007828645.1 Azospirillum sp. BR 11796 Digitaria decumbens Associado a planta BRA Genbank/NCBI
GCA_000010725.1 Azospirillum sp. B510 Oryzae sativa Endosfera JPN (KANEKO et al., 2010)
GCA_008365405.1 Azospirillum sp. ATCC 49958 Homo sapiens Ferida de mao EUA (HELSEL et al., 2006)
GCA_008365375.1 Azospirillum sp. 8365375 Homo sapiens Incisdo de mama EUA Genbank/NCBI
GCA_008364825.1 Azospirillum sp. B21 Sphagnum sp. Pantano levantado RUS (GROUZDEV etal., 2019)
GCA_003349955.1 Azospirillum sp. HAMBI_3172 Oryza sativa Raizes IDN (CAIRNS et al., 2020)
GCA_019805165.1 Azospirillum sp. 412522 Passiflora edulis Rizoplano BRA (RODRIGUES et al., 2022)
GCA_005222205.1 Azospirillum sp. MTCC4039 Poaceae Rizosfera IND (SINGH et al., 2019)
GCA_014192915.1 Azospirillum sp. OGB3 Néo aplicavel Rizosfera NA Genbank/NCBI
GCA_900177515.1 Azospirillum sp. A2P Nao aplicavel Rizosfera NA Genbank/NCBI
GCA_946480385.1 Azospirillum sp. SRR14536363 Néo aplicavel Rizosfera CHN Genbank/NCBI
GCA_007827795.1 Azospirillum sp. BR 11026 Triticum aestivum Rizosfera BRA Genbank/NCBI
GCA_016622085.1 Azospirillum sp. BR 11669 Zea mays Rizosfera BRA Genbank/NCBI
GCA_000283655.1 Azospirillum sp. 4B Oryzae sativa Rizosfera FRA (GIVAUDAN et al., 1993)
GCA_016632405.1 Azospirillum sp. YIM DDC1 Néo aplicavel Sedimento CHN Genbank/NCBI
GCA_023806445.1 Azospirillum sp. Al-3 Nao aplicavel Serrapilheira DEU Genbank/NCBI
GCA_022023855.1 Azospirillum sp. 2020WEIHUAK Nao aplicavel Solo CHN Genbank/NCBI
GCA_017356015.1 Azospirillum sp. SYSU D00513 Néo aplicavel Solo desértico CHN Genbank/NCBI
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N°. de acesso Espécie Cepa Tamanho Contigs G+C% Completude N50
GCA_200177475.1 4. agricola RI1C 7770695 8 69.43 95.9 1392788
GCA_017876095.1 4. agricola CC-HIHO38 7602107 85 65.74 95.8 264125
GCA_008369925.1 A argentinense Az19 7024214 68 68.27 100 410109
GCA_005222185.1 4. argentinense MTCC4036 8121100 9 68.37 98.4 2058394
GCA 0166528351 4. argenfinense D7 7541848 252 68.52 98.7 51805
GCA_005222165.1 A argentinense MTCC4035 7928656 8 68.53 992 1930550
GCA_000632475.2 4. argentinense Az3% 7391279 6 68.56 985 1901707
GCA 002895265.1 4. argenfinense REC3 7222371 121 68.71 983 146505
GCA_003119195.2 4. baldaniorum Sp245 7682393 7 68.43 100 1776336
GCA_013341015.1 4 baldaniorim Vi22 7440708 301 68.54 993 49562
GCA_007827765.1 4. baldaniorum BR 12001 7364497 59 68.58 100 291662
GCA_003584185.1 4. brasilense SR80 7144707 221 68.26 993 58654
GCA_005222145.1 4 brasilense MTCC4038 7134170 6 68.31 995 1757525
GCA 003590795.1 4. cavernae K2W22B-5 6460996 9 65.95 995 1794749
GCA_022214805.1 4. doebereinerae BF-21-25 6830504 177 68.92 98.5 84658
GCA_003989665.1 4 doebereinerae GSFT71 69859987 85 6888 959 210241
GCA_016595245.1 4. endophyticum YIM B0O2556 8174113 96 67.89 100 167341
GCA_019780885.1 4. formosense Nib7 6958594 7 68.55 99.7 1799820
GCA_003966125.1 4 griseum L-25-5 w-1 5926722 136 66.58 958 164920
GCA_000429625.1 4. halopraeferens DSM 3675 6512377 50 70.67 95.8 218753
GCA_001639105.2 4. humicireducens SgZ-5 6862695 7 67.27 99.5 1014950
GCA_024170005.1 4 lipgferum Sp 55b 7981339 53 6727 100 388113
GCA_003115895.1 4. melinis TSAGc 8341819 43 67.54 99.7 7635531
GCA_017876055.1 4. melinis TMCY 0552 7952238 44 67.72 100 323311
GCA_013423495.1 4. oleiclasticum ROY-1-1-2 7806073 93 69.51 995 270855
GCA_013347285.1 4. oryoae KACC 14407 6809363 8 67.31 100 1118090
GCA_008365135.1 4. oryoae Shi 7274603 103 67.7 100 158668
GCA_002573965.1 4. palustre B2 7997491 43 67.8 99.7 945379
GCA_017876115.1 4. picis IMMIB TAR-3 7015440 61 68.74 95.8 189959
GCA 0032336551 A ramasamyi M2T2B2 6316263 8 67.99 100 919301
GCA_017876155.1 4. rugosum IMMIB AFH-6 7798764 67 68.86 100 224319
GCA_017876165.1 4. soli CC-LY788 6803056 71 67.51 100 259626
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Continuacéo
N°. de acesso Espécie Cepa Tamanho Contigs G+C% Completude N50
GCA_008365375.1  Azospirillum sp. 8365375 6783278 104 68.41 99.8 187489
GCA 0083634051  A-ospirillum sp. ATCC 49958 6875701 91 68.55 99.8 240061
GCA 00459233151 A-ospirillum sp. TSA2S 8102478 10 67.2 99.8 903871
GCA 0031160651  A-ospirillum sp. TSOS3 6998131 203 67.32 99.8 64087
GCA_008364825.1  A-ospirillum sp. B21 T463459 57 67.33 100 465063
GCA_ 00459232951  A-ospirillum sp. TSHI100 7166382 8 67.38 100 1162302
GCA_003115935.1  A-ospirillum sp. TSH20 7455082 221 67.47 99.3 61811
GCA_000010725.1  A-ospirillum sp. B510 7599738 7 67.61 100 1455109
GCA_ 0002836551 A-aspirillium sp. 4B 6846400 7 67.67 99.9 1040425
GCA_003116035.1 A-aspirillium sp. TSHo64 7901149 15 67.69 993 7543742
GCA_0159805165.1 Azaspirillum sp. 412522 7360543 101 67.89 898 175376
GCA_016622085.1  d-ospivillum sp. BR 11669 6747473 444 68.53 98.7 209589
GCA_007827795.1  A-ospivillum sp. BR 11026 6242579 56 68.64 99.9 282900
GCA_ 0052222051  A-ospirillum sp. MTCC4039 7196248 6 68.94 99.9 1845095
GCA_003349955.1  d-ospirillum sp. HAMBI 3172 7139720 181 68.98 992 71229
GCA_007827815.1  A-ospirillum sp. BR 11650 6886674 40 69.04 99.9 409377
GCA_003119115.1  A-ospirillum sp. TSHS8 7244074 7 69.12 100 1910929
GCA_007828645.1  A-ospirillum sp. BR 117%6 6889693 41 69.2 99.9 422845
GCA_003116095.1  A-ospirillum sp. TSO35-2 7352042 22 69.32 99.7 1206839
GCA_003116015.1  A-ospirillum sp. TS022-1 7353892 251 70.01 98.3 60493
GCA_023806445.1  A-ospirillum sp. Al-3 7711978 9 67.12 100 795522
GCA 9001775151  Azospirillum sp. AP 7674686 10 67.59 99.7 864124
GCA 9464803851  A-ospirillum sp. SER14536363 6295567 201 67.8 933 45442
GCA_022023855.1  A-ospirillum sp. 2020WEIHUAK 7389817 8 68.19 99.5 2048375
GCA_017356015.1  A-ospirillum sp. SYSU D00513 6903979 129 68.34 100 113065
GCA_016632405.1  A-ospirillum sp. YIM DDC1 7147505 97 68.44 99.7 212822
GCA_014192915.1  A-ospirillum sp. OGB3 TOG4444 74 68.55 99.9 279333
GCA_ 0022459551 A rabact 2A1 7254206 128 68.46 99.3 146186
GCA_0145%96085.1 A tabaci W12 6322916 96 68.66 99.7 147668
GCA_003130795.1 A thermophilim CFH 70021 6776313 =l 69.83 96.8 1351902
GCA_ 0013055951 A thiophilum BWV-5 7609458 8 G68.16 100 1354909
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APENDICE F — Mineralizago de fésforo.

FOSFATASES TRANSPORTE FOSFONATASES

Clados
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phoA
phoB

phoD

phoH

phoP

phoR

phoU

ppa
ppk
ppk2

pstA

pstB

pstC

psts

phnA
phnC

phnD

phnE

phnF

phnG

phnH

phnl

phn)
phnK

phnL
phnM

phnN

phnP

phnw

phnX

phnY

Azospirillum sp. B510

A. palustre B2

A. melinis TSA6c

A. melinis TMCY 0552
Azospirillum sp. TSH64
Azospirillum sp. TSH100

A. lipoferum Sp59b

A. endophyticum YIM B02556
Azospirillum sp. 412522
Azospirillum sp. TSH20
Azospirillum sp. TSA2S
Azospirillum sp. TS05
Azospirillum sp. Al-3
Azospirillum sp. Shl

A. oryzae KACC 14407

A. oryzae A2P

Azospirillum sp. SRR14536363
Azospirillum sp. 48

A. humicireducens SgZ-5

A. ramasamyi M2T282
Azospirillum sp. B21

A, thiophilum BV-§

A. picis IMMIB TAR-3
Azospirillum sp. TS035-2

A. cavernae K2ZW22B-5

A. griseum L-25-5 w-1

A. doebereinerae GSF71

A. doebereinerae BF-21-25
A. agricola CC-HIH038

A. agricola R1C

A. halopraeferens DSM 3675
Azospirillum sp. TS022-1

A. oleiclasticum ROY-1-1-2
Azospirillum sp. S¥SU D00513
A. argentinense Az39

A. argentinense REC3

A. argentinense D7

A. argentinense Az19

A, argentinense MTCC4035
A. argentinense MTCC4036
A, baldaniorum Sp245

A. baldaniorum BR 12001

A. baldaniorum Vi22
Azospirillum sp. HAMBI 3172
Azospirillum sp. BR 11650
Azospirillum sp. BR 11796
A brasilense SR80

A. brasilense MTCC4038

A, formosense Nfb7
Azospirillum sp. BR 11026
Azospirillum sp. BR 11669
Azospirillum sp. YIM DDC1
Azospirillum sp. ATCC 49958
Azospirillum sp. 2020WEIHUAK
Azospirillum sp. MTCC4039
Azospirillum sp. 0GB3
Azospirillum sp. TSH58

A, tabaci 2A1

A, tabaci W712

Azospirillum sp. 8365375

A. rugosum IMMIB AFH-6

A, soli CC-LY788

A, thermophilum CFH 70021
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APENDICE G - Solubilizacéo de fosforo e potassio por acidos organicos.

Clados
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Azospirillum sp. B510
A. palustre B2
A. melinis TSAGC

Azospirillum sp. TSH100

A. lipoferum Sp5sh

A. endophyticum YIM B02556
llum sp. 412522

llum sp. TSH20

llum sp. TSA25

llum sp. TSOS
Azospirillum sp. A1-3
Azospirillum sp. Shl

A. oryzae KACC 14407

A. oryzae A2P

llum sp. SRR14536363

A. humicireducens $gZ-5
A. ramasamyi M2T282
Azospirillum sp. B21

A. thiophilum BV-5

A. picis IMMIB TAR-3
Azospirillum sp. TS035-2
A, cavernae K2W22B-5

A. griseum L-25-5 w-1

A. doebereinerae G5F71

A. doebereinerae BF-21-25
A. agricola CC-HIHO38

A. agricola R1C

A. halopraeferens DSM 3675
Azospirillum sp. TSO22-1
A. aleiclasticum ROY-1-1-2
Azospirillum sp. SYSU DO0513
A, argentinense Az39

A, argentinense REC3

A. argentinense D7

A. argentinense Az19

A. argentinense MTCC4035
A. argentinense MTCCA036
A. baldaniorum Sp245

A. baldaniorum BR 12001
A. baldaniorum Vi22

llum sp. HAMBI 3172
Azospirillum sp. BR 11650
llum sp. BR 11796
A. brasilense SR80

A. brasilense MTCCA038

A formosense Nfb7

irillum sp. BR 11026
llum sp. BR 11669

llum sp. ATCC 49358
llum sp. 2020WEIHUAK
llum sp. MTCCA039
llum sp. OGB3

llum sp. TSH58

A. tabaci 2A1

A tabaci W712

Azospirillum sp. 8365375

A. rugosum IMMVIB AFH-6

A. soli CC-LY788

A. thermophilum CFH 70021
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APENDICE H — Solubilizac&o de fésforo e potassio por de acidos inorganicos e

Clados
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soehA
soeB

soeC

SoXA

soxB

soxXC

soxD

soxX

soxY

soxZ

transportadores de potassio.
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Kup

kup

Azospirillum sp. B510

A. palustre B2

A. melinis TSA6c

A. melinis TMCY 0552
Azospirillum sp. TSH64
Azospirillum sp. TSH100
A, lipoferum Sp59b

A. endophyticum YIM B02556
Azospirillum sp. 412522
Azospirillum sp. TSH20
Azospirillum sp. TSA2S
Azospirillum sp, TSO5
Azospirillum sp. Al-3
Azospirillum sp. Shl

A. oryzae KACC 14407
A. oryzae A2P
Azospirillum sp. SRR14536363
Azospirillum sp, 4B

A, humicireducens $gZ-5
A, ramasamyi M2T282
Azospirillum sp. B21

A, thiophilum BY-S

Azospirillum sp, TS035-2

A, cavernae K2W228-5

A, griseum L-25-5 w-1

A. doebereinerae GSF71

A. doebereinerae BF-21-25
A. agricola CC-HIH038

A. agricola R1C

A. halopraeferens DSM 3675
Azospirillum sp, T§022-1

A. oleiclasticum ROY-1-1-2
Azospirillum sp. 5YSU D00513
A, argentinense Az39

A, argentinense REC3

A, argentinense D7

A. argentinense Az19

A, argentinense MTCC4035
A. argentinense MTCC4036
A. baldaniorum Sp245

A. baldanicrum BR 12001

A. baldanicrum Vi22
Azospirillum sp. HAMBI 3172
Azospirillum sp. BR 11650
Azospirillum sp. BR 11796
A. brasilense SR80

A. brasilense MTCC4038

A. formosense Nfb?
Azospirillum sp. BR 11026
Azospirillum sp. BR 11669
Azospirlllum sp. ¥IM DDCL
Azospirillum sp. ATCC 49958
Azospirillum sp. 2020WEIHUAK
Azospirillum sp. MTCCA039
Azospirillum sp. 0GB3
Azospirillum sp. TSH58

A. tabaci 241

A. tabaci W712

Bzospirillum sp. 8365375

A. rugosum IMMIB AFH-6

A, soli CC-LY788

A. thermophilum CFH 70021
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APENDICE I — Genes envolvidos com a aquisicéo de Fe

SIDERGFORDS

TRANSPORTE E QUTRAS FUNGOES

basR

bfdA

butB

efel

exbB
exbD

feoa
feoB
feua
feuB
bfrD

fur
fata
perP
lipA

fhuE

lips

troR
pmra

pmirs

prhR
tonB
feuD

fhus

fhuc

fhup
ahpc
asba
asbB
ashC
asbE
asbF
bauR

fevk

PETROBACTINA

PIQVERDINA

HEME
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pcha
pchB
pcht
pchD
pchE
pchF
pchR

speC

tolC
hema
hemB
hemc
hemD
hemL

hemF
hemN

Azospirillum sp. B510

A, melinis TMCY 0552
Azospirillum sp. TSHE4
Azospirillum sp. TSH100

A. lipoferum $p58h
A.endophyticum YIM B)2556
Azospirillum sp. 412522
Azospirillum sp. TSH20
Azospirillum sp., TS425
Azospirillum sp. TSO5
Azospirillum sp. AL-3
Azospirillum sp. Sh1

A. oryzae KACC 14407

A. oryzae A2P

Azospirillum sp. SRR14536363
Azospirillum sp. 48

A, humicireducens SgZ-5

A. ramasamyi M2T2B2
Azospirillum sp. B21

A. thiophilum BV-5

A, picis IMMIB TAR-3
Azospirillum sp. T5035-2

A, cavernae K2W22B-5

A griseum L-25-5w-1

A. doehereinerae GSF71

A, doebereinerae BF-21-25
A. agricola CC-HIHO38

A, agricola R1C

A. halopraeferens D5M 3675
Azospirillum sp. T5022-1

A, oleiclasticum ROY-1-1-2
Azospirillum sp. SYSU D0O513
A. argentinense Az39

A, argentinense REC3
A.argentinense 07

A, argentinense Az19

A. argentinense MTCCA035
A, argentinense MTCCA036
A. baldaniorum Sp245

A. baldaniorum BR 12001

A. baldaniorum Vi22
Azospirillum sp. HAMBI 3172
Azospirillum sp. BR 11650
Azospirillum sp. BR 11796
A. brasilense SR80

A, brasilense MTCC4038

A, formosense Nfb7
Azospirillum sp. BR 11026
Azospirillum sp. BR 11669
Azospirillum sp, YIM DDCL
Azospirillum sp. ATCC 49958
Azospirillum sp. 2020WEIHUAK
Azospirillum sp. MTCCA033
Azospirillum sp, 0GB3
Azospirillum sp, TSH58

A, tabaci 241

A tabaci W12

Azospirillum sp, 8365375

A. rugosum IMMIB AFH-6

A, soli CC-Lv788

A. thermophilum CFH 70021
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