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RESUMO

RODRIGUES, Marcus Vinicius da Silva. Andlise gendmica e filogenética de bactérias
promotoras de crescimento de plantas. 2025. 101 f. Dissertagdo (Mestrado em
Bioinformatica) — Universidade Tecnologica Federal do Parana. Cornélio Procépio, 2024.

A bioinformética tem se consolidado como uma é&rea de pesquisa essencial na biologia
moderna, facilitando a analise de grandes volumes de dados biolégicos gerados pelas
tecnologias de sequenciamento de nova geracdo. Esse campo interdisciplinar combina
biologia, ciéncia da computacdo e estatistica para interpretar dados complexos, fornecendo
compreensdes fundamentais em diversas areas, como gendmica, protedmica, transcriptémica
e metabolomica. Desta maneira, 0 presente estudo tem como objetivo analisar as
caracteristicas gendmicas de bactérias promotoras de crescimento de plantas, através da
montagem e anotacdo de seus genomas, assim como de analises filogenéticas e metabdlicas
comparativas. O foco principal é a producdo de metabdlitos primarios e secundarios, com
especial destaque para a identificacdo de genes de interesse e a subsequente validacéo in vitro.
Iniciou-se a pesquisa com a selecdo das linhagens a partir do acervo do Laboratério de
Biotecnologia Microbiana, seguida pelo cultivo, extragdo de DNA e sequenciamento. Todos
0s 14 genomas das linhagens da mesma espécie disponiveis no banco de dados do NCBI, no
periodo da pesquisa, também foram selecionados para as analises subsequentes. A
metodologia entdo avangou para a montagem e anotacdo dos genomas. Essas etapas sdo
complementadas por analises filogenéticas, que incluem a construcdo de arvores filogenéticas
com base em genomas completos por método de méaxima verossimilhanca, utilizando
parametro de bootstrap e sequéncias de 16S rRNA e inferéncia baysiana com suporte de
bootstrap e probabilidade a posteriori, além de uma analise comparativa do proteoma das
bactérias do acervo. O perfil metabdlico das linhagens bacterianas foi investigado por
mineracdo de genes in silico, seguido pela avaliacdo da atividade microbiana através de testes
de solubilizacdo de potassio e fosfato in vitro. O estudo proporciona uma analise abrangente
das linhagens de Bacillus nitratireducens LABIM48, LABIM49, LABIM50, LABIM51 e
LABIM53, destacando sua estreita relacdo genémica, filogenética e metabdlica. Os resultados
deste trabalho indicam uma alta conservagdo genémica entre as linhagens, sugerindo uma
origem comum e evolucdo genética conservada. Analises filogenéticas confirmaram que todas
as linhagens pertencem a mesma espécie, Bacillus nitratireducens. As analises dos genes
essenciais, acessorios e unicos, evidenciou um pangenoma aberto e em crescente adaptacao,
indicada pela quantidade de novos genes e os diferentes locais de coleta das bactérias
utilizadas. Concluindo, a anélise metabolica revelou potencial para producdo de diversos
compostos bioativos, enquanto os testes in vitro confirmaram a capacidade de solubilizacéo de
fosfato e potassio, corroborando as previsfes feitas pela analise computacional dos acidos
organicos.

Palavras-chave: Bioinformatica. Microbiologia. Bioinsumos. Inovacéo.



ABSTRACT

RODRIGUES, Marcus Vinicius da Silva. Genomic and phylogenetic analysis of plant
growth-promoting bacteria. 2025. 101 p. Dissertation (Master’s Degree in Bioinformatics) —
Universidade Tecnoldgica Federal do Parana. Cornélio Procdpio, 2024.

Bioinformatics has established itself as an essential research field in modern biology,
facilitating the analysis of large volumes of biological data generated by next-generation
sequencing technologies. This interdisciplinary field combines biology, computer science, and
statistics to interpret complex data, providing fundamental insights into various areas such as
genomics, proteomics, transcriptomics, and metabolomics. Thus, the present study aims to
analyze the genomic characteristics of plant growth-promoting bacteria through genome
assembly and annotation, as well as comparative phylogenetic and metabolic analyses. The
main focus is on the production of primary and secondary metabolites, with particular
emphasis on the identification of genes of interest and subsequent in vitro validation. The
research began with the selection of bacterial strains from the collection of the Microbial
Biotechnology Laboratory, followed by cultivation, DNA extraction, and sequencing.
Additionally, all 14 genomes of strains of the same species available in the NCBI database
during the study period were selected for subsequent analyses. The methodology then
advanced to genome assembly and annotation. These steps were complemented by
phylogenetic analyses, including the construction of phylogenetic trees based on complete
genomes using the maximum likelihood method with bootstrap parameters and 16S rRNA
sequences through maximum likelihood and Bayesian inference with bootstrap support and
posterior probability, along with a comparative analysis of the bacterial proteome from the
collection. The metabolic profile of the bacterial strains was investigated through in silico
gene mining, followed by the assessment of microbial activity via in vitro potassium and
phosphate solubilization tests. The study provides a comprehensive analysis of Bacillus
nitratireducens strains LABIM48, LABIM49, LABIM50, LABIM51, and LABIMS5S3,
highlighting their close genomic, phylogenetic, and metabolic relationships. The results of this
study indicate a high degree of genomic conservation among the strains, suggesting a
common origin and conserved genetic evolution. Phylogenetic analyses confirmed that all
strains belong to the same species, Bacillus nitratireducens. The analysis of essential,
accessory, and unique genes revealed an open and increasingly adaptive pangenome, as
indicated by the number of new genes and the different collection sites of the bacteria used. In
conclusion, the metabolic analysis revealed the potential for the production of various
bioactive compounds, while in vitro tests confirmed the phosphate and potassium
solubilization capacity, supporting the predictions made by the computational analysis of
organic acids.

Keywords: Bioinformatics. Microbiology. Bioinputs. Innovation.
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1 INTRODUCAO

A bioinformatica tem se consolidado como uma area de pesquisa essencial na
biologia moderna, facilitando a analise de grandes volumes de dados bioldgicos gerados pelas
tecnologias de sequenciamento de nova geracdo (ALMEIDA e MARTINIS, 2019). Esse
campo interdisciplinar combina biologia, ciéncia da computacdo e estatistica para interpretar
dados complexos, fornecendo informacgdes fundamentais em diversas areas, como gendmica,
protedmica, transcriptomica e metaboldomica (CARROL et al., 2019). A relevancia da
bioinformatica transcende os limites académicos, impactando diretamente setores industriais
como a agricultura, a medicina e a biotecnologia, ao proporcionar ferramentas e métodos que

aceleram o desenvolvimento de novas solugdes e produtos (GRANT et al., 2023)

1.1 PROBLEMATIZACAO

Dentro do vasto universo da bioinformética, a genébmica de bactérias tem recebido
atencdo especial. As bactérias desempenham papéis criticos em diversos ecossistemas,
incluindo solos agricolas, onde influenciam diretamente a salde das plantas e a produtividade
das culturas (VUONG et al., 2022) Entre os géneros bacterianos estudados, Bacillus destaca-
se por suas propriedades benéficas, como a capacidade de promover o crescimento de plantas,
suprimir patégenos e decompor matéria organica (YANG et al., 2020). A gendmica de
Bacillus permite ndo apenas a compreensdo dos mecanismos genéticos subjacentes a essas
funcbes, mas também a identificacdo de novas linhagens com potencial biotecnoldgico e
agricola (OHAIR et al., 2021)

A filogenia, que estuda as rela¢fes evolutivas entre os organismos, é uma ferramenta
poderosa na genémica bacteriana (COLEMAN et al., 2021). No caso das bactérias do género
Bacillus, a analise filogenética & fundamental para a classificacdo das espécies, a
compreensdo de sua evolugdo e a identificacdo de caracteristicas adaptativas especificas
(DION et al., 2020). Tecnicas filogenéticas baseadas em sequéncias de rRNA, como 0 uso de
genes ribossomais 16S, permitem tracar mapas evolutivos detalhados, revelando a historia de
diversificacdo e as relagOes entre diferentes linhagens de Bacillus. Esses estudos sdo cruciais
para a selecdo de estirpes com caracteristicas desejaveis para aplicagcdes industriais e agricolas
(CAPUTO et al., 2019; CHURCH et al., 2020).

Além da filogenia, o perfil metabolico das bactérias € um aspecto central para a
bioinformatica (AFZAL et al., 2019). O metabolismo bacteriano abrange todas as reacdes

bioguimicas que ocorrem no organismo, e o conhecimento detalhado desses processos € vital
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para explorar suas capacidades bioldgicas (OZDOGAN et al., 2022). Em Bacillus, o perfil
metabolico inclui a producdo de enzimas, antibidticos, sider6foros e outros metabolitos
secundarios que tém aplicacdes préaticas na agricultura, como no controle bioldgico de pragas
e na promocdo do crescimento das plantas (CHEVRETTE et al., 2020). A bioinformatica
permite a analise e a integracdo de dados metaboldmicos, auxiliando na descoberta e
otimizacao de novas vias metabolicas para a producgdo de bioinsumos (VEZINA et al., 2020).

A producdo de bioinsumos, como biofertilizantes e biopesticidas, € uma area
promissora em que a bioinformatica tem um papel fundamental. Bacillus spp., com suas
propriedades benéficas bem documentadas, sdo frequentemente utilizados na formulacao
desses produtos (PARAMAR e SINDHU, 2019). A bioinformaética facilita a identificacdo de
genes e vias metabolicas envolvidas na producao de compostos bioativos, possibilitando o uso
de estirpes de Bacillus baseadas na sua eficiéncia observada in silico (CHEN et al., 2022).
Essa abordagem biotecnoldgica é especialmente relevante para a agricultura sustentavel,
contribuindo para a reducdo do uso de agroquimicos sintéticos e promovendo praticas
agricolas mais amigaveis ao meio ambiente (OLANIYAN et al., 2022).

No contexto nacional, a producdo de soja, milho e feijao é de extrema importancia
para a economia brasileira (VIDAL et al., 2021). Para ilustrar a soberania nacional na
producdo de graos, observa-se culturas como da soja, sendo uma das principais comodities do
pais, com uma &rea plantada de 45.235,4 mil hectares e producdo de 146.521,8 toneladas em
2023/2024 (CONAB, 2024). Adicionalmente, o Brasil se destaca em culturas como a do
milho, com 20.382,2 mil/ha de area plantada e producdo de 110.963,7 toneladas na safra de
2023/2024. Além da soja e milho, o feijoeiro-comum também ocupa um espaco significativo
na producdo agricola, com 2.860,1 mil/ha e producdo de 3.213,5 toneladas na ultima safra,
segundo dados da CONAB. 2024.

A utilizacdo de bioinsumos & base de Bacillus pode melhorar a produtividade e a
sustentabilidade dessas culturas, promovendo um manejo agricola mais eficiente e ecoldgico
(GOMES, 2019). A bioinformatica, ao acelerar o desenvolvimento de bioinsumos,
desempenha um papel crucial na inovagdo agricola, alinhando-se com as demandas por uma
agricultura mais sustentavel e produtiva (SOUZA et al., 2022).

Dessa forma, a bioinformatica ndo apenas enriquece o conhecimento cientifico sobre
a gendmica e a biologia de Bacillus, mas também impulsiona avangos praticos na produgéo
agricola (ARROYO, 2020; BARROS et al., 2023). A integracdo dessas areas do
conhecimento promete revolucionar a forma como € realizado o cultivo e manejo destas

culturas, com impactos positivos para a economia e 0 meio ambiente (NASCIMENTO et al.,
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2022; TSOTETSI et al., 2022).

1.2 OBJETIVOS

Nesta secédo, sdo descritos os objetivos geral e especificos deste trabalho.

1.2.1 Objetivo Geral

O presente estudo tem como objetivo analisar as caracteristicas genémicas de
bactérias promotoras de crescimento de plantas, através da montagem e anotacdo de seus
genomas, assim como de analises filogenéticas e metabdlicas. O foco principal é a producéo
de metabolitos priméarios e secundarios, com especial destaque para identificacdo de genes de

interesse e a subsequente validacao in vitro.

1.2.2 Objetivos Especificos

Os objetivos especificos deste trabalho foram determinados para atingir o objetivo geral

e sendo eles:

Realizar a montagem e anotacdo dos genomas das bactérias promotoras de crescimento de

plantas.

« Realizar analises filogenéticas para entender as relacdes evolutivas entre as diferentes

linhagens bacterianas estudadas.

« Conduzir analises metabdlicas para compreender os perfis metab6licos das bactérias e

sua relacdo com o crescimento de plantas.

« Identificar genes de interesse envolvidos na producdo de metabolitos primarios e

secundarios com potencial impacto no crescimento de plantas.

» Realizar analises in silico para predicdo e caracterizagdo funcional dos genes

identificados

« Validar in vitro a expresséo e atividade dos genes de interesse, demonstrando seu papel

na promocao do crescimento de plantas.
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1.3 JUSTIFICATIVA

Este trabalho justifica-se pelo potencial de utilizar analises computacionais para
explorar e compreender as caracteristicas das bactérias promotoras de crescimento de plantas.
Essas bactérias desempenham um papel no desenvolvimento vegetal, oferecendo uma
abordagem para aumentar a produtividade agricola e promover a sustentabilidade (JALAL et
al., 2024).

A andlise gendmica, filogenética e metabdlica dessas bactérias tem como objetivo
fornecer dados sobre suas capacidades funcionais e suas aplicac6es na agricultura (WANG et
al., 2024). O uso de ferramentas computacionais permite uma analise da composicao genética
e metabdlica, revelando padrdes e relacbes que podem ser explorados para otimizar seu
desempenho como promotoras de crescimento de plantas (HSIEH et al., 2024).

A montagem e anotacdo de genomas, aliadas a analises filogenéticas, proporcionam
uma compreensao da composicdo génica e das relacdes evolutivas entre as bactérias estudadas
(RAVIN et al., 2024). Dessa forma, a identificacdo e caracterizacdo de genes e vias
metabdlicas associadas as caracteristicas de interesse sdo facilitadas pela capacidade
computacional de andlise de dados gendmicos e metabdlicos (KURAL et al., 2024).

Avaliar a capacidade das bactérias promotoras de crescimento de plantas para realizar
funcdes especificas, como a solubilizacdo de nutrientes ou a producdo de compostos bioativos,
é essencial para entender seu potencial na promocao da salde das plantas e na melhoria da
producdo agricola (LI et al., 2024). Portanto, ao empregar abordagens computacionais para
analisar dados biol6gicos complexos, espera-se compreender os caminhos para o0
desenvolvimento de estratégias sustentaveis na agricultura (GUERRERO-EGIDO et al.,
2024).

A motivacdo para este trabalho reside na necessidade de utilizar abordagens
computacionais para explorar e aproveitar o potencial agricola das bactérias promotoras de
crescimento de plantas. Ao integrar a capacidade computacional com o conhecimento
bioldgico, espera-se contribuir para 0 avanco e desenvolvimento de solugdes eficazes para 0s

desafios enfrentados na agricultura moderna.

1.4 ORGANIZACAO DO TRABALHO

Neste capitulo, discute-se o contexto no qual este trabalho se insere, as motivacgdes que
impulsionaram sua realizacgdo e os objetivos que se pretende alcancar.

No Capitulo 2, sdo apresentados os principais conceitos relacionados a
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bioinformatica, microbiologia e bioinsumos, com énfase nas bactérias promotoras de
crescimento de plantas. Esta revisdo é realizada considerando estudos recentes que utilizaram
abordagens computacionais para analise de dados gendmicos, filogenéticos e metabdlicos
dessas bactérias.

No Capitulo 3, é delineada a metodologia adotada neste estudo, incluindo a descricéo
das tecnologias e ferramentas utilizadas, a selecdo e aquisicdo dos dados, os métodos de
analise genémica, filogenética e metabolica empregados, bem como as validacgdes realizadas.

O Capitulo 4 apresenta os resultados e discussdo das analises realizadas,
demonstrando as caracteristicas genémicas, filogenéticas e metabdlicas das bactérias
estudadas, com o uso de tabelas e medidas estatisticas para ilustrar o desempenho das analises
computacionais.

Por fim, no Capitulo 5, a concluséo deste estudo € apresentada, destacando o alcance
dos objetivos propostos, sugerindo perspectivas futuras, apresentando o cronograma seguido e

detalhando os trabalhos que se encontram em elaboragéo.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Este capitulo aborda os principais conceitos relacionados a bioinformaética,
microbiologia e bioinsumos, com uma descricdo detalhada das bactérias promotoras de
crescimento de plantas e suas caracteristicas gendmicas, filogenéticas e metabolicas. Em
seguida, séo apresentados os estudos recentes que utilizaram abordagens computacionais para
analise de dados gendmicos, filogenéticos e metabolicos dessas bactérias, fornecendo um
panorama das metodologias e resultados obtidos na classificacdo e caracterizacdo dessas

bactérias.

21  AGRICULTURA MODERNA

A producdo agricola mundial é fortemente dominada por algumas culturas principais,
entre as quais a soja e o0 milho se destacam significativamente (CINTRA et al., 2020). A soja,
por exemplo, é uma das culturas mais importantes globalmente, com uma producdo que
atingiu aproximadamente 370 milhdes de toneladas em 2022, de acordo com a FAO
(Organizacgédo das NagOes Unidas para a Alimentacdo e a Agricultura). Os Estados Unidos, 0
Brasil e a Argentina sdo os principais produtores, refletindo a importancia da soja ndo apenas
na alimentagdo, mas também como fonte de 6leo e proteina para ra¢fes animais (XIMENES e
COELHO, 2023).

Outro exemplo marcante é o milho, cuja producdo mundial alcancou cerca de 1,2
bilhGes de toneladas no mesmo ano. Esse cereal é amplamente cultivado em paises como 0s
Estados Unidos, a China e o Brasil, sendo utilizado tanto para consumo humano quanto para
alimentacdo animal e producdo de etanol. No contexto brasileiro, a soja € 0 milho sdo
igualmente cruciais. O Brasil se destaca como o segundo maior produtor mundial de soja,
com uma colheita que ultrapassou 150 milhdes de toneladas em 2022/23, principalmente nos
estados de Mato Grosso, Parana e Rio Grande do Sul. Ja a producéo de milho no pais foi de
cerca de 115 milhGes de toneladas em 2021/22, com os estados de Mato Grosso, Parané e
Goiés liderando a producio (COELHO, 2021; BARBOSA et al., 2023).

A elevada produtividade dessas culturas estd intimamente ligada ao uso intensivo de
fertilizantes (OGINO et al., 2020). Em 2022, o consumo global de fertilizantes nitrogenados
foi de aproximadamente 110 milhGes de toneladas, fosfatados em torno de 47 milhdes de

toneladas e potéassicos cerca de 37 milhdes de toneladas (MAGALHAES et al., 2022;
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MENEGAT et al., 2022; PNF, 2021). No Brasil, esse consumo atingiu cerca de 40 milhdes de
toneladas, demonstrando uma grande dependéncia de fertilizantes importados para manter a
produtividade agricola (OGINO e GASQUES, 2023; PNF, 2021).

Paralelamente, os biofertilizantes tém emergido como uma alternativa sustentavel aos
fertilizantes quimicos (FERRAZZA et al., 2024). Esses produtos naturais melhoram a
fertilidade do solo e a produtividade das plantas, utilizando organismos vivos como bactérias,
fungos e algas. Em 2022, o mercado global de biofertilizantes foi estimado em cerca de USD
1,6 bilhdes, com uma expectativa de crescimento anual de 12% até 2028 (PNF, 2021). No
Brasil, o uso de biofertilizantes também estd crescendo, com um mercado que movimenta
milhdes de ddlares, refletindo um interesse crescente por praticas agricolas mais sustentaveis
(INPI, 2023).

Os inoculantes e Bactérias solubilizadores de nutrientes como potéssio e fosforo,
além dos fixadores de nitrogénio, representam uma inovagdo importante dentro deste campo
de biofertilizantes (HII et al., 2020; TALLAPRAGADA e MATTHEW, 2021; SOUMARE et
al., 2020). Os inoculantes sdo preparados contendo bactérias benéficas que promovem o
crescimento das plantas atravées da fixacdo biolégica de nitrogénio (FBN) e a solubilizagdo de
fésforo e potassio, o que pode reduzir a necessidade de fertilizantes quimicos (RAJAWAT et
al., 2019; NAGRALE et al., 2023). Bactérias como Bacillus spp. sdo particularmente eficazes
na solubilizacdo de fosforo e potéssio, tornando esses nutrientes mais disponiveis para as
plantas. Estudos indicam que a aplicacdo de Bacillus spp. pode aumentar a disponibilidade de
fésforo no solo em porcentagens significativas, além de promover o crescimento das plantas
através da producéo de fitohorménios (AFZAL et al., 2023; ABDELGALIL et al., 2022).

A fixacdo bioldgica de nitrogénio é especialmente relevante para leguminosas como
a soja, utilizando bactérias como Rhizobium spp., que aumentam a disponibilidade de
nitrogénio no solo, resultando em maior produtividade das culturas (GOYAL et al., 2021).
Espécies do género Bacillus, como Bacillus subtilis e Bacillus megaterium, sdo conhecidas
por sua capacidade de produzir enzimas que degradam matéria organica, solubilizam fésforo e
potassio, além de promoverem o crescimento das plantas (SUN et al., 2020; MORENO et al.,
2022).

Portanto, a agricultura moderna, especialmente em um pais agricola como o Brasil,
estd cada vez mais integrando tecnologias avancadas e sustentaveis para maximizar a
produtividade e manter a saude do solo (BARBA e SANTOS, 2020). A combina¢do do uso de
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fertilizantes convencionais com biofertilizantes e inoculantes representa um caminho
promissor para uma agricultura mais sustentavel e eficiente (CHAVEZ et al., 2020). Essas
praticas ndo apenas aumentam a eficiéncia dos nutrientes no solo, mas também reduzem a
dependéncia de insumos quimicos, promovendo uma agricultura mais resiliente e

ambientalmente amigavel (NOSHEEN et al., 2021).

22 GENOMICA

A genbmica, como parte da biotecnologia de bioprodutos, tem desempenhado um
papel vital na transformacdo da industria, impulsionando uma revolucdo na forma como
exploramos e utilizamos os recursos naturais para a producdo de uma ampla gama de produtos
ateis (GUTTMACHER e COLLINS, 2003). Desde os primeiros esforcos para sequenciar e
mapear o0 DNA de organismos inteiros até as tecnologias mais avancadas de engenharia
gendmica, a rea em questdo tem sido uma forgca motriz por tras dos avancos na manipulacao
genética e na producéo de bioprodutos (YERO et al., 2022).

Uma das principais areas em que a genémica tem feito contribuicdes significativas é
no melhoramento de bactérias de interesse para a producdo de bioprodutos (VUONG et al.,
2022). Ao decifrar o 18 codigo genético dessas bactérias, 0s cientistas podem identificar
genes especificos que controlam a producdo de compostos de interesse, como enzimas,
metabdlitos e biopolimeros (YANG et al., 2020). Esses genes podem entdo ser alvo de
manipulacdo genética, utilizando técnicas como o mapeamento de Locos de Caracteristicas
Quantitativas (QTLs) e os Estudos de Associacdo Gendmica Ampla (GWAS), para aumentar
a producdo desses compostos ou melhorar suas propriedades, tornando-os mais eficientes e
comercialmente viaveis (TAM et al., 2019; SOOD et al., 2023).

A gendmica também desempenha um papel fundamental na selecdo de linhagens
promissoras de Bactérias para a producdo de bioprodutos (OHAIR et al., 2021). Utilizando
tecnologias de marcadores moleculares, os pesquisadores podem caracterizar o germoplasma,
identificar genes de interesse agrondmico e selecionar linhagens com base em caracteristicas
genéticas especificas. Isso permite o desenvolvimento de bactérias mais eficientes e
produtivos, acelerando o processo de desenvolvimento de novos bioprodutos (YILDIZ et al.,
2022).

Além da producdo de uma variedade de outros bioprodutos, incluindo biomateriais,

biocombustiveis, enzimas industriais e produtos quimicos renovaveis (GRANJA-TRAVEZ et
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al., 2020). Ao compreender e manipular o genoma completo de organismos, 0s cientistas
podem criar produtos biologicos inovadores e sustentaveis, contribuindo para uma economia

mais verde e ecologicamente consciente (BAPTISTA et al., 2022).

2.21 MONTAGEM E ANOTACAO DE GENOMAS

A montagem e anotacdo de genomas € uma etapa fundamental no estudo da
gendmica. Com o avango das tecnologias de sequenciamento de DNA, tornou-se possivel
gerar grandes volumes de dados genébmicos em um curto periodo de tempo (KAPLI et al.,
2020). No entanto, esses dados brutos geralmente consistem em pequenos fragmentos de
sequéncias, 0 que torna necessario 0 processo de montagem para reconstruir o genoma
completo do organismo em estudo (GIANI et al., 2020).

A montagem de genomas envolve a reconstru¢do dos fragmentos de sequéncia em
uma ordem correta, de modo a representar o genoma completo do organismo (VAN CAMP et
al., 2020). Existem diferentes abordagens e algoritmos para realizar essa tarefa, e a escolha
depende do tipo de sequenciamento utilizado, a complexidade do genoma e a disponibilidade
de recursos computacionais. Métodos como montagem de sobreposicdes (Figura 1),
montagem de De Bruijn (Figura 2) e montagem hibrida (Figura 3) sdo comumente utilizados
para montar genomas de bactérias, plantas, animais e humanos (HALIM et al., 2020; RIZZ| et
al., 2019; STELLA, 2023).

Figura 1 - Método de montagem de sobreposicdes — Overlap Layout Consensus.
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Fonte: Commins et al. (2009).

Overlap Layout Consensus (OLC) é um método utilizado na montagem de genomas,
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que visa construir um consenso entre os fragmentos de DNA sobrepostos (também
conhecidos como reads) para produzir um genoma completo ou uma sequéncia contigua de
DNA (também chamada de contig) (LIU et al., 2021). Neste método, as reads sao
inicialmente sobrepostas umas as outras para identificar regides semelhantes. Em seguida, um
grafo de sobreposicdo € criado, onde cada nd representa uma read e as arestas entre 0s nés
representam as sobreposic¢des entre as reads (RUAN e LI, 2020).

O OLC busca identificar caminhos ou cadeias de sobreposi¢des que conectam as
reads, criando assim contigs. Durante esse processo, as sobreposicdes entre as reads sao
avaliadas quanto a sua qualidade e confiabilidade (NALECZ-CHARKIEWICZ e NOWAK,
2022). Uma vez que as sobreposi¢des sdo identificadas e validadas, os contigs sdo construidos
combinando as reads de acordo com essas sobreposicdes. Esse processo € repetido varias
vezes até que todos os contigs sejam construidos e unidos em uma Unica sequéncia contigua,

representando 0 genoma ou a regido gendmica de interesse (VASER e SIKIC, 2021).

Figura 2 - llustracdo do método de montagem de Bruijn.
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Fonte: Liao et al. (2018).

O método de De Bruijn € uma abordagem comumente usada na montagem de
genomas que se baseia na decomposicdo das reads de sequenciamento em fragmentos
menores, chamados de k-mers, e na construcdo de um grafo de De Bruijn para representar as
relacOes entre esses k-mers (RAUTIAINEN e MARSCHALL, 2021). Neste método, as reads
de sequenciamento sdo divididas em todos os possiveis k-mers de comprimento k, onde k €
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um parametro definido pelo pesquisador. Esses k-mers sdo entdo representados como nds em
um grafo, com arestas conectando k-mers que tém sobreposicéo de (k-1) bases (BRINDA et
al., 2021).

Uma vez que o grafo de De Bruijn é construido, ele é percorrido para identificar
caminhos que representam sequéncias contiguas de bases no genoma. Esses caminhos sédo
entdo combinados para formar contigs, que sdo sequéncias contiguas de bases que podem

representar partes do genoma original (BANKEVICH et al., 2022).

Figura 3 - llustracdo do método de montagem hibrida.
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A montagem hibrida ¢ uma abordagem na montagem de genomas que combina
informacdes de diferentes tipos de dados de sequenciamento, como dados de sequenciamento
de nova geracdo (NGS) e sequenciamento de terceira geracdo (long-read sequencing). O
principal objetivo da montagem hibrida é superar as limitacfes individuais de cada tecnologia
de sequenciamento (GENOVA et al., 2021). Por exemplo, o sequenciamento de NGS produz
reads curtas com alta cobertura, mas pode ter dificuldades em resolver repeti¢cGes longas ou
complexas, enquanto 0 sequenciamento de terceira geracdo produz reads mais longas, mas
com menor precisdo. Ao combinar essas tecnologias, a montagem hibrida busca obter uma
montagem mais completa e precisa do genoma-alvo (HAGHSHENAS et al., 2020).

O processo de montagem hibrida geralmente comega com a montagem das reads
curtas de NGS usando algoritmos de sobreposicdo, como o método de De Bruijn ou OLC. Em
seguida, as reads longas de sequenciamento de terceira geracao sdo utilizadas para preencher
lacunas entre os contigs produzidos pela montagem de NGS (CHEN et al., 2020). Para isso,
as reads longas sdo alinhadas aos contigs produzidos pela montagem de NGS, ajudando a

conectar e estender os contigs, especialmente em regides dificeis de serem resolvidas apenas
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com reads curtas. Essa integracdo das duas tecnologias de sequenciamento permite superar as
limitacOes individuais de cada uma e produzir uma montagem mais completa e precisa do
genoma de interesse (MAIO et al., 2019).

Apds a montagem, 0 préximo passo € a anotacdo do genoma, que consiste em
identificar e caracterizar os elementos funcionais, como genes, regides regulatdrias e
elementos repetitivos (HOFF et al., 2019). A anotacdo de genes envolve a identificacdo de
regides codificadoras de proteinas (exons), introns, regides promotoras e terminadores. A
anotacdo também inclui a identificacdo de RNAs ndo codificadores (ncRNASs), como
microRNAs, long non-coding RNAs (IncRNAs) e RNA de transferéncia (tRNA)
(ARMSTRONG et al., 2019).

Para realizar a anotagdo de genomas de forma eficiente e precisa, séo utilizadas
abordagens computacionais que combinam evidéncias de homologia, predicdo de estrutura de
proteinas, expressdo génica e analise de conservacdo evolutiva (DUNN et al., 2019;
SALZBERG, 2019). Ferramentas e bancos de dados bioinformaticos, como BLAST,
HMMER, Busco, Prokka e UniProt, sdo amplamente utilizados para auxiliar nesse processo
(EJIGU e JUNG, 2020; LARRALDE e ZELLER, 2023; UNIPROT CONSORTIUM, 2019).

A montagem e anotacdo de genomas sdo passos criticos no estudo da biologia
molecular e tém amplas aplicagdes em diferentes areas, incluindo biotecnologia, medicina,
conservacao de espécies e agricultura (MENG et al., 2019). Com a continua evolucdo das
tecnologias de sequenciamento e analise computacional, espera-se que a montagem e
anotacdo de genomas se tornem cada vez mais acessiveis e precisas, impulsionando ainda

mais a pesquisa em gendémica e biologia molecular (XU et al., 2019; HO et al., 2020).

2.2.2 FILOGENIA

A filogenia € um campo essencial da biologia que estuda as relac6es evolutivas entre
organismos, utilizando informacgdes geneéticas, morfologicas e outras caracteristicas para
reconstruir a historia evolutiva da vida na Terra (COLEMAN et al., 2021). Desde o
desenvolvimento das primeiras técnicas de filogenia baseadas na anatomia comparativa por
Darwin, até os modernos métodos moleculares e computacionais, a filogenia tem
desempenhado um papel fundamental na compreensdo da diversidade biologica e na
reconstrucdo da arvore da vida (GREENLON et al., 2019).

As técnicas tradicionais de filogenia, como a andlise de caracteristicas morfoldgicas

e anatdmicas, foram a base inicial para a reconstrucdo de arvores filogenéticas. No entanto,
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esses métodos enfrentaram desafios, especialmente em grupos taxondmicos onde a
morfologia é altamente variavel ou convergente (DION et al., 2020). Com o advento da
biologia molecular, a filogenia molecular tornou-se uma abordagem dominante, utilizando
sequéncias de DNA e proteinas para inferir as relagdes evolutivas entre 0s organismos
(CAPUTO et al., 2019).

Técnicas moleculares como a anélise de sequéncias de genes especificos, como o
gene ribossémico 16S para bactérias e arqueias (Figura 4), ou o gene do citocromo ¢ oxidase
para animais, tém sido amplamente utilizadas na filogenia molecular (JOHNSON et al.,
2019). Adicionalmente, o sequenciamento de genomas inteiros e o desenvolvimento de
métodos computacionais avangados, como a andlise de filogendmica, permitiram a
reconstrucdo de arvores filogenéticas (Figura 5) em uma escala global, abrangendo uma

ampla gama de organismos e grupos taxondmicos (SAKOPARNIG et al., 2021).

Figura 4 - Arvore filogenética das espécies de Bacillus baseada nas sequéncias do gene
16S rRNA construida utilizando o método de neighbor-joining.
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Figura 5 - Agrupamento filogenémico representado usando valores de distancia
pareados entre 178 genomas de Bacillus spp.
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Fonte: Khurana et al. (2020).

A filogenia ndo é apenas uma ferramenta para entender as relacfes evolutivas entre
0S organismos, mas também desempenha um papel fundamental em muitos outros aspectos da
biologia e da pesquisa cientifica (CINAR et al., 2022). Por exemplo, a filogenia é
frequentemente utilizada em estudos de sistematica e taxonomia, para classificar e nomear
novas espécies com base em suas relacdes evolutivas (NARANJO-ORTIZ e GABALDON,
2019). A filogenia também é fundamental em areas como biologia da conservacdo, onde a
compreensdo das relacdes evolutivas pode informar estratégias de conservacdo e manejo de
espécies ameacadas (CUNHA et al., 2021).

No entanto, a reconstrucdo precisa das arvores filogenéticas pode ser desafiadora,
especialmente em grupos taxonémicos complexos ou onde a histdria evolutiva foi marcada
por eventos de especiacdo rapida ou hibridizagdo (MOREL et al., 2021). O uso de diferentes
métodos e modelos na andlise filogenética pode levar a resultados conflitantes, destacando a
importancia da avaliacdo critica dos dados e da utilizagdo de abordagens mdaltiplas na
inferéncia filogenética (PUTTICK et al., 2019).

2.3 Bacillus nitratireducens

As Plant Growth-Promoting Rhizobacteria (PGPR) s@o bactérias que habitam a

rizosfera e desempenham um papel essencial na promocdo do crescimento das plantas
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(GULER e OGUTCU, 2024). Elas tém atraido atencdo significativa por seu potencial em
melhorar a salde e a produtividade das plantas, especialmente em contextos agricolas
(SOLOMON et al., 2023).

Essas bactérias promovem o crescimento das plantas por varios mecanismos. Um dos
principais € a fixacdo de nitrogénio, realizada por bactérias como Rhizobium e Azotobacter,
que convertem o nitrogénio atmosférico em formas utilizaveis pelas plantas, como aménia ou
nitrato (RODRIGUEZ et al., 2024). Além disso, os PGPR produzem fitohorménios como
auxinas, citocininas e giberelinas, essenciais para o crescimento vegetal. Por exemplo,
Azospirillum spp. sintetiza auxinas que estimulam o alongamento das raizes e a formacéo de
novos 6rgdos (RANJAN et al., 2024).

Outro mecanismo importante é a solubilizacdo de fosfatos. Bactérias como Bacillus e
Pseudomonas convertem fosfatos insoltveis em formas que as plantas podem absorver, o que
é crucial para a nutricdo das plantas, especialmente em solos com baixos niveis de fosfato
disponivel (JENSEN et al., 2024). Alguns PGPR produzem compostos antibioticos que
ajudam a controlar patégenos de solo e liberam enzimas que facilitam a decomposi¢cdo de
materiais organicos, melhorando a salde do solo e a disponibilidade de nutrientes
(BAJIMAYA et al., 2022).

Os PGPR tém mostrado resultados promissores em diversas culturas, como trigo,
milho, soja e arroz, aumentando o crescimento e a produtividade das plantas (GHOSH et al.,
2024). No entanto, a eficacia desses microrganismos pode variar com as condi¢fes ambientais
e a interacdo com a planta hospedeira (SATHEESH et al., 2024). A pesquisa continua a se
concentrar na identificacdo e selecdo de cepas eficazes e na compreensdo dos mecanismos de
acao, buscando melhorar a consisténcia dos resultados e explorar a combinagdo de PGPR com
outras praticas de manejo sustentavel (CHOUHAN et al., 2022).

Bactérias do género Bacillus sdo Gram-positivas, formadoras de esporos e
amplamente distribuidas em diversos ambientes, incluindo solo, agua, ar e alimentos (MELO
et al.,, 2021). Essas bactérias tém uma importancia significativa em varios campos, como
industria, agricultura e biotecnologia, devido a sua capacidade de produzir uma ampla gama
de enzimas e compostos bioativos (ARROYO, 2020; BARROS et al., 2023). Bactérias do
género Bacillus s&o conhecidas por sua resisténcia, atribuida a formacdo de esporos, que
permitem a sobrevivéncia em condi¢des adversas, como altas temperaturas e falta de
nutrientes (RABINOVITCH e OLIVEIRA, 2020). B. subtilis, por exemplo, € um modelo
amplamente estudado para processos de esporulagio e resisténcia bacteriana (LEON et al.,
2023).
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Muitas espécies de Bacillus sdo utilizadas na producdo de enzimas industriais. Sabe-
se que B. amyloliquefaciens e B. licheniformis, séo exploradas na producdo de amilases e
proteases, respectivamente, que sdo aplicadas em detergentes, alimentos e industria téxtil
(NGALIMAT et al., 2021; MURAS et al., 2021). B. thuringiensis é notavel por seu uso como
biopesticida, devido a producdo de proteinas toxicas especificas que afetam larvas de insetos
(NASCIMENTO et al., 2022).

Na agricultura, espécies de Bacillus desempenham um papel importante na promocéo
de praticas sustentaveis (TSOTETSI et al., 2022). B. subtilis e B. amyloliquefaciens também
sdo frequentemente utilizados como bioinsumos para fertilizantes e agentes de controle
bioldgico, ajudando a promover o crescimento de plantas e a proteger contra patdgenos de
solo (SU et al., 2020; SABATE e BRANDAN, 2022). Esses bacilos podem promover a satide
das plantas através da producdo de fitohorménios, solubilizacdo de nutrientes e supressdo de
doencas, contribuindo significativamente para a agricultura sustentavel e a reducéo do uso de
produtos quimicos nocivos (XUE et al., 2021).

Na microbiologia agricola, B. nitratireducens (Figura 6) é uma espécie bacteriana
identificada como um organismo redutor de nitrato e gram-positivas em forma de bastonete.
Suas células sdo alongadas e variam em tamanho, geralmente de 1,0 a 1,5 micrébmetros de
largura e 2,7 a 3,0 micrometros de comprimento (PATEL et al., 2023). Em culturas, descrita
como filamentosa, significa que suas células tém a tendéncia de se agruparem em filamentos
ou cadeias longas, semelhantes a fios finos, variando em cor de branco-creme a amarelado,

dependendo das condicdes de crescimento (LIU et al., 20217).
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Figura 6 - Bacillus nitratireducens — Microscopio éptico com aumento de 1000x.
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Fonte: Autoria prdpria (2025).

Uma das caracteristicas distintivas de B. nitratireducens é sua capacidade de utilizar
nitrato como aceptor final de elétrons em processos de respiracdo anaerdbia. 1sso significa que
a bactéria pode reduzir nitrato (NO3-) a nitrito (NO2-) e, em seguida, a nitrogénio molecular
(N2), contribuindo assim para a ciclagem de nitrogénio em ambientes anaerébios (LIU et al.,
2023).

Estudos recentes tém explorado o potencial de B. nitratireducens em diversas
aplicacdes biotecnolégicas e ambientais. Por exemplo, devido a sua capacidade de reduzir
nitrato, esta bactéria tem sido investigada como uma alternativa para a remediacdo de aguas
contaminadas por nitrato, um poluente comum em ambientes agricolas e industriais (PATEL
et al.,, 2023). Subsequentemente, a capacidade de B. nitratireducens de metabolizar
compostos nitrogenados também levanta questdes sobre seu papel em ciclos biogeoquimicos
naturais, como o ciclo do nitrogénio (KARGAR et al., 2021). Estudos de ecologia microbiana
tém explorado a distribuicdo e a atividade de B. nitratireducens em diferentes ambientes,
incluindo solos, sedimentos aquaticos e sistemas de tratamento de dguas residuais (ABBAS et
al., 2020).

A genbmica comparativa tem sido uma ferramenta importante para entender a
filogenia, genémica e diversidade metabodlica de B. nitratireducens em comparacdo com
outras espécies de Bacillus. A andlise de sequéncias genémicas pode fornecer uma
compreensdo sobre os mecanismos moleculares subjacentes a reducdo de nitrato, bem como

identificar genes e vias metabolicas Unicas associadas a essa capacidade (PENG et al., 2017).
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2.4  MARCADORES GENETICOS

Os marcadores genéticos, essenciais em diversas areas da biologia, desempenham um
papel fundamental ao permitir a identificacdo, caracterizacdo e selecdo de caracteristicas
especificas de organismos (FRANCO-DUARTE et al., 2019). Eles constituem ferramentas
valiosas que contribuem para avangos significativos em campos como genética,
biotecnologia, medicina e conservacdo (DECKERS et al., 2020).

Em genética de populagdes, os marcadores geneéticos sdo frequentemente utilizados
para investigar a estrutura e a diversidade genética dentro de uma espécie (HOHENLOHE et
al., 2021). Essa andlise permite compreender a distribuicdo de variantes genéticas e as
relacBes evolutivas entre populacdes. Por exemplo, podem ser aplicados em estudos para
avaliar a variabilidade genética de populacdes de animais ameacados de extingdo, fornecendo
informagdes cruciais para o desenvolvimento de estratégias de conservacdo e manejo
sustentdvel (VON THADEN et al., 2020).

Na medicina, os marcadores genéticos tém um impacto significativo no diagnostico
precoce e na prevencdo de doencas genéticas (QUINLAN et al., 2020). Através de testes
genéticos, é possivel identificar mutacfes associadas a condi¢cdes hereditérias, determinar o
risco genético de um individuo para desenvolver determinadas doencas e personalizar o
tratamento com base no perfil genético do paciente (XIANG et al., 2019). Essa abordagem,
conhecida como medicina genémica, esta revolucionando a pratica clinica e contribuindo para
uma medicina mais personalizada e eficaz (WANG et al., 2022).

Nos campos da microbiologia e biotecnologia, os marcadores genéticos (Figura 7)
desempenham um papel crucial na pesquisa e producdo de bioprodutos utilizando bactérias
(AFZAL et al., 2019). Esses marcadores sdo empregados para identificar, caracterizar e
selecionar as linhagens mais adequadas para a producdo de compostos desejados, garantindo a
pureza e a consisténcia das culturas utilizadas (OZDOGAN et al., 2022). Subsequentemente,
sdo essenciais para rastrear linhagens ao longo do processo de producdo, monitorando

possiveis contaminacgdes e garantindo a qualidade dos produtos finais (RILLING et al., 2019).
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Figura 7 - Exemplificacdo de marcadores genéticos.
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Fonte: Brahmachari et al. (2013).

copy number variant

Um exemplo relevante de marcador genético € o gene 16S rRNA (Figura 8),
amplamente utilizado na identificacdo bacteriana. Esse gene, altamente conservado entre as
bactérias, possui regides variaveis que permitem a diferenciacdo entre diferentes espécies
(CHURCH et al., 2020). A andlise do gene 16S rRNA facilita a identificacdo e classificacdo
taxonébmica de bactérias, auxiliando na selecdo de linhagens adequadas para a producao de
bioprodutos e contribuindo para o avango da biotecnologia aplicada (ABELLAN-
SCHENEYDER et al., 2021).

Figura 8 - Esquema do complexo ribossdémico e do gene 16S rRNA.
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Fonte: Fukuda et al. (2016).

Em sintese, os marcadores genéticos representam uma ferramenta versatil e poderosa
que impulsiona avancos significativos em varias areas da ciéncia e tecnologia, promovendo o

desenvolvimento de terapias personalizadas, estratégias de conservacdo ambiental e produtos
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bioldgicos inovadores (CHUKWU et al., 2019).

25  SOLUBILIZACAO DE POTASSIO

A solubilizacdo de potassio € um processo importante na ciclagem de nutrientes no
solo, que envolve a conversdo de formas insollveis de potassio em formas sollveis que
podem ser facilmente absorvidas pelas plantas (Figura 9) (ALI et al., 2021). Este processo é
facilitado por microrganismos conhecidos como solubilizadores de potéssio, que secretam
acidos organicos, como o &cido citrico, acido oxalico e &cido acético, capazes de solubilizar
minerais de potassio presentes no solo (WANG et al., 2022).

Numerosos estudos tém demonstrado o papel significativo dos solubilizadores de
potéssio na promocdo do crescimento das plantas e no aumento da disponibilidade de potéssio
no solo (BAHADUR et al., 2019; RAJI e THANGAVELU, 2021; SUN et al., 2020). Por
exemplo, a inoculacédo de bactérias solubilizadoras de potassio em cultivos agricolas tem sido
associada a um aumento na absorcdo de potéssio pelas plantas, resultando em melhorias na
produtividade e qualidade das culturas (KAUR et al., 2021).

Figura 9 - llustracéo da disponibilidade de potéassio no solo.
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Fonte: Sparks e Huang (1985).

Adicionalmente, a solubilizagdo de potassio por bactérias também pode desempenhar
um papel importante na sustentabilidade agricola, reduzindo a dependéncia de fertilizantes
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quimicos (BASHIR et al., 2019). O uso de solubilizadores de potassio como parte de
estratégias de manejo de nutrientes pode contribuir para a reducdo dos custos de producao e
para a preservacdo do meio ambiente, minimizando a lixiviagdo de nutrientes e a
contaminacéo de recursos hidricos (SATTAR et al., 2019).

No entanto, é importante considerar que a eficacia da solubilizacdo de potassio por
bactérias pode variar dependendo das condi¢gBes ambientais, composicao do solo e interagdes
com outros organismos do solo (IMRAN et al., 2020). Subsequentemente, a identificacéo e
caracterizacdo de solubilizadores de potéssio eficazes é essencial para o desenvolvimento de
produtos bioldgicos e bioinsumos que possam ser aplicados de forma eficaz em sistemas
agricolas (PARMAR e SINDHU, 2019). O uso de técnicas de bioinformética e de biologia
molecular pode ajudar na identificacdo de genes e vias metabdlicas envolvidas na
solubilizacdo de potassio por bactérias, permitindo a selecdo e manipulacdo de linhagens
microbianas com maior capacidade de solubilizacdo (CHEN et al., 2022).

Desta forma, entende-se que a solubilizacdo de potéssio por bactérias desempenha
um papel importante na ciclagem de nutrientes no solo e na promogdo do crescimento das
plantas (DING et al., 2021). O entendimento dos mecanismos envolvidos na solubilizacdo de
potassio e o0 desenvolvimento de estratégias de manejo de nutrientes baseadas em
solubilizadores de potassio tém o potencial de contribuir significativamente para a
sustentabilidade agricola e para a seguranca alimentar global (OLANIYAN et al., 2022).

26  SOLUBILIZACAO DE FOSFORO

A solubilizacéo de fosfato & um processo crucial no ciclo do fésforo no ambiente e
tem implicagBes significativas para a agricultura sustentavel e a gestdo de recursos naturais
(ALAYLAR et al., 2020). A compreensao do papel das bactérias na solubilizacdo de fosfato
comecou a se desenvolver no inicio do século XX. Pesquisas pioneiras demonstraram que
certas bactérias poderiam mobilizar fosfato insoltvel, tornando-o disponivel para plantas
(GOLDSTEIN, 1986).

Em 1903, Beyerinck e Winogradsky foram alguns dos primeiros a identificar
Bactérias capazes de solubilizar fosfato, destacando a importancia desses organismos no ciclo
do fésforo (PHILIPPOT et al., 2024). Nas décadas seguintes, a pesquisa se expandiu,
identificando diversos géneros de bactérias e fungos com essa capacidade (DEVI e SAINI,
2020). Foi durante os anos 1950 e 1960 que a ciéncia comecou a reconhecer plenamente o

potencial dessas bactérias para aplicacdo agricola, com a identificacdo de espécies bacterianas



31

como solubilizadoras de fosfato, incluindo as do género Bacillus (IQBAL et al., 2023).

Nesta etapa do trabalho, a solubilizacdo de fosfato € um campo de pesquisa bem
estabelecido, com enfoque significativo na agricultura sustentvel. A eficiéncia do uso de
fertilizantes fosfatados € baixa, com apenas cerca de <30% do fosforo aplicado sendo
diretamente utilizado pelas plantas (LUZ e BRITO, 2022). As bactérias solubilizadoras de
fosfato (PSB - Phosphate Solubilizing Bacteria) sdo investigadas como uma alternativa ou
complemento aos fertilizantes quimicos, ajudando a liberar o fosfato insolivel presente no
solo (Figura 10) (RAWAT et al., 2021).

Assim, o género Bacillus é amplamente estudado devido a sua capacidade de
solubilizar fosfato. Bactérias deste género sdo Gram-positivas, formadoras de esporos, e
amplamente distribuidas no solo (AHMAD et al., 2021). Elas solubilizam fosfato atraves da
producdo de &cidos organicos como acido latico, acido acético e acido citrico, que quelam os
cations ligados ao fosfato, liberando-o na forma soldvel (MAZYLYTE et al., 2022).

Espécies notaveis do género Bacillus incluem B. megaterium, uma das primeiras
espécies reconhecidas por sua capacidade de solubilizar fosfato, produzindo grandes
quantidades de &cidos organicos (LIN et al., 2023). B. subtilis, conhecido por sua robustez e
capacidade de sobrevivéncia em condi¢cdes adversas, também é eficiente na solubilizacdo de
fosfato (GUPTA et al., 2022); e B. amyloliquefaciens, outra espécie comumente estudada, que
além da solubilizacdo de fosfato, também promove o crescimento das plantas através da
producéo de fitohormonios (MPANGA et al., 2020).

Figura 10 - Apresentacao esquematica de solubilizacdo de fosfato por Bactérias
Solubilizadoras de Fosfato.
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* Fosfatases
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Fonte: Rawat et al. (2020).

As bactérias do género Bacillus utilizam varios mecanismos para solubilizar fosfato.
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A excrecdo de acidos organicos é o principal mecanismo pelo qual estas bactérias solubilizam
fosfatos insollveis (ZHAO et al., 2022). Estes &cidos baixam o pH do solo, liberando fosfato.
Além disso, algumas espécies produzem enzimas fosfatases que liberam fosforo de compostos
organicos. Elas também liberam compostos siderdéforos, que sdo quelantes de ferro e podem
ajudar na solubilizacédo de fosfato (ZHONG et al., 2021; ABAWARI et al., 2020)

Pesquisas recentes focam na aplicacdo de consorcios microbianos contendo Bacillus
e outros PSMs para aumentar a eficiéncia do uso de fosforo em sistemas agricolas
(TIMOFEEVA et al., 2022). Neste sentido, estudos mostram que a inoculacdo de solos com
Bacillus pode aumentar significativamente a disponibilidade de fésforo e, consequentemente,
a produtividade das culturas (ABDELMOTELEB e GONZALES-MENDOZA, 2020).
Adicionalmente, o desenvolvimento de biofertilizantes baseados em Bacillus tem ganhado
atencdo devido a sua sustentabilidade e eficacia. Convergindo com a evolugdo do
conhecimento, a biotecnologia moderna também estd explorando a engenharia genética para
aumentar as capacidades solubilizadoras dessas bactérias [LUO et al., 2022; ZHANG et al.,
2020).

Desta forma, a solubilizacdo de fosfato por bactérias do género Bacillus representa
uma area promissora para a agricultura sustentavel (KHAN et al., 2022). Com uma base
histérica solida e dados atuais que demonstram sua eficacia, essas bactérias continuam a ser
um foco crucial para pesquisas e aplicacdes praticas (KUMAR et al., 2021). A integracao de
Bacillus em préticas agricolas tem o potencial de reduzir a dependéncia de fertilizantes
quimicos e melhorar a satde do solo, promovendo um uso mais eficiente dos recursos naturais
(SHAHID et al., 2021).

27 METABOLITOS PRIMARIOS E SECUNDARIOS

Os metabdlitos primérios e secundarios tém aplicacGes significativas na agricultura,
especialmente em culturas como soja, milho, trigo e cana-de-agucar (AHMED et al., 2024).
No contexto agricola, 0 metabolismo primario inclui compostos fundamentais que promovem
0 crescimento e a saude das plantas, enquanto o metabolismo secundario envolve compostos
gue conferem vantagens adaptativas em ambientes especificos (BASIT et al., 2024).

A arginina, um amino&cido essencial no metabolismo primario, é convertida em
hidrogenocarbonato através de vias que incluem a producéo de citrulina no ciclo da ureia
(MICHIMORI et al., 2024). Esse processo € crucial para a desintoxica¢cdo do aménio, um
subproduto toxico do metabolismo de proteinas. A desintoxicacdo eficiente do amonio

melhora a salde das plantas e otimiza seu crescimento, impactando positivamente a
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produtividade de culturas como soja e milho (OCHIENG et al., 2023). A saude das plantas é
vital para obter colheitas abundantes e de alta qualidade, especialmente em grandes extensdes
de terra cultivadas com trigo e cana-de-aglcar (SAVARY, 2023).

O piruvato, outro intermediario central no metabolismo energético, pode ser
convertido em acetato e formiato através da via de fermentacdo formiato acetil-CoA
transferase, especialmente importante em organismos anaerébios (KIRST et al., 2022). Em
ambientes de cultivo onde a oxigenacdo do solo pode ser limitada, como em solos
compactados ou alagados, a capacidade das plantas de metabolizar eficientemente o piruvato
é essencial (YEMELYANOV et al., 2023). Culturas como milho e cana-de-agUcar, que muitas
vezes enfrentam essas condigdes, beneficiam-se diretamente de processos metabdlicos
eficientes que suportam seu crescimento e desenvolvimento (NAGELE et al., 2022).

A redutase de nitrato catalisa a reducéo de nitrato a nitrito, um passo fundamental no
ciclo do nitrogénio, permitindo que plantas e outros organismos utilizem o nitrogénio
disponivel no solo (WU et al., 2023). O ciclo do nitrogénio é vital para a fertilidade do solo e
a nutricdo das plantas (KOCH e SESSITSCH, 2024). A disponibilidade adequada de
nitrogénio é crucial para o desenvolvimento saudavel de culturas como soja e trigo, que
demandam altos niveis desse nutriente para crescerem vigorosamente. A utilizacdo eficiente
de nitrogénio pode levar a colheitas mais robustas e a sustentabilidade das préaticas agricolas
(MARKAD, 2024).

No ciclo do acido tricarboxilico (TCA), a conversdo de fumarato em succinato é
catalisada pela fumarase, sendo uma via central no metabolismo energético e na producédo de
ATP (CURTOLO e ARANTES, 2023). A producdo eficiente de ATP é crucial para o
crescimento e a resisténcia das plantas a estresses ambientais. Plantas de milho e cana-de-
acucar, que frequentemente enfrentam desafios climaticos e de solo, dependem de vias
metabolicas eficientes para manter sua saude e produtividade (SAMSAMI e AMIRI, 2024). A
energia gerada por esses processos permite que as plantas crescam de forma robusta, mesmo
em condigdes adversas (PEREZ et al., 2022).

Além dos metabdlitos primarios, compostos produzidos no metabolismo secundario,
como o0s peptideos antibidticos e sideréforos, tém aplicagcbes importantes na agricultura
(ZHANG et al., 2024). Sideréforos, como petrobactina e bacilibactina, quelam ferro e
facilitam sua absorcdo por bactérias e plantas, especialmente sob condigdes de limitagdo de
ferro (SINGH et al., 2023). Esse processo € essencial para a saude das culturas de soja e trigo,
que precisam de ferro para funcdes metabdlicas criticas. A melhoria da disponibilidade de
ferro pode levar a plantas mais saudaveis e produtivas (SHARMA et al., 2019).
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Lipopeptideos antifungicos como a fengicina, produzida por Bacillus spp., tém
atividade significativa contra patdgenos de plantas (HUSSAIN et al., 2024). A aplicacdo de
fengicina em campos de soja e milho pode ajudar a proteger as plantas contra doencas
fangicas, melhorando a saude geral das culturas e aumentando o rendimento das colheitas
(CHAMBERLAIN et al., 2021). A protecédo eficaz contra patdgenos € uma estratégia crucial
para manter a produtividade agricola e reduzir as perdas pés-colheita (KAUR et al., 2022).

Em resumo, os acidos organicos e outros compostos produzidos no metabolismo
primario e secundario oferecem uma gama de beneficios para a agricultura, especialmente em
culturas chave como soja, milho, trigo e cana-de-acucar (BOCSO e BUTNARIU, 2022).
Esses compostos melhoram a disponibilidade de nutrientes, a resisténcia a estresses
ambientais e a protecdo contra patdgenos, contribuindo para praticas agricolas mais eficientes
e sustentaveis (WILDER et al., 2021). A integracdo desses metabolitos nas estratégias de
manejo agricola pode levar a colheitas mais saudaveis, produtivas e economicamente viaveis
(OH et al., 2023).

2.8  ACIDOS ORGANICOS

Acidos organicos produzidos por bactérias do género Bacillus desempenham papéis
variados e importantes no metabolismo bacteriano, com diversas aplicagcbes potenciais na
agricultura, especialmente em culturas como soja, milho, trigo e cana-de-agUcar
(KOILYBAYEVA et al., 2023). Por exemplo, o acido oxalico, produzido por varias espécies
desse género, € conhecido por sua capacidade de solubilizar minerais, melhorando a
disponibilidade de fésforo no solo (SETIAWATI et al., 2022). Essa solubilizagcdo aumenta a
disponibilidade de nutrientes essenciais, promovendo a salde do solo e facilitando a absorcéo
de nutrientes pelas plantas. Em culturas como soja e milho, a maior disponibilidade de fésforo
pode resultar em um crescimento mais vigoroso e uma produtividade mais elevada
(MARPAUNG et al., 2023).

O é&cido malico, envolvido no ciclo do é&cido citrico, também é produzido por
Bacillus (MEYER, 2023; WEI et al., 2021). Esse acido ajuda na acidificagcdo do ambiente, o
que pode beneficiar a supressdo de patdgenos do solo. A reducgdo da presenca de patdégenos
contribui diretamente para a salde das plantagfes, incluindo o trigo e a cana-de-agUcar.
Plantas saudaveis tém maior capacidade de resistir a doencas, resultando em colheitas mais
abundantes e de melhor qualidade (YADAV et al., 2024; CORATO, 2020).

Adicionalmente, o &cido piravico, um intermediario chave no metabolismo
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energético, é produzido por diversas cepas de Bacillus. Esse acido influencia a producéo de
uma variedade de compostos bioquimicos que podem atuar como promotores de crescimento
vegetal (JEEVITHA et al., 2023). Na soja e no milho, a presenca de tais compostos pode
estimular o desenvolvimento radicular e a absorcdo de nutrientes, resultando em plantas mais
robustas e produtivas (YADAV et al., 2021). A promoc¢do do crescimento radicular é
especialmente benéfica para culturas como a cana-de-agucar, que dependem de um sistema
radicular forte para a absorcao eficiente de agua e nutrientes (SHARMA et al., 2020).

O é&cido succinico, produzido por certas cepas de Bacillus, também apresenta varias
aplicacdes agricolas. Este acido ¢ um intermediario importante na biossintese de compostos
valiosos que podem atuar como bioestimulantes (KUMAR et al., 2024). Em culturas como
trigo e milho, a aplicacdo de &cido succinico pode melhorar a resisténcia ao estresse hidrico e
aumentar a eficiéncia no uso de nutrientes, resultando em plantas mais resilientes e produtivas
(KHAN et al., 2024).

A produgdo de A&cido glucdnico, resultante da oxidacdo da glicose, é outra
caracteristica importante das bactérias Bacillus. Esse &cido auxilia na solubilizagdo de
minerais e contribui para a saude do solo (HINDERSAH et al., 2019). Em culturas como soja e
trigo, a maior solubilizacdo de minerais como ferro e manganés pode melhorar a
disponibilidade desses nutrientes para as plantas, resultando em um crescimento mais
saudavel e uma produtividade maior (WANG et al., 2024).

O é&cido citrico, embora mais frequentemente associado a fungos, também pode ser
produzido por algumas cepas de Bacillus. Esse acido é crucial no ciclo do &cido citrico e pode
ajudar na solubilizacdo de fosfatos, tornando-os mais acessiveis para culturas como milho e
cana-de-acucar (REENA et al., 2022). A maior disponibilidade de fosfatos pode resultar em
um crescimento mais vigoroso e em uma melhor qualidade dos graos e caules, essenciais para
a produtividade dessas culturas (JENSEN et al., 2024).

Além desses acidos, a glicose desidrogenase (gcd) e a pirroloquinolina quinona (pgq)
desempenham um papel crucial na producdo de acido gluconico. A glicose desidrogenase
catalisa a oxidacdo da glicose, enquanto a pirroloquinolina quinona atua como cofator
essencial (RAJ et al., 2024). Essa complexidade das vias metabdlicas bacterianas mostra
como a producgdo de &cido glucdnico pode ser otimizada para melhorar a solubilizacdo de
minerais e a saude do solo, beneficiando diretamente culturas como soja, milho, trigo e cana-
de-acucar (PASOTTI et al., 2024).

Em resumo, os acidos organicos produzidos por Bacillus oferecem uma gama de

beneficios para a agricultura, especialmente em culturas chave como soja, milho, trigo e cana-
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de-acucar (KHAN et al., 2022). A melhoria na disponibilidade de nutrientes, a supressédo de
patdgenos do solo e a promoc¢édo do crescimento radicular sdo apenas algumas das maneiras
pelas quais esses acidos podem aumentar a produtividade e a salde das plantacGes,

contribuindo para préticas agricolas mais sustentaveis e eficientes (SANTOSH et al., 2024).

29 TRABALHOS RELACIONADOS

Estudos sobre a sequéncia completa de genomas de cepas de Bacillus tém se
tornado cada vez mais frequentes devido ao seu potencial biotecnolégico, especialmente em
aplicacBes agricolas. Varios trabalhos tém se concentrado na caracterizacdo genémica de
diferentes espécies proximas, visando compreender melhor suas capacidades de promover o
crescimento das plantas (KWON et al., 2021).

O artigo "Complete Genome Sequencing of Bacillus velezensis WRNO014, and
Comparison with Genome Sequences of other Bacillus velezensis Strains” relata a
sequenciacdo completa do genoma da cepa WRNO14 de Bacillus velezensis, isolada em
campos de banana na China, e a compara com 45 outras cepas da mesma espécie. Analises
filogenéticas indicaram dois clados proximos entre as cepas estudadas, e a analise de SNPs
mostrou diversificagdo gendmica local, enquanto clusters de genes produtores de
metabolitos secundarios foram amplamente distribuidos entre as cepas. Este estudo sublinha
o potencial de Bacillus velezensis WRNO14, assim como de outras cepas, para ser usada
como rizobactéria promotora de crescimento de plantas e biopesticida. A variabilidade
gendbmica observada sugere adaptacdo a diferentes nichos ecoldgicos e condicdes
ambientais, destacando uma capacidade robusta para bioprospeccdo e aplicacdo em
biotecnologia agricola, contribuindo para o desenvolvimento de solugdes sustentaveis na
agricultura (WANG et al., 2019).

O estudo "Use of Bacillus as a Plant Growth-Promoting Rhizobacteria to Improve
Phosphate and Potassium Availability in Acidic and Saline Soils™ avalia o uso de Bacillus
spp. para melhorar a disponibilidade de fésforo e potassio em solos &cidos e salinos. Trés
isolados de Bacillus foram testados (Bacillus valezensis, Bacillus sp., Bacillus subtilis) e
demonstraram eficacia na dissolucdo de fosforo e potassio em condicdes salinas. Bacillus
valezensis aumentou significativamente a disponibilidade de fosfato em solos &cidos e
salinos. Ademais, todos os isolados produziram horménio &cido indolacético (IAA) e
diversos éacidos organicos, melhorando a nutricdo das plantas e potencializando o

crescimento em solos desafiadores. O estudo conclui que Bacillus spp. podem ser uma
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alternativa sustentavel para aumentar a produtividade agricola em solos de baixa fertilidade
(SETIAWATI et al., 2022).

O artigo "Bacillus subtilis promotes plant phosphorus (P) acquisition through P
solubilization and stimulation of root and root hair growth™ investiga como a bactéria
Bacillus subtilis facilita a absorcéo de fosforo pelas plantas, solubilizando fésforo do solo e
estimulando o crescimento das raizes e dos pelos radiculares. As andlises de bioinformética
caracterizaram geneticamente a bacteéria, identificando genes envolvidos na solubilizagdo do
fosforo e na promocao do crescimento radicular, alem de analisar a expressdo génica e o
impacto na microbiota do solo. O estudo sugere que a aplicacdo de Bacillus subtilis pode
melhorar a nutricdo das plantas e aumentar a produtividade agricola, especialmente em solos
deficientes em fosforo (JENSEN et al., 2024).

O artigo "Potassium Solubilizing and Mobilizing Microbes: Biodiversity,
Mechanisms of Solubilization, and Biotechnological Implication for Alleviations of Abiotic
Stress" explora a importancia dos microrganismos solubilizadores de potéassio na agricultura
sustentavel, destacando como eles melhoram a disponibilidade de nutrientes essenciais para
as plantas, protegem contra patdégenos e ajudam a superar estresses ambientais. A
bioinforméatica desempenha um papel fundamental nesse campo ao analisar genomas para
identificar genes envolvidos na solubilizacdo de potéssio, estudar mecanismos moleculares
através de técnicas como transcriptbmica e protedbmica, e otimizar o uso de biofertilizantes
em diferentes condicBes de estresse, contribuindo para praticas agricolas mais eficientes e
sustentaveis (KOUR et al., 2020).
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3. MATERIAIS E METODOS

Este capitulo apresenta os métodos utilizados neste trabalho para analisar as bactérias
de interesse do LABIM. S&o descritos os processos de cultivo, extracdo do DNA e
sequenciamento dessas bactérias. Em seguida, sdo detalhados os procedimentos de montagem
e anotacdo de genomas. O capitulo também aborda a construcédo filogenética, analise do core-
genoma e perfil metabolico das bactérias. Por fim, sdo apresentadas a avaliacdo da atividade
microbiana e a caracterizacdo quimica, utilizando diferentes ferramentas computacionais e

métodos de analise.

3.1 BACTERIAS COM POTENCIAL PARA DESENVOLVIMENTO DE INOCULANTES

As linhagens microbianas utilizadas neste estudo foram selecionadas a partir do
acervo microbioldgico do LABIM (Laboratorio de Biotecnologia Microbiana) devido a sua
importancia para a pesquisa. O LABIM esta localizado em Londrina - PR, dentro da
Universidade Estadual de Londrina (UEL), sendo reconhecido por sua expertise e
contribuices significativas para o campo da microbiologia agricola.

As linhagens foram prospectadas na regido de Pontal do Parana - PR, em 20 de
Janeiro de 2020. As coordenadas geograficas do ponto de coleta das bactérias sdo latitude -
25°36'06.2"S e longitude - 48°23'20.8"W. Essa cuidadosa selecdo das linhagens garantiu a

qualidade e a relevancia dos dados obtidos para a pesquisa em questao.

3.2 SEQUENCIAMENTO DOS GENOMAS BACTERIANOS

As cinco linhagens investigadas foram cultivadas em meios de cultura Agar Triptona
de Soja (TSA) previamente, e uma coldnia de cada amostra foi inoculada em Caldo Triptona
Soja (TSB) em shaker, 150 rpm a 28 ° C durante 18 horas. O DNA foi extraido utilizando o
kit de extracdo DNeasy PowerSoil Pro Kit (QIAGEN) de acordo com o protocolo do
fabricante. ApoOs a pureza e padrdo das bandas, foram observados em gel de eletroforese e
utilizando Nanodrop, o0 DNA extraido foi entdo enviado para sequenciamento no Helmholtz
Centre for Environment Research (UFZ) em Leipizig - Alemanha, utilizando tecnologia de
sequenciamento da plataforma MiSeq (BPI-Biotechnology Research and Innovation) com o
MiSeq Reagent V2 Micro (300 ciclos). Apds a conclusédo do sequenciamento, as leituras cruas

das cinco linhagens bacterianas foram depositadas no National Center for Biotechnology
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Information (NCBI).

3.3 MONTAGEM E ANOTACAO DE GENOMAS

Os dados de sequenciamento obtidos foram submetidos a um processo detalhado de
montagem de genomas utilizando uma série de ferramentas de bioinformatica. Primeiramente,
o TRIMMOMATIC v0.39 foi empregado para realizar a trimagem dos dados brutos,
removendo sequéncias de baixa qualidade e adaptadores, com um filtro de qualidade Phred
estabelecido em 30. Em seguida, os contigs foram montados a partir dos dados trimados
utilizando o SPADES v3.13, um software especializado em montagem de genomas que utiliza
abordagens de grafos de Bruijn.

Apds a montagem inicial dos contigs, cada montagem foi confrontada com o banco
de dados GenBank. Nesse processo, um fragmento de DNA de cada montagem foi utilizado
como consulta para uma busca de similaridade, utilizando a ferramenta BLASTn (Basic Local
Alignment Search Tool) do National Center for Biotechnology Information (NCBI),
permitindo uma identificacdo preliminar do género e espécie das linhagens. Os resultados
com identidade e cobertura superiores a 90% foram entdo selecionados para prosseguir com a
analise.

Em seguida, os genomas correspondentes as linhagens identificadas foram obtidos no
Genbank Datasets e submetidos a ferramenta OAT v.0.9 (Orthologous Average Nucleotide
Identity Tool). Esta ferramenta € utilizada para a identificacdo precisa de linhagens
bacterianas, calculando parametros como GGDC (Genome-to-Genome Distance Calculator) e
ANI (Average Nucleotide Identity), que sdo critérios comuns para a delimitacdo de espécies
bacterianas. Para fins deste estudo, foram estabelecidos critérios de identidade superiores a
95% em ambas as medidas como um limiar para a confirmacao das linhagens estudadas.

Com as linhagens devidamente identificadas, prosseguiu-se com 0s proximos passos
do processo de montagem e anotacdo dos genomas. O MeDuSa v1.0 foi empregado para
aprimorar a qualidade das montagens, realizando o alinhamento dos contigs com um genoma
de referéncia relacionado, identificado previamente como descrito anteriormente. Em seguida,
a ferramenta RagTag v2.1 foi utilizada para fechar gaps na montagem, realizando um
realinhamento dos contigs a referéncia, gerando scaffolds e preenchendo gaps na montagem,
garantindo uma montagem mais completa e precisa dos genomas, enquanto eventuais gaps
restantes seréo fechados manualmente com o auxilio da ferramenta CLC Genomics v24.0.

Apds a montagem dos genomas, prosseguiu-se com a anotacdo dos genes e
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elementos genémicos presentes. Para isso, utilizou-se a ferramenta PROKKA v1.14.6,
reconhecida por sua capacidade de realizar anotacGes autométicas em genomas bacterianos. O
PROKKA identificou e anotou genes, RNAs e outras caracteristicas genémicas, fornecendo
uma visdo abrangente da composicao genética das linhagens.

Complementarmente, a qualidade das montagens obtidas foi avaliada utilizando o
QUAST v5.2, uma ferramenta de avaliagdo de qualidade de montagens de genoma. Foram
calculadas meétricas como quantidade de contigs, tamanho do maior contig e N50,
proporcionando uma avaliacdo objetiva da qualidade das montagens em relacdo aos genomas
de referéncia. Para garantir a completude dos genomas montados, utilizou-se a ferramenta
BUSCO v5.7.1, que compara 0s genomas montados com um banco de dados de genes
conservados universalmente. Isso permitiu uma avaliagdo mais precisa da integridade dos
genomas em relacao aos genes esperados em um genoma completo e funcional.

Subsequentemente, as cinco linhagens bacterianas foram depositadas no NCBI. O
depdsito de dados genébmicos em repositorios publicos, como o NCBI, inclui anotacGes
detalhadas que descrevem a estrutura genética das bactérias estudadas. Essas anotacOes
fornecem informac@es sobre a localizacdo precisa de cada gene no genoma, seu tipo, funcéo e
caracteristicas estruturais. Esses dados sdo cruciais para interpretar os dados gendmicos e
conduzir anélises adicionais.

Dessa forma, a combinagdo cuidadosa destas ferramentas de bioinformatica
permitiram ndo apenas a montagem e anotacdo precisa dos genomas das linhagens de
Bacillus, mas também uma avaliacdo detalhada de sua qualidade e completude. Esses dados
fornecerdo uma base sOlida para as analises subsequentes e para 0 entendimento mais

aprofundado da biologia e potencial agricola dessas linhagens microbianas.

3.4 CONSTRUCAO FILOGENETICA

Apbs identificar previamente linhagens relacionadas a B. nitratireducens através de
buscas no banco de dados do NCBI usando o BLAST e OAT, como mencionado, foi
realizado o download dos genomas completos dessas linhagens no GenBank Datasets. Este
passo é crucial para obter os dados necessarios para analises filogenéticas posteriores. Os
genomas completos fornecem uma visdo abrangente da composi¢do genética das linhagens,
permitindo uma comparagéo detalhada entre elas.

Em seguida, os genomas completos foram submetidos a analise no TYGS (Type

Strain Genome Server), uma plataforma especializada em analises taxonémicas e
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filogenéticas baseadas em genomas completos de bactérias. Utilizando algoritmos como
RAXML (Randomized Accelerated Maximum Likelihood) e FastME (Fasta Minimum
Evolution) (MEIER-KOLTHOFF e GOKER, 2019), o TYGS construiu uma arvore
filogenética, levando em consideracdo os genomas completos das linhagens. Parametros como
bootstrap support foram usados para avaliar a robustez das relagdes filogenéticas inferidas.

Adicionalmente, para complementar a andlise filogenética, também utilizou-se
sequéncias dos genes 16S rRNA e gyrB. Essas sequéncias foram submetidas a analises de
maxima verossimilhanca (software 1Qtree no phylosuit) e inferéncia bayesiana (software Mr
Bayes) para a construcdo de arvores filogenéticas. Essas arvores foram avaliadas com base
nas distribuicdes de probabilidade a posteriori obtidas por simulacdo de Monte Carlo em
Cadeias de Markov (MCMC) via Gibbs sampling (HUELSENBECK, JP, e F. RONQUIST.
2001), fornecendo informacdes adicionais sobre as relagcdes evolutivas entre as linhagens,
considerando a similaridade entre as sequéncias de 16S rRNA e gyrB.

Por fim, uma andlise do proteoma das linhagens de B. nitratireducens e suas
linhagens filogeneticamente relacionadas também foi realizada utilizando o TYGS. Essa
analise comparativa do proteoma permitiu uma investigacdo mais detalhada das relacdes
filogenéticas com base nas proteinas codificadas pelos genomas, fornecendo informactes
adicionais sobre a evolucdo e as diferencas dessas linhagens bacterianas. Esse conjunto de
andlises filogenéticas, baseadas em diferentes abordagens e ferramentas de bioinformaética,
forneceu uma visdo abrangente das relagdes evolutivas e taxondmicas de B. nitratireducens,

enriquecendo o entendimento sobre sua biologia.

3.5 CORE-GENOMA

Para a analise do core-genoma das bactérias promotoras de crescimento de plantas, o
software Prokka foi utilizado para anotagdo dos genes, enquanto o Roary foi empregado para
caracterizacdo destes mesmos genes, em todas as linhagens. Reconhecido por sua eficiéncia
na construcdo de pangenomas a partir de genomas bacterianos previamente anotados, o Roary
agrupou os genes anotados em familias de genes ortélogos, definindo o core-genoma como o
conjunto de genes compartilhados por todas as linhagens bacterianas investigadas. Também
permitiu a anélise de pangenomas, incluindo a identificacdo de genes acessorios, presentes em
algumas, mas ndo em todas as linhagens.

Complementarmente, foram identificados os locais de origem das 19 linhagens

estudadas no presente trabalho de acordo com informagdes disponiveis no NCBI, a fim de
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correlacionar a presenca de genes essenciais, acessorios e Unicos entre as bactérias e 0
ambiente de coleta das amostras, possibilitando inferir possiveis justificativas para aquisicao

de novos genes.

3.6 PERFIL METABOLICO

Para caracterizar o perfil metabdlico das linhagens de B. nitratireducens, seguiu-se
uma abordagem que incluiu andlises de bioinformética detalhadas, como mineracdo de dados
na literatura e comparagdo genomica. Inicialmente, foram utilizados 0 GUTSMASH e o
ANTISMASH, duas ferramentas de bioinformatica reconhecidas por sua eficicia na
identificacdo de loci biossintéticos em genomas bacterianos. O GUTSMASH foi utilizado
para analisar metabolitos primarios, enquanto o ANTISMASH investigou metabolitos
secundarios, permitindo a identificacdo e anotacdo de clusters de genes envolvidos na
producdo de compostos diversos, como antibioticos e toxinas.

Posteriormente, realizou-se uma mineracdo extensiva na literatura cientifica para
identificar genes relacionados a solubilizacdo de potéssio e fosfato (Quadro Al — Anexo).
Essa abordagem permitiu acessar conhecimentos prévios e selecionar genes de interesse
conhecidos por desempenharem funcdes especificas nessas vias metabolicas. Com 0s genes
de interesse, consultou-se 0 banco de dados UNIPROT para obter informacGes adicionais
sobre suas fun¢des, sequéncias de aminoacidos e anotacfes funcionais. O UNIPROT forneceu
detalhes cruciais para compreender melhor a funcdo e a estrutura dos genes identificados,
enriquecendo a analise.

Por fim, realizou-se uma comparacdo genémica utilizando a ferramenta tBLASTn,
que nos permitiu verificar a presenca, a conservacdo e a similaridade dos genes de interesse
nas linhagens de B. nitratireducens deste estudo. Essa analise comparativa nos ajudou a
entender a composicdo gendmica das linhagens e a avaliar suas capacidades metabolicas

especificas.

3.7 POTENCIAL PGPR DE LINHAGENS DE B. nitratireducens

Para avaliar a atividade microbiana das linhagens de B. nitratireducens, foram
conduzidos testes de solubilizagdo solida de potassio e fosfato ao longo de um periodo de um
més, mantendo uma temperatura constante de 28°C. Cada teste foi realizado em duplicata,

utilizando 5 placas de Petri por tratamento.
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Inicialmente, os meios de cultura especificos para cada teste foram preparados de
acordo com as formulacOes estabelecidas: Aleksandrov (ALEK) para solubilizacdo de
potéssio e NBRIP para solubilizacdo de fosfato. O meio ALEK foi preparado conforme a
formulacdo de Aleksandrov (1967). O meio NBRIP foi composto seguindo a receita descrita
por Nautiyal (1999).

Em seguida, os isolados foram inoculados nos meios de cultura correspondentes,
garantindo uma distribuicdo homogénea das células. As placas de Petri foram cuidadosamente
fechadas e incubadas a 28°C durante o periodo de um més. Durante esse tempo, foi realizada
avaliacdo do crescimento e capacidade metabdlica das linhagens bacterianas.

Diariamente durante o periodo de incubacédo, as placas de Petri foram examinadas
para avaliar os resultados dos testes. Avaliou-se a formagdo de halo ao redor das colonias
bacterianas no teste de solubilizacdo de potassio, indicando a capacidade de solubilizacéo
desse elemento. No teste de solubilizacdo de fosfato, foram avaliadas alteracGes na coloracdo
do meio de cultura, além do halo ao redor das colénias, indicando a solubilizacdo do fosfato
presente.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Este capitulo apresenta os resultados e discussdo deste estudo. Inicialmente, sdo
descritos os processos de montagem e anotacdo de genomas das bactérias de interesse. Em
seguida, detalha-se a construcdo filogenética e a andalise do perfil metabdlico. O capitulo
também aborda a avaliacdo da atividade microbiana. Uma analise comparativa dos resultados
também é discutida.

As informac6es das caracteristicas gendmicas, assim como o numero de acesso dos
19 B. nitratireducens e 1 B. proteolyticus estdo expostas na Tabela 1. De acordo com 0s
resultados de anotacdo de qualidade da montagem dos genomas do software QUAST, o0s
genomas sequenciados e montados de B. nitratireducensLABIM48, LABIM49, LABIM50,
LABIM 51 E LABIMS53, apresentam, tamanho total do genoma de 5.842.495 pares de bases
(pb), maior contig com 5.253.779 pb, L50 1 e contetdo médio de G + C de 35.18 %
(LABIM48); tamanho total do genoma de 5.772.751 pb, maior contig com 5.156.678 pb, L50
1, e contetdo médio de G + C de 35.18 % (LABIM49); tamanho total do genoma de
5.873.418 pb, maior contig com 5.228.846 pb, L50 1 e conteldo médio de G + C de 35.16 %
(LABIM50); tamanho total do genoma de 5.805.898 pb, maior contig 5.240.551 pb, L50 1 e
contetdo médio G + C 3523 % (LABIM51) e por fim, a linhagem B.
nitratireducensLABIM53, apresentou tamanho total do genoma de 5.669.018 pb, maior
contig 5.190.595 pb, L50 1 e contetdo médio G + C 35.2 %, respectivamente.

O contetdo G + C dos 19 B. nitratireducens variaram de 35.13 a 35.46 %. O
tamanho total dos genomas variaram de 5.056.959 a 6.024.475 pb. A quantidade de genes
codificadores de proteinas variaram de 5158 a 7067. Isto é, pode ser que o B. nitratireducens
seja uma espécie recém-formada, por apresentar baixa variagdo em relagdo ao tamanho total

do genoma, contetdo médio G + C e quantidade de genes codificadores de proteinas.

Tabela 1 - Caracterizagdo das 19 linhagens de Bacillus nitratireducens avaliadas.

Linhagem | Tamanho do genoma (pb) | G + C (%) | CDS N° de acesso
LABIM48 5.842.495 35.18 6040 -
LABIM49 5.772.751 35.18 5957 -
LABIMS50 5.873.418 35.16 6233 -
LABIM51 5.805.898 35.23 7067 -
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LABIMS53 5.669.018 35.20 5897 | JBLFHUO00000000
DE0281 5.830.469 35.20 5958 | NZ_VEKUO00000000.1
DEQ018 5.879.417 35.22 5996 | NZ_VEMS00000000.1
112MF 5.810.072 35.20 5900 | NZ_FNRB00000000.1
4049 5.933.421 35.14 5990 |[NZ_JAUMJO000000000.1
ATCC6463 6.068.801 35.22 6596 | NZ_VKPWO00000000
NRS-319 5.979.646 35.13 6075 | NZ_JARTIK000000000.1
DE0363 6.040.430 35.15 6213 | NZ_VEKCO00000000.1
DEO0364 6.059.720 35.14 6276 | NZ_VEKBO00000000.1
HD-50 5.928.555 35.18 6045 |NZ_JARLXK000000000.1
JJ1048 5.862.887 35.19 5981 |[NZ_JBANCC000000000.1
DEO0336 5.585.060 35.24 5730 | NZ_VEKG00000000.1
N4150 5.056.959 35.46 5158 NZ_CP093844.1
BD-32 5.706.001 35.20 5806 |NZ_JARLYH000000000.1
BMO02 5.511.760 35.49 5553 NZ_CP047366.1

Fonte: Autoria propria (2025).

A estabilidade do conteido de G + C dentro do grupo Bacillus cereus tem sido
amplamente relatada na literatura, como no estudo de Liu et al. (2017), que descreveram nove
novas especies, entre elas B. nitratireducens, com valores de G + C variando entre 35,0% e
35,5%. Esses resultados foram obtidos por meio de analises filogenéticas baseadas em
hibridizacgdo DNA-DNA digital (dDDH) e Identidade Média de Nucleotideos (ANI),
reforgando a classificagdo taxondmica desse grupo.

No estudo de Ridella et al. (2024), a caracterizacdo gendmica de B. nitratireducens
revelou um contetdo de G + C de aproximadamente 35,54%, corroborando os valores
previamente descritos e também identificados no presente estudo. Essa estabilidade genémica
é um forte indicativo da identidade filogenética da espécie, diferenciando-a de outras
proximas dentro do grupo Bacillus cereus.

Liu et al. (2017) destacam a importancia da analise de ANI e dDDH para
discriminagdo de novas espécies dentro desse grupo, visto que a similaridade genética pode
ultrapassar 97% no sequenciamento do gene 16S rRNA, dificultando a diferenciagéo baseada

apenas nessa abordagem. O estudo de Ridella et al. (2024) seguiu essa metodologia, assim


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NZ_CP093844.1/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NZ_CP047366.1/

46

como este estudo, assegurando uma classificacdo precisa e fundamentada para B.
nitratireducens.

O BRIGGS foi utilizado para criar um gréafico circular que representa as
caracteristicas dos genomas bacterianos. Neste grafico (Figura 11), os trés anéis internos
representam trés informacdes especificas: o tamanho do DNA da linhagem LABIM53, o
contetdo de G + C e a inclinagdo de G + C. Ja os 4 anéis externos representam 0s genomas
das diferentes linhagens, nomeadas como: LABIMA48, LABIM49, LABIM50 e LABIM5L.
Além dessas informacdes, 0s genes de solubilizacdo estdo destacados no anel mais externo
com marcadores vermelhos. Esses genes sdo responsaveis pelas vias metabolicas da
solubilizacdo de potassio e fosfato, desempenhando um papel crucial na capacidade das
bactérias de produzir acidos organicos essenciais para a disponibilizacdo de fontes minerais
sollveis, facilitando sua absorc¢éo e utilizacdo pelas plantas.

Estudos como o de Wang et al. (2022) mostram que a organizacdo do genoma
circular permite a identificacdo de genes relacionados a biossintese de metabdlitos
secundarios e mecanismos de defesa, fundamentais para o potencial biotecnoldgico das
linhagens bacterianas. No caso do Bacillus velezensis WB, a representacdo do genoma
revelou a presenca de 13 clusters génicos relacionados a producdo de metabdlitos
antimicrobianos, incluindo surfactina, fengicina e bacillibactina, compostos essenciais para a
atividade antifungica e a promocéo do crescimento vegetal (WANG et al., 2022).

Figura 11 - Mapa genémico circular de LABIMS53, destacando contetado GC, skew GC,

comparacdes de identidade com LABIMA48-51, e genes de solubilizacdo de potéassio e
fosfato.

gabT

iaaspH

HEM1
ptxS

thio Il GC Content
wbpB GC Skew

B e skewi

B oc skewi+)

LABIM48

dapG
estF
LACPL 100% identity

70% idertiy
50% identity
rmiC  LaBimag
quA 100% identity
bioA 70% Identity

ydfG 50% identity
LABIM50

W 100% identity

1000 kbp

LABIM53
5190595 bp

1500 kbp

g
AL, )y i 0 2 s

Sk, Loa
o ety O

bashA

ye

70% identity

scmkK 50% identity
oxdC LABIMS1
oxdC

100% identity

oxdC 70% identity
icd FUM1 50% identity

I Solubilization genes

yvgN car

Fonte: Autoria propria (2025).



47

A importancia da representacao circular do genoma também se reflete no estudo de
Chen et al. (2022), que analisaram Bacillus aryabhattai SK1-7, um solubilizador de potassio.
O mapa gendbmico possibilitou a identificacdo de genes envolvidos nas vias metabolicas
responsaveis pela producdo de &cidos organicos, fundamentais para a solubilizacdo de
potassio e a liberacdo de nutrientes essenciais para as plantas (CHEN et al., 2022).

Além da identificagdo funcional dos genes, a visualizagdo do genoma facilita
comparagOes entre linhagens bacterianas. No estudo de Pan et al. (2024), o genoma circular
de Bacillus subtilis H2 foi utilizado para identificar clusters génicos responsaveis pela
producdo de metabdlitos antimicrobianos e pelo metabolismo do acido palmitico, um
composto com atividade antifingica e potencial aplicacdo na protecdo de culturas agricolas. A
analise comparativa revelou que o genoma de B. subtilis H2 possui genes especificos que o
diferenciam de outras linhagens de Bacillus, destacando a importancia da organizagédo
gendmica para a funcionalidade da espécie (PAN et al., 2024).

A visualizagdo do genoma circular de bactérias é fundamental para compreender sua
organizacao genética, dindmica de replicagdo e eventos de transferéncia horizontal. O trabalho
de Itaya (2025) destaca o desenvolvimento de um sistema vetorial baseado no genoma de
Bacillus subtilis capaz de clonar, editar e transmitir genomas sintetizados. Essa abordagem
permite manipular grandes segmentos de DNA, ultrapassando as limitagfes de estabilidade
que afetam moléculas >200 kbp em solucgdo liquida. A visualizacdo gréfica e fisica desses
genomas circulares facilita a identificacdo de regides de interesse, pontos de insercéo e facilita
a engenharia genética por recombinagdo homdloga.

A Figura 12 apresenta uma matriz de similaridade entre diferentes linhagens de B.
nitratireducens, gerada utilizando o software Gegenees. Esta é uma ferramenta usada para
comparar genomas em larga escala e visualizar similaridades entre eles, frequentemente
representadas em heatmaps como este. As porcentagens de similaridade séo calculadas com
base em comparagdes de sequéncias genéticas, e a coloracdo indica o grau de similaridade,
com o verde representando alta similaridade e o gradiente laranja indicando menor
similaridade.

A linhagem 1 (112MF) é altamente similar a linhagem 2 (DE0281) e a linhagem 3
(DE0018), com similaridades de 99.9% e 99.2%, respectivamente. Em contraste, ela tem
menor similaridade com linhagens como a 14 (DE0336) e a 15 (N4150), com valores de
79.9% e 83.8%, respectivamente. A linhagem 5 (LABIM50) mostra 100% de similaridade
com a linhagem 4 (LABIMA48), indicando que sdo idénticas ou muito préximas

geneticamente. Esta linhagem apresenta uma similaridade moderada a alta com outras
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linhagens, variando de 85.8% a 94.7%.

Jia et al. (2023) demonstraram que a andlise de heatmaps auxilia na detec¢do de
interacGes microbianas, permitindo identificar correlacdes entre perfis metabdlicos e producdo
de compostos de interesse. No estudo, a técnica revelou padrdes especificos de coocorréncia
entre bactérias e arqueias, destacando a influéncia na composi¢cdo da microbiota intestinal de
vacas e, suas fungGes metabdlicas (JIA et al., 2023). Assim, entende-se que o método de
andlise exibe identificacdo fidedigna, justificando a utilizacdo no presente estudo.

A linhagem 10 (JJ1048) é altamente similar as linhagens 11 (HD-50) e 12 (BM02),
com similaridades de 100% e 95.4%, respectivamente. No entanto, ela tem menor
similaridade com a linhagem 17 (NRS-319), com 72.2%. A linhagem 14 (DE0336) apresenta
menor similaridade com muitas outras linhagens, como a 1 (112MF) e a 2 (DE0281), ambas
abaixo de 80%. Sua similaridade mais alta € com a linhagem 13 (BD-32), com 84.0%.

A linhagem 19 (DE0364) é altamente similar a linhagem 18 (DE0363), com 99.8%,
indicando que sdo praticamente idénticas. No entanto, ela apresenta baixa similaridade com
linhagens como a 7 (LABIM53) e a 8 (LABIM49), ambas abaixo de 83%. De maneira geral,
as linhagens parecem agrupar-se em subgrupos de alta similaridade, com pares ou pequenos
conjuntos apresentando similaridade proxima de 100%. As cores indicam que a maioria das
comparag0es entre linhagens resulta em similaridades entre 70% e 90%, com alguns casos de
similaridade extrema, tanto alta quanto baixa.

No estudo de Xia et al. (2022), a relacdo entre a distancia filogenética e a presenca de
clusters de genes biossintéticos (BGCs) foi analisada, demonstrando que linhagens
filogeneticamente préximas tendem a compartilhar conjuntos similares de genes responsaveis
pela producéo de metabolitos secundérios. Essa relacéo direta entre similaridade genémica e
potencial biossintético destaca a importancia da analise de heatmaps para identificar padroes
de conservacao genética e inferir a capacidade metabolica de diferentes linhagens (XIA et al.,
2022).
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Figura 12 - Heatmap de similaridade genémica das linhagens de Bacillus nitratireducens.

Organism 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16 17 18 19
1: Bacillusnitratireducens112MF ?
2: BacillusnitratireducensDE0281
3: BacillusnitratireducensDE0018

4: BacillusnitratireducensLABIM48 973 8%
5: BacillusnitratireducensLABIMS0 944 947 947 947

6: Bacillusnitratireducens4049 912 915 916 917 929
923 925 925 926 924 FEi

7: BacillusnitratireducensLABIMS53
8: BacillusnitratireducensLABIM49
9: BacillusnitratireducensLABIMS51
10: BacillusnitratireducensJJ1048
11: BacillusnitratireducensHD-50
12: BacillusnitratireducensBM02
13: BacillusnitratireducensBD-32
14: BacillusnitratireducensDE0336
15: BacillusnitratireducensN4150
16: BacillusnitratireducensATCC6463 : 3 GLE 7 911 911
17: BacillusnitratireducensNRS-319
18: BacillusnitratireducensDE0363
19: BacillusnitratireducensDE0364

Fonte: Autoria propria (2025).

Estudos comparativos entre espécies do género Bacillus mostraram que a variacao
gendmica pode estar diretamente relacionada a fatores ecoldgicos e funcionais. Owusu-Darko
et al. (2020) realizaram uma analise filogenémica detalhada de Bacillus sporothermodurans,
comparando seu genoma com o de outras espécies do grupo B. subtilis e B. cereus. O estudo
revelou que B. sporothermodurans possui um conjunto distinto de genes associados a
resisténcia térmica, o que sugere que variagdes na similaridade genémica podem refletir
adaptacOes especificas a ambientes extremos (OWUSU-DARKO et al., 2020). Este cenario
passa a ser passivel de observacao no grupo de bactérias utilizadas no presente estudo, a partir
da interpretacdo da Figura 12, junto a Tabela 2, a seguir.

As sequéncias dos genomas de B. nitratireducensLABIM48, LABIM49, LABIM50,
LABIM51 e LABIM53 foram comparadas com outras 14 sequencias genémicas disponiveis
no Genbank Datasets e, para os valores digitais de hibridizacdo do DNA-DNA (dDDh), com
valores de proximidade superior a 95%, houveram dois agrupamentos para diferenciacdo
intraespecifica, como visto nas Tabelas 2 e 3 a diante:

Tabela 2 - Agrupamento 1 entre as bactérias originais da pesquisa e as depositadas
com livre acesso no repositorio do NCBI.

Linhagens estudadas Referéncias dDDh (%)

LABIMA48 DE0281 99.6

LABIMA48 DEO0018 99.6
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LABIMA48 112MF 99.5
LABIM48 LABIM50 97.8
LABIMA48 4049 96.2
LABIM48 LABIM53 95.6
LABIMS50 DE0281 97.9
LABIM50 DEO0018 97.8
LABIMS50 112MF 97.7
LABIM50 LABIMA48 97.8
LABIMS0 4049 96.7
LABIMS53 DE0281 95.8
LABIM53 DEO0018 95.8
LABIMS53 112MF 95.6

Fonte: Autoria propria (2025).

Para o segundo agrupamento, ndo houve valores de dDDh superiores a 95 % com
nenhuma linhagem comparada do banco de dados mencionado anteriormente, assim como
também ndo houve proximidade entre as demais linhagens originais da pesquisa, como
LABIMA48, LABIM50 e LABIM53, formando-o apenas entre as linhagens LABIMA49 e
LABIM51.

A importancia do dDDH% na taxonomia bacteriana é amplamente reconhecida. Ser
et al. (2020) realizaram a caracterizagdo gendmica de Bacillus sp. MUM116, isolado de solos
intertidais, utilizando dDDH% para diferenciar essa linhagem de outras do mesmo género. O
estudo revelou que B. MUM116 possuia menos de 90% de similaridade com outras linhagens
conhecidas, demonstrando que este isolado representa uma possivel nova espécie dentro do
género Bacillus (SER et al., 2020). A auséncia de valores de dDDH superiores a 95% entre
algumas linhagens de B. nitratireducens no estudo atual sugere um fenémeno similar,
indicando que estas podem apresentar caracteristicas genémicas diferenciadas.

O uso do dDDH% também tem sido crucial na identificacdo de linhagens com
aplicagdes biotecnologicas. Ayangbenro e Babalola (2020) analisaram Bacillus cereus
NWUABO1, uma linhagem isolada de solo contaminado por metais pesados. A comparagdo
gendmica revelou a presenca de genes envolvidos na resisténcia a metais como cadmio e
chumbo, o que torna essa linhagem um potencial candidato para bioremediacdo
(AYANGBENRO; BABALOLA, 2020). No contexto de B. nitratireducens, a identificacao de

linhagens geneticamente distintas através do dDDH% pode indicar potenciais variagdes
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funcionais, como diferencas na capacidade de solubilizacdo de nutrientes ou producdo de

metabolitos secundarios.

Tabela 3 - Agrupamento 2 entre as bactérias originais da pesquisa e as depositadas com
livre acesso no repositério do NCBI.

Linhagens estudadas Referéncias dDDh (%)

LABIM49 LABIM51 96.2
Fonte: Autoria prépria (2025).

O aspecto relevante € a relacdo entre a distancia genémica e a producdo de
compostos bioativos, como corrobora o estudo de Pramod et al. (2021). Estudaram Bacillus
subtilis A1, isolado de solo litoraneo, e demonstraram que sua anélise gendmica, baseada em
técnicas como dDDH%, revelou uma forte correlacdo entre a proximidade genética e a
capacidade de produzir metabolitos antimicrobianos, como surfactina e fengicina (PRAMOD
et al., 2021). Isto é, a proximidade dos resultados de dDDH indicam que o subgrupo pode
compartilhar do mesmo potencial para biotecnologia, na producéo de compostos de interesse.

A analise filogenética conduzida com 19 linhagens de B. nitratireducens e 1
linhagem de B. proteolyticus para enraizar as arvores revelou que todas as linhagens
estudadas sdo de fato da mesma espécie, B. nitratireducens. Esta conclusdo foi alcancada
utilizando trés abordagens distintas: genomas completos (Figura 13), gene 16S rRNA (Figura
14) e, adicionalmente, foi realizada a analise do proteoma, para identificar similaridade entre
os perfis metabdlicos (Figura 15).

Os 19 genomas de B. nitratireducens incluiram 14 linhagens obtidas do GenBank
Datasets e 5 linhagens originais da pesquisa. A analise filogenética baseada em genomas
completos utilizou métricas como Average Nucleotide Identity (ANI) e DNA-DNA
Hybridization (DDH), que demonstraram alta similaridade entre todas as linhagens de B.
nitratireducens, confirmando que pertencem a mesma espécie. A arvore filogenética
resultante mostrou que essas linhagens formam um grupo coeso, indicando uma origem
comum recente e uma evolucao genética conservada.

A importancia dessas métricas na taxonomia bacteriana ja foi demonstrada em
diversos estudos. Sakoparnig et al. (2021) discutem como a reconstrucdo de arvores
filogenéticas baseadas em genomas completos reflete padrdes de recombinacdo e estrutura
populacional em bacterias. O estudo demonstra que, embora a recombinacéo seja frequente, o

ANI e 0 dDDH% s&o métodos robustos para inferir relagdes evolutivas, desde que aplicados a
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conjuntos de dados suficientemente grandes e diversificados (SAKOPARNIG et al., 2021).

Figura 13 - Arvore filogenética de Bacillus nitratireducens baseada em genomas
completos construida utilizando o método de maxima verossimilhanca.

'Bacillus nitratireducens DE0281'

"Bacillus nitratireducens DE0018'

'Bacillus nitratireducens 112MF'
"Bacillus mitratireducens LABIMA48'

"Bacillus nitratireducens LABIMS50'

'Bacillus nitratireducens 4049'

"Bacillus nitratireducens LABIMS3'
[ "Bacillus nitratireducens ATCC6463"
1 'Bacillus nitratireducens NRS-319"
'Bacillus nitratireducens DE0363'
'Bacillus nitratireducens DE0364'
I: "Bacillus nitratireducens LABIM49Y
> L Bacillus nitratireducens LABIMST'
|: 'Bacillus nitratireducens HD-50'
"Bacillus nitratireducens JJ1048'
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"Bacillus proteolyticus MACHO1'

Fonte: Autoria prépria (2025).

Outro aspecto relevante é a padronizacdo dos métodos para construcdo de arvores
filogenéticas. Shakya et al. (2020) desenvolveram um fluxo de trabalho para analise
filogenética baseada em genoma completo, destacando a importancia de métricas como ANI e
dDDH% na diferenciacdo entre linhagens préximas. O estudo enfatiza que a combinacao
dessas métricas com a analise de polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) resulta em
filogenias precisas e robustas, minimizando o impacto de erros de montagem gendmica
(SHAKYA et al., 2020).

A analise baseada nos genes 16S rRNA e gyrB, realizada através dos metodos de
inferéncia classica usando estimadores de méaxima verossimilhanca e por métodos de
inferéncia bayesiana, usando simulacdo MCMC. As sequéncias de 16S rRNA e gyrB das
linhagens foram alinhadas e comparadas, revelando pouca variagdo e confirmando que todas
as linhagens compartilham uma elevada similaridade neste marcador genético universalmente
conservado entre bactérias. Este resultado é consistente com a classificacdo taxondmica de

todas as linhagens como B. nitratireducens.
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Figura 14 - Arvore filogenética de Bacillus nitratireducens baseada nas sequéncias dos
genes 16S rRNA e gyrB construida utilizando os métodos de méxima
verossimilhanca e inferéncia bayesiana.
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Fonte: Autoria propria (2025).

A utilizacdo do gene 16S rRNA na construcdo de arvores filogenéticas € um
procedimento consolidado na microbiologia sistematica. Alyousif (2022) demonstrou que a
analise molecular baseada na sequéncia do 16S rRNA foi essencial para a caracterizacdo e
diferenciacdo de espécies do género Bacillus isoladas de solos no Iraque. O estudo revelou
que Bacillus licheniformis e Bacillus subtilis foram as espécies mais predominantes,
evidenciando a robustez desse gene como marcador genético para analise taxonémica

(ALYOUSIF, 2022).

No entanto, o uso exclusivo do 16S rRNA pode apresentar limitagdes, especialmente
em linhagens filogeneticamente proximas. Zalma e EI-Sharoud (2021) destacam que a
diferenciacdo entre algumas espécies do género Bacillus pode ser dificultada pela conservacao
do gene 16S rRNA. Para superar essa limitacdo, o estudo utilizou genes adicionais, como
gyrA e rpoB, que forneceram maior resolucdo filogenética, permitindo a separacéo de grupos
genéticos distintos dentro da mesma espécie (ZALMA; EL-SHAROUD, 2021).

Além da escolha dos genes, a metodologia utilizada para a inferéncia filogenética
tem um papel crucial na acuracia das andlises. O estudo de Iskandar et al. (2021) aplicou o
método de inferéncia bayesiana na construcdo de arvores filogenéticas para identificar
bactérias com potencial para biorremediagdo. Esse método probabilistico permitiu uma

andlise mais robusta das relacGes evolutivas entre os isolados, proporcionando uma
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representacdo mais confiavel da filogenia bacteriana (ISKANDAR et al., 2021). Portanto, a
anélise combinada dos genes 16S rRNA e gyrB, associada aos metodos filogenéticos baseados
em inferéncia bayesiana e maxima verossimilhanca, fortalece a classificacdo taxondmica das

linhagens de B. nitratireducens.

Figura 15 - Arvore filogenética de Bacillus nitratireducens baseada em proteoma
construida utilizando o método de méxima verossimilhanca.
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Fonte: Autoria propria (2025).

Por fim, a anélise do proteoma, que envolveu a comparacdo de sequéncias de
proteinas ortdlogas com aplicacdo do método de maxima verossimilhanca como maxima
verossimilhanga, também suportou a conclusdo de que todas as linhagens compartilham de
perfis metabolicos semelhantes. As proteinas comparadas mostraram um alto grau de
conservacao, reforcando as relacdes evolutivas proximas entre as linhagens.

A analise protedmica tem sido amplamente utilizada na caracteriza¢do de linhagens
bacterianas e suas funcdes metabdlicas. Swarge et al. (2020) realizaram uma investigacao
detalhada da dindmica protedmica e transcriptdmica durante a germinacdo de esporos de
Bacillus subtilis, demonstrando que a conservacdo proteica entre linhagens é essencial para
garantir a continuidade dos processos metabdlicos ao longo do ciclo de vida bacteriano. O
estudo identificou 322 proteinas diferencialmente expressas entre esporos e células
vegetativas, sugerindo que a estabilidade do proteoma é crucial para a sobrevivéncia e
adaptacéo bacteriana (SWARGE et al., 2020).
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Adicionalmente, a abordagem protedmica tem sido aplicada para elucidar a resposta
bacteriana a diferentes condi¢cGes ambientais e de estresse. Gangola et al. (2021) analisaram o
proteoma de Bacillus cereus sob estresse de pesticidas e em condi¢Ges normais, identificando
proteinas diferencialmente expressas associadas a degradacdo de xenobidticos e mecanismos
de defesa celular. A conservacdo de proteinas essenciais sob diferentes condigdes ambientais
sugere que linhagens do género Bacillus mantém perfis metabdlicos robustos e adaptaveis, o
que reforca os achados do estudo sobre B. nitratireducens (GANGOLA et al., 2021).

Outro exemplo do uso da protebmica na caracterizacdo funcional de Bacillus é o
estudo de Khorramnejad et al. (2020), que combinou analises gendmicas e protedmicas para
identificar novas proteinas pesticidas em Bacillus thuringiensis. O estudo demonstrou que a
andlise protedbmica pode revelar proteinas especificas envolvidas em interacdes ecolégicas,
além de auxiliar na descoberta de novos genes de interesse biotecnoldgico
(KHORRAMNEJAD et al., 2020). Desta forma, a analise protebmica se mostra essencial na
diferenciacdo funcional e na compreensdo da estabilidade metabdlica das linhagens
bacterianas. No caso de B. nitratireducens, a alta similaridade entre as proteinas analisadas
reforca sua identidade taxondmica e indica que essas linhagens compartilham vias
metabdlicas conservadas.

No presente estudo, B. proteolyticus foi utilizado como outgroup para enraizar as
arvores filogenéticas. Isso significa que, nas arvores resultante, B. proteolyticus aparece em
um ramo distinto e externo, enquanto todas as linhagens de B. nitratireducens formam um
clado separado e bem definido. Este uso do outgroup ajudou a identificar a direcdo evolutiva e
a estabelecer a posicédo das linhagens de B. nitratireducens dentro da arvore filogenética.

Em resumo, a convergéncia dos resultados obtidos através de analises de genomas
completos, 16S rRNA e proteoma fornece uma evidéncia robusta de que as 19 linhagens
analisadas pertencem a mesma espécie, B. nitratireducens e, compartilham de um perfil
metabdlico proximo. A utilizacdo de B. proteolyticus como outgroup foi crucial para enraizar
a arvore e confirmar a monofilia das linhagens de B. nitratireducens, destacando a precisdo e
a complementaridade das diferentes abordagens filogenéticas empregadas no estudo.

A andlise do pangenoma de 19 cepas da espécie Bacillus nitratireducens revelou
uma diversidade genética significativa, refletida na distribuicdo dos genes entre as diferentes
categorias do pangenoma. O numero total de genes identificados foi de 12.677, classificados
em trés grupos principais: core, acessorio e especificos de cepa.

O namero total de genes identificados na analise do pangenoma de B. nitratireducens
(12.677 genes) sugere que essa espécie apresenta um pangenoma aberto, semelhante ao
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observado em Bacillus subtilis e Bacillus velezensis. A abertura do pangenoma indica que
novas linhagens podem continuar adquirindo genes por meio de transferéncia horizontal
(HGT), aumentando sua diversidade funcional e adaptabilidade ambiental (WANG et al.,
2024).

Figura 16. Relacgdo entre genes totais e conservados, numero de genes (eixo y) e
ndmero de genomas (eixo X).
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Fonte: Proprio autor (2025).

A analise do pangenoma de B. nitratireducens revelou uma significativa diversidade
genética, refletida na distribuicdo dos genes entre as trés categorias do pangenoma. O total de
3.491 genes do core genome, presente em todas as 19 cepas analisadas, representa a base
genetica essencial da especie, incluindo genes fundamentais para funcGes metabolicas e
manutengdo celular. Esses achados corroboram a literatura sobre pangenomas bacterianos, que
destaca a estabilidade e conservagdo dos genes essenciais para a sobrevivéncia das espéecies
(CHORDIA GOLCHHA et al., 2024).

O conceito de pangenoma, introduzido por Tettelin et al. (2005), tem sido
amplamente utilizado para compreender a diversidade gendmica de microrganismos,
diferenciando os genes essenciais (core genome) dos genes acessorios e especificos de cepa.
Estudos recentes demonstram que o tamanho do core genome pode variar entre diferentes
espécies bacterianas, sendo maior em organismos filogeneticamente proximos e menor em
linhagens que ocupam nichos ecologicos distintos (CHORDIA GOLCHHA et al., 2024).
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A estabilidade do core genome de B. nitratireducens sugere que a espécie mantém
um conjunto conservado de genes essenciais para processos celulares basicos, como
metabolismo energético, replicagdo do DNA e sintese proteica. Essa caracteristica é observada
em outras bactérias do género Bacillus, cujos estudos apontam que a manutencdo desses genes
é essencial para a sobrevivéncia em diferentes ambientes (SIMONSEN, 2021).

Os genes acessorios, que sdo compartilhados por algumas, mas ndo todas as cepas,
totalizaram 5.118 genes. Essa fracdo compreende genes que podem estar relacionados a
adaptacdes ambientais, resisténcia a estresses especificos e especializacbes metabolicas. A
presenca desses genes indica uma plasticidade genémica dentro da espécie, permitindo sua
adaptacéo a diferentes condi¢bes ambientais.

A andlise comparativa do pangenoma de Bacillus nitratireducens com outras
linhagens do género Bacillus também destaca o papel dos genes acessorios, que representam
uma parte significativa do genoma e conferem vantagens adaptativas especificas. Estudos
indicam que genes acessorios frequentemente estdo associados a producdo de metabdlitos
secundarios, fatores de viruléncia e mecanismos de resisténcia a antibiéticos, permitindo que
essas linhagens colonizem nichos distintos e desempenhem funcgdes especializadas (ALENEZI
etal., 2021).

A comparagdo com pangenomas de outras espécies demonstra a relevancia dos genes
acessorios na adaptacdo a condicbes ambientais especificas. Em um estudo sobre
Bradyrhizobium diazoefficiens, Simonsen (2021) demonstrou que a evolu¢do do pangenoma é
influenciada por fatores ambientais, levando a retencao seletiva de genes acessorios essenciais
para a sobrevivéncia em solos com diferentes condicdes de acidez, temperatura e salinidade.
Essa plasticidade genética também pode estar presente em B. nitratireducens, permitindo sua
adaptacdo a nichos especificos por meio da aquisi¢cdo de genes acessorios via transferéncia
horizontal de genes (CHOUDOIR et al., 2023).

A analise do pangenoma de Bacillus nitratireducens revelou um total de 4.069 genes
especificos entre as linhagens, ou seja, genes que aparecem exclusivamente em uma Unica
bactéria analisada. Esses genes representam eventos potenciais de aquisicdo recente,
frequentemente associados & HGT, um mecanismo crucial para a adaptagdo bacteriana a

diferentes ambientes e condigOes seletivas (IQBAL et al., 2021).
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Figura 17. Numero de genomas em fungao do nimero de genes.
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Fonte: Proprio autor (2025).

Estudos indicam que a presenca de genes especificos de cepa pode conferir
vantagens seletivas significativas, como resisténcia a antibidticos, fatores de viruléncia e
especializacbes metabolicas. Por exemplo, a analise do pangenoma de Bacillus pumilus
mostrou que genes exclusivos estavam associados a clusters biossintéticos secundarios
responsaveis por metabolitos com atividade antimicrobiana e promotora de crescimento vegetal
(IQBAL et al., 2021). De forma semelhante, Bacillus velezensis apresenta genes especificos
voltados para a producdo de moléculas antifingicas, conforme observado na analise de seu
pangenoma e ensaios de docking molecular (KADIRI et al., 2023)

A grande quantidade de genes especificos em B. nitratireducens sugere uma alta
plasticidade genética dentro da espécie. Isso pode estar relacionado a adaptacdo a nichos
ecoldgicos distintos e ao desenvolvimento de novas funcgdes bioldgicas. Estudos anteriores
demonstraram que a variabilidade gendmica entre linhagens de Bacillus e altamente
influenciada pelo ambiente em que as cepas séo isoladas. Em Bacillus anthracis, por exemplo,
a analise do pangenoma revelou a existéncia de genes exclusivos capazes de atuar como
marcadores genéticos para diferenciacdo da espécie em relacdo a outras do grupo Bacillus
cereus (ZORIGT et al., 2024).

No contexto de B. nitratireducens, a presenca desses genes especificos sugere uma
potencial especializacdo funcional, possivelmente relacionada a solubilizagcdo de nutrientes,
biocontrole e resisténcia a fatores ambientais adversos. Essa hipdtese é corroborada por estudos

que demonstram que Bacillus pode adquirir genes especializados que melhoram sua capacidade
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de sobrevivéncia em solos agricolas, facilitando sua aplicagdo como biofertilizante e agente de
biocontrole (KADIRI et al., 2023)

A analise do pangenoma de Bacillus nitratireducens pode ser correlacionada com o
Tabela 4, que apresenta a distribuicdo geografica das linhagens depositadas, permitindo
compreender a relacdo entre variabilidade genética e os diferentes ambientes de coleta. A
presenca de uma fracdo significativa de genes acessorios e especificos de cepa sugere que a
diversidade ambiental pode ter impulsionado a aquisi¢cdo de genes por meio de transferéncia

horizontal, possibilitando a adaptacédo das linhagens a distintos nichos ecolégicos.

Tabela 4. Relacéo da distribuicdo geogréafica das linhagens depositadas

Linhagem Local de coleta

LABIM48 BRA: Pontal do Parana, Parana

LABIM49 BRA: Pontal do Parand, Paran

LABIM50 BRA: Pontal do Parand, Parana

LABIM51 BRA: Pontal do Parand, Parana

LABIM53 BRA: Pontal do Parand, Paran

DE0281 USA: North Carolina, Durham

DE0018 USA: North Carolina, Durham

112MF USA: Berkeley, Califérnia

4049 Colombia: Togui panela production plant

ATCC6463 -

NRS-319 -

DE0363 USA: North Carolina, Durham

DE0364 USA: North Carolina, Durham

HD-50 -

JJ1048 USA: Alabama

DE0336 USA: North Carolina, Durham

N4150 Germany; long-term fertilization experiment
Paulinenaue

BD-32 Trinidad and Tobago: Trinidad, Talparo

BM02 Taiwan: Taichung city

Fonte:Préprio autor (2025).

O core genome, composto por 3.491 genes, representa as fungdes essenciais da
espécie e se mantem conservado independentemente da origem geografica das amostras,
enquanto 0s genes acessorios e especificos refletem a plasticidade genémica caracteristica de
um pangenoma aberto. As linhagens foram coletadas em locais distintos, como ambientes
agricolas da Alemanha e Colémbia, e regides costeiras do Brasil, o que pode ter favorecido a
aquisicdo diferencial de genes relacionados a caracteristicas adaptativas especificas, como

tolerancia a sais em linhagens marinhas ou resisténcia a fertilizantes em linhagens de solos


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/biosample?term=%22geo_loc_name=USA:%20North%20Carolina,%20Durham%22%5battr%5d
https://www.google.com/search?sca_esv=2ec91a1e9c8a6bb4&sxsrf=AHTn8zqtIYb8pRjfayKOJyaCfYZ2ACsFwA:1738809459226&q=Berkeley+(Calif%C3%B3rnia)&si=APYL9bu1Sl4M4TWndGcDs6ZL5WJXWNYEL_kgEEwAe0iMZIocdS7MgpUa9NMwwnMRekzNEI3j3o3A7nuffxp3U72o-vEoN4Oe--D3VV62pMMKeLQu3zPeOezrELGrfbyM4o4vCj9Y10UI6b6r4QxWWitwc-cBganKWU1PhMjlwFfWts8usVvc_AP4fN1SmNPiDZVXSTy34pTmhYq9w4ANBxqbTu2QPSnWdA%3D%3D&sa=X&ved=2ahUKEwjqy5iBgq6LAxUoppUCHfbHFPgQmxMoAHoECCcQAg
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cultivaveis. A predominancia de genes nao essenciais compartilhados por algumas, mas nao
todas as cepas, reforca a ideia de que fatores ecoldgicos e geograficos influenciam diretamente
a composicdo genética da espécie. Esse contexto destaca a importdncia de considerar a
variabilidade ambiental na analise do pangenoma, sugerindo que a continua aquisi¢do de novos
genes pode ser um fator determinante para a sobrevivéncia e o sucesso ecolégico de Bacillus
nitratireducens em diferentes habitats.

Estudos recentes sobre pangenomas de Bacillus demonstram a influéncia do
ambiente na composic¢do genética das populacbes. Segundo Wu et al. (2021), a selecdo de
linhagens pode impactar a analise do pangenoma, pois a inclusdo de cepas geneticamente
distintas pode alterar a percepcdo sobre a diversidade gendmica. Ademais, Swiecicka et al.
(2021), demonstram que, para Bacillus mycoides, fatores ecol6gicos como a composi¢do do
solo e pressfes antropogénicas impactam diretamente a diversidade genémica. No estudo do B.
nitratireducens, a coleta de amostras em ambientes agricolas da Alemanha e Colémbia, e
regides costeiras do Brasil, reforca a hipotese de que a pressdo ambiental influéncia a aquisicdo
diferencial de genes.

A predominancia de genes ndo essenciais compartilhados por algumas, mas nao
todas as cepas, sugere que fatores ecoldgicos e geograficos desempenham um papel crucial na
estruturacdo do pangenoma. Estudos com Bacillus subtilis demonstram que a presenca de
elementos moveis, como profagos, pode contribuir para a diversificacdo gendmica e influenciar
a dindmica evolutiva da espécie (STEFANIC et al., 2025).

A integracdo entre analises de pangenoma e metagenoma pode oferecer percepcoes
adicionais sobre a dindmica evolutiva e funcional de B. nitratireducens. Conforme Zhong et al.
(2021), essa abordagem permite compreender como as interacdes ecoldgicas moldam a
composi¢do gendmica das populacdes microbianas. A interacdo entre fatores ambientais e a
aquisicdo de genes € um fator determinante para a sobrevivéncia e sucesso ecologico de B.
nitratireducens em diferentes habitats.

Assim, a andlise do pangenoma de B. nitratireducens reforca a importancia da
diversidade ambiental na composi¢cdo gendmica da espécie, indicando que a pressao seletiva
imposta pelos diferentes habitats influencia diretamente a dindmica de aquisi¢cdo e manutengédo
de genes. Estudos adicionais utilizando integracdo de metagenomas podem aprofundar a
compreensdo sobre os mecanismos que regem a diversificagdo genbmica e a adaptagédo
ecologica da espécie.

A ferramenta GUTSMASH foi utilizada para realizar a analise das regifes

codificadoras de metabolitos priméarios em todas as cinco linhagens estudadas (Figura 16, 17 e
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18). GUTSMASH ¢é uma ferramenta bioinformatica projetada para identificar e prever a
presenca de vias biossintéticas de metabolitos em genomas bacterianos. Essa ferramenta
combina dados gendmicos com algoritmos de previsdo para detectar agrupamentos de genes
responsaveis pela sintese de metabolitos especificos.

Segundo Andreu et al. (2021), essa plataforma combina algoritmos de predicdo com
bases de dados genémicas para identificar vias metabdlicas conhecidas e potenciais vias ndo
descritas anteriormente. A ferramenta permite prever até 41 vias metabolicas distintas,
incluindo aquelas envolvidas na producédo de energia e na biossintese de moléculas essenciais,
auxiliando no entendimento da organizacdo metabdlica dos microrganismos analisados
(ANDREU et al., 2021). No contexto de B. nitratireducens, a identificacdo dessas vias pode
indicar sua relevancia para processos biotecnoldgicos, como a biofertilizacéo e a solubilizacdo
de nutrientes no solo.

A andlise identificou onze regides codificadoras de metabdlitos primarios nas cinco
linhagens avaliadas. Essas regiGes sdo responsaveis pela produgdo de diversos metabdlitos
essenciais para a celula. Entre os metabdlitos identificados estdo: Arginina2
Hidrogenocarbonato, Piruvato2Acetato-formiato, Metabolismo TPP AA, Redutase de Nitrato,
Operon HutHGIU Histidina2Glutamato, Fumarato2Succinate, Putrescina2Espermidina,
Desidrogenase NADH | e Acetato2Butirato.

Estudos metabolémicos demonstram que a identificacdo de vias metabdlicas
primarias é essencial para caracterizar a funcionalidade de linhagens bacterianas. Kharnaior e
Tamang (2022) realizaram um estudo metagenémico e metaboldmico de microrganismos
presentes em alimentos fermentados, revelando a presenca de 216 sub-vias metabdlicas
associadas a producdo de metabdlitos essenciais para a sobrevivéncia bacteriana. A presenca
de metabolitos como fumarato e putrescina indica a importancia dessas vias para 0
metabolismo energético e a regulacdo do ciclo do nitrogénio, respectivamente, o que
corrobora a relevancia dos compostos identificados em B. nitratireducens (KHARNAIOR;
TAMANG, 2022).

Complementarmente, cabe discutir as enzimas que participam das vias metabolicas
identificadas, como por exemplo a que reduz nitrato a nitrito, um passo vital no ciclo do
nitrogénio, e o operon HUtHGIU que converte histidina em glutamato, essencial para a sintese
de proteinas e 0 metabolismo de nitrogénio. As enzimas também catalisam a conversdo de
fumarato em succinato no ciclo do acido citrico, convertem putrescina em espermidina para a
sintese de poliaminas, e a Desidrogenase NADH |, uma enzima chave na cadeia de transporte
de elétrons e producdo de ATP. A via metabolica que converte acetato em butirato é
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importante para a producdo de acidos graxos de cadeia curta. Entre os onze agrupamentos
identificados, oito estdo diretamente envolvidos nas seguintes funcdes e vias metabdlicas:
arginina para hidrogenocarbonato, piruvato para acetato-formiato, redutase de nitrato,
histidina para glutamato, ramo redutivo da leucina, desidrogenase NADH 1, acetato para
butirato e arginina para putrescina. Essas vias sdo essenciais para 0 metabolismo celular,
fornecendo energia, precursores biossintéticos e regulando o ciclo de nitrogénio e a sintese de
poliaminas. A identificacdo dessas regides codificadoras é crucial para entender o
metabolismo primario das linhagens estudadas.
Figura 18. Regides codificadores de metabdlitos primarios e agrupamentos

génicos: Acetate to butyrate, Arginine to hydrogen, Fumarate to succinate e Histidine to
glutamate.
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Fonte: Autoria propria (2025).

O estudo das vias metabolicas em diferentes linhagens bacterianas também ¢é crucial
para identificar adaptagdes ecoldgicas e funcionais. Caro-Astorga et al. (2020) demonstraram
que Bacillus cereus apresenta rearranjos metabolicos distintos dependendo do seu estado
fisioldgico, como a transicdo entre células planctonicas e a formacgdo de biofilmes. Essas
alteracbes incluem o refor¢o de vias de sintese de aminodcidos e compostos de defesa,
permitindo que as bactérias ajustem seu metabolismo primério conforme as condigdes
ambientais (CARO-ASTORGA et al., 2020).
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Figura 19. Regides codificadores de metabdlitos primarios e agrupamentos
génicos: NADH dehydrogenase, Nitrate reductase e 2Arginine to putrescine.
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Figura 20. Regides codificadores de metabdlitos primarios e agrupamentos
génicos: Pyruvate to acetate-formate, 2Thiamine pyrophosphate.
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Fonte: Autoria propria (2025).

Bai et al. (2024) destacam que a analise multiémica, incluindo estudos metabolicos,

permite explorar a resisténcia de Bacillus velezensis ao estresse nutricional em plantas. A
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pesquisa demonstrou que a bactéria se adapta para otimizar a captacdo e o0 uso de nutrientes, o
que pode ser um indicativo de como B. nitratireducens modula seu metabolismo primario
para adaptar-se a diferentes condigdes ambientais, como sabe-se, as linhagens estudadas
foram coletadas em lugares distintos, refletindo e refor¢ando a explicacdo das caracteristicas
unicas e compartilhadas dentro do grupo analisado.

A anélise realizada com a ferramenta antiSMASH para identificar os grupos de
metabolitos secundarios (Figura 19, 20 e 21) potencialmente produzidos pelas cinco linhagens
originais da pesquisa revelou uma diversidade significativa de regides codificadoras desses
compostos. As linhagens LABIM48, LABIM49, LABIM50, LABIM51 e LABIM53
apresentaram uma variedade de regides responsaveis pela biossintese de diferentes

metabdlitos secundarios, confirmando um potencial biossintético diverso.

Figura 21 - Regides codificadores de metabdlitos secundarios e agrupamentos
génicos: Betalactone, Lanthipeptide, LAP e Lassopeptide.
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A producdo de metabolitos secundarios em Bacillus tem sido amplamente estudada
devido ao seu potencial para o biocontrole de fitopatdgenos e promogdo do crescimento
vegetal. Abdel-Nasser et al. (2024) identificaram compostos bioativos derivados de Bacillus
cereus com propriedades antifingicas e antiaflatoxigénicas, capazes de inibir a producdo de

aflatoxinas em Aspergillus flavus em até 99,98%. Os metabdlitos identificados incluiram
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compostos volateis organicos e polifendis, demonstrando a importancia da caracterizagdo
dessas substancias para aplicacfes na seguranca alimentar e na protecdo de culturas agricolas
(ABDEL-NASSER et al., 2024)

Figura 22 - Regides codificadores de metabolitos secundarios e agrupamentos génicos: NI-
siderophore, NRP-metallophore, NRPS, Ranthipeptide.
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A diversidade de clusters biossintéticos observada nas linhagens de B.
nitratireducens é consistente com estudos anteriores sobre a biossintese de metabdlitos
secundarios em Bacillus. Thomloudi et al. (2021) analisaram os clusters metabdlicos de
Bacillus halotolerans e identificaram uma variedade de genes associados a producdo de
compostos antimicrobianos e promotores de crescimento vegetal. O estudo demonstrou que
esses clusters desempenham um papel crucial na capacidade antagonista da bactéria contra
Botrytis cinerea e na inducdo da defesa vegetal, indicando a importancia desses compostos na
interacdo entre bacterias e plantas (THOMLOUDI et al., 2021)
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Figura 23 - Regides codificadores de metabolitos secundarios e agrupamentos génicos:
2RIPP e Terpene.
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Na linhagem LABIM48, foram identificadas nove regides codificadoras de
metabolitos secundérios, incluindo um LAP (peptideo associado a lantipeptideos), um NI-
siderophore (sideroforo de niquel), um NRP-metallophore (metalopeptideo néo ribossomal),
um NRPS (sintetase de peptideo ndo ribossomal), dois RiPP-like (peptideos ribossomais e
produtos de proteinas pos-traducionais), um Betalactone (betalactona), um Lanthipeptide-
class-i (lantipeptideo classe 1), um Terpene (terpeno) e um Lassopeptide (lassopeptideo).
Quatro desses agrupamentos estdo envolvidos na sintese de petrobactina, bacilibactina,
fengicina e paenimodina, indicando a capacidade da linhagem de produzir compostos
importantes para a competi¢cdo microbiana e sobrevivéncia em ambientes especificos.

A linhagem LABIMA49 apresentou oito regides codificadoras de metabolitos
secundarios, com um perfil quase idéntico ao da LABIMA48, exceto pela auséncia de uma
regido especifica adicional. Os agrupamentos incluem LAP, NI-siderophore, NRP-
metallophore, NRPS, dois RiPP-like, Betalactone, Terpene e Lassopeptide, com 0s mesmos
compostos alvo, petrobactina, bacilibactina, fengicina e paenimodina, destacando a
consisténcia na capacidade biossintética entre essas linhagens.

A linhagem LABIM50 apresentou dez regides codificadoras de metabdlitos
secundarios, adicionando um Ranthipeptide (peptideo ribossomal associado a lantipeptideos)

ao perfil identificado nas linhagens anteriores. Essa linhagem possui, portanto, uma
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capacidade ligeiramente aumentada para a producdo de uma variedade de metabolitos
secundarios, incluindo os quatro compostos principais mencionados.

Na linhagem LABIMS51, foram identificadas oito regides, novamente com um perfil
muito similar as outras linhagens, destacando-se pela presenca de NI-siderophore, LAP, NRP-
metallophore, NRPS, dois RiPP-like, Betalactone, Terpene e Lassopeptide. A producdo de
petrobactina, bacilibactina, fengicina e paenimodina continua a ser uma caracteristica comum.

A linhagem LABIM53 apresentou nove regifes codificadoras de metabolitos
secundarios, refletindo a diversidade observada em LABIM48 e LABIM50, com a incluséo de
um Lanthipeptide-class-i € 0s mesmos compostos alvo principais.

A relagdo entre os perfis metabdlicos e a funcionalidade dos clusters biossintéticos
em Bacillus também foi explorada por Shahid et al. (2021), que caracterizaram metabo6litos
secundarios de B. amyloliquefaciens, B. subtilis e B. tequilensis por meio de espectrometria de
massa. O estudo identificou a presenca de compostos como surfactinas, iturinas e fengicinas,
reforcando a relevancia dos lipopeptideos na bioprotecdo e colonizacdo de plantas. Essas
moléculas apresentam forte atividade antifngica e contribuem para o controle de patégenos
agricolas, sendo semelhantes aos compostos encontrados nas linhagens de B. nitratireducens
estudadas (SHAHID et al., 2021)

Nifakos et al. (2021) analisaram o genoma de Bacillus velezensis Bvell e
identificaram 13 clusters biossintéticos responsaveis pela sintese de compostos
antimicrobianos, como iturina A, fengicina, surfactina e bacillibactina. Esses compostos
apresentaram atividade antifingica contra Botrytis cinerea, um patdgeno agricola
significativo, demonstrando o potencial de Bacillus na protecdo de culturas agricolas
(NIFAKOS et al, 2021). Assim, a caracterizagdo das regides biossintéticas de B.
nitratireducens amplia o entendimento sobre sua diversidade metabolica e aplicacdes
biotecnoldgicas. A presenca de genes associados a produgdo de metabolitos secundarios com
atividade antimicrobiana reforga o potencial dessas linhagens para uso em biocontrole e
biofertilizagdo, fortalecendo sua importancia na microbiologia agricola.

Esses resultados demonstram uma consisténcia notadvel nas capacidades
biossintéticas entre as linhagens estudadas, com todas exibindo potencial para produzir os
metabdlitos petrobactina, bacilibactina, fengicina e paenimodina. As varia¢fes observadas no
numero total de regides codificadoras e na presenca destes peptideos confirmam a diversidade
funcional que pode ser explorada para producéo de compostos bioativos de interesse.

Os resultados obtidos na mineragéo in silico de &cidos relacionados a solubilizagdo
de potassio (Quadro A2 — Anexo) mostram as porcentagens de cobertura e identidade nas
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diferentes amostras (LABIM48, LABIM49, LABIM50, LABIM51, LABIM53). Cobertura
indica a proporcéo da sequéncia de consulta que esta alinhada com a sequéncia alvo, com
valores de 100% significando que a totalidade da sequéncia de consulta foi alinhada com a
sequéncia alvo. A identidade refere-se a precisdo do alinhamento entre a sequéncia de
consulta e a sequéncia alvo, com valores mais altos indicando uma maior correspondéncia
exata de nucleotideos ou aminoacidos entre as duas sequéncias.

As analises de identidade revelam que as 5 linhagens apresentam em potencial os
mesmos &cidos organicos, ndo se diferindo entre si, com diferentes niveis de confiabilidade na
identificacdo das sequéncias alinhadas dos &cidos. O acido oxalico varia ligeiramente em
torno de 25-25.38%, indicando uma confianca moderada. O &cido mélico mantém uma
identidade constante de 61.46%, sugerindo uma identificacdo razoavelmente confiavel. A
glicina apresenta variacdo entre 32.45% e 32.74%, também com confianga moderada. Por
outro lado, o acido aspartico e o acido pirivico mostram alta confiabilidade, com identidades
de 67.08% e 79.53%, respectivamente. O &cido tartarico tem uma identidade de 48.54%,
indicando uma confiangca moderada. O acido acético varia de 33.58% a 47.53%, mostrando
variacdo na confianca. O succinico mantém uma alta identidade em 64.55%, com ligeira
variacdo. O glucdnico e o fumarico exibem identificagdes muito confiaveis, com 73.72% e
variacdo entre 57.92% e 58.13%, respectivamente. Outros &cidos, como o citrico, 2-
cetoglucbnico, acido latico, malbnico, IAA e 5-aminolevulinico, mostram confianga
moderada, com variacbes em torno de 24.64% a 58.13%. O acido propiénico ndo possui
dados de identidade, indicando que nao foi identificado.

A solubilizacdo de potassio é mediada por acidos organicos produzidos por bactérias
do solo, incluindo os &cidos ox&lico, malico, citrico e glucdnico. Segundo Olaniyan et al.
(2022), esses acidos desempenham um papel fundamental na liberacdo do potassio de
minerais insollveis, tornando-o acessivel para as plantas. O estudo destaca que a acgdo de
bactérias solubilizadoras pode melhorar a satde do solo e aumentar a produtividade agricola
ao reduzir a necessidade de fertilizantes sintéticos (OLANIYAN et al., 2022).

Estudos demonstram que a inoculacdo de bactérias solubilizadoras de potassio pode
melhorar significativamente o crescimento das plantas. Imran et al. (2020) avaliaram o efeito
da inoculacédo de Klebsiella oxytoca KSB-17 em milho e observaram um aumento expressivo
no crescimento das plantas, incluindo incremento de 50% na altura, 73% na biomassa
radicular e 154% na absorcdo de potassio. Esse estudo refor¢a a importancia dos acidos
organicos produzidos por KSBs na liberagdo do potéssio do solo e sua consequente absor¢do
pelas plantas (IMRAN et al., 2020).
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Outro aspecto relevante € a diversidade das linhagens bacterianas em relagcdo a sua
capacidade de solubilizacdo de potéssio. Azizah et al. (2020) identificaram diferentes isolados
de bactérias endofiticas solubilizadoras de potassio em milho e observaram varia¢Ges na
producdo de acidos organicos, tempo e eficiéncia da solubilizacdo. Os resultados mostraram
que algumas linhagens produzem niveis mais elevados de &cidos como o pirlvico e 0
aspértico, enquanto outras apresentam maior eficiéncia na producdo de acidos gluconico e
citrico. Essas diferencas podem estar associadas a variabilidade genética entre as linhagens e a
sua adaptacdo a diferentes condi¢cdes ambientais (AZIZAH et al., 2020).

Em conclusdo, acidos como aspartico, piravico e glucénico mostram tanto alta
cobertura quanto alta identidade, indicando deteccéo e identificagdo muito eficazes. Acidos
como oxalico, malico e citrico tém alta cobertura, mas identidade moderada, sugerindo que,
embora suas sequéncias sejam amplamente alinhadas, a confianca na identificacdo correta ndo
é tdo alta. O acido propidnico ndo foi detectado, e o 5-aminolevulinico apresenta cobertura
relativamente baixa. Essa andlise oferece uma visdo abrangente da eficiéncia dos métodos
analiticos de bioinformatica em termos de deteccdo e identificacdo de diferentes &cidos nas
linhagens analisadas.

Em relacdo aos resultados obtidos na mineracdo de acidos organicos relacionados a
solubilizacédo de fosfato (Quadro A3 — Anexo), observa-se a mesma variagao entre cobertura e
identidade para todas as cinco linhagens analisadas.

Para 0 &cido acético, a cobertura é alta (100%) para as amostras L48, L49, L50 e
L53, e um pouco menor para L51 (95%). As identidades variam entre 33.58% e 47.53%, com
a maior identidade observada na amostra L51. O é&cido citrico apresenta uma cobertura
consistentemente alta de 97% para todas as amostras, com identidades variando ligeiramente
entre 32.12% e 32.57%. O &cido glucbnico possui uma cobertura quase completa de 99% para
todas as amostras e uma identidade alta e constante de 73.72%.

Khourchi et al. (2022) demonstraram que a producdo de &cidos orgéanicos, em
especial o acido glicolico, esta diretamente associada a acidificacdo do meio e ao aumento da
disponibilidade de fdésforo a partir de polifosfatos. O estudo destaca que a inoculacdo de PSB
melhora significativamente a aquisicdo de fosforo por plantas de trigo, aumentando o
crescimento radicular e a biomassa vegetal (KHOURCHI et al., 2022

O acido malico também apresenta alta cobertura, 98% para todas as amostras, com
uma identidade de 61.46%. Em contraste, o acido oxalico mostra uma cobertura baixa de 31%
para todas as amostras, com identidades consistentes em torno de 25% a 25.38%. O &cido
tartarico tem uma cobertura alta de 93% para todas as amostras e uma identidade constante de
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48.54%. O &cido latico exibe cobertura alta variando entre 97% e 98%, com identidades entre
38.46% e 38.96%. O &cido succinico possui uma cobertura alta de 97% e identidade variando
ligeiramente entre 64.55% e 64.79%.

O é&cido carboxilico mostra uma cobertura moderada de 56% e identidades entre
21.58% e 21.88%. O &cido 2-cetoglucdnico tem uma cobertura alta de 95% e uma identidade
constante de 28.53%. O é&cido formico apresenta uma cobertura baixa de 31% e uma
identidade constante de 25.38%. O &cido fumarico possui cobertura alta de 95% e identidade
entre 57.92% e 58.13%. O &cido ascorbico mostra alta cobertura de 98% e identidades
variando de 49.08% a 49.80%. O &cido isocitrico tem uma cobertura alta de 99% e identidade
de 61.83%.

Os resultados da andlise das linhagens de B. nitratireducens indicam uma alta
cobertura para acidos como o citrico (97%), glucénico (99%) e succinico (97%),
demonstrando a relevancia dessas bactérias na producdo de compostos que as caracterizam
como solubilizadoras. Tian et al. (2021) reforcam que os acidos citrico e gluconico séo os
principais agentes de solubilizacdo de fosfato, atuando na liberacdo de fosforo ligado a ions
metalicos, como ferro e aluminio. O estudo destaca que a eficiéncia dessas bactérias na
solubilizacdo depende da producdo de acidos organicos e da atividade de fosfatases, ambos
fatores essenciais para a ciclagem do fosforo no solo (TIAN et al., 2021).

O é&cido mal6nico exibe cobertura de 93% e identidade constante de 36.17%. O &cido
glucurdnico possui baixa cobertura, sendo apenas 40% e identidade constante de 26.32%.
Finalmente, o &cido butirico tem cobertura de 98% e identidade constante de 34.40%. Isto €, a
possivel producdo de compostos de interesse torna-se passivel de observacao, considerando 0s
demais resultados da pesquisa.

Corroborando com os resultados vistos nesta pesquisa, Timofeeva et al. (2022)
destacam que os microrganismos solubilizadores de fosfato podem atuar como biofertilizantes
naturais, reduzindo a necessidade de fertilizantes quimicos. O artigo ressalta que a produgéo
de &cidos organicos por essas bactérias € um fator chave para a mobilizacdo de fosfatos em
solos agricolas, aumentando a eficiéncia da absorcéo de fosforo pelas plantas. A inoculagéo
de PSB no solo tem sido sugerida como uma alternativa sustentavel para melhorar a
fertilidade e a produtividade agricola (TIMOFEVA et al., 2022)

Em resumo, acidos como glucdnico, malico, isocitrico e succinico demonstram alta
cobertura e identidade em todas as amostras, indicando que as sequéncias correspondentes
desses acidos sdao bem conservadas e possuem alta similaridade com as sequéncias do banco

de dados. Por outro lado, &cidos como oxalico, formico e glucurbnico apresentam baixas
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coberturas e identidades, sugerindo que essas sequéncias sdo menos conservadas. A
uniformidade de acidos como citrico e tartarico em termos de cobertura e identidade entre
diferentes amostras indica consisténcia na representacdo dessas sequéncias. Esta andlise € util
para entender quais acidos organicos sao mais conservados e representados nas sequéncias de
referéncia, auxiliando na selecdo de &cidos para estudos de solubilizacéo de fosfato.

Os resultados apresentados nas Figuras 22 e 23 referem-se a testes de solubilizagdo
de fosfato (NBRIP) e potéssio (ALEK) para diferentes linhagens de bactérias (L48, L49, L50,
L51 e L53) ao longo do experimento. Ao analisar os resultados para cada meio de cultivo, é

possivel identificar padrdes distintos.

Figura 24 - Solubilizacéo de fosfato das linhagens de Bacillus nitratireducensLABIM48
(A), LABIM49 (B), LABIM50 (C), LABIM51 (D) e LABIM53 (E).
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Fonte: Autoria propria (2025).

Para NBRIP, que testa a solubilizacdo de fosfato, foi possivel observar que a
linhagem L48 inicialmente ndo apresentou resultados nos primeiros dias. No entanto, a partir
de 15 dias de analise, houve uma indicacdo de solubilizacdo, que se torna consistente e
confirmada nos dias seguintes até o final da andlise. A linhagem L49 inicialmente ndo
apresentou solubilizacdo, com excecdo de uma placa que apresentou solubilizagdo aos 10 dias
de andlise, possivelmente como outlier. A partir de 12 dias de analise, a solubilizacdo foi
consistente em todas as placas até o final do estudo. A linhagem L50 também comecou sem
solubilizar, exceto por uma placa em 11 dias de analise, que também pode ser um outlier, e a
partir de 12 dias de andlise, a solubilizacdo foi confirmada em todas as placas e se manteve
até o final do experimento. A linhagem L51 seguiu um padrdo semelhante ao de L50, sem
resultados inicialmente e solubilizacdo confirmada a partir de 12 dias de analise. Por fim, a
linhagem L53 apresentou solubilizag&o positiva desde o décimo dia de analise.

A solubilizacdo de fosfato pelas PSB ocorre principalmente por meio da secrecdo de
acidos organicos, como os acidos citrico, glucdnico e succinico, que diminuem o pH do solo e

liberam o P ligado a complexos minerais. Bargaz et al. (2021) destacam que esses acidos
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promovem a liberacdo de fosforo retido no solo, aumentando sua absorcéo pelas plantas e
melhorando o desenvolvimento radicular (BARGAZ et al., 2021). O artigo ressalta que a acdo
das PSB pode melhorar significativamente o desempenho das culturas agricolas, tornando a
aplicacdo de fertilizantes mais eficiente e sustentavel.

Convergindo com as espectativas em relacdo ao potencial uso destas bactérias como
bioinsumos de produto agricola, Wang et al. (2022) demonstraram que a inoculagdo de
Pseudomonas moraviensis e Bacillus safensis em trigo resultou em um aumento significativo
na biomassa radicular e na concentracdo de P disponivel no solo. O estudo mostrou que, em
comparagdo com o controle, a inoculacdo das PSB aumentou a fracdo de fosforo disponivel
em até 122%, reduzindo as fragdes mais estaveis e pouco acessiveis para as plantas (WANG
etal., 2022).

A caracterizacdo genémica das linhagens analisadas sugere que as diferencas nos
perfis metabolicos podem influenciar o tempo necessario para o inicio da solubilizacdo de
fosfato. Amri et al. (2023) destacam que a eficiéncia da solubilizacdo pode estar relacionada a
capacidade das bactérias de produzir e secretar &cidos organicos de forma continua e em

quantidades suficientes para alterar a disponibilidade de P no meio (AMRI et al., 2023). Isso

pode explicar o comportamento observado no estudo, em que algumas linhagens demoraram

mais para iniciar a solubilizacéo.

Figura 25 - Solubilizag&o de potéssio das linhagens de Bacillus nitratireducensLABIM48
(A), LABIM49 (B), LABIM50 (C), LABIM51 (D) e LABIM53 (E).

Fonte: Autoria propria (2024).

No contexto do experimento ALEK, destinado a avaliar a capacidade de
solubilizacdo de potassio, observou-se que todas as linhagens submetidas ao teste
demonstraram solubilizacdo no vigesimo terceiro dia de analise. Este resultado uniforme
sugere uma resposta consistente e simultanea entre as diferentes linhagens estudadas,
indicando uma resposta positiva em relacdo a solubilizacdo de potéssio nesse estagio
especifico do experimento.

Estes resultados in vitro corroboram os resultados in silico obtidos pela mineragéo

dos &cidos organicos relacionados a solubilizacdo de potéssio e fosfato. A consisténcia
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observada nos testes de solubilizacdo em NBRIP e ALEK apoia as previsdes feitas por meio
da andlise computacional, confirmando a capacidade das linhagens estudadas de solubilizar
esses nutrientes essenciais. Em resumo, os resultados para NBRIP indicam que as linhagens
de B. nitratireducensLABIM48, L49, L50, L51 e L53 apresentaram solubilizacdo consistente.
Para ALEK, ndo houve solubilizacdo nos primeiros dias, entretanto, ocorreu uma mudanca
positiva ao longo experimento, onde todas as linhagens apresentaram solubilizacdo. Esses
resultados demonstram que a solubilizacdo de fosfato é mais rapida e consistente para as
linhagens testadas em NBRIP, enquanto a solubilizacdo de potassio em ALEK tende a ocorrer
mais tarde.

A solubilizacdo de potassio ocorre por meio da secrecdo de acidos organicos, como
acido citrico e &cido glucénico, que atuam na liberagdo do potassio fixado em minerais. Sun et
al. (2020) demonstraram que bactérias solubilizadoras de potassio isoladas da rizosfera de
Mikania micrantha aumentaram significativamente a disponibilidade de potassio no solo e a
absorcéo desse nutriente pelas plantas, promovendo seu crescimento (SUN et al., 2020).

A inoculacdo de bactérias solubilizadoras de potéssio frequentemente tem sido
associadas a efeitos positivos no crescimento vegetal. Kaur et al. (2021) demonstraram que a
aplicacdo de Pseudomonas gessardii em cultivos de cevada aumentou significativamente o
comprimento da parte aérea, a biomassa fresca e seca das plantas, além do conteido de
clorofila e carotenoides. O estudo também ressaltou que essas bactérias apresentam atividades
multifuncionais, como a producdo de siderdforos, acido indolacético (IAA) e solubilizacéo de
fosforo, aumentando ainda mais seu potencial como biofertilizantes (KAUR et al., 2021).

Por fim, também corroborando com os resultados deste trabalho, Luo et al. (2024)
observaram que a inoculacdo de bactérias solubilizadoras de potéassio alterou a estrutura
microbiana do solo e melhorou a absorcdo de potassio em plantas de milho, evidenciando a
importancia da microbiota do solo na disponibilizagdo desse nutriente (LUO et al., 2024).

Dessa forma, os resultados obtidos reforcam a importancia das bactérias
solubilizadoras de potassio e fosfato como bioinsumos promissores para melhorar a fertilidade
do solo e reduzir a necessidade de fertilizantes quimicos. A compreensdo dos mecanismos
envolvidos na solubilizacdo de fosfato e potassio pode contribuir para o desenvolvimento de
estratégias sustentaveis de manejo agricola, promovendo o crescimento das plantas de forma

eficiente e ecologicamente responsavel.
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5. CONCLUSAO

Este trabalho forneceu uma analise abrangente das caracteristicas gendmicas,
filogenéticas e metabdlicas das linhagens de Bacillus nitratireducens LABIM48, LABIM49,
LABIM50, LABIM51 e LABIM53. Os resultados destacam a estreita relacdo entre essas
linhagens, evidenciada pela alta similaridade genémica, filogenética e metabolica.

A andlise gendmica revelou uma alta conservacdo nos genomas dessas linhagens,
indicando uma origem comum recente e uma evolucdo genética conservada. A filogenia
baseada em genomas completos, genes 16S rRNA e gyrB, e proteoma confirmou que todas as
linhagens sdo da mesma espécie, Bacillus nitratireducens. Adicionalmente, a analise do
pangenoma evidenciou a presenca de um conjunto génico central altamente conservado,
reforcando a similaridade entre as linhagens. No entanto, a identificacdo de genes acessorios
especificos sugere variagdes funcionais possivelmente associadas a processos adaptativos em
resposta as condi¢Ges ambientais. Ao correlacionar esses achados com os metadados de
localizagcdo das amostras, observou-se que fatores ecoldgicos podem modular a composicéao
do pangenoma, influenciando a retencdo de genes associados a adaptacéo a diferentes nichos.

A andlise metabdlica identificou regides codificadoras de metabdlitos primarios e
secundarios nessas linhagens, evidenciando a capacidade potencial de producdo de uma
variedade de compostos bioativos importantes para a sobrevivéncia e competicdo microbiana.
Adicionalmente, os testes in vitro de solubilizacdo de fosfato e potassio corroboraram as
previsdes feitas pela analise computacional dos acidos organicos, demonstrando a capacidade
das linhagens em solubilizar esses nutrientes essenciais.

Como perspectivas de continuidade deste trabalho, espera-se com auxilio de novo
sequenciamento, o fechamento dos gaps genémicos, apresentando os genomas completos, a
fim de proporcionar analises mais extensas dos perfis metabolicos das bactérias estudadas.
Assim, também entender quais sdo as variagdes dos nucleotideos (SNPs) que as diferem em
capacidade de producdo de compostos de interesse e eficiéncia na solubilizacao de nutrientes.

Adicionalmente, ha também como perspectiva futura a pesquisa idealizada para ser
desenvolvida ao longo do doutorado, buscando entender as potencialidades de virus
desconhecidos encontrados em serrapilheira de floresta, além da compreensédo das interaces
ecologicas com o ambiente, que ao longo das coletas, passaram por transformacées fisico-
guimicas. Este trabalho envolve diferentes dmicas e o desenvolvimento de ferramentas com

uso de machine e deep learning.
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APENDICE A - MINERACAO DE GENES RELACIONADOS A
SOLUBILIZACAO DE POTASSIO E FOSFATO

Quadro Al - Mineracao de genes relacionados as vias metabdlicas de producéo de acidos
organicos para solubilizagéo de potéssio e fosfato.

Genes \ Acesso \ Referéncia
Solubilizacéo de potéssio
(ZHOU et al., 2022);
(MEENA et al., 2016);
(ETESAMI et al., 2017);
oxdC https://www.uniprot.org/uniprotkb/O34714/entry (PRAJAPATI e MODI,
2012); (AHMED et al.,
2020); (KHUONG et al.,
2023)
(ZHOU et al, 2022);
(MEENA et al.,, 2016);
bshA https://www.uniprot.org/uniprotkb/P42982/entry (ETESAMI et al., 2017);
(PRAJAPATI e MODI,
2012)
thiO https://www.uniprot.org/uniprotkb/O31616/entry (ZHOU et al., 2022);
dapG https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q04795/entry (ZHOU et al., 2022),
speH https://www.uniprot.org/uniprotkb/O34426/entry (ZHOU et al., 2022),
(ZHOU et al, 2022);
(MEENA et al., 2016);
(ETESAMI et al., 2017);
(ZHANG e KONG, 2014);
(PRAJAPATI e MODI,
rmiC https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q9HU21/entry 2012); (BAKHSHANDEH
et al., 2017); (AHMED et
al., 2020); (JIAO et al.,
2024); (KHUONG et
al.,2023); (WU et al,
2023)
estF https://www.uniprot.org/uniprotkb/P22862/entry (ZHOU et al., 2022);
(ZHOU et al, 2022);
(MEENA et al.,, 2016);
_ . . (ETESAMI et al., 2017);
gabT https://www.uniprot.org/uniprotkb/P94427/entry (PRAJAPATI e MODI,
2012); (BAKHSHANDEH
et al., 2017)
(ZHOU et al, 2022);
(MEENA et al.,, 2016);
yvgN https://www.uniprot.org/uniprotkb/032210/entry (ETESAMI et al., 2017);
(JIAO et al, 2024);
(KHUONG et al.,2023)
(ZHOU et al, 2022);
(MEENA et al.,, 2016);
(ETESAMI et al., 2017);
(ZHANG e KONG, 2014);
scmK https://www.uniprot.org/uniprotkb/P54950/entry (PRAJAPATI e MODI,
2012); (BAKHSHANDEH
et al., 2017); (AHMED et
al.,, 2020); (JIAO et al,
2024); (WU et al., 2023)
(MEENA et al., 2016);
_ . . (ETESAMI et al., 2017);
ptxS https://www.uniprot.org/uniprotkb/AOA167V873/entry (BAKHSHANDEH ¢t al.
2017)
LACPL https://www.uniprot.org/uniprotkb/FOUST3/entry (MEENA et al., 2016),



https://www.uniprot.org/uniprotkb/P94427/entry
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(ETESAM I et al., 2017)

(MEENA et al., 2016);

ydfG https://www.uniprot.org/uniprotkb/P39831/entry (ETESAMI et al.. 2017)
(MEENA et al., 2016);
FUM1 https://www.uniprot.org/uniprotkb/P08417/entry (ETESAMI et al., 2017);
(JIAO et al., 2024)
(MEENA et al.,, 2016);
(ETESAMI et al.,, 2017);
(BAKHSHANDEH et al.,
iaaspH https://www.uniprot.org/uniprotkb/O50173/entry 2017); (SAHA et al., 2016);
(DONG et al, 2019);
(KHUONG et al.,2023);
(RALLOS et al., 2021)
HEM1 https://www.uniprot.org/uniprotkb/P09950/entry (KHUONG et al.,2023)
Solubilizacéo de fésforo
(BILLAH et al., 2019);
(RAWAT et al.,, 2020);
(CHAWNGTHU et al.,
2020); (RFAKI et al.,
oxdC https://www.uniprot.org/uniprotkb/O34714/entry 2020); (NACOON et al.,
2020); (LI et al., 2016);
(MENDES et al., 2013);
(GULATI et al., 2010); (YI
et al., 2008)
bshA https://www.uniprot.org/uniprotkb/P42982/entry (ZHOU et al, 2022);
(SULEMAN et al., 2018);
(CHAWNGTHU et al,
2020); (BONONI et al.,
2020); (NACOON et al.,
2020); (LI et al., 2016);
(VYAS and GULATI
2009)
thio https://www.uniprot.org/uniprotkb/O31616/entry (ZHOU et al., 2022);
dapG https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q04795/entry (ZHOU et al., 2022);
speH https://www.uniprot.org/uniprotkb/O34426/entry (ZHOU et al., 2022);
(BILLAH et al.,, 2019);
(RAWAT et al.,, 2020);
rmiC https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q9HU21/entry (CHAWNGTHU et al.,
2020); (NACOON et al.,
2020); (LI et al., 2016)
(ZHOU et al., 2022);
(SULEMAN et al., 2018);
(CHAWNGTHU et al.,
2020); (RFAKI et al.,
estF https://www.uniprot.org/uniprotkb/P22862/entry 2020); (NACOON et al.,
2020); (DO CARMO et
al., 2020); (TENG et al.,
2019); (LI et al., 2016);
(SEERVINO et al., 2010)
(RAWAT et al., 2020);
) . . (RFAKI et al., 2020);
gabT https://www.uniprot.org/uniprotkb/P94427/entry (TENG et al. 2019)
(SEERVINO et al., 2010)
Car https://www.uniprot.org/uniprotkb/B2HN69/entry (RAWAT et al., 2020)
(ZHOU et al., 2022);
(SULEMAN et al., 2018);
scmK https://www.uniprot.org/uniprotkb/P54950/entry (RAWAT et al., 2020);

(BONONI et al., 2020);
(RFAKI et al., 2020); (DO
CARMO et al., 2020);



https://www.uniprot.org/uniprotkb/P94427/entry
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(TENG et al.,, 2019); (LI
et al.,, 2016); (MENDES
et al., 2013); (VYAS and
GULATI 2009);
(SEERVINO et al., 2010);
(Yl et al., 2008); (CHEN
et al., 2006)

ydfG

https://www.uniprot.org/uniprotkb/P39831/entry

(RAWAT et al., 2020)

dkgA

https://www.uniprot.org/uniprotkb/Q46857/entry

(RAWAT et al., 2020);
(VYAS and GULATI
2009); (TRIVED and SA
2008)

Icd

https://www.uniprot.org/uniprotkb/P08200/entry

(CHAWNGTHU et al.,
2020); (TENG et al,
2019); (LI et al., 2016);
(GULATI et al., 2010)

bioA

https://www.uniprot.org/uniprotkb/P12995/entry

(BONONI et al., 2020);
(RFAKI et al, 2020);
(SEERVINO et al., 2010)
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Quadro A2 - Presenca de acidos orgénicos relacionados a solubilizacdo de potassio,

identificada atraves da mineracéo de genes.

Bacillus nitratireducens LABIM48
Acidos Cobertura Identidade
Oxalic 31% 25%
Malic 98% 61.46%
Glycine 89% 32.74%
Aspartic 100% 67.08%
Pyruvic 100% 79.53%
Tartaric 93% 48.54%
Acetic 100% 33.58%
Succinic 97% 64.55%
Gluconic 99% 73.72%
Citric 97% 32.35%
2-ketogluconic 95% 28.53%
Lactic 97% 38.96%
Malonic 93% 36.17%
Fumaric 95% 58.13%
IAA 99% 24.65%
5-aminolevulinic 69% 31.37%
Bacillus nitratireducens LABIM49

Acidos Cobertura Identidade
Oxalic 31% 25.38%
Malic 98% 61.46%
Glycine 89% 32.45%
Aspartic 100% 67.08%
Pyruvic 100% 79.53%
Tartaric 93% 48.54%
Acetic 100% 33.94%
Succinic 97% 64.55%
Gluconic 99% 73.72%
Citric 97% 32.12%
2-ketogluconic 95% 28.53%
Lactic 98% 38.46%
Malonic 93% 36.17%
Fumaric 95% 58.13%
IAA 99% 24.65%
5-aminolevulinic 69% 31.37%

Bacillus nitratireducens LABIM50

Acidos Cobertura Identidade
Oxalic 31% 25.38%
Malic 98% 61.46%




Glycine 89% 32.74%
Aspartic 100% 67.08%
Pyruvic 100% 79.53%
Tartaric 93% 48.54%
Acetic 100% 33.58%
Succinic 97% 64.55%
Gluconic 99% 73.72%
Citric 97% 32.35%
2-ketogluconic 95% 28.53%
Lactic 97% 38.96%
Malonic 93% 36.17%
Fumaric 95% 57.92%
IAA 99% 24.65%
5-aminolevulinic 69% 31.37%
Bacillus nitratireducens LABIM51

Acidos Cobertura Identidade
Oxalic 31% 25.38%
Malic 98% 61.46%
Glycine 89% 32.45%
Aspartic 100% 67.08%
Pyruvic 100% 79.53%
Tartaric 93% 48.54%
Acetic 95% 47.53%
Succinic 97% 64.55%
Gluconic 99% 73.72%
Citric 97% 32.35%
2-ketogluconic 95% 28.53%
Lactic 98% 38.46%
Malonic 93% 36.17%
Fumaric 95% 58.13%
IAA 99% 24.65%
5-aminolevulinic 69% 31.37%

Bacillus nitratireducens LABIM53

Acidos Cobertura Identidade
Oxalic 31% 25.38%
Malic 98% 61.46%
Glycine 89% 32.74%
Aspartic 100% 67.08%
Pyruvic 100% 79.53%
Tartaric 93% 48.54%
Acetic 100% 33.94%
Succinic 97% 64.79%
Gluconic 99% 73.72%
Citric 97% 32.57%
2-ketogluconic 95% 28.53%
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Lactic 97% 38.96%
Malonic 93% 36.17%
Fumaric 95% 58.13%

IAA 99% 24.88%
5-aminolevulinic 69% 31.37%
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APENDICE C — PRESENCA DE ACIDOS ORGANICOS PARA
SOLUBILIZACAO DE FOSFATO

Quadro A3 - Presenca de &cidos organicos relacionados a solubilizacdo de fosfato,
identificada atraves da mineracéo de genes.

Bacillus nitratireducens LABIM48

Acidos Cobertura Identidade
Acetic 100% 33.58%
Citric 97% 32.35%
Gluconic 99% 73.72%
Malic 98% 61.46%

Oxalic 31% 25%
Tartaric 93% 48.54%
Lactic 97% 38.96%
Succinic 97% 64.55%
Carboxylic 56% 21.88%
2-ketogluconic 95% 28.53%
Formic 31% 25.38%
Fumaric 95% 58.13%
Ascorbic 98% 49.08%
Isocitric 99% 61.83%
Malonic 93% 36.17%
Glucuronic 40% 26.32%
Butyric 98% 34.40%
Bacillus nitratireducens LABIM49

Acidos Cobertura Identidade
Acetic 100% 33.94%
Citric 97% 32.12%
Gluconic 99% 73.72%
Malic 98% 61.46%
Oxalic 31% 25.38%
Tartaric 93% 48.54%
Lactic 98% 38.46%
Succinic 97% 64.55%
Carboxylic 56% 21.58%
2-ketogluconic 95% 28.53%
Formic 31% 25.38%
Fumaric 95% 58.13%
Ascorbic 98% 49.08%
Isocitric 99% 61.83%
Malonic 93% 36.17%
Glucuronic 40% 26.32%
Butyric 98% 34.40%

Bacillus nitratireducens LABIM50
Acidos Cobertura Identidade




Acetic 100% 33.58%
Citric 97% 32.35%
Gluconic 99% 73.72%
Malic 98% 61.46%
Oxalic 31% 25.38%
Tartaric 93% 48.54%
Lactic 97% 38.96%
Succinic 97% 64.55%
Carboxylic 56% 21.88%
2-ketogluconic 95% 28.53%
Formic 31% 25.38%
Fumaric 95% 57.92%
Ascorbic 98% 49.08%
Isocitric 99% 61.83%
Malonic 93% 36.17%
Glucuronic 40% 26.32%
Butyric 98% 34.40%
Bacillus nitratireducens LABIM51

Acidos Cobertura Identidade
Acetic 95% 47.53%
Citric 97% 32.35%
Gluconic 99% 73.72%
Malic 98% 61.46%
Oxalic 31% 25.38%
Tartaric 93% 48.54%
Lactic 98% 38.46%
Succinic 97% 64.55%
Carboxylic 56% 21.58%
2-ketogluconic 95% 28.53%
Formic 31% 25.38%
Fumaric 95% 58.13%
Ascorbic 98% 49.08%
Isocitric 99% 61.83%
Malonic 93% 36.17%
Glucuronic 40% 26.32%
Butyric 98% 34.40%

Bacillus nitratireducens LABIM53

Acidos Cobertura Identidade
Acetic 100% 33.94%
Citric 97% 32.57%
Gluconic 99% 73.72%
Malic 98% 61.46%
Oxalic 31% 25.38%
Tartaric 93% 48.54%
Lactic 97% 38.96%
Succinic 97% 64.79%
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Carboxylic 56% 21.58%
2-ketogluconic 95% 28.53%
Formic 31% 25.38%
Fumaric 95% 58.13%
Ascorbic 98% 49.80%
Isocitric 99% 61.83%
Malonic 93% 36.17%
Glucuronic 40% 26.32%
98% 34.40%

Butyric
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