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Resumo  

O gênero Labrys não é um gênero convencional pois segrega poucas espécies 
de bactérias. Essas bactérias estão associadas a ambientes aquáticos, rizosfera 
e tecidos vegetais e possuem um repertório enzimático relacionado a 
degradação de muitos xenobióticos.  Neste estudo, foi realizada a análise 
genômica de uma bactéria (CPAA013) isolada da lâmina d'água do Rio Purus 
(Pauíni-AM). Análise filogenética usando a região do rRNA 16S identificou o 
isolado como sendo pertencente ao gênero Labrys e proximamente relacionada 
a L. neptuniae e L. portucalensis. A partir da obtenção do genoma completo 
desta bactéria, foi possível identificar o seu potencial biotecnológico através da 
anotação do genoma, da genômica comparativa e da análise de clusters gênicos 
biossintéticos. Foram identificados genes para detoxificação de metais pesados 
como mercúrio, cádmio e arsênio, bem como BGCs para a produção dos 
sideróforos ocrobactina, agrobactina e para o co-fator pirroloquinolina quinona. 
Em adição, foram identificadas 74 proteínas exclusivas de CPAA013 que estão 
relacionadas a adaptações ambientais. Esses resultados apontam o potencial do 
isolado CPAA013 para aplicação em agricultura e biorremediação. 
 

Palavras-Chave: Ambientes aquáticos; Genômica; Mineração de genomas  
 

Introdução  

O gênero Labrys (Xanthobacteraceae) é composto por α-proteobacterias 

e contém apenas nove espécies descritas até o momento. Estas bactérias têm 

sido encontradas em vários ambientes, incluindo lagos contaminados com 

metais pesados, rizosfera, sedimentos e formando nódulos radiculares em 

plantas aquáticas (Miller et al. 2005; Chou et al. 2007; Islam et al. 2007; Carvalho 

et al. 2008; Feldner et al. 2010; Nguyen et al. 2015).   

Até o momento, cinco genomas completos de espécies do gênero Labrys
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foram disponibilizados em bancos de dados públicos, mas apenas dois são 

referentes a espécies tipo (L. wisconsinensis e L. monachus) 

(www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/). A falta de genomas completos para todas as 

espécies do gênero Labrys faz com que a taxonomia dessas bactérias ainda seja 

baseada em análises de sequências de rRNA 16S, em vez de utilizar o padrão-

ouro de identificação taxonômica de procariotos (dDDH - Hibridização digital 

DNA-DNA) (Meier-Kolthoff et al. 2019). 

Em relação às aplicações biotecnológicas, para o gênero são descritas 

atividades de biodegradação de antibióticos de interesse veterinário, 

detoxificação de metais pesados e produção de fitohormônios (Liang et al. 2009; 

Amorin et al. 2014; Rangel et al. 2017; Mulla et al. 2018). Apesar do potencial 

descrito, até o momento não foram realizados estudos em campo para avaliar o 

uso dessas bactérias no crescimento de plantas ou no controle de fitopatógenos, 

bem como estudos acerca da sua químiotaxonomia ou genômica comparativa.  

O mercúrio é um metal altamente tóxico que se acumula nos níveis 

tróficos e tem sido usado ao longo dos anos na mineração extrativista (Guzzi et 

al. 2021). Na Amazônia, estima-se que só no Rio Madeira foram liberadas 87 

toneladas de mercúrio só entre 1970 e 1990 e a detecção de mercúrio é 

relatadavista até os dias atuais em estudos com a biota aquática desse rio 

(Bastos et al. 2015). O garimpo ilegal também se revela como outro fator para a 

disseminação do mercúrio (Pestana et al. 2022). A identificação de 

microrganismos que contenham genes de biorremediação para mercúrio pode 

ajudar a mitigar os impactos causados nos ecossistemas e consequentemente 

na saúde humana.  

 O presente trabalho teve como objetivo analisar o potencial 

biotecnológico de uma linhagem de Labrys (CPAA013) isolado da lâmina d'água 

do rio Purús pela anotação de genoma, da genômica comparativa e da análise 

de clusters gênicos biossintéticos.  

 

Material e métodos  

Identificação do isolado CPAA013  

A sequência correspondente a região 16S foi capturada do genoma 

completo do isolado CPAA013 por meio de BLAST usando o WebServer 2.0. A 

construção do dataset foi realizada com base nas sequências do rRNA 16S de 
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6 gêneros e 36 espécies da família Xanthobacteraceae (Azorhizobium= 3; 

Xanthobacter= 9; Labrys= 9; Pseudolabrys= 1; Starkeya= 2; Ancylobacter= 12). 

Rhizobium leguminosarum LMG 14904 foi usado como grupo externo. As 

sequências foram alinhadas usando a plataforma online MAFFT (mafft.cbrc.jp). 

O alinhamento foi plotado na plataforma IQTREE (Minh et al. 2020) e a análise 

filogenética foi realizada pelo método de Maximum Likelihood com 1000 

replicatas. O filograma foi gerado usando a ferramenta iTOL (Letunic et al. 2019) 

e editado manualmente no software CoreDraw versão 2020.   

 

Anotação do genoma  

A anotação de genomas foi realizada por meio da plataforma RAST 

(Rapid Annotation using Subsystem Technology) (https://rast.nmpdr.org/) e a 

visualização gráfica dos subsistemas foi realizada pelo SEEDviewer (Overbeek 

et al. 2014). Para a análise comparativa de proteínas ortólogas o genoma do 

isolado CPAA013 bem como os genomas das espécies L. methylaminiphilus, L. 

monachus, L. okinawensis, L. wisconsinensis disponíveis nos bancos de dados 

JGI (genome.jgi.doe.gov) e Genbank foram submetidos a predição de proteína 

usando o pipeline GLIMMER (Delcher et al. 2007). As proteínas preditas foram 

plotadas na plataforma Orthovenn2 (Xu et al. 2019) para gerar o diagrama de 

venn. As proteínas não compartilhadas do isolado CPAA013 foram submetidas 

ao BLASTp para anotação manual.   

 

Análise de clusters gênicos biossintéticos e sintenia  

Os mesmos genomas usados para análise de proteínas ortólogas foram 

usados para predição de clusters gênicos biossintéticos (BGCs) usando a 

plataforma AntiSMASH (Blin et al. 2019). Os BGCs que apresentaram 

similaridade com BGCs já caracterizados e disponíveis no banco MIBiG 

(Minimum Information About a Biosynthetic Gene cluster) (Terlouw et al. 2022) 

foram comparados por sintenia usando o pipeline clinker & clustermap.js 

(Gilchrist et al. 2021).  
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Resultados e Discussão  

Identificação filogenética do isolado CPAA013  

O alinhamento resultou em 1478 caracteres com 364 padrões distintos, 

217 sites informativos, 86 sites únicos e 1175 sites constantes. O melhor modelo 

estatístico selecionado para análise de Maximum Likelihood foi GTR+F+I+G4. 

Na análise filogenética o isolado CPAA013 foi agrupado com Labrys neptuniae 

e Labrys portucalensis, com alta taxa de bootstrap de suporte. No entanto, as 

sequências de rRNA 16S não permitiram resolver a posição taxonômica exata 

dessas espécies, mas confirmam o isolado CPAA013 como pertencente ao 

gênero Labrys. 

Ambas as espécies próximas de Labrys sp. CPAA013 foram isoladas de 

ambientes aquáticos (Chou et al. 2007; Carvalho et al. 2008). Vários estudos têm 

mostrado que Labrys portucalensis possui a capacidade de biodegradar 

antibióticos e pesticidas tais como ofloxacina, norfloxacina, ciprofloxacina, 

diclofenaco, Carbamazepina, fluoroanilinas, difluorobenzenos, 

pentacloronitrobenzeno, Neonicotinoide (Amorin et al. 2013; Amorin et al. 2014; 

Moreira et al. 2018; Bessa et al. 2019). Baseado nessas informações, estudos 

podem ser conduzidos com Labrys sp. CPAA013 para verificar se essas 

características são compartilhadas entre o clado. A degradação de antibióticos 

pode ajudar na descontaminação de solos e mitigar a seleção de bactérias 

resistentes (Jechalke et al. 2014). 
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Figura 1 - Filograma obtido pela análise de Maximum likelihood usando sequências do rRNA 
16S da família Xantobacteraceae. O isolado Labrys sp. CPAA013 está destacado em vermelho. 
Rhizobium leguminosarum LMG 14904 foi usado como grupo externo. Os números indicam o 
suporte do ramo em bootstrap. 
 

Anotação de genoma de genoma e análise de proteínas ortólogas  

Das 6135 proteínas preditas no genoma de Labrys sp. CPAA013 apenas 

23% (1630) puderam ser classificadas em subsistemas, nos quais os genes 

relacionados ao metabolismo aminoácidos e derivados, metabolismo de 

carboidratos e metabolismo de proteínas representaram a maior parte (Figura 

2A). Por meio das proteínas anotadas foi possível a identificação de genes de 

resistência e operons para detoxificação de metais pesados. O operon para 

detoxificação de arsênio localizado no scaffold 30 possui cinco genes que estão 

relacionados a regulação do operon (ArsR), transporte de meta-íons (ArsH), 

formação do ácido dimetilarsínico (ArsN2) e redução de ácido dimetilarsínico 

para sua forma menos tóxica As (III) (ArsC e Acr3) (Figura 2B) (Singh et al. 2016; 

Chang et al. 2018; Chen et al. 2020). Já para a detoxificação de cádmio, dois 

genes foram identificados sendo ambos responsáveis pela resistência a este 

metal pesado por meio de transporte de membrana (CzcA e FieF) (Figura 2B) 

(Khan et al. 2022). 
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O arsênico é um elemento altamente tóxico que pode ser encontrado no 

ambiente por processos geoquímicos ou por ações antropogênicas, como o uso 

de herbicidas, pesticidas e fertilizantes de fosfato na agricultura e o descarte de 

materiais usados na indústria no meio ambiente (Singh et al. 2015). A exposição 

prolongada ao arsênico pode levar a problemas neurológicos, cardiovasculares 

e diabetes (Rahaman et al. 2021). Bactérias que possuem os genes ars podem 

ser uma alternativa ecológica para a biorremediação de ambientes 

contaminados com arsênico e podem ser utilizadas na agricultura em solos 

intensivamente tratados com defensivos químicos (Yan et al. 2019). 

O gene merA, que codifica uma redutase de mercúrio capaz de converter 

a forma tóxica de mercúrio (Hg2+) em uma forma menos tóxica (Hg0) (Mathema 

et al. 2011), foi identificado no scaffold 13 do genoma de Labrys sp. CPAA013. 

Curiosamente, este gene está localizado em um operon downstream de um gene 

que codifica uma proteína de função desconhecida (DUF4146), sugerindo uma 

possível expressão conjunta com merA e envolvimento no metabolismo de 

mercúrio (Figura 2B). No entanto, são necessários estudos de expressão 

heteróloga, gene knockout e ensaios bioquímicos para validar essa hipótese. 

A análise de genômica comparativa de Labrys sp. CPAA013 com outras 

três espécies do mesmo gênero revelou um maior número de proteínas 

compartilhadas com L. methylaminiphylus e um total de 74 proteínas exclusivas 

(Figura 3). Ao avaliarmos a função prevista dessas proteínas exclusivas, 

identificamos genes para o mecanismo de toxina-antitoxina do tipo IV, que é 

relacionado a infecções abortivas por bacteriófagos (Dy et al. 2014). 
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Figura 2 - A) Anotação e classificação em subsistemas de proteínas preditas em Labrys sp. 
CPAA013.  B) Genes e operons relacionados a resistência e detoxificação de metais pesados.  
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Figura. 3 - Diagrama de Venn de proteínas ortólogas de Labrys sp. CPAA013, Labrys 
methylaminiphilus, Labrys monaschus e Labrys wiconsinensis Análise de clusters gênicos 
biossintéticos (BGCs) 

 

Foram identificados 11 BGCs para produção de metabólitos secundários 

no genoma de Labrys sp. CPAA013. Esses BGCs estão distribuídos em 7 

diferentes classes como terpenos (1), thioamidas (1), RiPPs (3), co-fator redox 

(1), híbrido PKS NRPS-Homoserina lactona (1), NRPS (1) e sideróforos (2) (Fig. 

4A). A comparação de genes por meio de sintenia revelou que BGCs para 

sideróforos estão relacionados a produção de ocrobactina e agrobactina (Fig. 

4BC), enquanto o cluster para co-fator redox foi relacionado a via já 

caracterizada para produção de pirroloquinolina quinone (Fig. 4D). 

Ocrobactina é um sideróforo anfifílico e tem sido isolado principalmente 

de bactérias marinhas, incluindo ambientes contaminados com petróleo (Ahmed 

et al. 2014). Alguns estudos têm sugerido a correlação entre a biodegradação de 

petróleo e a produção de sideróforos anfifílicos (Kem et al. 2014). Agrobactina 

tem sido relatada em bactérias isoladas de rizosfera e é capaz de aumentar a 

disponibilidade de ferro em plantas (Becker et al. 1985). 
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Pirroloquinolina quinona (PQQ) é um co-fator redox para muitas 

desidrogenases e é produzido principalmente por espécies bacterianas que 

habitam o solo (Misra et al. 2012). A produção de PQQ em solos e rizosfera pode 

estar associada as plantas e acumulada nos frutos, sendo este o principal meio 

pelo qual este metabólito entra na dieta humana (Kumazawa et al. 1995). Para 

a PQQ é relatada para as atividades antienvelhecimento, antidiabetes, atuam 

como neuroprotetor e aumentam a taxa de funcionamento da mitocôndria 

(Akagawa et al. 2016). O co- PQQ vem sendo considerado uma promissora 

vitamina de longevidade humana com base em ensaios quem usam roedores 

como modelo (Ames, 2018). 

Em adição, PQQ tem um importante papel na solubilização de fosfato pois 

atua como co-fator da enzima responsável pela produção do ácido glucônico 

(glucose desidrogenase) (Wagh et al. 2014; Stella et al. 2015). Por este motivo, 

o gene core pqqC tem sido usado como marcador para identificação de isolados 

bacterianos com habilidade de promover o crescimento de plantas (Meyer et al. 

2014). 
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Figura. 4 - Análise de clusters gênicos biossintéticos (BGCs) no genoma de Labrys sp. 
CPAA013. A) Distribuição dos BGCs identificados no genoma; B) Comparação entre o cluster 
7.1 e o BGC responsável pela produção de Ochrobactin; C) Comparação entre o cluster 14.2 e 
o BGC responsável pela produção de agrobactin; D) Comparação entre o cluster 7.2 e o BGC 
responsável pela produção de pyrroloquinoline quinona.   

 

Conclusões 

O presente trabalho identificou que o isolado CPAA013 pertence ao 

gênero Labrys e é proximamente relacionado às espécies L. neptuniae e L. 

portucalensis. As análises usando o genoma completo do isolado revelaram 

genes de resistência e operons para detoxificação de metais pesados como 

arsênio e mercúrio. Em adição, Labrys sp. CPAA013 possui clusters gênicos 

biossintéticos para produção dos sideróforos ocrobactina, agrobactina e para o 

co-fator pirroloquinolina quinona. Os resultados deste trabalho indicam que o 

isolado estudado pode ser usado no processo de descontaminação de solos, na 

promoção de crescimento de plantas, bem como na melhoria da qualidade de 

vida humana. 
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