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Resumo

Com o aumento do uso indiscriminado de agrotoxicos e a crescente incidéncia
de doencas em plantas, a busca por novas moléculas com atividade antifingica
e antibacteriana tem sido uma prioridade na pesquisa agricola. Além das
aplicacbes agricolas voltadas ao controle de doencas, 0s microrganismos
também podem ser aplicados na promocao do crescimento vegetal. Neste
trabalho, 2 isolados bacterianos (CPAA-010 e CPAA-011) foram identificados por
filogendmica e ANI como sendo pertencentes a uma nova espécie do género
Burkholderia. A andlise de clusters génicos biossintéticos (BGCs) revelou o
potencial para a producédo dos sideréforos (pyochelin, ornibactin e cromobactin),
bem como para producdo do antifingico occidiofungin. A anotacdo de genes
dessas novas espécies mostrou genes relacionados a producao de fitormdnio e
ao metabolismo do fosforo e a andlise de proteinas ortélogas entre as espécies
mais relacionadas apresentou 25 proteinas unicas no isolado CPAA-010 e 19
proteinas Unicas em CPAA-011 que podem estar relacionados a adaptacdes
ambientais. Esses resultados em conjunto indicam o potencial dessa nova
espécie para promocao de crescimento vegetal e biocontrole de fitopatdgenos,
bem como a importancia de prospectar novos recursos genéticos amazonicos.

Palavras-Chave: occidiofungina; ornibactin; pyochelin

Introducao
O género de bactérias Burkholderia é classificado como uma f-
proteobactéria e € amplamente distribuido em diversos ambientes terrestres,
aquaticos e simbidticos (Francis et al. 2013). Apesar de algumas linhagens de
Burkholderia serem conhecidas por causar doencas em seres humanos, plantas
e animais, avancos recentes em tecnologias de mineracdo gendmica tém
revelado diversos metabdlitos bioativos nesse grupo de bactérias que podem

auxiliar no combate a fitopatdgenos (Liu et al. 2014).
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Espécies de Burkholderia também s&o excelentes promotoras de
crescimento vegetal sendo usada em tomate, cana-de-agUcar, trigo e outras
plantas de interesse econdmico (Zhao et al. 2014; Paungfoo-Lonhienne et al
2016). Essa caracteristica se deve a producao de sideroforos, solubilizacéo de
fosfato, producéo de &cido indolacético (IAA), ACC desaminase e producédo de
enzimas extracelulares (Liu et al. 2014; Deng et al. 2017).

Embora o género Burkholderia tenha sido amplamente investigado,
muitos de seus clusters génicos biossintéticos (BGCs) ainda permanecem pouco
conhecidos. Estudos recentes tém realizado esforgcos para conectar 0s
metabolitos secundarios com suas respectivas vias de biossintese, isso facilita
a busca por produtos naturais de interesse via sequenciamento de genomas
completos. Metabdlitos como pyrrolnitrin, occidiofugin, cepacin e gladiolin séo
antimicrobianos potentes no qual suas vias ja foram identificadas.

Neste trabalho foi realizado o sequenciamento do genoma completo e
mineracdo gendmica de dois isolados de Burkholderia isoladas da lamina d'agua
do rio Jurud-Am para identificacdo filogenébmica e prospeccdo de metabdlitos
bioativos.

O objetivo deste trabalho foi realizar o sequenciamento do genoma
completo e mineracdo gendmica de dois isolados de Burkholderia para

identificacdo filogendmica e prospecc¢édo de metabdlitos bioativos.

Material e Métodos
Microrganismos
As linhagens Burkholderia sp. CPAA-010 e Burkholderia sp. CPAA-011
usadas neste estudo fazem parte da colecdo de cultura do GENAGRO -
Laboratorio de Gendmica e Microbiologia Aplicada da Amazbnia Legal da
Embrapa Amazonia Ocidental, localizada na rodovia AM 010, km 29, estrada

Manaus-Itacoatiara- Amazonas.

Andlise filogenémica

A analise filogenética foi realizada por escala genémica, comparadas com
todos os genomas das espécies tipo disponiveis no banco de dados Type
(Strain) Genome Server (TYGS) (https://tygs.dsmz.de), uma plataforma de alto
rendimento para taxonomia baseada em genoma por meio do algoritmo MASH,
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todas as espécies tipos se baseia na Lista de nomes procariéticos com posicao
na nomenclatura (LPSN) disponivel em https://lpsn.dsmz.de (Meier-Kolthoff et al.
2022). A similaridade entre espécies foi determinada usando varios indices de
medidas, para a delimitagdo de similaridade com base na identidade média de
nucleotideos (ANI) e identidade média de aminoacidos (AAl), onde os célculos
dos valores médios de identidade nucleotidica (ANI) foram determinados através
software OrthoANI (Yoon et al. 2017). E valores de hibridizacdo DNA-DNA digital
(dDDH), calculada com o Genome-to-Genome Distance Calculator (GGDC 2.1)

(Sandoval-Powers et al. 2021).

Anotacdo do genoma

A anotacdo de genomas foi realizada por meio da plataforma RAST
(Rapid Annotation using Subsystem Technology) (https://rast.nmpdr.org/). Para
a andlise comparativa de proteinas ortélogas os genomas dos isolados
Burkholderia sp. CPAA- 010 e Burkholderia sp. CPAA-011 bem como o0s
genomas das espécies mais correlacionadas Burkholderia contaminans e
Burkholderia lata disponiveis banco de dados GenBank
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome). As proteinas preditas foram plotadas na
plataforma Orthovenn2 (Xu et al. 2019).

Andlise de clusters génicos biossintéticos e sintenia

Os mesmos genomas usados para analise de proteinas ortélogas foram
usados para predicdo de clusters génicos biossintéticos (BGCs) usando a
plataforma AntiSMASH (Blin et al. 2019). Os BGCs que apresentaram
similaridade com BGCs j& caracterizados e disponiveis 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).

Resultados e Discusséo
Identificagc&o dos isolados de Burkholderia sp. CPAA-010 e Burkholderia
sp. CPAA-011
Utilizando o genoma completo das linhagens Burkholderia sp. CPAA-010

e Burkholderia sp. CPAA-011, foi realizada a analise filogenética com suporte de
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ramificacdo inferido a partir de 100 réplicas de pseudo-bootstrap (Lefort et al.
2015). Ambas as bactérias obtiveram valores de hibridizacdo DNA-DNA (dDDH)
abaixo de 60%, o que indica fortemente que elas representam novas espécies
de Burkholderia (Meier-Kolthoff et al. 2013). Tanto a Burkholderia sp. CPAA-010
e Burkholderia sp. CPAA-011 foram mais correlacionadas com Burkholderia lata
e Burkholderia contaminans (Figura 1).

Os valores de ANI entre o isolado Burkholderia sp. CPAA-010 e as duas
espécies intimamente relacionadas B. lata e B. contaminans ficaram 94.04% e
94.72%, respectivamente e quando comparada com Burkholderia sp. CPAA-011
essa similaridade ficou em 98,65%, demonstrando que as duas linhagens de
Burkholderia sp. CPAA-010 e Burkholderia sp. CPAA-011 sdo pertencentes a
mesma nova espécie bacteriana, ja que apresentaram valores maiores que 95%,
por outro lado valores abaixo de 95% s&o frequentemente indicativos de
espécies distintas (Figura 2). Segundo Lee et al. (2016), sdo esses 0s valores

recomendados como critério para a identidade nucleotidica média (ANI).
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Figura 1 - Analise filogenética das linhagens Burkholderia sp. CPAA-010, Burkholderia sp.
CPAA-011.
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Figura 2 - Heatmap da identidade média de nucleotideos por ortologia (OrthoANI) entre os
Isolados Burkholderia sp. CPAA-010, Burkholderia sp. CPAA-011, e as linhagens das
espécies tipo relacionadas Burkholderia lata e Burkholderia contaminans.

Anotacdo do genoma

A partir da analise dos genomas completos das bactérias Burkholderia sp.
CPAA-010 e Burkholderia sp. CPAA-011, foi observado que apenas 23% e 24%,
respectivamente, das 8.271 e 8.272 proteinas preditas foram classificadas em
subsistemas. Dos grupos de proteinas classificadas, os dois maiores em ambas
as bactérias foram relacionados a amino&cidos e derivados, correspondendo a
660 proteinas para Burkholderia sp. CPAA-010 e 655 proteinas para
Burkholderia sp. CPAA-011, seguido de proteinas relacionadas a sintese de
carboidratos, com 454 e 444 proteinas, respectivamente (Figura 3 A, B).

As proteinas classificadas em subsistemas estdo distribuidas em 25
grupos, incluindo o metabolismo de fésforo, enxofre e nitrogénio, além de
proteinas relacionadas a sintese do acido indolacético (IAA) e metabolismo de
ferro. Dentre as 44 proteinas relacionadas ao metabolismo de fosfato, 21 estéo
envolvidas no metabolismo de fosfonatos, que sdo amplamente utilizados na
agricultura.

Esses resultados evidenciam a diversidade metabdlica de microrganismo
e sua capacidade de se adaptar a diferentes ambientes ecoldgicos. Além disso,
a presenca de proteinas relacionadas ao metabolismo de fosfonatos sugere que
essas bactérias podem ter potencial na promoc¢édo do crescimento das plantas
em solos com baixa disponibilidade de fosforo (Pradhan et al. 2017). A

identificacdo dessas proteinas e suas funcdes € fundamental para o
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desenvolvimento de novas estratégias agricolas que possam aprimorar a
produtividade e sustentabilidade agricola.

J4 a andlise de proteinas ortélogas das Burkholderia sp.CPAA-010 e
Burkholderia sp.CPAA-011 com outras duas espécies mais relacionadas revelou
um maior numero de proteinas compartilhadas com Burkholderia lata e um total
de 25 proteinas exclusivas da Burkholderia sp.CPAA-010 e 19 em Burkholderia
sp.CPAA- 011 (Figura 4). Esses resultados indicam proteinas especificas que

podem estar relacionadas com a adaptacao ambiental.
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Figura. 4 - Diagrama de Venn de proteinas ortélogas das linhagens Burkholderia sp. CPAA-
010, Burkholderia sp. CPAA-011, B. contaminans e B. lata

Analise de clusters génicos biossintéticos e sintenia

No genoma da Burkholderia sp. CPAA-010 foram identificados um total
de 17 BGCs para producdo de metabolitos secundarios, distribuidos em (5)
terpenos, (2) PKS tipo I, (1) hibrido PKS tipo I, NRP-like, NRPS, terpeno, (5)
NRPS, (1) phosphonate, (1) hserlactone, (1) RiPP-like e (1) arylpolyene. J& no
genoma da Burkholderia sp. CPAA-011 identificamos 18 cluster génicos
biossintéticos (BGCs), sendo (3) PKS tipo |, (5) terpenos, (5) NRPS, (1) RiPP-
like, (1) hibrido PKS tipo I, NRP- like, NRPS, terpeno, (1) phosphonate, (1)
hserlactone, (1) arylpolyene (Figura 5).
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Figura. 5 - Andlise de clusters génicos biossintéticos (BGCs) nos genomas de Burkholderia
sp. CPAA- 010 e Burkholderia sp. CPAA-011.

Foi observado que nas duas linhagens de Burkholderia sp. CPAA-010 e
Burkholderia sp. CPAA-011, h& alguns BGCs em comum. Um desses BGCs &
responsavel pela producédo de occidiofungina, que é um peptideo hibrido de
policetideos e n&o ribossomicamente sintetizado (Figura 6A). A occidiofungina,
uma molécula composta por oito aminoacidos e possui uma importante acéo
antifangica (Emrick 2019; Jia et al. 2022).

Estudos recentes de Hansanant e colaboradores (2022) com a
occidiofungina produzida pela Burkholderia contaminans MS14, em testes in
vitro e in vivo mostraram o potencial antifungico dessa molécula contra diversas
espécies de fungos. Além disso, eles descreveram um novo mecanismo de acéo
da occidiofungina, demonstrando a capacidade dessa molécula de contornar os
atuais mecanismos de resisténcia a antifingicos apresentados pelas espécies
de fungos.

Além do BGC responsavel pela producdo de occidiofungina, as duas
linhagens, Burkholderia sp. CPAA-010 e Burkholderia sp. CPAA-011,
apresentam outros clusters de genes (BGCs) em comum. Entre esses clusters
estdo trés relacionados a producdo de sideréforos pyochelin, ornibactin e
cromobactin, que sdo compostos organicos de baixo peso molecular capazes de
sequestrar ions de ferro do meio ambiente e torna-los disponiveis para as
bactérias (Figura 6 B, C e D).
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Figura. 6 - Comparacao entre o cluster em comum Burkholderia sp. CPAA-010 e Burkholderia
sp. CPAA-011 ; A - Sintenia entre BGC responsével pela producéo de occidiofungin, cluster
15.1 Burkholderia sp. CPAA-011, cluster 3.3 Burkholderia sp. CPAA-010 e o cluster 2.2 da
B.contaminans; B - Sintenia do BGC responséavel pela producéo de pyochelin, cluster 8.1
Burkholderia sp. CPAA-010, cluster 16.1 da Burkholderia sp. CPAA-011, cluster 3.1 B. lata e
o cluster 4.5 em B.contaminans ; C - Sintenia entre os BGC responsavel pela producao de
ornibactin nas bactérias Burkholderia sp. CPAA- 010 cluster 4.1, Burkholderia sp. CPAA-011
cluster 12.1, B. lata cluster 1.2 e B.contaminans cluster 3.2. D - Sintenia entre os BGC
responsavel pela producao de chromobactin, cluster 33.1 Burkholderia sp. CPAA-010 e 20.1
Burkholderia sp. CPAA-011.

O pyochelin é um dos sideréforos que tem a capacidade de se ligar a
outros metais além do ferro, como zinco, cobre, cobalto, molibdénio e niquel.
Dessa forma, além de sequestrar ferro, pyochelin desempenha um papel
importante na captagdo de outros ions metalicos biologicamente relevantes.
Apesar de sua seletividade pelo ferro ser mais fraca em comparacdo com outros
sideréforos, ele ainda é capaz de se ligar e transportar varios ions metélicos.
(Ronnebaum e Lamb 2018; Ghssein et al. 2022). A ornibactina € um sideroforo
produzido por diversas espécies de bactérias, possui propriedades
antimicrobianas (Lee et al. 2016). Estudos de Deng e colaboradores (2017)
sugerem uma funcéo alternativa da ornibactina, demonstrando que além de sua
bem conhecida capacidade de sequestrar ions de ferro, a molécula também
exibe uma acado bactericida, desempenhando um papel importante na defesa
das bactérias produtoras contra outras bactérias no ambiente. J4 o cromobactin,
€ um sideréforo produzido por diversas espécies de bactérias do género
Chromobacterium, incluindo Chromobacterium violaceum (Batista et al. 2019).
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Esses resultados indicam o potencial dos isolados obtidos no presente
estudo para producao de metabdlitos secundarios que podem ser aplicados na

agricultura para promocao de crescimento e biocontrole.

Conclusdes

As linhagens de Burkholderia sp. (CPAA-010 e CPAA-011) apresentam
diversos clusters de genes biossintéticos (BGCs) responsaveis pela producao de
compostos bioativos cujas as moléculas podem ser aplicadas em diferentes
areas, como na medicina e na agricultura. Entre os BGCs identificados, destaca-
se o responsavel pela producdo de occidiofungina, que possui uma importante
acao antifungica, além de BGCs para sintese de sideréforos, como pyochelin,
ornibactin e cromobactin, que podem ser utilizados como agentes

antimicrobianos e promotores de crescimento de plantas.
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