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Resumo

Apesar de o fésforo ser abundante na natureza, mais de 40% dos solos
cultivaveis mundiais apresentam baixa produtividade relacionada com a falta
desse nutriente. Asaplicagfes constantes de fertilizantes quimicos usadas para
contornar esse problemageram impactos negativos ao meio ambiente como a
eutrofizacdo de corpos d'dgua. Atualmente, o uso de Bactérias Promotoras de
Crescimento de Plantas (BPCP) tem sido uma forma alternativa, econémica e
sustentével de reduzir o uso de fertilizantes quimicos, visto que essas bactérias
podem apresentar caracteristicas para solubilizacdo de fosfato e outros
nutrientes, produgéo de fitohormonios e indugéo de resisténcia na planta contra
fitopatdgenos. Neste trabalho, foram analisados osisolados BRG2 e BRG7
guanto ao seu potencial de solubilizacéo in vitro de fosfatos inorganicos em meio
PVK com fontes de aluminio e ferro. Além disso, a partir da obtencdo do genoma
completo desses isolados foi realizada uma prospeccéo de genes relacionados
a promocao de crescimento de plantas. Os indices de solubilizac&o (IS) obtidos
para os dois isolados indicam uma elevada eficiéncia de solubilizagdo, com
IS>18 para fonte de aluminio e 1S>20 para fonte de ferro. A identificacao
filogenbmica de BRG2 revelou uma nova espécie de Paraburkholderia com
dDDH <70% em relacdo as espécies tipo mais proximas. Em adicdo, foram
identificados genes relacionados a producéo do fitohormonio &cido indol acético,
ACCdesaminase, fosfatase inorganica, producédo de celulose e aril-polienos.
Esses resultados indicam que a espécie possui grande potencial para a
promocao do crescimento de plantas e futuramente pode ser testada como um
bioinoculante em solos ricos em fosfato inorganico de aluminio ou ferro.

Palavras-Chave: Fosfato; Biocontrole; Mineragdo gendmica

Introducao
A deficiéncia nutricional € um dos principais problemas que afetam o
crescimento das plantas, impactando a producdo agricola mundial (Pandey
2015). Ofosforo é o segundo nutriente de maior importancia, pois faz parte da
estrutura de acidos nucleicos, coenzimas, fosfolipidios e fosfoproteinas, estando

diretamente envolvido nas reacdes de energia, fotossintese e respiracao celular
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(Mendes et al.2014). E apesar de ser abundante na natureza, mais de 40% dos
solos cultivaveis mundiais apresentam baixa produtividade relacionada com a
falta desse nutriente (Vance 2001).

Solos tropicais sdo grandes exemplos desse problema, e isso acontece
devidoa elevada capacidade de adsorcdo das formas disponiveis de fosforo em
superficies argilosas (Barros et al. 2005). A formacao de diferentes complexos
com o fésforo disponivel é influenciada também pelo pH do solo, ocorrendo em
solos acidos a formacgédo de complexos com éxidos de aluminio e ferro, e em
solos alcalinos com o6xidos de calcio (Shen et al. 2011; Aliyat et al. 2020). Esse
problema é contornado por meio de aplicacbes constantes de fertilizantes
quimicos, gerando impactos negativos ao meio ambiente como a eutrofizacao de
corpos d'agua.

Uma alternativa econdmica e sustentavel para reducdo do uso de
fertilizantes quimicos é a prospeccao de Bactérias Promotoras de Crescimento
de Plantas (BPCP). Essas bactérias apresentam caracteristicas fisiol0gicas para
solubilizagdo de fosfato, fixacdo de nitrogénio, producdo de sideroforos,
antimicrobianos e fitohormonios, e podem ser usadas para o manejo e fertilizacéo
de plantas (Qassim et al. 2018; Valle-Romero et al. 2023).

Nesse cenario, destaca-se o0 género Paraburkholderia pela capacidade de
atuar no biocontrole de fitopatégenos, biofertilizacdo, biorremediacdo e por
possuir baixa capacidade de causar doencas em humanos e plantas (Angus et
al. 2014; Sawana et al. 2014; Estrada-De Los Santos et al. 2016; Dias et al.
2019). Devido a essas caracteristicas, técnicas de mineracdo de genomas e
engenharia genética tem sido aplicadas para a selecdo, melhoramento de
linhagens e expressdo heter6loga de produtos naturais de interesse
biotecnoldégico para formulacdo de potentesbiopesticidas (Xheng et al. 2020;
Donoso et al. 2017; Petrova et al. 2022).

Nesse sentido, o presente trabalho investigou tragos funcionais de
solubilizacdode fosfato, identificagcdo de genes relacionados ao metabolismo
secundario e apromocao de crescimento vegetal em uma nova espécie de

Paraburkholderia.
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Material e Métodos

Isolamento seletivo de bactérias endofiticas solubilizadoras de fosfato

A coleta ocorreu no dia 24 de abril de 2022 sendo selecionados caules
rastejantes sadios da samambaia amazonica Phlebodium decumanum (rabo-de-
guariba) inquilina de um tronco de Handroanthus impetiginosus (Ipé-roxo)
localizado na Embrapa Amazénia Ocidental (Rodovia AM 010, km 29, Manaus-
AM). As amostrasforam lavadas com agua e detergente neutro, seguido de
desinfestacao superficial do material vegetal em &lcool 70% por 1 minuto,
hipoclorito de s6dio a 2% por 1 minuto,alcool 70% por 30s e trés lavagens em
agua destilada estéril. Em seguida, foram inoculados pequenos fragmentos em

placa de Petri com meio de cultura PVK e CAS Agar e incubadas a 28°C.

Anédlise do indice de solubilizac&o de fosfato

Colbnias purificadas foram inoculadas em placas de Petri com trés tipos
de meio PVK modificado para avaliar a solubilizacdo de fosfato inorganico de
célcio, aluminio e ferro (Cas(PO4)2, AIPO4 e FePOa4), o experimento foi realizado
em triplicatae incubado a 28°C. O diametro da col6nia e o halo de solubilizagcéo
foram medidos em24 e 48 horas, e usados para calcular o indice de Solubilizacio
(Kirui et. al. 2022).

Identificacdo filogendmica e mineragcdo de genes relacionados a
promocao decrescimento de plantas

A andlise filogendbmica foi realizada pelo TYGS Type (Strain) Genome
Server disponivel em https://tygs.dsmz.de, utilizando genomas de espécies tipo
disponiveis (Meier-Kolthoff 2019). A anotagdo funcional de genes foi realizada
pelo servidor do RAST (Rapid Annotation using Subsystem Technology)
disponivel em https://rast.nmpdr.org/, para a deteccdo de genes alvos também
foi utilizado a ferramenta de BLAST dentro do servidor (Aziz et al. 2008). A
identificacdo de Clusters de Genes Biossintéticos (BGC's) foi feita pelo
AntiSMASH, disponivel em https://antismash.secondarymetabolites.org/,
comparados com dados da literatura para identificacdo de provaveis BGC's
envolvidos na interacao bactéria-planta, e paraa determinacdo da conservacao
de genes nos BGC's alvos com 0os BGC's de espéciesde interesse foi utilizado o

pipeline clinker & clustermap.js (Gilchrist et al. 2021).
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Os isolados brg2 e brg7 avaliados nesse trabalho se destacaram por
apresentaratividade positiva para producdo de siderdforos, além de elevada

capacidade de solubilizacdo de fosfatos de aluminio e ferro (Figura 1).

Fosfato de Aluminio Fosfato de Ferro Fosfato Tricdlcio

BRG2

Paraburkholderia sp. nov

Figura 1. Elevada capacidade de solubilizagdo de fosfato de aluminio e ferro (IS >18) 48 horas
apos ainoculagdo em meio PVK com bromocresol green. IS = Indice de Solubilizag&o.

A analise do indice de solubilizacdo (IS) em 24 horas de cultivo apresentou
altaeficiéncia para as fontes de aluminio e ferro de ambos isolados, com valores
de indiceacima de 10 (Tabela 1). Os indices de solubilizacéo de AIPO4 e FePO4
em 48 horasde ambos isolados mostram-se cinco e seis vezes maiores do que
os reportados por Sembiring (2022) para Burkholderia cepacia, Burkholderia
cenocepacia e Burkholderiaseminalis e por Xuan (2018) para Burkholderia

cepacia, consideradas bactérias com alta eficiéncia de solubilizacao.

Tabela 1. indice de solubilizac&o (diametro do halo solubilizado/diametro da colénia)

Paraburkholderia sp. nov BRG7
Fontes de fosfato 24h 48h 24h 48h
Aluminio 1S=11,3 1S=18 1S=12,6 1S=19
Ferro 1S=11 1S=20 1S=12,3 1S=21
Célcio baixo baixo baixo baixo

A analise filogendmica no TYGS indicou que o isolado brg2 é uma nova

espéciedentro do género Paraburkholderia com dDDH de 33.8 e 33.7 com as
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espécies tipo mais proximamente relacionadas de Paraburkholderia eburnea e
Paraburkholderia bannensis, respectivamente. O genoma da nova espécie
apresenta ~8Mb de tamanhoe conteddo G+C de 63%. Bactérias presentes no
mesmo clado filogenético como linahgens de Paraburkholderia tropica séo
reconhecidas como promotoras de crescimento de sorgo, cana-de-agucar,
tomate e outras espécies vegetais (Silva et al. 2018; Kuramae et al. 2020; Vio et
al. 2022).
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Figura 2. Analise filogendmica utilizando o TYGS, onde o retangulo em vermelho destaca
a novaespécie isolada neste trabalho.

A mineracdo gendmica de BCG's feita no antismash revelou 11 clusters
de genes, sendo um de PKS, quatro para producao de terpenos, um NRPS, um
RiPP, um hibrido e dois nao classificados (Other). Dentre esses clusters 0 52.1
(Figura 3) exibiu relacdo com a biossintese de aril-polienos, pigmentos
semelhantes aos carotenoides com capacidade protetiva de danos induzidos
pela luz e espécies reativas de oxigénio que podem causar estresse dentro de

tecidos vegetais (Graciela et al. 2019).
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Figura 3. Analise de sinteniapara a biossintese de aril-polienos.

A anotacdo gerada pelo RAST indicou no genoma de Paraburkholderia sp.
nova presenca de uma via completa para a producao de L-Tryptophano (Tabela

2), producéo de AlA pela via TAM e de celulose por meio do operon bcs.

Tabela 2. Genes de Paraburkholderia sp. nhov BRG2 para biossintese de triptofano, acido
indol-3-acético (AlA), ACC desaminase, fosfatase e celulose.

Funcéo predita Cdédigo enzima

Enzimas relacionadas a produc¢éo de Triptofano

trpE Antranilato sintase 4.1.3.27
trpD Antranilato fosforibosiltransferase 2.4.2.18
trpA Triptofano subunidade a sintase 4.2.1.20
trpB Triptofano subunidade B sintase 4.2.1.20
trpC Indol-3-glicerol fosfato sintase 4.1.1.48

Enzimas relacionadas a producéo de AlA, celulose, fosfatase e degradacéo do etileno

YedL N-acetiltransferase 2.3.1.-
YhcX Nitrilase -
AldA Aldeido desidrogenase 1.21

Monoamina oxidase 1.43.4
ACCD ACC desaminase 3.5.99.7
PPAl Pirofosfatase inorganica 3.6.1.1
BCS Operon Celulose Sintase

Beta-1,4-Glucanase (celulase) 3.2.14

Os genes para producao de celulose, sintese de acido indol acético (IAA)
e ACC desaminase estdo diretamente relacionados a capacidade de

Paraburkholderia spp. de colonizar e promover o crescimento de plantas. A
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presenca do gene para 1- aminociclopropano-1-carboxilato mostra que a nova
espécie pode ser capaz dediminuir o nivel de etileno nas plantas hospedeiras,
mediando respostas de resisténciae tolerancia ao stress ambiental (Esmaeel et
al. 2018). A deteccédo de do gene ppal para pirofosfatase inorganica corrobora
com os dados in vitro obtidos para solubilizacdo de fosfatos inorganicos e a
regido vizinha indica a presenca de genes que podem também estar

relacionados a essa atividade bioldgica.

Conclusdes

Os isolados avaliados neste estudo exibem alta eficiéncia para
solubilizacéo defosfatos inorganicos de aluminio e ferro. A obtencdo do genoma
de BRGZ2 indicou queeste isolado é uma nova espécie de Paraburkholderia spp. e
apresenta diversos genescom fungdes relacionadas a promoc¢ao do crescimento
de plantas, como producdo de aril-polienos, fosfatase inorganica, AIA, ACC
desaminase e celulose. Esses resultadosindicam que a espécie possui grande
potencial de promover o crescimento de plantase futuramente pode se tornar um
bioinoculante como a espécie Paraburkholderia tropica que esta no mesmo clado
na analise filogendmica do TYGS.
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