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FERREIRA, Lourenco Vitor Silva (MS). Universidade Federal de Sdo Jodo del-Rei,
dezembro de 2023. Anélise genémica de estirpes de Bacillus selecionadas sob
estresse osmatico visando a identificacdo de genes relacionados a promocéao
de crescimento de plantas. Orientadora: Sylvia Morais de Sousa Tinéco.

Coorientadores: Eliane Aparecida Gomes e Ubiraci Gomes de Paula Lana.

RESUMO

A seca é um estresse multidimensional que afeta as plantas em varios niveis de
organizagdo. O uso de bactérias promotoras do crescimento de plantas (BPCPs) se
apresenta como uma alternativa bastante promissora para aumentar a producao
agricola em condicdes de estresses abidticos, principalmente pelo seu baixo custo e
reduzido impacto ambiental. Entre as BPCPs, o género Bacillus tem se destacado
como promotoras de crescimento de plantas em razdo de suas caracteristicas
multifuncionais. Este trabalho teve como objetivo caracterizar o genoma de cinco
estirpes de Bacillus da Colecéo de Microrganismos Multifuncionais da Embrapa Milho
e Sorgo, isoladas do bioma Caatinga, para predi¢cdo de caracteristicas de promocao
de crescimento de plantas, principalmente relacionadas a tolerdncia ao estresse
hidrico. Os genomas bacterianos foram sequenciados na plataforma Illumina HiSeq
4000, no Beijing Genomics Institute (BGI), usando a estratégia 150 paired-end. As
reads sequenciadas foram montadas usando o software SPAdes e verificadas pelos
softwares BUSCO e QUAST, com o alinhamento das sequéncias realizado pelo
software MAUVE. Os genomas foram anotados usando os softwares PROKKA, RAST,
eggNOG, BlastKOALA e antiSMASH. A andlise filogenética foi realizada com todo o
genoma sequenciado, utilizando o software TYGS, por meio da classificacdo e
identificacdo baseadas em genomas completos. O tamanho total dos genomas variou
entre 3,9 e 4,2 milhdes de pares de bases (pb), montados entre 27 e 42 contigs. O
contetido GC variou de 43,5% a 46,5%, com um N50 variando de 4,7 x 10> a 2,1 x 10°
pb, que apresenta o tamanho do menor contig correspondente a metade do tamanho
total do genoma, indicando elevada qualidade de montagem dos genomas. O nimero
de sequéncias codificadoras obtidas pelas anotacGes variou de 3,9 x 103 a 4,5 x 103.
A arvore filogenética baseada no genoma completo revelou que as estirpes 6E9 e 5D5
agruparam com as espécies de Bacillus velezensis, enquanto as estirpes 2E7, 1A11

e 1H10 agruparam com as espeécies de Bacillus subtilis. Foi possivel identificar genes
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envolvidos em respostas ao choque térmico, osmorregulacdo, formacédo de
endosporos, producdo de exopolissacarideos e sideroforos, producao de biofilme,
producgédo de fito-hormonios, fixagdo de nitrogénio e outras respostas aos estresses
osmotico e oxidativo. Existem poucas diferencas na presenca de genes entre as
estirpes, no entanto, B. velezensis e B. subtilis apresentam algumas diferencas, como
no operon de sintese de colina. As estirpes estudadas demonstram ser promissoras
candidatas para serem utilizadas como inoculantes microbianos com potencial para
atenuar os efeitos prejudiciais do estresse hidrico, regular caracteristicas

morfofisioldgicas e promover o crescimento das plantas.

Palavras-Chave: Bactérias Promotoras de Crescimento de Plantas; Estresse Hidrico;

Bacillaceae; Genoma.
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de Paula Lana.

ABSTRACT

Drought is a multidimensional stress that affects plants at various levels of
organization. The use of plant growth-promoting bacteria (PGPB) presents itself as a
very promising alternative to increase agricultural production under conditions of
abiotic stress, mainly due to its low cost and reduced environmental impact. Among
PGPBs, the Bacillus genus has stood out as potential plant growth promoters due to
its multifunctional characteristics. This work aimed to characterize the genome of five
Bacillus strains from the Embrapa Maize and Sorghum Multifunctional Microorganism
Collection, isolated from the Caatinga biome, to predict plant growth-promoting
characteristics, mainly related to tolerance to drought stress. The bacterial genomes
were sequenced on the Illumina HiSeq 4000 platform at the Beijing Genomics Institute
(BGI), using the 150 paired-end strategy. The sequenced reads were assembled using
the SPAdes software and verified by the BUSCO and QUAST software, with sequence
alignment performed by the MAUVE software. The genomes were annotated using
PROKKA, RAST, eggNOG, BlastKOALA and antiSMASH software. Phylogenetic
analysis was performed with the entire genome sequenced, using the TYGS software,
through classification and identification based on complete genomes. The total size of
the genomes varied between 3.9 and 4.2 million base pairs (bp), assembled between
27 and 42 contigs. GC content ranged from 43.5% to 46.5%, with an N50 ranging from
4,7 x 10° to 2,1 x 10° bp, which presents the size of the smallest contig corresponding
to half of the total genome size, indicating high quality of genome assembly. The
number of coding sequences obtained from the annotations ranged from 3,9 x 103 to
4,5 x 103. The phylogenetic tree based on the complete genome revealed that strains
6E9 and 5D5 clustered with Bacillus velezensis species, while strains 2E7, 1A11 and
1H10 clustered with Bacillus subtilis species. It was possible to identify genes involved
in responses to heat shock, osmoregulation, endospore formation, production of

exopolysaccharides and siderophores, biofilm production, production of
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phytohormones, nitrogen fixation and other responses to osmotic and oxidative stress.
There are few differences in the presence of genes between the strains, however, B.
velezensis and B. subtilis have some differences, such as in the choline synthesis
operon. The studied strains are promising candidates for use as microbial inoculants
with the potential to mitigate the harmful effects of drought stress, regulate

morphophysiological characteristics, and promote plant growth.

Keywords: Bacillaceae; Drought Stress; Genome; Plant Growth Promoting Bacteria.
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1. INTRODUCAO

A atividade agricola tem uma forte dependéncia dos recursos naturais, como
terra, clima, solo e processos biologicos. Portanto, apresenta reduzida flexibilidade
para se ajustar aos ciclos da economia e as mudancas nas conjunturas dos mercados
relevantes, sazonalidade da producdo e dependéncia de processos biologicos que
sdo responsaveis diretos pelas operacdes mais importantes do processo produtivo.
Essas condi¢fes refletem os riscos que cercam a atividade agricola, os quais tendem
a ser maiores do que aqueles relacionados ao conjunto das demais atividades, como
a industria e o setor de servicos (Embrapa, 2018).

A seca € um fator multidimensional que afeta as plantas em varios niveis de
sua organizacao. O uso de bactérias promotoras do crescimento de plantas (BPCPs)
se apresenta com uma alternativa bastante promissora, principalmente pelo seu
impacto ambiental reduzido, para aumentar a producdo agricola. O interesse em
BPCPs tem aumentado consideravelmente gracas a busca por sistemas agricolas
mais sustentaveis devido ao seu potencial na substituicdo e/ou reducdo do uso de
fertilizantes quimicos, assim como para minimizar o efeito de estresses bibticos e
abidticos em culturas de interesse agricola. Essas bactérias irdo desempenhar um
papel importante na revolucdo agricola nas proximas décadas, ganhando atencéo de
agricultores e pesquisadores (Parnell et al., 2016; Alori et al., 2017; Ramakrishna et
al., 2019; Wang et al., 2023).

Entre as BPCPs, estirpes de Bacillus sdo alvos de uma atencado especial pela
sua conhecida versatilidade catabdlica e capacidade de colonizacéo de raizes, bem
como sua capacidade de produzir um grande niamero de enzimas e metabdlitos que
podem favorecer o crescimento da planta mesmo sob condi¢cdes de estresse bidtico e
abidtico (Gagné-Bourque et al. 2016). Este género compreende espécies formadoras
de endbsporos, o que favorece a sobrevivéncia das mesmas em condicdes ambientais
desfavoraveis, como calor, radiacdo e seca, como também a manutencao de elevada
densidade de células viaveis nas formulagdes comerciais. (Kavamura et al., 2013).

As BPCPs podem sobreviver em condicdes de seca por meio de varios
mecanismos, como a producdo de exopolissacarideos (EPS) (Nocker et al., 2012),
formacao de biofilme (Chang et al., 2007), solubilizacdo e mineralizacdo de fosfato e
producdo de osmolitos e sideroforos que ajudam a evitar a perda de agua da célula e
impedir o movimento de ions toxicos e ajustar o equilibrio ibnico e o transporte de

agua nos tecidos das plantas (McNeil et al., 1999; Zhao, 2010). Em conjunto, estes


https://translate.googleusercontent.com/translate_f#9

2

mecanismos podem oferecer protecdo a planta contra dessecacdo através da
manutencdo de um ambiente Umido e propicio ao desenvolvimento da raiz,
fornecimento de nutrientes, horménios e atuando como promotores de crescimento
das plantas (Kavamura et al., 2013; Wang et al., 2023).

Avancos recentes em tecnologias de sequenciamento de DNA estdo
viabilizando, pela reducao de custo, o conhecimento do conteildo genémico completo
de microrganismos e os estudos de caracterizagdo do conteudo total de genes,
estrutura do genoma e estudos in silico de fisiologia, ecologia e evolugéao (Khan et al.,
2017; Ma et al., 2018). Por meio do uso de ferramentas de bioinformatica, é possivel
realizar a anotacdo do genoma, a reconstrucdo de vias metabodlicas e analises
comparativas do genoma para a elucidacdo dos mecanismos de promocdo de
crescimento de plantas (Berendsen et al., 2015). Com os genomas sequenciados e
anotados por meio de softwares de bioinformatica, como SPAdes, para montagem de
genomas, e Prokka, Rast, BlastKoala, Eggnog e anitSMASH, para analises gendmicas
estruturais e funcionais, € possivel estudar familias homdlogas ou ort6logas de genes
relacionados a promocao de crescimento vegetal. O estudo dessas familias génicas
permite a comparacdo em um conjunto de genomas para verificar quais possuem
determinados genes e quais familias integram (Setubal et al., 2018; Park et al., 2022).

A elucidacdo da funcdo dos genes presentes em BPCPs por meio da analise
gendmica comparativa ndo apenas aumenta nosso entendimento dos mecanismos de
promocao de crescimento, mas também permite o desenvolvimento de abordagens
biotecnolégicas para melhorar a eficacia dessas bactérias em sistemas agricolas.
Através da modificacdo genética direcionada, é possivel potencializar a expressao de
genes benéficos e otimizar as interacdes planta-microrganismo (Setubal et al., 2018;
Park et al., 2022).

A analise genbmica comparativa emerge como uma ferramenta indispensavel
na identificacdo de genes presentes em bactérias promotoras de crescimento de
plantas. Através dessa abordagem, torna-se possivel desvendar os mecanismos
moleculares subjacentes aos beneficios proporcionados por essas bactérias. O
avango continuo nesse campo contribuird para o desenvolvimento de estratégias
agricolas mais sustentaveis e eficazes, promovendo o aumento da producdo de
alimentos de maneira ambientalmente consciente (Setubal et al., 2018; Park et al.,
2022).

Estudos relatam a utilizacdo de BPCPs na mitigacdo dos efeitos deletérios

causados por estresses abidticos no crescimento e desenvolvimento das plantas.
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Neste sentido, comunidades microbianas associadas a espécies vegetais
provenientes de ambientes historicamente secos sdo mais propensas a promover
tolerancia & seca em plantas do que microrganismos originados de ambientes onde a
agua ndo é um recurso limitante (Allsup et al., 2023).

Por exemplo, em condi¢cdes de estresse hidrico, a inoculacdo de Lavandula
dentata e Salvia officinalis com as bactérias Bacillus megaterium, Enterobacter,
Bacillus thuringiensis e Bacillus sp., aumenta o peso seco da raiz e da parte aérea das
plantas, quando comparadas com as plantas n&o inoculadas (Armada et al., 2014).
Experimentos com B. subtilis evidenciam o0 aumento da capacidade fotossintética das
plantas por uma influéncia direta na condutancia estomatica e tolerancia celular a
desidratacdo (Li et al. 2016; Zhang et al. 2008).

Da mesma forma, plantas de milho cultivadas em déficit hidrico e inoculadas
com estirpes de Pseudomonas e Bacillus apresentam maior biomassa comparadas
com o controle ndo inoculado (Sandhya et al., 2010; Kavamura et al., 2013; Velloso et
al., 2020). Em outro estudo com milho sob estresse hidrico, e inoculado com B.
thuringiensis, as plantas inoculadas apresentam maior biomassa da parte aérea e
maior conteddo de macro e micronutrientes, quando comparadas com as plantas nao
inoculadas (Armada et al., 2015). A inoculacdo de plantas de sorgo com estirpes de
Bacillus também resulta em melhor taxa fotossintética quando comparada com as
plantas ndo inoculadas (Santana et al., 2020).

Portanto, devido as suas multiplas caracteristicas, a busca por novas BPCPs
torna-se interessante, uma vez que podem ser utilizados como inoculantes para fins
de biofertilizacdo, fitoestimulacdo e biocontrole na agricultura (Bloemberg;
Lugtenberg, 2001; Lucy et al., 2004; Wang et al., 2023).
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2. REFERENCIAL BIBLIOGRAFICO

2.1. SISTEMAS AGRICOLAS E AS MUDANCAS CLIMATICAS

O cultivo das plantas € dependente das condicdes edafoclimaticas,
socioecondémicas e nivel de conhecimento técnico. As técnicas agricolas sdo muito
diversificadas tanto ao longo do tempo, quanto nas diferentes regides do planeta. Os
progressos alcangcados pela agricultura, gracas aos avangos cientificos e
tecnoldgicos, ndo tém precedentes na historia. Embora uma agricultura moderna,
baseada em desenvolvimento cientifico, deve ter como meta o aumento da
produtividade, a preocupacdo de minimizar danos ao meio ambiente deve ser
constante (Paterniani, 2001). A populac&o global ultrapassou 7,9 bilhGes de pessoas
em 2022 e a previsdo € de chegar a 9,2 bilhdes em 2050, com um aumento projetado
da demanda de alimentos de 59-102%, sendo necessario aumentar a producao
agricola em cerca de 60-70% para fornecer alimentos para a populacdo global em
2050 (Pawlak & Kotodziejczak, 2020; ONU, 2022).

As taxas de crescimento da producédo agricola mundial, superadas pelos
incrementos populacionais nos ultimos anos, vém causando grandes intranquilidades
em relacdo a seguranca alimentar. Apesar do aumento da oferta de alimentos, ha
desafios a serem superados, como a degradacdo dos solos, 0 uso excessivo de
insumos agricolas e a escassez de agua (Christofidis, 1997; Poudel et al., 2021).

A partir da década de 90, o crescimento da agricultura passou a ser o principal
responsavel pelo superavit da balanca comercial brasileira. A medida que esse
processo foi se consolidando, o Brasil foi se transformando num grande “player” no
negocio agricola global. Entre 1977 e 2017, a producdo de graos, que era de 47
milhdes de toneladas, cresceu mais de cinco vezes, atingindo 237 milhdes de
toneladas, enquanto a area plantada aumentou 60% (Embrapa, 2018).

Dada a importancia da agricultura para a economia brasileira e a expectativa
de intensificacdo de eventos que aumentam os riscos associados a producéo agricola,
a gestdo dos riscos € tema estratégico para o Brasil (Embrapa, 2018). No Brasil,
analises evidenciam perda anual proxima de R$ 11 bilhdes (1% do PIB agricola)
somente devido a eventos extremos de estresse hidrico (Arias et al., 2015).

A pesquisa agropecuaria necessita de inovagdes nas praticas de producao
capazes de atender as exigéncias do mercado e, ao mesmo tempo, satisfazer os

preceitos ambiental, social e econbmico preconizados pelo desenvolvimento
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sustentavel (Zolla et al., 2013), gerando 0 menor impacto negativo possivel sobre os
recursos naturais e outras externalidades. Uma medida sugerida é a intensificacao de
sistemas agricolas sustentaveis (Pretty & Bharucha, 2014), como sistemas ou
processos nos quais a produtividade é aumentada sem causar adversidades
ambientais e sem a conversao adicional de terras ndo agricultaveis. A implementacao
desse tipo de agricultura depende da descoberta de métodos eficientes para reciclar
nutrientes, equilibrar populacdes de insetos-praga e doencas e aliviar os estresses
abidticos. Ou seja, utilizar préticas e insumos ndo dependentes do petréleo e que
tenham multiplas funcionalidades, capazes de manter a saude do solo e das plantas
e a qualidade dos alimentos (Browne et al., 2013).

Dessa forma, a proposta de intensificacdo de sistemas agricolas inclui a
substituicdo de insumos, produzidos ao longo de décadas, por processos industriais
com acentuado uso de energia, como os fertilizantes para suprir a deficiéncia de
nutrientes do solo e os agroquimicos usados para o controle do estresse bidtico em
plantas, cujos principios ativos podem provocar contamina¢éo ambiental e ameacar a
saude humana (Browne et al., 2013), além de desequilibrar a complexa interacéo
entre os integrantes de cada bioma. Esse tipo de agricultura contribui para acelerar as
causas das mudancas globais no clima que, por sua vez, eleva a temperatura da Terra
e afeta a estabilidade da biosfera (Duarte et al., 2006).

As mudancas climéticas geram diferentes fatores de estresse abidtico, como
temperaturas extremas (calor ou frio), secas, inundacdes, radiacdo ultravioleta,
salinidade, deficiéncias de nutrientes essenciais e contaminacao por metais pesados,
aumento da erosdo do solo, doencgas, insetos-praga, plantas daninhas, perdas de
biodiversidade, fragmentacdo de paisagens, dentre outros (Vitousek et al., 1997
Chatterjee et al., 2019). Tais condicbes ambientais adversas influenciam
negativamente a sobrevivéncia de organismos vivos, a producdo de biomassa e a
safra de alimentos basicos, em até 70% (Vorasoot et al., 2003; Thakur et al., 2010),
ameacando a seguranca alimentar em todo o mundo, especialmente nas regides
tropicais (Chakraborty et al., 2015). O estresse de desidratacdo causado pela seca,
pela salinidade e pela severidade da temperatura é o estresse abibdtico mais
prevalente que limita o crescimento e a produtividade das plantas (Vorasoot et al.,
2003; Jaleel et al., 2009; Thakur et al., 2010).

Nesse contexto, uma abordagem promissora na producao agricola intensiva e
sustentavel consiste na exploragdo de microrganismos multifuncionais e benéficos as

plantas. Esses microrganismos desempenham servigos salutares na agricultura, tais
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como a melhoria da nutricdo e da saude das plantas, o fortalecimento dos sistemas
de defesa natural e o aumento da qualidade do solo, dada a habilidade em decompor
a matéria organica e liberar nutrientes para as plantas; produzir hiamus; ciclar e
acumular nutrientes e energia; e produzir compostos complexos, como substancias
gomosas, lipideos e outras insollveis em agua, essenciais para a formacéo e
estabilidade de agregados do solo e decompor xenobidticos (Barea et al., 2013a;
Lugtenberg, 2015; Chatterjee et al., 2019).

2.2. BIOMA CAATINGA

A Caatinga é um bioma exclusivamente brasileiro que se caracteriza por
apresentar solos, com raras excecdes, ricos em minerais, pedregosos, pouco
espessos e com fraca capacidade de retencdo da agua, fator limitante a fotossintese
e consequentemente a producdo primaria e agricola nessa regido. A cobertura vegetal
é representada por formagdes xerdfilas, diversificadas por razdes climéticas, edaficas,
topogréficas e antrdpicas. O clima desse bioma faz parte de um dos sistemas mais
complexos do mundo, devido ndo apenas a extensdo da area, mas também ao
sistema de ventos provenientes do Nordeste e Sudeste, criando uma instabilidade nos
padrées de chuva que sé&o concentradas em alguns meses do ano (Giulietti et al.,
2006).

A Caatinga possui solo com pH entre 54 e 9,1, clima semiarido com
pluviosidade anual entre 200 e 800 mm, além de altas taxas de radiacédo,
evapotranspiracdo e temperatura meédia anual. O solo apresenta alta diversidade
biol6gica especialmente devido aos micro-habitats formados pela diferente aeracao,
distribuicdo de matéria organica, nutrientes e ions, por exemplo (Souto et al., 2008).
A flora desse bioma desenvolveu adaptacfes capazes de diminuir a perda de agua,
como caule fino, espinhoso e folhagem decidua em época de seca intensa. Ademais,
a associagcdo com organismos presentes no solo seria uma alternativa para amenizar
0 impacto de estresses bibticos e abiodticos sobre as plantas (Oliveira et al., 2008).

Os diferentes tipos de estresses abidticos afetam tanto as plantas quanto os
microrganismos presentes no solo. Por exemplo, alteragdes na concentragcéao salina
no solo ou na disponibilidade de agua, sao detectadas pelos microrganismos como
variagcbes osmoticas, e podem afetar o metabolismo bacteriano (Aguilar, 1996;
Gamalero et al., 2020). Dessa forma, regiées semiaridas como a Caatinga podem

abrigar microrganismos adaptados ao déficit hidrico, e ainda com capacidade de
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promover o crescimento das plantas (Kavamura et al., 2013). Os microrganismos
podem sobreviver em condi¢des de seca por meio de mecanismos como a producao
de exopolissacarideos (EPS) (Nocker et al. 2012), formacao de biofilme (Chang et al.
2007) e producdo de osmdlitos que evitam a perda de agua celular (McNeil et al.
1999).

2.3. ESTRESSE OSMOTICO

Diferentes culturas de plantas enfrentam diferentes tipos de estresse bioticos e
abidticos. O estresse bidtico € qualquer estresse causado por organismos vivos como
insetos, virus, bactérias, fungos e aracnideos. O estresse abibtico inclui condi¢cdes
como seca, flutuagdes de temperatura, alta salinidade do solo, toxicidade de metais e
estresse oxidativo. Esses estresses podem causar danos permanentes a uma planta,
como crescimento atrofiado, metabolismo prejudicado, rendimento reduzido e
alteracdo genética, levando a mutacdes na progénie (Zaidi et al., 2014; Bhat et al.,
2020).

A seca é um grande problema enfrentado pelos agricultores todos os anos. E
um fendmeno natural que é desencadeado e sustentado por um periodo prolongado
de disponibilidade inadequada de &gua doce para as necessidades dos seres
humanos e do ecossistema (Balint et al., 2013). A seca é dificil de monitorar,
recorrente por natureza e geralmente ndo esta limitada a uma regido ou periodo de
tempo especifico (Salehi-Lisar e Bakhshayeshan-Agdam, 2016). E um estresse
multidimensional que ocorre principalmente devido a insuficiéncia das chuvas e
consequente estiagem (Gogoi e Tripathi, 2019). A seca agricola esta associada a
diminuicdo dos niveis de agua no solo e consequente quebra de safras, afetando
severamente a producao de alimentos em todo o mundo (Heim, 2002).

Para resistir a seca, as plantas usam diferentes mecanismos de enfrentamento
do estresse, como sintese de osmoprotetores, producdo de hormdnios do estresse
como etileno e acido abscisico e mudancas na morfologia da raiz e da parte aérea
(Etesami et al., 2015; Chiappero et al., 2019; Bhat et al., 2021). Esses mecanismos
resultam em respostas de curto e longo prazos nas plantas. As respostas de curto
prazo geralmente ocorrem quando o periodo de estresse € muito pequeno. Algumas
respostas de curto prazo incluem diminuicdo da assimilacao de carbono, fechamento
estomatico, ajuste osmoético, inibicdo do crescimento, mudancas hidraulicas,

transporte de sinal e sinalizagéo celular de seca. Essas respostas geralmente n&o
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causam muitos danos as plantas, desde que as condicbes normais retornem logo.
Longos periodos de estresse levam a lesdes mais permanentes e até a morte de
plantas. As respostas de longo prazo incluem crescimento reprimido de brotos,
adaptacdes metabdlicas, area de transpiracao limitada, aborto de gréos e senescéncia
(Kaur e Asthir, 2017).

O estresse hidrico nas plantas reduz o potencial de agua da célula vegetal,
elevando as concentracdes de solutos no citosol e matriz extracelular, levando a
inibicdo do crescimento e falha reprodutiva. Isto € seguido pelo acimulo de &cido
abscisico (ABA) e osmolitos compativeis como prolina que causam murcha (Lisar, et
al., 2012). Nesta fase, a superproducdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e
formacéao de compostos de eliminag&o de radicais, como ascorbato e glutationa, ainda
agravam a influéncia adversa. A seca néo afeta apenas as relacdes da planta com a
agua por meio da reducédo do teor de agua, turgidez e agua total. Também afeta o
fechamento estomatico, limites de troca gasosa, reduz a transpiracao e interrompe a
assimilacdo de carbono (fotossintese) (Lisar, et al., 2012). Efeitos negativos na
nutricdo mineral (absor¢céo e transporte de nutrientes) e metabolismo leva a uma
diminuicdo na area foliar e alteracdo na particdo de assimilados entre os 6rgéos.
Alteracfes na elasticidade da parede celular vegetal e interrupcdo da homeostase e
distribuicdo de ions na célula também tém sido relatadas (Lisar, et al., 2012). A sintese
de novas proteinas e mMRNAs associados a resposta a seca € outro resultado do
estresse hidrico nas plantas, influenciando o crescimento celular mais do que a divisao
celular.

Portanto, o crescimento da planta sob seca é influenciado por fotossintese
alterada, respiracao, translocacdo, absorcédo de ions, carboidratos, metabolismo de
nutrientes e hormdénios (Lisar, et al., 2012). Com isso, torna-se necessario o
desenvolvimento e execucdo de tecnologias que primem por uma agricultura
sustentavel e que cumpram a crescente demanda de alimentos para as proximas
décadas (Ray et al., 2013; Tilman et al., 2011).

2 4. BACTERIAS PROMOTORAS DO CRESCIMENTO DE PLANTAS

As bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCPs) podem aumentar
0 crescimento das plantas e protegé-las contra estresses bioticos e abidticos por meio
de uma ampla variedade de mecanismos, sendo utilizadas muitas vezes como

inoculantes microbianos (Souza et al., 2015). Este grupo de bactérias é classificado
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como epifiticas, quando colonizam a superficie vegetal, rizobactérias, quando
colonizam a regido da rizosfera, e endofiticas, quando, em pelo menos uma parte de
seu ciclo de vida, habitam o interior das plantas sem causar danos para o hospedeiro.
Uma bactéria endofitica pode ser, portanto, epifitica ou rizosférica que colonizou o
vegetal e instalou-se em algum de seus 6rgaos, como caule, folhas ou a prépria raiz
(Ryan et al., 2008; Santoyo et al., 2016).

Todas as superficies acima do solo de uma planta que representam habitats
microbianos sdo denominadas filosfera. Em particular, as superficies foliares possuem
uma densa populacdo de bactérias epifiticas mesmo este sendo um ecossistema
desafiador para colonizar e crescer devido a exposicdo constante a radiacao
ultravioleta, baixa disponibilidade de &gua e nutrientes e grandes flutuacbes de
temperatura ao longo do dia (Bodenhausen et al., 2013; Schlechter et al., 2019). Essas
bactérias sdo conhecidas por atuar no biocontrole e promover o crescimento de
plantas, principalmente através da producdo de exopolissacarideos e formacao de
biofilme (Gnanamanickam & Immanuel, 2006).

A rizosfera, por sua vez, é o ambiente do solo que compreende a raiz da planta
e é o local onde os macros e micronutrientes essenciais sdo absorvidos pela planta.
Dessa forma, a rizosfera apresenta maxima atividade microbiana devido a alta
disponibilidade de nutrientes. Neste ambiente, as rizobactérias sdo capazes de
estabelecer associacdes simbibticas, por exemplo, com plantas leguminosas,
beneficiando-as pela fixagdo do nitrogénio atmosférico em estruturas de raizes
especificas conhecidas como nédulos (Vejan et al., 2016).

Por outro lado, as bactérias endofiticas possuem vantagens sobre os demais
microrganismos por influenciar positivamente a planta hospedeira e sobreviverem em
um ambiente mais uniforme, que séo os tecidos internos das plantas, onde sdo menos
afetadas por fatores abiéticos como a temperatura, o potencial osmotico e a radiacao
ultravioleta (Saini et al., 2015; Santoyo et al., 2016; Jha et al., 2018; Afzal et al., 2019).
Além disso, o habitat endofitico possui caracteristicas mais propicias a expressao de
genes promotores do crescimento vegetal em comparacéo a rizosfera, em funcéo da
alta disponibilidade de recursos e baixa competitividade com outros organismos
(Oliveira et al., 2003). A colonizagéo bacteriana em plantas ocorre em locais de dano
epidérmico, de raiz lateral ou emergéncia de radicula, através de aberturas naturais
como estdmatos e lenticelas (poros para trocas gasosas), hidatodos (poros de agua)
e sementes. A densidade populacional de endofiticos é altamente variavel,

dependendo principalmente das espécies bacterianas e das plantas envolvidas, mas



10

também do estagio de desenvolvimento da planta, densidade do inoculo e condi¢des
ambientais (Hong e Park, 2016; Gadhave et al., 2018).

2.5. INTERACAO PLANTA-MICRORGANISMOS

A comunicacao entre plantas e microrganismos € realizada por meio de trocas
de sinais produzidos e liberados pelas plantas, como exsudatos radiculares, ou pelos
microrganismos que residem na rizosfera, como producédo de moléculas analogas aos
fito-horménios e compostos organicos volateis (COV) (Chagas et al., 2018; Sasse et
al., 2018). A producao de exsudatos radiculares representa um custo significativo de
carbono para a planta, sendo uma mistura altamente complexa cuja composi¢éo pode
ser influenciada por diversos fatores, incluindo as espécies e genétipos vegetais, o
estagio de desenvolvimento da planta, zona radicular, fatores ambientais e a presenca
de microrganismos (Mommer et al., 2016; Chagas et al., 2018; Lemanceau et al.,
2018; Sasse et al., 2018).

Essas matrizes de compostos sollveis que sdo liberadas no solo sao
substratos e/ou moléculas sinalizadoras para 0s microrganismos, atuando como
atrativos quimicos ou mesmo repelentes para patégenos (Chagas et al., 2018). O
movimento em resposta aos atrativos quimicos € iniciado pela deteccao de estimulos
extracelulares através de receptores especificos nas bactérias e é denominado
guimiotaxia (Chagas et al., 2018; Lemanceau et al., 2018). Da mesma forma que 0s
exsudatos radiculares tém influéncia na constituicdo do microbioma da rizosfera, este
também influencia a exsudacdo das raizes das plantas ao induzir alteracdo no
metaboloma vegetal e modular a produgcéo de hormdnios vegetais (Mommer et al.,
2016; Chagas et al., 2018; Lemanceau et al., 2018).

2.6. MECANISMOS DE PROMOCAO DE CRESCIMENTO PELAS BPCPs

Dentre os mecanismos de tolerancia das plantas a seca relacionados a
interacdo com microrganismos estdo mudancas nas atividades de fito-hormonios
(acido abscisico, giberelinas, citocininas e auxinas), a producdo da enzima
aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) desaminase para reducao do nivel do etileno,
o aumento de moléculas antioxidantes, o acumulo de osmolitos compativeis, a

producdo de exopolissacarideos e biofilmes, além da fixacdo e solubilizacdo de
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nutrientes e a producéo de sideréforos (Figura 1) (Yang et al., 2009; Timmusk; Nevo,
2011; Timmusk et al., 2014; Wang et al., 2023).
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Os principais genes relacionados ao estresse hidrico sdo: aqpZ, glpF, operon
bet, operon opu, operon sox, e rsb (Akbar et al., 1997; Calamita et al., 1998; Brambilla
et al., 2020; Olanrewaju et al., 2021; Chandra et al., 2021).

O gene agpZ codifica uma proteina aquaporina, que é um canal de agua que
permite a passagem de agua através da membrana celular. As aquaporinas sao
essenciais para a manutencado da homeostase da agua em células e organismos. Em
condicdes de estresse hidrico, as aquaporinas podem ajudar as bactérias a absorver
agua do ambiente. O gene glpF codifica uma proteina transportadora de glicina, que
pode ser usada como fonte de energia ou para a sintese de compostos que ajudam
as bactérias a resistir ao estresse (Calamita et al., 1998; Brambilla et al., 2020;
Olanrewaju et al., 2021). O operon bet codifica uma sequéncia de genes que sao
necessarios para a biossintese de betaina. A betaina € um osmdlito, que é uma
molécula que ajuda a manter a osmolaridade da célula. Em condicGes de estresse
hidrico, a betaina pode ajudar as bactérias a evitar a desidratacao.

O operon opu codifica uma sequéncia de genes que sdo necessarios para a
sintese de polifosfatos. Os polifosfatos sdo compostos que ajudam as bactérias a
armazenar energia e a manter a estrutura celular. Em condi¢cfes de estresse hidrico,
os polifosfatos podem ajudar as bactérias a sobreviver (Chandra et al., 2021). O
operon sox estd envolvido na oxidacdo de tiossulfato, sulfeto, sulfito e enxofre
elementar e gera sulfato como produto final. O enxofre (S) desempenha um papel na
fotossintese, na respiracdo e na formacao de clorofila e na estrutura da membrana
celular nas plantas, que estao relacionadas a qualidade e ao rendimento da producao
agricola. As plantas absorvem S como sulfato do solo. No entanto, os ambientes do
solo contém sulfato apenas 1-5% do enxofre biodisponivel total (Jirakkakul et al.,
2023).

O operon rsb esta relacionado ao fator de transcricdo oB. A atividade oB é
regulada pés-traducdo por uma rede multicomponente composta por dois mdédulos
acoplados de troca, rsbX-rsbS-rsbT e rsbU-rsbV-rsbW, cada um contendo uma serina
fosfatase (X ou U), uma proteina antagonista (S ou V) e uma troca de proteina/serina
quinase (T ou W) (Akbar et al., 1997). O médulo upstream (XST) é necessario para
transmitir sinais de estresse ambiental. Em contraste, o médulo a jusante (UVW) é
necessario para transmitir sinais de estresse energético, bem como 0s sinais
ambientais transmitidos a ele pelo médulo a montante. O gene rsbR compartilha uma
similaridade de sequéncia significativa com as proteinas antagonistas de rsbS e rshV,

cujos estados de fosforilagdo controlam as principais interagbes proteina-proteina
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dentro de seus respectivos modulos (Akbar et al., 1997). O gene rsbR esta associado
ao rsbS no modulo de deteccdo ambiental a montante. O gene rsbR € um regulador
positivo que modula a atividade oB em resposta ao estresse salino e térmico e
também influencia a funcdo antagonista do rsbS pela interacdo direta proteina-
proteina, e esta interacdo com rsbS é provavelmente controlada pelo estado de
fosforilacdo do rsbR (Akbar et al., 1997).

2.6.1. Biossintese de fito-hormonios

Os fito-hormonios séo reguladores do crescimento e podem ser produzidos
pelas plantas, por algas e alguns microrganismos (Ankati; Podile, 2018). Os principais
horménios vegetais conhecidos séo citocinina (CK), giberelina (GA), acido abscisico
(ABA), acido indol-3-acético (AlA), etileno e acido jasmonico, cujas fungdes variam
desde a regulacéo da germinacédo, do metabolismo e do crescimento das plantas até
a comunicacdo intercelular e diferenciacdo celular e tecidual, sendo também
importantes na tolerancia a estresses abiéticos (Opik; Rolfe, 2005; Kim et al., 2021).

Os fito-horménios CK e GA estdo envolvidos na promocdo de divisdo e
aumento celular e expanséo tecidual na planta, além de estarem associados a
diminuicdo do impacto de estresses ambientais sobre as plantas (Cohen et al., 2009),
por meio da diferenciagdo do meristema da raiz, indugédo da proliferagdo de pelos
radiculares, inibicdo da formacédo de raizes laterais e elongacéo das raizes primarias
(Santner; Estelle, 2009). A biossintese do ABA é induzida pela desidrata¢éo celular,
controlando o fechamento estomatico, a germinacao de sementes, o florescimento e
as vias de transducdo de sinal relacionadas ao estresse hidrico (Yamaguchi-
Shinozaki; Shinozaki, 1994). Sob condi¢cdes de estresse hidrico, 0 ABA modifica a
arquitetura da raiz aumentando a aquisicdo de agua e nutrientes (Sah et al., 2016;
Egamberdieva et al., 2017). Este fito-horm6nio também sustenta a condutividade
hidraulica das raizes e da parte aérea das plantas para melhor explorar a umidade do
solo e manter o potencial de turgescéncia celular. Consequentemente, leva a uma
melhor tolerdncia & seca por meio de regulacdo das atividades antioxidantes e do
acumulo de osmolitos compativeis, que aumentam ainda mais o conteudo relativo de
agua (Gomes, et al., 2022).

O efeito do &cido jasmonico exdgeno na tolerancia a seca também tem sido

demonstrado em diversas culturas, incluindo milho (Zea mays) e milheto (Pennisetum
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glaucum) (Kim et al., 2021). Plantulas destas espécies tratadas com acido jasmonico
mostraram maior tolerancia ao estresse hidrico ao acumular osmoprotetores, como a
prolina, e aumentaram a expressdo de genes associados a remocdo de espécies
reativas de oxigénios (Abdelgawad et al., 2014; Awan et al., 2021).

Por exemplo, a producdo de ABA e de GA por Azospirillum lipoferum foi capaz
de aliviar o estresse hidrico em plantas de milho (Cohen et al., 2009). Nesse estudo,
0s autores avaliaram os efeitos da inoculacdo de plantas de milho com A. lipoferum
tratadas com fluridona e prohexadiona-Ca, respectivamente, os inibidores de ABA e
GA. As plantas foram submetidas ao estresse hidrico ou foram hidratadas
normalmente. Foi observado que fluridona reduziu o crescimento das plantas
hidratadas de uma maneira similar a seca. Porém, a inoculacdo com Azospirillum
reverteu completamente este efeito, que foi correlacionado com os niveis de ABA. Os
resultados do tratamento com prohexadiona-Ca também indicaram que GAs
produzidas pelas bactérias sdo importantes na reducao do estresse hidrico. Assim,
concluiu-se que ABA e GAs contribuiram para a reducéo do estresse hidrico apés a
inoculacdo com A. lipoferum.

Reducbes na taxa de perda de agua entre 4% e 10% foram observadas nos
tecidos da folha da videira quando inoculadas com Bacillus licheniformis e
Pseudomonas fluorescens, respectivamente (Salomon et al., 2014). Paenibacillus
polymyxa e Rhizobium tropici podem modificar a condutancia estomatica e ajudar a
manter a homeostase hormonal, enquanto o Azospirillum mantém o turgor celular
ajustando a pressao osmotica em plantas de trigo inoculadas (Creus et al., 2004).

A via de biossintese de AIA é bastante complexa e ainda ndo esta totalmente
elucidada (Zhao et al., 2010; Shao et al., 2015), mas sabe-se que rizobactérias
comumente sintetizam AIA a partir de triptofano, que é encontrado em diferentes
concentracfes nos exsudatos radiculares, variando de acordo com o gendétipo da
planta (Woodward; Bartel, 2005).

O AIA é a auxina mais importante e esta envolvido em inUmeros processos
fisiologicos da planta, como a sinalizacao célula-célula, regulacédo do desenvolvimento
vegetal, inducéo do sistema de defesa, inducéo de formacédo de raizes adventicias e
laterais, respostas a estimulos, fotossintese e a biossintese de metabdlitos, além de
mediar também a tolerancia a condicbes de estresse (Woodward; Bartel, 2005;
Spaepen et al., 2007; Barnawal et al., 2019). A producao de AIA também pode levar
a uma maior proliferacdo de raizes laterais e aumento da formacdo de pelos

radiculares, resultando em maior superficie total da raiz e a maior absorcdo de
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nutrientes e agua pela planta. Entretanto, a producdo de AIA pela bactéria ndo deve
ser demasiadamente elevada, pois pode atuar de maneira inversa e prejudicar o
crescimento da planta (Malik; Sindhu, 2011). Os genes relacionados a producédo de
fito-hormbnios s&o: acdS, mao, ipdC, amiE, e o operon tre (Costacurta &
Vanderleyden, 1995; Peng et al., 2019; Pan et al., 2020).

O gene acdS codifica a enzima acido cinamato 4-hidroxilase, que é necessaria
para a conversao do acido cinamato em acido indol-3-acético (IAA), um precursor da
auxina. O gene mao codifica a enzima 3-metoxi-lIAA oxidase, que é necessaria para a
degradacédo do AIA (Costacurta & Vanderleyden, 1995; Peng et al., 2019; Pan et al.,
2020). O gene ipdC codifica a enzima indole-3-acetaldeido descarboxilase, que é
necessaria para a conversdo do AlA em acido indol-3-butirico (IBA), outro precursor
da auxina. O gene amiE codifica a enzima triptofano-2-monooxigenase, que é
necessaria para a conversao do triptofano em &cido indol-3-acético (AlIA). O operon
tre codifica uma sequéncia de genes que sdo necessarios para a resposta das plantas
ao AlA. O gene treA codifica uma proteina que é necessaria para a transducédo do
sinal da auxina. O gene treB codifica uma proteina que € necesséaria para a
degradacdo do AIA. O gene treC codifica uma proteina que € necessaria para a
resposta das plantas ao AIA (Costacurta & Vanderleyden, 1995; Peng et al., 2019;
Pan et al., 2020).

Experimentos de casa de vegetacdo com uma estirpe de A. brasilense
selvagem e uma mutante, deficiente na producao de AIA, mostraram que a inoculacéo
com a estirpe com producdo normal de AlA resultou em um aumento da massa seca
da parte aérea e das raizes de plantas de trigo, nUmero de espigas e melhor eficiéncia
na absorcao de nitrogénio, levando a conclusdo de que a producdo de auxina é o
principal efeito desse microrganismo na promocdo de crescimento de plantas
(Spaepen et al., 2007). Além de Azospirillum, rizobactérias do género Pseudomonas,
Bacillus, Burkholderia e Micrococcus também sdo capazes de produzir AlA e CK, e
contribuiram para o crescimento de milho apds a sua colonizacéo (Pal et al., 2001,
Naveed et al., 2014; Raza, Faisal, 2013).

Resultados do grupo de pesquisa da Embrapa Milho e Sorgo com plantas de
milho inoculadas individualmente com as estirpes de Bacillus B32, B116, B119 e
B2084, em condi¢cdes hidropdnicas, mostraram que a inoculacdo com todas as
estirpes aumentou 0 peso seco da raiz e da parte aérea das plantulas. As plantas
inoculadas com as estirpes B2084, B119 e B32 obtiveram a melhor performance,

apresentando maior contetudo de nutrientes na parte aérea e maior superficie de raiz.
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Foi observado que todas as estirpes produziram AlA, o que resultou em efeito positivo
no crescimento das plantas, além de estimulo no crescimento da raiz (Sousa et al.,
2021). Velloso et al. (2020) sequenciaram o genoma das estirpes B116 e B119 e
observaram que elas possuem diferentes vias de producdo de AIA em seus genomas.
Enquanto os genes da estirpe B116 sédo da via de triptamina, indol-3-acetamida e
acido indol-3-piravico, a cepa B119 possui genes relacionados a via de oxidase do
triptofano. Além disso, a inoculacdo destas estirpes permitiu uma menor perda da
biomassa de milho sob estresse osmatico induzido por polietilenoglicol (PEG) em

condicOes de hidroponia (Gomes, et al., 2022).

2.6.2. Metabolismo de compostos organicos volateis

Os compostos organicos volateis (COVs) produzidos por bactérias sao
produtos finais de processos de fermentacdo anaerobica e degradacao extracelular
de moléculas organicas complexas (Choudhary et al., 2017). Diferentes espécies de
BPCPs séo capazes de produzir COVs, que atuam em varios processos nas plantas,
incluindo tolerancia ao déficit hidrico (Timmusk et al., 2014; Poudel et al., 2021). Por
exemplo, o tratamento de plantulas de trigo com B. thuringiensis resultou em maior
biomassa vegetal e sobrevivéncia da planta sob seca severa por causa das emissoes
de compostos volateis relacionados ao estresse (Timmusk et al., 2014). Plantas de
Arabidopsis inoculadas com B. amyloliquefaciens e B. subtilis produziram diferentes
COVs que aumentaram o crescimento das plantas e modularam a expressédo de
genes envolvidos na manutencdo da estrutura da parede celular e influenciaram
inUmeras vias de sinalizacao de fito-hormonios que incluem etileno, acido jasmdnico
e acido salicilico (Asari et al., 2016).

A aplicacdo de COVs produzidos por Pseudomonas chlororaphis em
Arabidopsis também estimulou a sobrevivéncia das plantas sob estresse hidrico,
influenciando o fechamento de estdbmatos, bem como induzindo vias de sinalizacao
(Cho et al., 2013). COVs produzidos por P. pseudoalcaligenes promoveram tolerancia
ao estresse hidrico em milho, reduzindo o vazamento de eletrélitos e o teor de
malondialdeido, um marcador amplamente utilizado de leséo lipidica oxidativa, além
de aumentar a sintese de pigmentos fotossintéticos, prolina e fito-horménios (Yasmin,
et al., 2021).

Alguns COVs bacterianos também estédo envolvidos na formacéo de biofilme,

gue contém exopolissacarideos como constituintes principais, capazes de manter o
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teor de umidade do solo e aumentar a tolerancia das plantas ao déficit hidrico
(Naseem; Bano, 2014). Os principais genes relacionados a producédo de compostos
organicos e inorganicos voléateis séo: ilvH, ilvB, alsD, bdh, acuA, acuC, acoA e acoB
(Grundy et al., 1993; Huang et al., 1999; Chen et al., 2007; Khan et al., 2017; Suarez
et al., 2019).

O gene ilvH codifica uma enzima chamada 2-oxoglutarato descarboxilase, que
€ necessaria para a biossintese de &cido isovalérico. O gene ilvB codifica uma enzima
chamada acetolactato sintase, que é necessaria para a biossintese de acetolactato.
O acetolactato € um intermediario na biossintese de uma variedade de COVs,
incluindo acido isovalérico, acido 2-metilbutandico e acido 3-metilbutandico (Suarez et
al., 2019). O gene alsD codifica uma enzima chamada acetolactato descarboxilase,
que converte o acetolactato em &cido 2-metilbutandico. O &cido 2-metilbutandico é um
COV que pode produzir efeitos antimicrobianos, inibindo o crescimento de patégenos
de plantas (Chen et al., 2007).

O gene bdh codifica uma enzima chamada butanoil-CoA sintase, que é
necessaria para a biossintese de butanoil-CoA. O butanoil-CoA é um intermediario na
biossintese de acido 3-metilbutandico (Khan et al., 2017). Os genes acuA e acuC
codificam uma enzima chamada &cido 3-metilbutandico sintase, que converte o
butanoil-CoA em &cido 3-metilbutandico. O acido 3-metilbutandico € um COV que
pode ativar genes nas plantas que regulam o crescimento e desenvolvimento (Grundy
et al.,, 1993). Os genes acoA e acoB e codificam enzimas necessarias para a
biossintese de acido 2-hidroxi-3-metilbutirico (HMB). O HMB é um composto organico
volétil que pode produzir efeitos antimicrobianos, inibindo o crescimento de patégenos
de plantas (Huang et al., 1999).

2.6.3. Biossintese de aminociclopropano-1-carboxilato desaminase

O etileno (C,H,) € um hormbnio vegetal que promove o amadurecimento dos
frutos juntamente com varias outras respostas fisiologicas no ciclo de vida das plantas.
E um horménio gasoso sintetizado a partir da metionina pela maioria dos tecidos da
planta, e atua quando a planta é submetida a estresses bidticos ou abibticos,
controlando as respostas das plantas, como a iniciacdo do crescimento da raiz, a
senescéncia das folhas, nodulacdo da raiz, elongacéo celular, amadurecimento dos

frutos e transporte de auxina (Sun et al., 2012).
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Sob condicfes de estresse, este fito-hormonio pode ser produzido em excesso,
resultando em uma cascata de efeitos prejudiciais que retardam o crescimento das
plantas, por exemplo, impedindo a germinagao da semente e o desenvolvimento da
raiz.

Como precursor do etileno, o 1-aminociclopropanol-carboxilato (ACC) é
encontrado em quantidades excessivas em plantas sob condi¢cdes de déficit hidrico.
Entre os mecanismos das BPCPs que conferem tolerancia a seca, o mais estudado é
a producdo da enzima ACC desaminase (Danish; Zafar-ul-Hye, 2019; Danish et al.,
2020), que cliva o ACC, precursor de etileno da planta, em amoénia e a-cetobutirato.
Assim, a ACC desaminase reduz a formacéo de etileno endégeno e promove o
crescimento das plantas (Chandra et al., 2019).

A inoculacdo de milho com Enterobacter cloacae utilizando carvéo vegetal
como veiculo foi considerada eficaz no aumento da produtividade das plantas sob
estresse hidrico em razdo do maior potencial de sintese de ACC desaminase, maior
solubilizag&o de nutrientes e maior producéo de AIA (Danish et al., 2020). Da mesma
forma, inoculagbes com B. amyloliquefaciens e Agrobacterium fabrum promoveram
consideravelmente maiores producdes em trigo quando as plantas foram submetidas
a seca, sejam inoculadas individualmente ou em conjunto. Essas bactérias produzem
ACC desaminase que cataboliza o etileno produzido em resposta ao estresse hidrico
(Danish; Zafar-ul[Hye et al., 2019). Estirpes dos géneros Agrobacterium,
Achromobacter, Azospirillum, Burkholderia, Enterobacter, Pseudomonas, Rhizobium
e Ralstonia demonstraram producdo de ACC desaminase sob estresse hidrico
(Bresson et al., 2014). A bactéria Variovorax paradoxus pode reduzir os niveis de
etileno nas folhas das plantas e diminuir a sintese de etileno em Arabidopsis thaliana
tipo selvagem, uma planta com superproducao de etileno.

Plantas de milheto cultivadas em solos aridos estdo naturalmente associadas
a uma variedade de rizobactérias que exibem alta tolerancia ao estresse hidrico e
exibem caracteristicas promotoras de crescimento de plantas (Niu et al., 2018). Niu et
al. (2018) observaram que as bactérias produtoras de ACC desaminase e EPS
associadas ao milheto podem aliviar o estresse hidrico nas plantas, conforme indicado
pela melhora na germinagdo das sementes e no crescimento das plantulas. A
producdo de EPS por bactérias produtoras de ACC desaminase parece melhorar sua
eficiéncia como BPCP em ambientes secos, possivelmente melhorando a estrutura
do solo e a colonizacdo. Esses resultados também sugerem que multiplas

caracteristicas de promocdo do crescimento de plantas (PCP) devem ser
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consideradas para identificar inoculantes de BPCP mais eficientes para uso futuro na

agricultura (Gomes, et al., 2022).

2.6.4. Metabolismo antioxidante

O déficit hidrico também pode aumentar a geracdo de espécies reativas de
oxigénio (EROSs), incluindo anion superoxido (0,7), peroxido de hidrogénio (H,0,),
hidroxila (OH), oxigénio (0,) e radicais alcoxi (RO™). As EROs reagem com proteinas,
lipidios e &cido desoxirribonucleico, causando danos oxidativos e prejudicando as
funcBes normais das células vegetais (Vurukonda et al., 2016). Durante a evolucdo,
as plantas e os microrganismos desenvolveram um complexo sistema antioxidante
enzimatico e ndo enzimatico, capaz de mitigar os efeitos do estresse oxidativo, como
antioxidantes de baixa massa molecular (glutationa redutase - GR, ascorbato,
carotenoides) e enzimas de eliminacdo de espécies reativas de oxigénio (superoxido
dismutase (SOD), peroxidase (POD), catalase (CAT), ascorbato peroxidase (APX)
(Apel; Hirt, 2004). Antioxidantes ndo enzimaticos cooperam para manter a integridade
das membranas fotossintéticas sob estresse oxidativo, enquanto os componentes
enzimaticos podem eliminar as EROs ou podem atuar produzindo um antioxidante nao
enzimatico. A presenga de microrganismos do solo pode induzir tolerancia a seca pela
modulacado do sistema antioxidante (Gomes et al., 2022).

Plantas de milho inoculadas com cinco estirpes de Pseudomonas tolerantes a
seca, submetidas ao estresse hidrico, apresentaram atividade significativamente
maior de enzimas antioxidantes em comparacdo com plantas néo inoculadas
(Sandhya et al., 2010). Por sua vez, plantas de milho inoculadas com espécies de
Bacillus foram protegidas contra os efeitos do estresse osmaotico, aumentando a
atividade das enzimas antioxidantes ascorbato peroxidase e glutationa peroxidase
(Vardharajula et al., 2011).

A inoculacdo com diferentes espécies de Bacillus resultou em aumentos
significativos nos niveis de enzimas que degradam EROS, como CAT, APX e SOD
em plantas de batata, com maior atividade de CAT do que em plantas ndo inoculadas
(Gururani et al., 2013). Essa correlacéo positiva entre os niveis aumentados de CAT
nas plantas e a tolerancia a seca também foi observada em outras espécies de plantas
(Sandhya et al., 2010).
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2.6.5. Biossintese de osmolitos compativeis

As plantas aumentam a producédo de moléculas/ions osmoticamente ativos tais
como acucares soluveis, prolina, glicina, trealose, colina, betaina, 4cidos orgéanicos,
ions cloreto, calcio e potassio, como uma resposta a aclimatizacdo a condicdes de
déficit hidrico (Huang et al., 2014). A producdo de osmolitos por microrganismos da
rizosfera ou endofiticos € importante para sua propria sobrevivéncia, garantindo os
meios de promocao do crescimento das plantas em condi¢cdes de estresse hidrico
(Ashraf et al., 2011; Marijuan; Bosch, 2013; Ngumbi; Kloepper, 2016). Varios estudos
também tém relatado o papel da glicina e betaina com osmoprotetores responsaveis
por mediar véarias respostas de plantas ao estresse térmico, incluindo crescimento,
modificacdes de proteinas, fotossintese, expressao génica e defesa oxidativa (Zulfigar
et al., 2022). A prolina é outro osmolito importante que se acumula nas plantas sob
estresse hidrico, resultando em ajuste osmoético, eliminacdo de radicais livres e
estabilizacdo de estruturas subcelulares em células vegetais, ajudando a superar 0s
efeitos de estresse hidrico (Ngumbi; Kloepper, 2016). A prolina promove o
crescimento das plantas preservando as membranas celulares, proteinas e outras
estruturas subcelulares, reduzindo o numero de radicais livres e tamponando o
potencial redox celular.

Assim como as plantas, algumas bactérias da regido da raiz liberam prolina, o
gue auxilia a sua sobrevivéncia no meio. A inoculagéo de plantas de pepino com uma
mistura de trés cepas de BPCP resultou em um aumento de trés a quatro vezes do
conteldo de prolina na folha, protegendo as plantas de desidratacédo excessiva (Wang
et al., 2012). Similarmente, 0 aumento da tolerancia a seca das plantas foi observado
em plantas de tomate tratadas com cepas de B. polymyxa, solubilizadores de fosfato,
por causa de um aumento na secrecao de prolina (Shintu; Jayaram, 2015).

A tolerancia a seca em razao do conteudo elevado de prolina também tem sido
relatada em varias outras culturas. Bano et al. (2013) mostraram que plantulas de
milho inoculadas com A. lipoferum aumentaram o teor de acUcar sollvel e
aminoacidos livres, indicando hidrolise do amido, subsequentemente fornecendo
acucar para ajuste osmatico contra a seca.

Sarkar et al. (2018) observaram um aumento de osmolitos como a prolina e
betaina em duas cultivares de trigo (Triticum aestivum L.) inoculadas com Bacillus
safensis e Ochrobactrum pseudogrignonense, cultivadas em vasos em camara de

crescimento, em ambiente com elevada temperatura (40 °C por 12 horas). Verificou-
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se que a inoculacdo com as BPCP resultou em reducdo do estresse térmico das
plantas, o que foi associado com menor quantidade de danos a membrana celular,
além da manutencgéo da estrutura dos cloroplastos, aumento do contetdo de clorofila
e da expressao de enzimas redox e acumulo de osmoalitos, promovendo aumento da
tolerancia das plantas ao estresse térmico (Gomes, et al., 2022).

Outro importante osmoprotetor € a trealose que é um dissacarideo néo redutor
presente em plantas, animais, fungos, leveduras, arqueias e bactérias (Chandra et al.,
2011, 2021), podendo desempenhar papéis importantes e diferentes nas células, tais
como molécula de sinalizacdo, carboidrato de reserva e protetor contra varios
estresses, incluindo dessecacdo, alta temperatura, seca, frio e estresse salino
(Fernandez et al., 2010; Reina-Bueno et al., 2012). Pode ainda conferir estabilidade a
enzimas e proteinas produzidas sob condi¢cbes de seca, protegendo a integridade da
membrana celular pela expressdo do gene da trealose-6-fosfato sintase (Vilchez et
al., 2016). Curiosamente, o conteudo de trealose tem sido fortemente associado a
capacidade de alguns microrganismos de sobreviver em ambientes hostis, sendo
produzido por algumas bactérias em condigbes muito secas, funcionando como um
osmoprotetor, estabilizando enzimas e membranas desidratadas (Cheng et al., 2007,
Suarez et al., 2008; Yang et al., 2009). Orozco-Mosqueda et al. (2019) mostraram,
usando diferentes mutantes, que o acumulo de trealose produzida por Pseudomonas
sp. UW4 protege plantas de tomate (Lycopersicon esculentum cv. Saladette) contra
estresse hidrico e salino. Garg et al. (2002) desenvolveram com sucesso uma planta
de arroz transgénica capaz de tolerar diferentes estresses abidticos pela
superexpressao da fusdo de dois genes da trealose, OtsA e OtsB. As plantas
transgénicas superaram as plantas nao transgénicas em relacdo ao crescimento,
balanco mineral e danos foto-oxidativos sob condi¢cdes simuladas de seca, frio e
estresse salino. As linhagens transgénicas também acumularam 3 a 10 vezes mais
trealose do que suas contrapartes ndo transgénicas. Pode-se concluir que a
manipulacdo de genes biossintéticos da trealose de arroz aumentou a producao de
trealose dependente de estresse, portanto, aumentou a tolerancia das plantas a

estresses abidticos (Gomes, et al., 2022).
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2.6.6. Biossintese de exopolissacarideos (EPS)

Os exopolissacarideos (EPS), componentes dos biofilmes bacterianos, séo
polimeros de carboidratos e proteinas secretados por uma ampla variedade de BPCPs
(Nouha et al., 2016; Parada-Pinilla et al., 2021). Alguns microrganismos possuem a
habilidade de sintetizar e secretar diferentes EPS, como goma xantana e acido
hiarulénico, que tém sido amplamente utilizados na industria de alimentos, medicina
e cosméticos (Becker et al., 1998; Liu et al., 2011).

Em plantas, os EPS podem permanecer associados a parede celular, formando
um biofilme hidrofilico ao redor das raizes das plantas, ou podem ser liberados nas
células circundantes como biofilme extracelular, funcionando como uma camada
adicional, hidratando a raiz e protegendo as plantas da dessecacédo e alta
temperatura, assim como melhorando a agregacao e a estrutura do solo. A presenca
de substancias humicas e acidos nucléicos, como parte do EPS, também foi relatada
em alguns estudos (Nguyen et al., 2016; Nouha et al., 2016).

Os EPS microbianos podem se ligar as particulas do solo formando micro e
macroagregados, juntamente com as hifas de fungos, o que aumenta a estabilidade
dos solos (Grover et al., 2011). EPS liberados no solo agem como camadas protetoras
dos agregados do solo por causa da formacdo de pontes de cétions, ligacdes de
hidrogénio, forgas de Van de Walls e mecanismos de adsor¢do de anions (Gomes et
al., 2022).

As BPCPs produtoras de EPS podem aumentar significativamente o volume de
poros e a agregacao do solo da rizosfera, o que resulta em aumento da taxa de
infiltracdo da agua e reducéo da salinidade e aumento da condutividade hidraulica.
Como consequéncia, ocorre 0 aumento na disponibilidade de agua e nutrientes para
as plantas, possibilitando maior tolerancia ao estresse hidrico em razao da melhoria
das condic¢des do solo (Sandhya et al., 2010; Upadhyay et al., 2011). Solos sob déficit
hidrico e elevada salinidade podem gerar excesso de radicais livres, que danificam
lipidios, proteinas e DNA e, portanto, alteram a fisiologia das plantas (Ahmed et al.,
2015). Os EPS das BPCPs ligam-se a cations, incluindo Na*, de modo que um
aumento na densidade populacional de bactérias produtoras de EPS na zona radicular
possa diminuir a concentracdo de Na‘t para as plantas e aliviar o estresse salino
(Nunkaew et al., 2015) e hidrico (Farooq et al., 2012). Além disso, os EPS tém papel

vital em uma variedade de processos, tais como formacéo de biofilme, protecédo de
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células bacterianas da dessecacdo ou outras condicbes de estresse, privacdo de
nutrientes, manutencdo de funcdes celulares e atividade antibacteriana, na
biorremediacéo, além de auxiliar na fixacdo de nitrogénio ao evitar a alta concentracédo
de oxigénio, promovendo ambiente propicio para atuacdo do complexo enzimatico da
nitrogenase (Jha; Saraf, 2015).

Cepas de bactérias isoladas de milheto (Setaria italica L.) e identificadas como
Pseudomonas fluorescens, Enterobacter hormaechei e P. migulae foram capazes de
produzir EPS e apresentaram tolerancia a seca. A inoculacéo dessas cepas estimulou
a germinacao das sementes e o crescimento das plantulas de milheto sob estresse
hidrico (Gomes et al., 2022). A cepa DR7 de P. fluorescens apresentou elevada
producdo de ACC desaminase e EPS, colonizando com eficiéncia o solo aderido a
raiz, aumentando a umidade do solo e melhorando a relacdo solo aderente a
raiz/tecido radicular. Esses resultados sugerem que estas cepas tolerantes a seca
podem aumentar o crescimento da planta de milheto sob condicbes de estresse
hidrico e servir como bioinoculantes eficazes para sustentar a producao agricola em
regides aridas (Niu et al., 2018). Em outro estudo, o tratamento de sementes de feijao
com a estirpe B. amyloliguefaciens, conhecida por produzir biofiime e elevada
guantidade de EPS, levou a protecdo contra estresse hidrico (Martins et al., 2018).
Sementes de milho tratadas com cepas bacterianas produtoras de EPS promoveram
aumento do teor de umidade do solo, da biomassa vegetal, do comprimento de raiz,
da parte aérea e da area foliar (Naseem; Bano, 2014). Yadav et al. (2018), depois de
inocularem plantas de quiabo com rizébio, observaram mitigacdo de seca por causa
da melhoria da agregacao do solo na rizosfera, por meio de producao de EPS. Os
principais genes relacionados a producao de EPS sao: wecB, cysE, tagA, rpoN, crr e
0 operon eps (Campbell et al., 2000; Lazarevic et al., 2002; ; Ulrike et al., 2004; Potvin,
et al., 2008; Li et al., 2019).

O operon eps é responsavel por varias etapas da biossintese de EPS, incluindo
sintese, ligacdo e modificacao de agucares (Li et al., 2019). O gene wecB codifica uma
enzima chamada UDP-glucosil-transferase, que € necessaria para a biossintese de
EPS (Campbell et al., 2000). O gene cysE codifica uma enzima chamada 3-desoxi-d-
manno-octulosona-6-fosfato transferase, que é necessaria para a biossintese de EPS.
O EPS produzido por bactérias e rizobactérias pode conter diferentes acucares,
incluindo manose. A enzima codificada pelo gene cysE é responsavel pela adicéo de
manose ao EPS (Li et al., 2019). O gene tagA codifica uma enzima chamada UDP-N-

acetilglucosamina-2-epimerase, que € necessaria para a biossintese de EPS. O EPS
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produzido por bactérias e rizobactérias pode conter diferentes acucares, incluindo N-
acetilglucosamina. A enzima codificada pelo gene tagA é responsavel pela
epimerizagdao da N-acetilglucosamina (Lazarevic et al., 2002). Os genes rpoN e crr
codificam proteinas reguladoras necesséria para a biossintese de EPS (Ulrike et al.,
2004; Potvin, et al., 2008).

2.6.7. Formacgéo de biofilme

Os biofilmes séo constituidos por uma ou mais camadas de diferentes
populacdes microbianas, formando uma matriz, e podem ser encontrados em quase
todos os ambientes umidos, onde o fluxo de nutrientes esta disponivel e a fixacao a
uma superficie € possivel (Singh et al., 2006; Flemming; Wingender, 2010). Os trés
componentes principais da matriz do biofilme foram identificados como EPS, DNA e
proteinas, que podem ser liberados em diferentes proporcdes, dependendo das
espécies bacterianas que a produzem (Flemming; Wingender, 2010).

A maioria dos microrganismos associa-se a superficies através de biofilme,
sendo a capacidade de formar comunidades multicelulares um comportamento
adaptativo generalizado de bactérias, ja que os biofilmes sédo relatados como
protetores da comunidade microbiana contra estresses ambientais (Singh et al., 2006;
Flemming; Wingender, 2010), podendo também facilitar interacdes simbioticas e
patogénicas com outros organismos. Estirpes de Pseudomonas putida colonizam
superficies radiculares e produzem estruturas semelhantes a biofilmes que protegem
contra o estresse hidrico (Vurukonda et al., 2016). Do mesmo modo, verificou-se que
membros do grupo Bacillus também podem formar biofilme nas raizes, protegendo-as
contra patégenos, além de promover o crescimento das plantas (Gou et al., 2015) e
diminuir os danos causados por estresses salino e hidrico (Kasim et al., 2016; Wang
et al., 2019; Velloso et al., 2021).

2.6.8. Biossintese de sider6foros

Sideréforos sdo moléculas de baixo peso molecular, produzidas no
metabolismo secundario celular e que apresentam potencial para quelar ions de ferro
(Fe) presentes no ambiente e transporta-los através da membrana celular (Arora;
Verma, 2017). Além do Fe, os sider6foros podem se ligar a outros metais como

aluminio (Al), cadmio (Cd) e cobre (Cu) (Rajkumar et al., 2010), sendo a transferéncia
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do complexo de ferro-sideréforo para o citosol mais frequente que outros metais (Ztoch
et al., 2016). Os sideroforos sdo produzidos por diferentes bactérias e fungos e séao
classificados em trés classes principais: carboxilato, hidroxamato e catecolato, com
base nas suas respectivas caracteristicas estruturais, grupos funcionais e tipos de
ligacdes (Arora; Verma, 2017).

Diversos fungos e bactérias presentes no ambiente, como BPCP, sdao
reportados como produtores de sideroforos (Arora; Verma, 2017; Ribeiro et al., 2018),
que, ao disponibilizarem o ferro para planta, podem privar este nutriente para
microrganismos patogénicos (mecanismo indireto de promocéao de crescimento) (Sah
et al., 2016). Algumas bactérias melhoram o crescimento das plantas durante o
estresse hidrico aumentando os niveis de Fe?*(Zawadzka et al., 2009), cujo acimulo
em plantas como a mandioca foi acompanhado por um aumento na taxa fotossintética
e na biomassa, e também pode estar associado a maiores niveis de clorofila (Freitas
et al., 2015). Além disso, EPS e sider6foros produzidos por Bacillus durante a
escassez de agua podem impedir 0 movimento de ions tdxicos e ajustar o equilibrio

ibnico e o transporte de agua nos tecidos das plantas (Zhao, 2010).

2.6.9. Solubilizagéo de fosfato

O fosforo (P) € o segundo nutriente essencial que mais limita o crescimento
vegetal. Ele desempenha um papel importante em praticamente todos 0s processos
metabdlicos da planta, incluindo a fotossintese e a respiracdo. Apesar de estar
disponivel no solo nas formas organica e inorganica, o P € encontrado
predominantemente (95-99%) em formas imobilizadas e precipitadas, enquanto as
plantas absorvem apenas duas formas sollveis, o ion monobésico (H,P0,”) e
dibasico (HP0,2~) (Bhattacharyya e Jha, 2012; Nazir et al., 2018).

Quando as plantas estdo sob deficiéncia de P, elas apresentam um conjunto
de mecanismos que visam aumentar a absorcdo de P e redistribui-lo entre os
diferentes 6rgéos, tecidos, células e organelas que mais necessitam para otimizar seu
uso (Hernandez et al., 2015). Classicamente, 0 estudo das respostas das plantas a
deficiéncia de P tem se concentrado principalmente nas raizes, estudando como as
plantas modificam a disponibilidade de P no substrato secretando e acumulando
fosfatases acidas, nucleases ou acidos organicos, entre outros; em como as plantas

aumentam os esforcos de mineracdo de P modificando a arquitetura radicular e a
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micorrizacdo; e em como as plantas otimizam a absor¢cdo e o transporte de P
ajustando a atividade de transportadores, durante a deficiéncia de P (Ha e Tran, 2014).

As raizes sdo o centro da deteccao, sinalizacao e resposta da deficiéncia de P.
Alguns dos sintomas mais bem descritos dessa condi¢cao séo a diminuicao da relacéo
parte aérea/raiz, 0 aumento do crescimento das raizes laterais em detrimento da raiz
primaria e o estabelecimento de micorrizas (Niu et al., 2013). No entanto, além das
raizes, os tecidos fotossintéticos também apresentam sintomas importantes de
deficiéncia de P, incluindo um crescimento global reduzido, um acumulo de
antocianinas e perda de clorofila, os dois ultimos ocorrendo preferencialmente em
tecidos e 6rgaos mais velhos (Marschner, 2012). Baixos niveis de P e mecanismos de
redistribuicdo levam a um desequilibrio entre a capacidade das plantas de processar
a energia luminosa e o rendimento luminoso, 0 que, por sua vez, pode causar estresse
foto-oxidativo (Hernandez et al., 2015).

Para suprir a deficiéncia de P nos solos, ocorrem aplicacdes frequentes de
fertilizantes fosfatados sintéticos nos campos agricolas, porém as plantas absorvem
baixas quantidades destes compostos e 0s demais sao rapidamente convertidos em
complexos insoltuveis (Bruto et al., 2014). Neste contexto, as BPCP associadas a
atividade de solubilizacdo de fosfato sdo capazes de fornecer o P a partir de fontes
insolaveis ou parcialmente sollveis por meio de diferentes mecanismos (Khan et al.,
2007), tais como a liberacdo de compostos de dissolu¢do mineral, como prétons, ions
de hidroxila, sideroforos, CO2 e acidos organicos, como o acido glucénico, o qual
requer glicose desidrogenase e seu cofator pirroloquinolina para ser expresso; além
da liberacédo de enzimas extracelulares, como as fosfatases, para a mineralizacao do

fosfato na forma organica (Glick, 2012; Khan et al., 2017).

2.6.10. Fixacédo de nitrogénio

O nitrogénio (N) é um dos principais fatores limitantes para o crescimento e
produtividade das plantas. Cerca de 78% do N esta na atmosfera em forma de N, e
indisponivel para ser assimilado diretamente pelas plantas, sendo necessaria sua
conversdo em amoédnia. No entanto, as plantas ndo sdo capazes de reduzi-lo
diretamente e bactérias fixadoras de nitrogénio, denominadas diazotréficas, utilizando
um sistema enzimatico complexo realizam essa conversdo (Mus et al., 2016). As
bactérias diazotréficas fornecem Nz as plantas por mecanismos simbioticos ou néo-

simbidticos (Dai et al., 2014; Remigi et al., 2016). Para fixacdo biologica de nitrogénio
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€ necessaria a expressao coordenada de varios genes do operon nif para a sintese
da nitrogenase (Dai et al.,, 2014; Remigi et al., 2016; Xie et al., 2016), como 0s
envolvidos na ativagdo da Fe-proteina, na biossintese de cofator de ferro-molibdénio,
na doacédo de elétrons, além dos genes ligados diretamente a sintese e atividade da
nitrogenase (Glick, 2012; Bruto et al., 2014).

2.6.11. Desenvolvimento daraiz

As BPCPs podem influenciar o crescimento e a arquitetura radicular, permitindo
que as plantas tolerem o estresse hidrico (Ngumbi; Kloepper, 2016). As mudancas
mediadas por bactérias na elasticidade das membranas das células radiculares séo
um dos primeiros passos para aumentar a tolerancia ao déficit hidrico (Dimkpa et al.,
2009). As BPCPs melhoram a estabilidade das membranas celulares das plantas,
ativando o sistema de defesa antioxidante, aumentando a tolerancia a seca nas
plantas (Gusain et al., 2015). Rizobactérias influenciam o crescimento e a
diferenciacdo das células radiculares e aumentam a densidade de pelos na raiz,
aumentando o numero de células corticais em torno do eixo radial, proporcionando
indiretamente uma maior area de superficie para as células epidérmicas formadoras
de pelos radiculares (Cohen et al., 2008; Salomon et al., 2014). Um estudo em casa
de vegetacao conduzido por El Zemrany et al. (2007) mostrou que plantas de milho
inoculadas com Azospirillum lipoferum aumentaram o numero de raizes e
comprimento radicular. Rizobactérias também sao capazes de produzir compostos
organicos volateis que induzem a divisdo nas células da raiz lateral, que se
diferenciam ainda nos primérdios foliares. Um estudo concluiu que as alteracdes
radiculares causadas por BPCPs aumentam a absorcdo de &agua e nutrientes,
aumentando a superficie total da raiz (Timmusk et al., 2014).

Plantas inoculadas com BPCPs sob diferentes niveis de irrigacdo e de
fertiidade do solo apresentam morfologia radicular diferente (Lin et al., 2020). A
mistura de quatro BPCP (Bacillus safensis, B. altitudinis, Lysinibacillus xylanilyticus e
Paenibacilllus peoriae) aumentou significativamente o comprimento da raiz. A mistura
de cepas de BPCPs levou a uma maior area de superficie radicular, volume total e
comprimento especifico da raiz de sorgo (Sorghum bicolor). A inoculacdo de Bacillus
Sp. em sorgo sob estresse hidrico resultou em aumento da umidade do solo, no
comprimento da parte aérea, e peso seco da raiz, melhorando assim o crescimento

de plantulas de sorgo (Grover et al., 2014; Calvo et al., 2017; El Zemrany et al., 2007).
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Trabalhos da Embrapa Milho e Sorgo mostraram que plantulas de milho inoculadas
com a estirpe de B. megaterium B119 apresentaram maior volume de raizes
superfinas do que as plantas inoculadas com a estirpe de B. thuringiensis B116 e o
controle negativo ndo inoculado. Por outro lado, quando as plantulas foram inoculadas
com ambas as estirpes e submetidas ao estresse osmatico (PEG 6000 10%), houve
aumento na area de superficie de raizes mais grossas e no peso seco da raiz em
relagdo as plantulas controle ndo inoculadas. Os resultados indicaram que quando as
plantulas de milho foram inoculadas e submetidas ao estresse osmatico induzido por
PEG houve reducéo da area superficial de raizes superfinas e aumento das raizes
mais grossas. Esse remodelamento radicular levou a uma menor perda do peso seco
total, quando comparado ao controle ndo inoculado submetido ao estresse osmotico
(Velloso et al., 2020).

2.6.12. Mecanismos indiretos

O principal mecanismo indireto de promocao de crescimento presente em
BPCP é a atuacdo como agentes de biocontrole (Glick, 2012). Em geral, a competicéao
por nutrientes e a producao de metabdlitos antimicrobianos sdo os principais modos
de acdo desse mecanismo. Além disso, a interacdo de algumas BPCPs com as raizes
ou tecidos das plantas pode resultar na resisténcia contra patdgenos, fenbmeno
chamado de resisténcia sistémica induzida (RSI). A RSI envolve a sinalizacdo de
jasmonato e etileno dentro da planta e esses horménios estimulam as respostas de
defesa da planta hospedeira contra uma variedade de patégenos (Glick, 2012). Muitos
componentes bacterianos individuais induzem a RSI, tais como lipopolissacarideos,
flagelos, sideroforos, lipopeptideos ciclicos, 2,4-diacetilfloroglucinol, homoserina,
lactonas e compostos organicos volateis como, acetoina e 2,3-butanodiol (Nazir et al.,
2018). Alguns dos genes envolvidos em mecanismos indiretos sdo responsaveis pela
producéo de acetoina, budAB, e 2,3-butanodiol, budC (Shankar et al., 2012; Khan et
al., 2017), os quais estao relacionados a RSI em plantas e alongamento das raizes.
Além destes, a producéo de quitinase (chiA-chiO), fenazina (phzABCDEFG) e &cido
cianidrico (hcnABC), também estao relacionados ao controle de fitopatdogenos (Loper
e Gross, 2007; Pathma et al., 2011).
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2.7. SEQUENCIAMENTO E ANALISE DOS GENOMAS DE BPCPs

Avancos recentes em tecnologias de sequenciamento de DNA, como Illumina
(Solexa), lon Torrent, PacBio Biosciences e Oxford Nanopore estao viabilizando, pela
reducdo do custo por base sequenciada, o sequenciamento de genomas completos
de microrganismos benéficos como as BPCP e a caracterizacédo do conteudo total de
genes, estrutura do genoma e estudos in silico de fisiologia, ecologia e evolugéo (Qin
et al., 2015; Chaudhry et al., 2017; Khan et al., 2017; Ma et al., 2018). Além disso,
com a utilizacdo de ferramentas de bioinformatica, é possivel realizar a anotacdo do
genoma, a construcdo de vias metabdlicas e analises comparativas do genoma para
a elucidagcéo dos mecanismos de promocao de crescimento de plantas (Ahmed, 2009;
Berendsen et al., 2015).

O sequenciamento Illumina Hiseq 4000 é uma técnica de sequenciamento de
nova geracao que permite a obtencéo de grandes quantidades de dados genémicos
de alta qualidade em um curto espaco de tempo e a um custo relativamente baixo.
Essa técnica tem sido amplamente utilizada no sequenciamento de genomas
bacterianos, o que tem contribuido significativamente para o avanco do estudo da
genética e biologia molecular de bactérias. Algumas das principais vantagens do
sequenciamento Illumina para o sequenciamento de genomas bacterianos incluem
alta cobertura, alta resolucao, alta precisao e a possibilidade de detecc¢éo de variantes
genéticas (Bankevich, et al., 2012; Warr, et al., 2015; Quainoo, et al., 2017). Dentre
0s principais beneficios do uso do sequenciamento lllumina para o estudo de bactérias
promotoras de crescimento de plantas, destacam-se a possibilidade de identificar
novos genes com potencial agrondmico e a possibilidade de avaliar a diversidade
genética desses microrganismos em diferentes condicbes ambientais (Rodriguez, et
al., 2004; Kwak, et al., 2009; Sugawara, et al., 2013).

A primeira BPCP gram-positiva a ter o genoma completamente sequenciado foi
Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum, FZB42T em 2007 (Chen et al., 2007).
Posteriormente, diversos genomas do género Bacillus foram disponibilizados (Niazi et
al., 2014; Ambrosini et al., 2015; Batista et al., 2016; Egidi et al., 2016; Kavamura et
al., 2017; Kim et al., 2017; Wang et al., 2017; Ma et al., 2018; Vilchez et al., 2018;
Zhang et al., 2018; Huang et al., 2019), aléem de genomas de bactérias de outros
géneros como Azospirillum, Rhizobium, Agrobacterium (Alphaproteobacteria),

Azoarcus, Burkholderia (Betaproteobacteria), Enterobacter, Klebsiella, Pantoea,
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Pseudomonas e Serratia (Bruto et al., 2014; Chen et al., 2015; Lim et al., 2015; Adam
et al., 2016; See-Too et al., 2016; Khan et al., 2017; Zekic et al., 2017).

O sequenciamento do genoma da cepa JX285 de B. megaterium, isolada a
partir de uma amostra de solo rizosférico, capaz de solubilizar fésforo inorganico e
promover o crescimento das plantas, mostrou a presenca de genes associados a
producado de acidos organicos, aléem de genes que codificam a fosfatase alcalina e a
frutose-1,6-bisfosfatase, indicando as possiveis rotas relacionadas a solubilizacdo de
fosfato (Huang et al., 2019). Da mesma forma, B. flexus KLBMP 4941, endofito
halotolerante isolado do halofito Limonium sinense, é capaz de promover o
crescimento de plantulas hospedeiras sob condicdes de estresse salino. Foram
encontrados em seu genoma genes relacionados a promocao do crescimento de
plantas, como aqueles associados a fixagdo de nitrogénio, sideréforo, sintese de
espermidina e acetoina, e alguns genes responsaveis pela alta tolerancia a salinidade,
como genes associados ao antiporte Na*/H*, transportador de glicina, betaina e
betaina aldeido desidrogenase corroborando os dados obtidos in vivo. A andlise deste
genoma forneceu uma melhor compreensdo dos mecanismos subjacentes a
promocdo do crescimento de plantas inoculadas com a cepa KLBMP 4941 sob
condicBes de estresse salino e sua capacidade de se adaptar a habitats com alto teor
de sal (Zhang et al., 2018).

A bactéria Herbaspirillum seropedicae SmR1 é capaz de colonizar a superficie
das raizes de diversas plantas e promover o crescimento vegetal em condicdes de
estresse hidrico. A andlise do genoma dessa bactéria permitiu a identificacdo de
genes envolvidos na producdo de metabdlitos secundarios com atividades promotoras
de crescimento, bem como genes envolvidos na fixacdo biol6gica de nitrogénio
(Baldani et al., 2007).

A bactéria Azospirillum brasilense também teve 0 seu genoma sequenciado em
2011. Esta espécie também é capaz de colonizar a superficie das raizes de diversas
plantas e promover o crescimento vegetal em condi¢fes de estresse hidrico. A anélise
do genoma dessa bactéria permitiu a identificacdo de genes envolvidos na resposta

ao estresse osmotico (Wisniewski-Dyé et al., 2011).



32

3. OBJETIVO

Caracterizar o genoma de cinco estirpes de Bacillus da Colecdo de
Microrganismos Multifuncionais da Embrapa Milho e Sorgo isoladas da Caatinga para
predicdo de genes relacionados a promocdo de crescimento de plantas,

principalmente relacionados a tolerancia ao estresse hidrico.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. ANALISE GENOMICA

4.1.1. Sequenciamento dos genomas das estirpes de Bacillus

Para sequenciamento do genoma, foram selecionadas cinco estirpes de
Bacillus (6E9, 5D5, 1H10, 2E7 e 1A11) depositadas na Colecao de Microrganismos
Multifuncionais da Embrapa Milho e Sorgo. Estas estirpes foram isoladas de solo
coletado em diferentes localidades do Estado do Ceara em regides da Caatinga
(Tabela S1), e selecionadas para sequenciamento gendmico com base na
caracterizacdo de mecanismos associados a promocao de crescimento de plantas
(Godinho et al., 2019; Godinho, 2020). As cinco estirpes sdo capazes de crescer em
meio de cultura com baixa atividade de agua (520 g L™! de sorbitol), e trés estirpes
(6E9, 5D5 e 1H10) apresentaram formagéo de colGnias mesmo na concentragdo de
780 g L de sorbitol. Todos os cinco isolados selecionados em meio de cultura com
restricdo hidrica sédo eficientes na producdo de EPS in vitro, produzem sideroforos
guando cultivadas em meio cromo azurol S (CAS) com pH neutro. Dentre as estirpes
de Bacillus avaliadas no presente estudo, apenas a estirpe 1A11 ndo cresceu no meio
de cultura NFb semissolido livre de nitrogénio, sugerindo que as demais cepas sao
mais eficientes na utilizacdo de Nitrogénio (Godinho, 2020).

As estirpes bacterianas foram inoculadas em meio caldo triptona soja (TSB) e
incubados a 28°C por 24 h. A extragdo de DNA gendmico foi realizada utilizando o Kit
Wizard Genomic DNA Purification (Promega, EUA) de acordo com as recomendacdes
do fabricante e quantificado no Qubit ® 2.0 fluorometer (Life Tecnologies, EUA). Os
genomas das estirpes foram sequenciados na plataforma lllumina HiSeq 4000
(Hlumina, San Diego, CA, EUA) no Beijing Genomics Institute - BGI (Shenzhen, China),
usando a estratégia 150 paired-end. O DNA genbmico foi fragmentado aleatoriamente
para construcdo de duas bibliotecas através de um ultrassonador Bioruptor
(Diagenode, Denville, NJ, EUA) e meétodos fisico-quimicos. As bibliotecas de
fragmentos paired end foram sequenciadas de acordo com o protocolo do sistema
lllumina HiSeq 4000. Leituras brutas de baixa qualidade foram descartadas. As reads
foram preparadas para montagem utilizando o programa Trimmomatic para dados
lllumina NGS (Galaxy Version 0.38.0). Apés a trimagem, a qualidade das reads foi

verificada utilizando o software FastQC (Galaxy Version 0.73+galaxy0), eliminando
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reads com qualidade inferior a 20 no indice de qualidade Phred. As reads foram
montadas usando o software SPAdes (Bankevich et al., 2012) para a montagem do
genoma, e o software plasmidSPAdes foi utilizado para montagem dos plasmideos.
As andlises de qualidade de montagem e completude génica do genoma foram
realizadas utilizando os programas QUAST (https://quast.sourceforge.net/quast) e
BUSCO (Benchmarking Universal Single Copy Orthologs -
https://gitlab.com/ezlab/busco), respectivamente (Noori et al. 2021). As sequéncias do
genoma foram reordenadas de acordo com genomas de referéncia (Tabela 1),
extraido do banco de dados do NCBI, utilizando o programa MAUVE versédo 2.4.0
(Darling et al. 2004).

Tabela 1. Genomas de referéncia utilizados para alinhamento das sequéncias genémicas.

Espécie Cepa Genoma de referéncia NCBI - ID
Bacillus velezensis 6E9 B. velezensis JS25R RefSeq GCF_000769555.1
B. velezensis 5D5 B. velezensis JS25R RefSeq GCF_000769555.1
B. subtilis 1H10 B. subtilis subsp. subtilis 168 RefSeq GCF_000009045.1
B. subtilis 2E7 B. subtilis subsp. Subtilis 168 RefSeq GCF_000009045.1
B. subtilis 1A11 B. subitilis subsp. subtilis 168 RefSeq GCF 000009045.1

4.1.2. Analise funcional e estrutural do genoma das estirpes de Bacillus

As sequéncias gendmicas foram anotadas usando o software para anotacao
rapida do genoma procariético (PROKKA) versdo 1.8 e o software RAST versao 2.0
(Rapid Annotation using Subsystem Technology) (Seemann, 2014; Aziz et al., 2008;
Overbeek et al., 2014). A anotagdo funcional foi realizada utilizando os softwares
Protein ANNotation with Z-scoRE - PANNZER (Koskinen et al., 2015), e anotacao
manual via Blastp de genes de promoc¢ao de crescimento relatados na literatura.
Anotacdes funcionais adicionais com as bases de dados biolégicos COG (Cluster of
Ortholog Groups) e KO (KEGG Orthology) foram realizadas agrupando os genes em
grupos ortdlogos e categorias funcionais, utilizando os programas eggNOG,
BlastKOALA (Huerta-Cepas et al., 2017) e antiSMASH (Blin et al., 2021). Para todos

os softwares, nenhum dos parametros padrdo foram alterados.

4.2. ANALISE FILOGENETICA DAS ESTIRPES

A analise filogenética foi realizada com base no genoma completo, utilizando o

software TYGS, Type (Strain) - Genome Server, https://tygs.dsmz.de (Kolthoff &
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Goker, 2019). O programa TYGS fornece uma abordagem integrada da taxonomia
baseada no genoma, juntando recursos como um banco de dados abrangente dos
genomas de cepas "tipo" de espécies e subespécies com nomes validamente
publicados, deteccdo automatica de genomas parentais mais proximos e métodos
baseados em todo o genoma para filogenia e classificagdo. A montagem da arvore
filogenética foi realizada em duas etapas. A primeira etapa consistiu em inserir apenas
as cinco estirpes para a realizacdo da filogenia automatica baseada no banco de
dados do programa. Com base na primeira montagem, foi realizada a construcgéo final
da arvore filogenética com a insercdo manual de 30 genomas completos obtidos de
bancos de dados publicos, a fim de evidenciar melhor a relacdo entre as estirpes.

A inser¢cdo manual dos genomas na arvore filogenética foi realizada utilizando
cinco genomas de Priestia (P. taiwanensis CGMCC 1.12698, P. flexa SSAI1, P.
megaterium B119, P. aryabhattai K13, P. koreensis DSM 16467); oito genomas de
Bacillus velezensis (B. velezensis B25, B. velezensis FKM10, B. velezensis G341, B.
velezensis JS25R, B. velezensis KCTC 13012, B. velezensis L-H15, B. velezensis
M75, B. velezensis S3-1); trés genomas de Bacillus amyloliquefaciens (B.
amyloliquefaciens B425, B. amyloliquefaciens HK1, B. amyloliquefaciens ATCC
23350); quatro genomas de Bacillus thuringiensis (B. thuringiensis 147, B.
thuringiensis ATCC 10792, B. thuringiensis ATCC 35646, B. thuringiensis B116);
quatro genomas de Bacillus anthracis (B. anthracis A2084, B. anthracis CZC5, B.
anthracis SK-102, B. anthracis STI-1); e seis genomas de Bacillus subtilis (B. subtilis
LK22, B. subtilis SG6, B. subtilis B4073, B. subtilis ATCC 11774, B. subtilis ATCC
21228, B. subtilis C3).
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5. RESULTADOS

5.1. ANALISE GENOMICA E FILOGENETICA DAS ESTIRPES DE Bacillus

Os genomas das estirpes bacterianas 6E9, 5D5, 1H10, 2E7 e 1A11 geraram
um total de reads que variaram de 1,35 x 107 a 1,36 x 107, com um comprimento
médio de 150 pares de bases (pb). Todas as reads das cinco estirpes foram montadas
pelo software SPAdes para montagem dos genomas e pelo software plasmidSPAdes
para montagem dos plasmideos. Os genomas tiveram seus tamanhos variando de
3,89 x 10° a 4,28 x 10° pb, com cobertura variando de 453 a 499 vezes (Tabela 2). O
conteldo GC variou de 43,59% a 46,54%. O reordenamento das sequéncias
gendmicas permitiu a anélise do genoma com base na correta posi¢cao das sequéncias

(Figura 2, Figura 3, Figura 4).

Tabela 2. Andlise da qualidade de montagem do genoma cinco estirpes de bactérias
promotoras de crescimento de plantas (6E9, 5D5, 1H10, 2E7 e 1A11)

Estirpe

Montagem 6E9 5D5 1H10 2E7 1A11
# Contigs (>=0 pb) 42 27 34 23 35
# Contigs (>=1000 pb) 16 16 12 10 11
Total length (>=0 pb) 3988266 3894451 4045220 4090212 4285006
Total length (>=1000 pb) 3981072 3890131 4038757 4085468 4276844
Largest contig 1300164 1009744 2101641 2082097 1156853
GC (%) 46,37 46,54 43,71 43,68 43,9
N50 475082 703010 2101641 2082097 1144601
N75 258254 405717 1057327 1072156 947072
L50 3 3 1 1 2
L75 5 4 2 2 3
# Total reads 13606800 13623596 13596210 13576868 13544004
Mapped (%) 99,04 99,01 98,85 98,82 98,97
Properly paired (%) 97,58 97,57 97,29 97,22 97,44
Avg. Coverage depth 489 499 480 476 453
Coverage >= 1x (%) 100 100 100 100 100
N’s per 100 kbp 2,36 2,47 0.00 2,37 4,27

Todas as estatisticas sdo baseadas em contigs de tamanho = 150 pb, salvo indicacdo em contrario
(por exemplo, “# contigs (>= 0 pb)” e “Total length (>= 0 pb)” incluem todos os contigs).
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Apbs a anotacdo, a quantidade das sequéncias codificadoras (CDS) variou de
3950 a 4538 entre as cinco estirpes. O nimero de sequéncias que apresentaram
genes com fungéo atribuida variou de 3018 a 3264, e sem fun¢&o atribuida variou de
955 a 1274 (Figura 5). O numero total de genes com funcéo atribuida presentes
concomitantemente nas cinco estirpes é de 2869. Os diagramas de Venn da Figura 6,
mostram a quantidade de genes com (A) e sem (B) funcéao atribuida, respectivamente,

presentes em uma ou mais estirpes concomitantemente.

1A11 F
2E7 —
1H10 —
5D5 —
6E9 F
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500

m Genes com funcéo atribuida m Genes sem fungao atribuida

Figura 5. Numero de genes com e sem fungéo atribuida das estirpes de Bacillus (1A11, 2E7,
1H10, 5D5, 6E9).
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Figura 6. Diagrama de Venn apresentando o nimero total de genes com (A) e sem (B) funcao
atribuida das estirpes 6E9, 5D5, 1H10, 2E7 e 1A11.
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A categorizacdo funcional realizada no software eggNOG apresentou um
namero semelhante de sequéncias codificadoras nos cinco genomas, considerando
as diferentes categorias funcionais (Figura 7). As categorias funcionais de
metabolismo apresentaram maior numero de CDS, como as relacionadas ao
transporte e metabolismo de carboidratos, aminoacidos, ions inorganicos e derivados.
Os softwares Prokka, RAST e eggNOG também foram utilizados para anotacédo dos
genes presentes nos plasmideos, na qual o niumero de sequéncias codificadoras
variou de maneira consideravel (Figura 8). Na estirpe 6E9 ndo houve predicdo de
sequéncias de plasmideo. Na anotacdo dos plasmideos das demais estirpes, nao
houve presenca de genes relacionados a promocao de crescimento de plantas, com
excecao ao plasmideo da estirpe 5D5, onde constatou-se a presenca dos genes
OpuAA, opuAB, opuAC, relacionados a biossintese de glicina e betaina.
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A arvore filogenética baseada no genoma completo revelou que as estirpes 6E9
e 5D5 agruparam com as espécies de Bacillus velezensis, enquanto as estirpes 2E7,
1A11 e 1H10 agruparam com as espécies de Bacillus subtilis (Figura 9). As espécies
identificadas como B. subtilis apresentaram um menor percentual de GC. Na terceira
coluna esta representada a estatistica delta para avaliacdo da preciséo filogenética
em termos de semelhancas, variando a intensidade da cor vermelha, ficando mais
intensa a medida em que aumenta o indice. Quanto menor o valor delta, maior a
precisdo. Desse modo, é possivel concluir que a caracterizacdo das estirpes obteve
uma boa precisdo. A quarta coluna representa tamanho do genoma, variando o
tamanho da barra horizontal na cor preta, a medida em que aumenta o tamanho do
genoma. A quinta coluna representa a contagem de proteinas, variando o tamanho da

barra horizontal na cor marrom, & medida em que aumenta a contagem de proteinas.
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Figura 9. Arvore filogenética gerada com o software TYGS, baseada em genoma completo,
mostrando a relagao entre as espécies do género Bacillus. As estirpes 6E9 e 5D5 agruparam-
se com as espécies de Bacillus velezensis, enquanto as estirpes 2E7, 1A11 e 1H10
agruparam-se com as espécies de Bacillus subtilis. As colunas, da esquerda para a direita,
representam os grupos de mesma espécie (variagdo de cor para cada grupo), percentual de
contetdo GC (variagdo da intensidade de cor, ficando mais intensa & medida em que aumenta
0 percentual), estatistica delta para avaliagdo da precisdo filogenética em termos de
semelhancga (variacao da intensidade de cor, ficando mais intensa & medida em que aumenta
o indice; quanto menor o valor delta, maior a precisdo), tamanho do genoma (variacdo do
tamanho da barra horizontal a medida em que aumenta o tamanho do genoma), e contagem
de proteinas (variacao do tamanho da barra horizontal a medida em que aumenta a contagem
de proteinas).
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5.2. GENES RELACIONADOS A PROMOCAO DE CRESCIMENTO DE PLANTAS
SOB ESTRESSE HIDRICO

Em todas as estirpes de Bacillus analisadas foram encontrados genes
relacionados ao estresse oxidativo (Tabela S2), metabolismo e aquisicdo de ferro
(Tabela S3), resisténcia a antibidticos (Tabela S4), motilidade e quimiotaxia (Tabela
S5), producdo de exopolissacarideos (Tabela S6), producdo de acidos organicos
(Tabela S7), producéo de fito-hormonios (Tabela S8), produ¢éo de compostos volateis
organicos e inorganicos (Tabela S9), disponibilizacdo de fésforo (Tabela S10),
estresse hidrico (Tabela S11), resposta ao estresse hidrico (Tabela S12),
metabolismo de nitrogénio (Tabela S13), producdo de toxinas bacterianas (Tabela
S14) e sistema de secrecao (Tabela S15).

Os grupos de genes relacionados a promocao de crescimento de plantas estao,
em sua maioria, compartilhados entre as cinco estirpes de Bacillus, com excecao dos
genes opuBB (estresse osmotico), aadK, relacionado a resisténcia a antibidticos;
ahpC, relacionado ao estresse oxidativo; glgC e glgP, relacionados a producéo de
EPS; efeU e ddc, relacionados ao metabolismo e aquisicdo de ferro; kduD,
relacionado ao metabolismo de acidos organicos; aofH, relacionado a producéo de
fito-horménios; nplT, relacionado a resposta ao estresse hidrico, que ndo estédo
presentes nas estirpes 6E9 e 5D5.

Em relacdo ao subsistema de genes relacionados ao estresse hidrico (Tabela
S11), os genes que compdem 0s operons opu, os genes betl, gbsB e cdD relacionados
a biossintese de betaina e colina, o gene glpF relacionado a osmorregulacdo e o
operon tre foram encontrados nas cinco estirpes analisadas e estao representados na
Figura 10, com excecao do gene opuBB, que ndo esta presente nas estirpes 6E9 e
5D5.
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Figura 10. Representacdo da presencga de genes nos genomas das estirpes 6E9, 5D5, 1H10,
2E7 e 1A11, relacionados a absorgéo de colina e betaina, osmorregulacdo e metabolismo da
trealose. A presenca dos genes esta representada pelos quadrados coloridos e a auséncia de
genes pelos quadrados em branco.

O gene glpF codifica uma proteina transportadora de glicina, que € um
aminoacido essencial. A glicina é necesséaria para a sintese de DNA, RNA e proteinas.
Em condicbes de estresse hidrico, a glicina pode ser usada como fonte de energia ou
para a sintese de compostos que ajudam as bactérias a resistir ao estresse (Jensen
et al., 2002; Mondal et al., 2021).

Foram encontrados nos cinco genomas analisados os genes que codificam a
aldeido desidrogenase (NAD*) [EC:1.2.1.3] e monoamina oxidase [EC:1.4.3.4],
pertencentes a cadeia lateral do triptofano, relacionados a biossintese do AlA pela via
do acido indol-3-piravico (IPA) e pela via da triptamina, respectivamente (Figura 11;
Tabela S8). Também ha a presenca do cluster trpAF para biossintese do triptofano, o

qual é precursor para biossintese dessa auxina.
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Figura 11. Mapa da via de metabolismo do triptofano, em que a presenca dos genes nas
estirpes 6E9, 5D5, 1H10, 2E7 e 1A11 esta representada em cores especificas para cada
estirpe de Bacillus.

O operon rsb (Tabela S12) presente nas cinco estirpes esta relacionado a uma
resposta induzida quando encontram uma variedade de estresses limitantes do
crescimento, e essa inducdo confere um fenotipo de resisténcia ao estresse multiplo
(Akbar, 2001; Haldenwang, 1995; Hecker, 1998; Price, 2000). A expressdo deste
operon tem sua atividade governada por uma via de transducéao de sinal com dois
ramos distintos. Um ramo € especifico para estresses energéticos, como limitacdo de
carbono, fésforo ou oxigénio, e o0 outro é especifico para estresses ambientais, como
estresse acido, etanol, calor ou salinico (Akbar, 2001; Kang et al., 1996; Vijay et al.,

2000; Voelker et al., 1995; Yang et al., 1996).
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Os operons pst, pho e os genes pitA, ppaC, ppaX, yjbB encontrados nas cinco
estirpes, estéo relacionados a disponibilizacao de fésforo (Tabela S10). Ja os operons
gnt, lld e prp, presentes nas cinco estirpes analisadas (Tabela S7), pertencentes ao
ciclo do metilcitrato, médulo propionato-CoA para sucinato, metabolismo do glicerato
e alfa-acetolactato, estéo relacionados a producao de acidos organicos.

Os operons suf, fhu, ent, ABC.FEV e os genes menF, besA, ymfD, FTR, ddc,
fecB e ompR, relacionados ao metabolismo e aquisicdo de ferro, também foram
encontrandos nas cinco estirpes (Tabela S3) e pertencem aos subsistemas sideréforo
bacillibactina e de absorcéo e utilizacdo de heme e hemina em bactérias gram-
positivas.

Além disso, nas cinco estirpes foram encontrados genes relacionados a
producdo de exopolissacarideos e formacdo de biofilme, como o operon eps e glg
(Figura 12, Tabela S6).
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Os genes relacionados a producdo de compostos organicos e inorganicos
volateis (Tabela S9), estado relacionados a biossintese de valina, leucina e isoleucina,
metabolismo do butanoato, metabolismo do &cido dibasico ramificado, biossintese de
pantotenato, biossintese de metabdlitos secundérios, metabolismo do acido 2-
oxocarboxilico e biossintese de aminoacidos. Genes pertencentes aos operons fli, mot
e flg, relacionados a motilidade e quimiotaxia também foram identificados (Figura 13,
Tabela S5).
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Os genes sodl, sod2, cat, dps, rex, fur, zurR, ahpC e ahpF relacionados ao
estresse oxidativo encontrados nas cinco estirpes analisadas (Tabela S2) pertencem
a diferentes vias. No entanto, todos eles atuam na resposta dos organismos a
diferentes tipos de estresse oxidativo.

Os genes relacionados a resisténcia a antibidticos (Tabela S4) pertencem a
homeostase do cobre, resisténcia cobalto-zinco-cadmio, resisténcia a estreptotricina,
resisténcia a fosfomicina, resisténcia a fluoroquinolonas e beta-lactamase. O Unico
gene relacionado a produc¢do de toxinas bacterianas identificado nas cinco estirpes foi
o Hlylll, codificador da hemolisina (Tabela S14). Também estdo presentes no genoma
0s genes yidC, ffh, ftsY, e os operons sec e com, que séo codificadores dos sistemas
de secrecédo (Tabela S15).

A analise dos genomas das cinco estirpes pelo software antiSMASH permitiu
identificar clusters génicos de biossintese de metabdlitos secundarios (Tabela 3). Os
genes identificados s&do responsaveis pela producdo de fengicina, bacileno,
macrolactina, dificidina, bacilisina, bacilibactina, surfactina, plantazolicina, subtilisina

A e fator de morte de esporulacéo.

Tabela 3. Genes relacionados a producdo de metabdlitos secundarios encontrados nas
estirpes 6E9, 5D5, 1H10, 2E7 e 1A11.

s Estirpes
Metabolito Genes 6E9 5D5 1H10 2E7 1Al1l

Fengicina YngEFGHIJKL, fenABCDE, + + + + +

dacC
Bacileno baeBCDEGHIJLMNRS, acpK + + + + +
Macrolactina  pks2ABCDEFGHI, pdhA + + - - -
Dificidina difABCDEFGHIJKLMNO + + - - -
Bacilisina ywfAG, bacABCDE + + + + +
Bacillibactina mbtH, besA, dhbABCEF + + + + +
Surfactina yciC, yx01, yckCDE, nin, nuc, - + - + +

hx1ABR, xy02, srfAABCD,

comsS, aat, ycxD, sfp, yczE,

ycklJ
Plantazolicina ptnABCDEFGHIJKL - + - - -
Subtilisina A sob, ywiA, ywhMNOPQR - - + + +
Fator de skfABCEFGH - - + - -

morte de
esporulacao
“+” representa a presenca do gene na estirpe indicada, e “-” representa a sua auséncia.
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6. DISCUSSAO

As bactérias do género Bacillus sdo BPCPs reconhecidas que podem melhorar
0 crescimento das plantas e a resisténcia aos stresses bibticos e abiéticos. Por isso,
sdo vistas como recursos com potenciais aplicacbes para o melhoramento da
producado agricola. No entanto, a comunidade rizosférica € influenciada por multiplos
fatores, como a genética da planta hospedeira, 0 meio ambiente e outros
microrganismos (Di et al., 2023). A esporulacao desse género bacteriano promove sua
sobrevivéncia em muitos ambientes e em diferentes condicdes ambientais, facilitando
assim a adaptacao de cepas de Bacillus a formulagcdo comercial e a aplicagcdo em
campo. Além disso, os Bacillus apresentam diversas caracteristicas que aumentam
sua sobrevivéncia na rizosfera e, portanto, sua eficAcia como BPCPs. Essas
caracteristicas conferem uma vantagem relevante a este género e proporciona
diversidade aos mecanismos de acdo relacionados ao controle biologico,
bioestimulagédo e biofertilizag&do (Cherif-Silini et al., 2016).

A analise filogenética das cinco estirpes possibilitou a classificagcdo em dois
grupos do género Bacillus. As estirpes 6E9 e 5D5 agruparam-se com as espécies de
Bacillus velezensis, enquanto as estirpes 2E7, 1A11 e 1H10 agruparam-se com as
espécies de Bacillus subtilis (Figura 9).

Estudos de Di et al., 2023, demonstraram que cepas de Bacillus subtilis
promoveram a producdo de acidos organicos, como acido propidnico, acido acético,
acido malico e acido citrico, e a producéo de fitohormdnios, incluindo &cido indol-3-
acético, citocinina, 6-benziladenina e zeatina. Além disso, as cepas promoveram
significativamente o crescimento de mudas de cana-de-agucar e aumentou o teor de
nitrogénio, fosforo e potassio nas mudas em 29,26%, 50,78% e 15,49%,
respectivamente. A taxa fotossintética, o desenvolvimento radicular e o contetdo de
clorofila também melhoraram em graus variados em comparacdo com o controle ndo
inoculado. O cotilédone e o hipocdétilo das gemas da cana-de-agucar germinaram mais
rapidamente quando cocultivados com as cepas de Bacillus subtilis em comparacao
com o grupo controle (Di et al., 2023).

No experimento de Bai et al., 2023, a inoculacdo de B. velezensis promoveu
significativamente a altura da parte aérea, comprimento da raiz e biomassa da parte
aérea da alface sob estresse salino, além de alterar a estrutura da comunidade
bacteriana na rizosfera, favorecendo a proliferacdo de bactérias fixadoras de

nitrogénio. Esses resultados mostraram que a inoculacdo de B. Velezensis pode
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aliviar o efeito inibitorio do estresse salino na alface e promover o seu crescimento
(Bai et al., 2023).

A andlise gendmica das cinco estirpes de Bacillus permitiu identificar as
principais caracteristicas de cada genoma. Foram identificados mais de duzentos
genes diretamente relacionados a promocéao de crescimento de plantas nos genomas
das estirpes estudadas como, por exemplo, genes relacionados a producdo de
metabdlitos secundarios (Tabela 3), ao estresse oxidativo (Tabela S2), metabolismo
e aquisicao de ferro (Tabela S3), motilidade e quimiotaxia (Tabela S5), producao de
EPS (Tabela S6), metabolismo de acidos organicos (Tabela S7), producéo de fito-
horménios (Tabela S8), producédo de COVs (Tabela S9), disponibilizacdo de fésforo
(Tabela S10), e genes relacionados ao estresse osmoético (Tabelas S11 e S12). Em
relacdo ao contetdo de GC dos genomas (Tabela 2), a porcentagem foi maior nas
estirpes identificadas como Bacillus velezensis, que por sua vez obtiveram um nimero
menor de sequéncias codificadoras de proteinas, além de ndo apresentarem o operon
completo relacionado a biossintese e absorcdo da colina, com a auséncia do gene
opuBB (Figura 10). Outros genes envolvidos na promoc¢ao de crescimento de plantas
gue estdo ausentes nas estirpes de Bacillus velezensis, mas presentes nas estirpes
de Bacillus subtilis foram: ywh e skf relacionados a producdo de metabdlitos
secundarios, identificados e anotados pelo programa antiSMASH (Tabela 3); ahpC,
relacionado ao estresse oxidativo (Tabela S2); efeU e ddc, relacionados ao
metabolismo e aquisicdo de ferro (Tabela S3); glgC e glgP, relacionados a producao
de EPS (Tabela S6); kduD, relacionado ao metabolismo de acidos organicos (Tabela
S7); aofH, relacionado a producéo de fito-horménios (Tabela S8); nplT, relacionado a
resposta ao estresse hidrico (Tabela S12).

As BPCPs séo reconhecidas por promover o crescimento e desenvolvimento
de plantas, aumentar a biomassa vegetal e modular o sistema radicular positivamente
para aquisicdo de nutrientes e tolerancia a estresses (Barnawal, 2019). Dessa forma,
as BPCPs apresentam algumas caracteristicas distintas tais como, capacidade de
sobrevivéncia na rizosfera e colonizacdo da superficie da raiz da planta; competicéo,
vantagem competitiva em relacdo a microbiota; e promocdo do crescimento das
plantas (Maheshwari et al., 2015; Barnawal, 2019; Wang et al., 2023).

Para sobreviver na rizosfera, os organismos apresentam uma variedade de
mecanismos de defesa que operam de forma coordenada. Por exemplo, as plantas
possuem diversos mecanismos de defesa contra patdgenos bacterianos, virais e

fungicos, incluindo a producéo de espécies reativas de oxigénio, tais como peréxido
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de hidrogénio, radicais hidroperoxila, hidroxila, superéxido, éxido nitrico e fitoalexinas
(Apel e Hirt, 2004; Camejo et al., 2016; Wang et al., 2023). Portanto, a colonizacao
bacteriana das superficies radiculares em um ambiente rizosférico oxidativo requer
respostas de defesa especificas, rapidas e intensas (Doornbos et al., 2012). Os genes
sodl, od2, cat, dps, rex, fur, zurR, ahpC e ahpF, identificados nas cinco estirpes
analisadas (Tabela S2), estdo relacionados a diferentes tipos de estresse oxidativo,
bem como a mecanismos de defesa contra patégenos bacterianos, virais e fungicos.
Isso inclui a producéo de espécies reativas de oxigénio, como peréxido de hidrogénio,
radicais hidroperoxila, hidroxila, superoxido, 6xido nitrico e fitoalexinas (Apel e Hirt,
2004; Camejo et al., 2016).

Além da interacdo cruzada com as respostas de defesa das plantas, uma
bactéria precisa competir com os demais microrganismos presentes na rizosfera
vegetal. Ao colonizar a raiz da planta, as bactérias precisam de estratégias para inibir
o crescimento de bactérias ou fungos fitopatogénicos, ou também com qualquer
microrganismo com potencial competitivo, privando-os do ferro essencial ou
protegendo-se da acdo de antibiéticos/bacteriocinas secretados por esses
microrganismos (Hassani et al., 2018; Ab Rahman et al., 2018). Nas cinco estirpes
estudadas foi identificada a via completa para aquisicdo de ferro e biossintese de
sideréforos (Tabela S3). Além disso, a producédo de sider6foros pode ser considerada
um mecanismo direto de promocao de crescimento de plantas. Por exemplo, a
inoculacdo de rizobactérias produtoras de sideroforos resulta no aumento do peso
seco e conteudo de ferro nas raizes e parte aérea de milho e canola em comparacéo
com o controle ndo inoculado (Ghavami et al., 2017).

Quanto a resisténcia aos antibiéticos, o genoma das cinco bactérias estudadas
também revelou a presenca de uma série de genes relacionados a resisténcia e
transporte de antibioticos (Tabela S4).

Os genes responsaveis pela producao de fengicina, bacileno, macrolactina,
dificidina, bacilisina, bacillibactina, surfactina, plantazolicina, subtilisina A e fator de
morte de esporulacdo (Tabela 3), sdo responsaveis pela ativacdo de diferentes
mecanismos de defesa. A fengicina é ativa contra fungos filamentosos e inibe a
fosfolipase A, (Koumoutsi et al., 2004). A macrolactina tem atividade antibacteriana
(Chen et al., 2006), e a surfactina exerce efeito antimicrobiano e antiviral, alterando a
integridade da membrana (Koumoutsi et al., 2004). A bacillibactina, como visto
anteriormente, é utilizada por B. subtilis para adquirir ferro de seus sideroforos

endoégenos (Dertz et al.,, 2006). Plantazolicina funciona como um composto
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antibacteriano de espectro estreito, destinando-se a suprimir o crescimento de
concorrentes taxonomicamente relacionados dentro da rizosfera vegetal (Scholz et al.,
2010). A dificidina e bacilisina tém capacidade de suprimir doencas em plantas, como
o arroz (Wu et al., 2015). A dificidina e bacilisina causam uma expressao regulada
negativamente de genes envolvidos na viruléncia, na divisdo celular e na sintese de
proteinas e da parede celular. Em conjunto, ha grande potencial desses metabdlitos
como agentes de biocontrole (Wu et al., 2015).

O bacileno tem acdo antagbnica a bactérias e fungos fitopatogénicos, o que
favorece a sobrevivéncia e competicdo de bactérias do género Bacillus no meio
ambiente (Chen et al., 2006). A subtilisina A pode refletir um importante papel
fisiolégico, pois, como é produzida ao final da fase de crescimento exponencial,
particularmente sob condi¢cdes de estresse, pode ser considerada como antibidtico,
fator de senescéncia ou como feroménio durante o crescimento anaerobico ou de
formacdo de biofilme de B. subtilis (Stein et al., 2004). O fator de senescéncia de
esporulacdo esta envolvido no processo de canibalismo bacteriano, onde uma
subpopulacao bacteriana diferenciada colhe nutrientes de populagdes geneticamente
idénticas para permitir o crescimento continuo em condi¢cdes de nutrientes limitados
(Liu et al., 2010).

A dificidina e bacilisina tém capacidade de suprimir doencas em plantas, como
o arroz (Wu et al., 2015). A ferrugem bacteriana e a estria bacteriana nas folhas séo
doencas graves e economicamente prejudiciais do arroz, causadas pela bactéria
Xanthomonas oryzae pv. oryzae e X. oryzae pv. oryzicola (Wu et al.,, 2015). Foi
demonstrado que Bacillus amyloliquefaciens FZB42 possui atividade de biocontrole
contra essas cepas de Xanthomonas, produzindo os compostos antibiéticos difficidina
e bacilisina. A difficidina e a bacilisina regulam negativamente a expressao de genes
envolvidos na viruléncia de Xanthomonas, na divisédo celular e na sintese de proteinas
e da parede celular (Wu et al., 2015).

Para estabelecer uma interacdo sinérgica com a planta hospedeira, a bactéria
deve possuir potencial metabdlico diversificado para utilizar os nutrientes disponiveis
dentro doambiente rizosférico. As raizes das plantas liberam uma ampla gama de
compostos contendo carbono, incluindo carboidratos, aminoacidos, acidos organicos,
compostosfendlicos, acidos graxos, esterol, vitaminas, enzimas, purinas/nucleotideos,
bem comomoléculas inorgéanicas, que sao coletivamente conhecidos como exsudatos
radiculares (Chagas et al., 2018; Ray et al., 2018). O genoma das cinco bactérias

codifica as vias do metabolismo dos hidratos de carbono centrais, incluindo o ciclo do
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acido tricarboxilico, o Entner-Doudoroff, o Embden-Meyerhof-Parnas e a via das
pentoses fosfato. Aléem disso, foi detectada a presenca de proteinas envolvidas no
processo de fermentagéo anaerdbia e fotorrespiracao, e a capacidade de utilizar uma
grande variedade de compostos derivados de plantas, tais como D-manitol, sacarose,
salicina, trealose, celobiose, D-manose, L-arabinose, maltose, xilose, glucose, entre
outros.

O préximo passo para a colonizagéo de plantas pelas bactérias é a capacidade
de atingir a superficie das raizes, seja por movimento passivo em fluxos de 4gua ou
por movimentos ativos com propulsao flagelar (Harshey et al., 2003). As cinco estirpes
de Bacillus estudadas possuem em seu genoma operons de biossintese de flagelos e
o elemento estator motAB (Tabela S5). Este sistema é semelhante ao encontrado na
maioria das espécies de Bacillus, por exemplo nas cepas FZB42 de B.
amyloliquefaciens (Chen et al., 2007), XF-1 de B. subtillis (Guo et al., 2015), CC09 de
B. velezensis (Cai et al., 2016), AR156 de B. cereus (Jiang et al., 2017) e AB211 de
B. aryabhattai (Bhattacharyya et al., 2017). A ativacdo e expressao dos genes
necessarios para o movimento flagelar sdo necessarias para garantir a motilidade
celular e quimiotaxia em resposta a exsudatos radiculares (Allard-Massicotte et al.,
2016; Chagas et al., 2018; Lemanceau et al., 2018). Genes pertencentes aos operons
fli, mot e flg, relacionados a motilidade e quimiotaxia (Tabela S5), foram identificados
nas estirpes estudadas e estdo ligados aos mecanismos de sobrevivéncia as
condi¢cBGes adversas na rizosfera.

Para estabelecer a colonizacdo bacteriana ocorre a interacdo planta-
microrganismo, seja por ligacdo ndo especifica (fixacdo superficial) ou por uma
ancoragem firme. A aderéncia bacteriana (fixacdo) a raiz depende de uma série de
fatores da superficie celular, tais como pili, flagelo e polissacarideos extracelulares
(EPS), seguido pela formacao de biofilme (Bogino et al., 2013). O biofilme ndo apenas
fortalece a interagéo entre plantas e BPCPs ao formar poros e redes que facilitam tanto
o fluxo de nutrientes e oxigénio, quanto a comunicagao intercelular (quorum sensing),
mas também fornece ao sistema radicular da planta uma barreira protetora contra o
ataque de organismos patogénicos (Vlamakis et al., 2013; Deng et al., 2015). Os EPS
sao carboidratos de alto peso molecular ligados a superficie externa das bactérias,
relacionados a formacdo de biofilmes e a fixacdo das células bacterianas em
superficies, incluindo raizes de plantas e particulas do solo. Como os EPS sé&o
compostos hidratados, incluindo 97% de agua em uma matriz polimérica, sdo capazes

de aumentar o crescimento e garantir a sobrevivéncia das plantas sob estresse hidrico
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(Vu et al., 2009; Nocker et al., 2012). Além disso, podem proteger a planta contra a
dessecacao devido a formacao de biofilmes hidrofilicos na superficie da raiz (Rossi et
al., 2012). As cinco estirpes estudadas foram capazes de formar biofilme e produzir
EPS in vitro, corroborando a presenca de genes relacionados a biossintese de pili
(comC), flagelos (Tabela S5) e biofilme, como o operon eps e glg (Tabela S6).

Os acidos organicos podem estar envolvidos tanto na quimiotaxia quanto na
formacao de biofilme. Também podem estar relacionados a disponibilidade de fésforo
no solo, por meio da secrecao de 4cidos organicos que sdo capazes de mobiliza-los
(Kashyap et al., 2019). Os operons gnt, lld e prp, relacionados a producéo de acidos
organicos, presentes nas cinco estirpes analisadas (Tabela S7), estdo relacionados
ao ciclo do metilcitrato, médulo propionato-CoA para sucinato, metabolismo do
glicerato e alfa-acetolactato. A maior resposta contra a quimiotaxia foi demonstrada
pelo acido malico, enquanto a formacdo de biofilme induzida foi demonstrada
significativamente pelo acido fumarico (Kashyap et al., 2019). Existem certos genes
transcricionais como ygxM e epsD que também foram encontrados envolvidos na
formacao de biofilme revelada pela reacdo em cadeia da polimerase com transcriptase
reversa quantitativa (QRT-PCR) (Yuan et al. 2015).

Apos a colonizacdo da célula vegetal pela bactéria, € estabelecida uma
associacdo simbidtica na qual a planta fornece protecao e nutrientes, enquanto as
bactérias auxiliam no desenvolvimento e crescimento vegetal por meio de diferentes
mecanismos. Dentre estes, destacam-se a producdo de fitormdnios, producadode
enzimas, disponibilizacdo de nutrientes, controle biolégico de fitopatégenos e a
inducao de resisténcia sistémica (Saini et al.,2015; Varma et al., 2017; Nazir et al.,
2018; Wallace e May, 2018).

A producéo de fitormdnio é a caracteristica mais comum compartilhada por
bactérias promotoras de crescimento de plantas (Hardoim et al., 2008; Bulgarelli et al.,
2013; Sukumar et al., 2013; Duca et al., 2014;). As bactérias associadas as plantas
utilizam preferencialmente o triptofano presente no exsudato da planta como um
precursor para a biossintese do AIA (Hardoim et al., 2008). O AlA liberado por essas
bactérias pode agir conjuntamente com esta mesma molécula liberada pela planta.
Dessa forma, o efeito da biossintese da AlA por bactérias associativas nas plantas
pode ser positivo ou negativo dependendo da quantidade de AIA produzida e liberada,
além da sensibilidade do tecido vegetal a esta molécula (Ali e Hasnain, 2010; Duca
et al., 2014). As raizes das plantas, por exemplo, sdo sensiveis as diferentes

concentracbes de AIA, e as respostas variam desde o alongamento das raizes
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primarias, formacao de raizes laterais e adventicias a inibicdo do crescimento das
raizes (Davies, 1995; Dimkpa, et al., 2008). Baixas concentracfes de AIA exdgeno
podem estimular o alongamento da raiz priméria, enquanto altos niveis diminuem o
comprimento desta raiz, aumentando a formacao de pelos radiculares e estimulando
a formacéao de raizes laterais (Overvoorde et al., 2010; Khan et al., 2016).

Os genes pertencentes a biossintese da cadeia lateral do triptofano,
relacionados a biossintese do AlA pela via do acido indol-3-piravico (IPA) e pela via
da triptamina, respectivamente (Figura 11; Tabela S8), foram encontrados nas cinco
estirpes analisadas. Também ha a presenca do cluster trpAF para biossintese do
triptofano, o qual é precursor dessa auxina. Diversas cepas de Bacillus ja foram

relatadas na literatura como produtoras de AlA, com valores de producéo variando de

0,80 a 73,60 ug mL™L,e foram capazes de promover o crescimento de diferentes
culturas (Batista et al., 2016; Bhattacharyya et al., 2017; Kavamura et al., 2017; Kim
et al., 2017; Bahadir et al., 2018; Montoya et al., 2019).

Outro mecanismo de promocédo do crescimento das plantas que as bactérias
podem apresentar é a producdo de COV, tais como acetoina e butanodiol, que podem
aumentar a resisténcia das plantas contra patégenos (Kai et al., 2009; Johnston-Monje
e Raizada 2011; D'Alessandro et al., 2014; Taghavi et al., 2015). Além disso, o
aumento da producdo desses compostos benéficos resulta em crescimento e
desenvolvimento das raizes através da modulagdo hormonal, melhorando assim o
acesso a nutrientes e agua e consequentemente aumentando o estabelecimento de
plantas hospedeiras em condi¢cdes extremas, tais como condi¢cdes de estresse
abidtico (Zhang et al., 2007; Kai et al., 2009; Taghavi et al., 2015; Tahir et al., 2017).
Os genes que codificam a via de producao de COV estédo presentes no genoma das
cinco estirpes estudadas (Tabela S9), indicando que essas bactérias podem promover
o crescimento de plantas através desse mecanismo. Linhagens mutantes de Bacillus
sem o gene responsavel pela producéo de 2,3-butanodiol ndo apresentam protecéo
contra doencas causadas por patégenos de plantas, confirmando a atividade destes
compostos em induzir resisténcia contra doencas (Ryu et al., 2003). Além disso, a
cepa GB03 de B. subtilis inoculada em Arabidopsis aumenta o crescimento das
plantas pela produgdo de compostos organicos volateis com agdo moduladora na
expressao de genes associados a expansao e relaxamento da parede celular (Zhang
et al., 2007).

Outra caracteristica importante compartilhada pelas BPCPs é a capacidade
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de fixar nitrogénio (Dai et al., 2014; Alves et al., 2015; Mus et al., 2016). A associacéo
de plantas com bactérias fixadoras de nitrogénio, também conhecidas como
diazotréficas, é uma importante na aquisicdo deste nutriente pelas plantas. Estas
bactérias podem colonizar a rizosfera e/ou rizoplano de leguminosas ou néo-
leguminosas (Aryantha e Hidiyah, 2018), ou serem endofiticas, colonizando o interior
das plantas ou outras estruturas como os nodulos nas raizes (Deng et al., 2015)
disponibilizando o aménio reduzido a aprtir do N2 da atmosfera. Nas cepas estudadas
neste trabalho, a capacidade de fixacao de N2, apesar de baixa, foi mostrada por teste
qualitativo in vitro, sendo que apenas a estirpe 1A11 ndo obteve resultado positivo
(Godinho, 2020). Diversas bactérias diazotroficas do género Bacillus ja foram
identificadas e relatadas na literatura como fixadoras de nitrogénio e promotoras de
crescimento de milho como, por exemplo, as cepas B. megaterium NCT-2 e B. pumilus
S1rl (Kuan et al., 2016; Chu et al., 2018).

Outro nutriente necessario para 0 crescimento das plantas e com
disponibilidade minima para a absorcao por estas € o fosforo, sendo que a capacidade
de solubilizacdo de fosfato pelos microrganismos possui extensas aplicacoes
agricolas (Arcand e Schneider, 2006; Behera et al., 2014; Hussein e Joo, 2015). Os
mecanismos utilizados pelas bactérias solubilizadoras de fosfato, que convertem
formas insoluveis de fosfato em formas disponiveis, sdo complexos e envolvem
reacOes de acidificacdo, oxidacao e reducéo, secrecdo de acidos e ligantes organicos,
e a producdo de substancias poliméricas extracelulares pelos microrganismos
(Delvasto et al., 2006; Young et al., 2013; Zhu e Whelan, 2018), assim como a sintese
de enzimas fosfatases (Richardson, 2001; Zhu e Whelan, 2018). Os operons pst, pho
e 0s genes pitA, ppaC, ppaX, yjbB, relacionados a disponibilizacao de fésforo, foram
encontrados nas cinco estirpes (Tabela S10). Estes mecanismos estao relacionados

a conversao de formas insoluveis de fosfato em formas disponiveis. Ja foi descrito na
literatura, cepas de Bacillus capazes de solubilizar in vitro de 72 mg L'l a957,3 mg

L1 de fosfato (Chen et al.,, 2006; Mehta et al.,, 2010; Kavamura et al.,, 2013;
Bhattacharyya et al., 2017; Ibarra-Galeanaet al., 2017; Prakash e Arora, 2019; Yu et
al.; 2019).

Microrganismos, especialmente os xerotolerantes, apresentam potencial como
inoculantes microbianos, constituindo alternativas para mitigar os efeitos da seca em
plantas por produzir substancias como EPS e biofiimes que protegem as plantas

contra a perda de agua (Lebre et al., 2017). Ao realizar a caracterizacéo das estirpes
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estudadas, observou-se que as cinco bactérias foram capazes de crescer em meio de
cultura com baixa atividade de agua com 520 g L~ de sorbitol, e as estirpes 6E9, 5D5
e 1H10 foram capazes de crescer no meio com 780 g L™! de sorbitol (Godinho et al.,
2019). Os genes relacionados ao estresse hidrico (Tabela S11) e resposta ao estresse
hidrico (Tabela S12), que compdem o0s operons opu, 0s genes betl, gbsB e cdD,
ligados a biossintese de glicina betaina e colina, o gene glpF relacionado a
osmorregulacao e o operon tre encontrados nas cinco estirpes analisadas, conferem
a capacidade de amenizar os efeitos do estresse osmoético, bem como auxiliam na
sua sobrevivéncia no ambiente.

As plantulas de milho inoculadas com as cepas de Bacillus na presenca de
déficit hidrico induzido por polietileno glicol (PEG) apresentaram maior peso seco da
raiz quando comparados com o controle ndo inoculado (dados ndo publicados). Ao
comparar os tratamentos na presenca e auséncia de PEG, notou-se que, para 0s
tratamentos com a inoculacdo das estirpes de Bacillus na presenca de PEG, houve
reducdo significativa da area de superficie de raizes superfinas e reducdo do volume
de raizes finas e peso seco da parte aérea

De forma geral, as cepas de Bacillus foram capazes de remodelar as raizes
das plantulas de milho, reduzindo as raizes superfinas e aumentando as finas e
grossas, levando a uma menor perda do peso seco total, quando comparado ao
controle ndo inoculado. Raizes de maior diametro podem apresentar maior
condutividade hidraulica, o que facilitaria o transporte da agua (Passioura, 1988;
Doussan et al., 1998; Wan et al., 2000; Ho et al., 2005). Em um estudo em casa de
vegetacao envolvendo dois hibridos tolerantes (TAES176 e P3223) e um suscetivel a
seca (P3225) foi investigado a condutividade hidraulica durante o florescimento. Os
genadtipos de milho tolerantes a seca apresentam raizes com maiores diametros e
volume de raiz no solo superior em relacao ao suscetivel, o que contribuiu para maior
condutancia hidraulica da raiz e maior fluxo de agua a partir das raizes (Wan et al.,
2000). Plantas de Arabidopsis inoculadas com a cepa B. megaterium BOFC15 na
presenca de déficit hidrico induzido por PEG apresentam um maior nimero de raizes
laterais e biomassa radicular em relagdo ao controle ndo inoculado sob a mesma
condicao (Zhou et al., 2016). Da mesma forma, a cepa FD48 de B. altitudinis modifica
a arquitetura radicular de arroz, aumentando a espessura da raiz e o numerode raizes
laterais emergentes, enquanto diminuiu o comprimento da raiz, em comparagdo com

o controle ndo inoculado (Ambreetha et al., 2018). Bactérias do género Bacillus podem
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induzir o desenvolvimento radicular lateral, o que é crucial para a aquisicdo de agua e
minerais (Ambreetha et al., 2018).

Em conjunto, é possivel sugerir que a modulag&o da morfologia radicular nos
estagios iniciais do desenvolvimento do milho promovida pela acdo de ambas cepas
de Bacillus pode levar a uma maior resisténcia a estresses abidticos e maior
produtividade na fase adulta. Esse remodelamento radicular provavelmente esta
relacionado a mais de um dos mecanismos de promoc¢ao do crescimento encontrados
na predicdo gendémica e confirmados in vitro.

Os resultados indicam que Bacillus spp. isolados da regido semi-arida
brasileira com multiplas caracteristicas para promocéo de crescimento séo indicados
para promocao de crescimento do milho sob estresse hidrico. Portanto, as estirpes
bacterianas 6E9, 5D5, 1H10, 2E7 e 1A11 sdo alternativas factiveis e viaveis para
mitigar os efeitos do estresse hidrico, pois podem facilitar o crescimento e
desenvolvimento das plantas por diferentes mecanismos morfofisiolégicos e

bioquimicos.
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7. CONCLUSAO

As analises gendmicas e filogenéticas identificaram que as estirpes bacterianas
6E9 e 5D5 pertencem a espécie Bacillus velezensis, enquanto as estirpes 1H10, 2E7,
1A11 sdo da espécie Bacillus subtilis. Tais estirpes compartilham genes que conferem
protecdo contra o estresse hidrico, producao de fito-horménios, disponibilizacdo de
fésforo, producdo de &cidos organicos, metabolismo de nitrogénio, metabolismo e
aquisicao de ferro, producéo de exopolissacarideos, producdo de compostos volateis
organicos e inorganicos, motilidade e quimiotaxia, contra estresse oxidativo, que sao
relacionados aos principais mecanismos associados a promoc¢ao de crescimento de
plantas.

As bactérias promotoras do crescimento de plantas tém potencial de utilizacédo
como inoculantes visando mitigar os efeitos do estresse hidrico. Entretanto, estudos
adicionais em condi¢bes controladas e de campo sob restricdo hidrica serdo
fundamentais para avaliacdo e validacdo destes microrganismos para futuras

aplicac6es biotecnolégicas na agricultura.
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APENDICE A — LOCALIZACAO DE COLETA DAS ESTIRPES ESTUDADAS

Tabela S1. Localizacao de coleta das estirpes estudadas.

Estirpe Pais / Estado / Municipio Localizacdo geogréfica Bioma Data de coleta
5D5 Brasil / Ceara / Taua Latitude: 06° 00' 11" S e Longitude: 40° 17' 34" W Caatinga 17/10/2013
1H10 Brasil / Ceara / Quixeramobim  Latitude: 05° 11' 56" S e Longitude: 39° 17' 34" W Caatinga 15/10/2013
6E9 Brasil / Ceara / Canindé Latitude: 04° 21' 32" S e Longitude: 39° 18' 42" W Caatinga 18/10/2013
1A11 Brasil / Ceara / Ocara Latitude: 04° 18' 01" S e Longitude: 38° 29' 52" W Caatinga 14/10/2013
2E7 Brasil / Ceara / Pedra Branca Latitude: 04° 49' 56" S e Longitude: 40° 19' 14" W Caatinga 17/10/2013
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APENDICE B - IDENTIFICACAO DOS GENES PRESENTES NOS GENOMAS DAS ESTIRPES DE Bacillus 6E9, 5D5, 1H10, 2E7 E 1A11

Tabela S2. Identificacdo dos genes presentes nas estirpes de Bacillus 6E9, 5D5, 1H10, 2E7 e 1A11, relacionados ao estresse oxidativo. As anotacdes
estruturais e funcionais dos genomas foram realizadas com os softwares Prokka, RAST, PANNZER2, EGgNOG e BlastKOALA.

Gene ID

6E9 5D5 1H10 2E7 1A11 Anotagao KO Gene
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1Al1l superoxide dismutase, Cu-Zn family KO4565 sSoD1
_00100 _03119 _01035 00988 _ 00229 [EC:1.15.1.1]
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A11l superoxide dismutase, Fe-Mn family K04564 SOD2
_00108 02293 _ 00641 _ 00597 _ 00222 [EC:1.15.1.1]
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A1ll , katE, CAT,
01184 00204 02139 02098 01454  catalase [EC:1.11.1.6] KO3781 4B, srpA
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A1ll -
02287 02687 01756 01714 02781 Mn-containing catalase K07217 K07217
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A1l o : o .
03223 03763 00056 00056 01176 starvation-inducible DNA-binding protein K04047 dps
GFFKBOE9  GFFKBSDS — GFFKIHIO - GFFKB2E7 - GFFKIALL redox-sensing transcriptional repressor K01926 rex
03867 03519 03215 03867 04024 9 P P
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A11 Fur family transcriptional regulator, ferric KO3711 fur, zur,
_ 01375 _ 02463 _ 00797 00753 00469 uptake regulator furB
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A11l Fur family transcriptional regulator, zinc K02076 JUrR. Zur
01553 02286 00634 00590 00632 uptake regulator '
i i GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A1l1 peroxiredoxin (alkyl hydroperoxide K03386 PRDX2_4,
_ 01572 01530 02969 reductase subunit C) [EC:1.11.1.15] ahpC
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A11l alkyl hydroperoxide reductase subunit F K03387 ahoF
03024 _00116 02276 03063 01346 [EC:1.6.4.-] P
[Continua]

L0T



[Continuacéo]

Gene ID

6E9 5D5 1H10 2E7 1A11 Anotagao KO Gene
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A11l Fur family transcriptional regulator, K09825 erR
_ 02723 _ 03373 03471 03608 _ 03763 peroxide stress response regulator P
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A11 . .
00761 01432 01684 01641 02855 lipoyl-dependent peroxidase K04063  osmC, ohr
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A11 : _

03155 00030 00251 00252 00980 lactoylglutathione lyase [EC:4.4.1.5] K01759 GLO1, gloA
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1Al11l hydroxyacylglutathione hydrolase K01069 gloB, gloC,
_01526 _02312 _ 00664 00620 _00602 [EC:3.1.2.6] HAGH
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1Al1l arsenate reductase (glutaredoxin) K00537 arsCl1,
03426 00827 _03018 _02309 _02098 [EC:1.20.4.1] arsC

GFFKBGES GFFKBSDS GFFKLHIO GFFKB2E7 GFFKIALL ol MOV PR EA o0 e kodso2  arsR

03128 00238 03542 03234 03384 o P

- - - - - transcriptional repressor

GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1Al1ll . . . .
02360 02599 00474 00468 00755 cobalt-zinc-cadmium efflux system protein  K16264  czcD, zitB

GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1Al1l ribonucleoside-diphosphate reductase K00525 E1.17.4.1A,
00339 03494 _ 01251 01212 02308 alpha chain [EC:1.17.4.1] nrdA, nrdg
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[Conclusao]

Gene ID

6E9 5D5 1H10 2E7 1A11 Anotagao KO Gene

GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A1ll ,

01273 02970 00904 00859 00359 methylglyoxal synthase [EC:4.2.3.3] K01734 mgsA
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A1ll , COpA, CtpA,

01826 00751 02945 02381 102025 P-type Cu+ transporter [EC:7.2.2.8] K17686 ATP7
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A1ll CODDEr transport brotein K14166 onJ

02507 02740 03677 03369 03523 PP portp y
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A11l Rrf2 family transcriptional regulator, nitric K13771 nsrR

_ 01124 01789 02083 02042 _ 02467 oxide-sensitive transcriptional repressor
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A1l1l , : .

00003 03031 00964 00918 00299 glutathione peroxidase [EC:1.11.1.9] K00432 gpXx
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Tabela S3. Identificacdo dos genes presentes nas estirpes de Bacillus 6E9, 5D5, 1H10, 2E7 e 1A11, relacionados ao metabolismo e aquisicdo de
ferro. As anotacgdes estruturais e funcionais dos genomas foram realizadas com os softwares Prokka, RAST, PANNZER2, EggNOG e BlastKOALA.

Gene ID

6E9 5D5 1H10 2E7 1A11 Anotagao KO Gene
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A1l iron complex transport system ATP- K02013 ABC.FEV.A
_00542 _01211 _01457 _01416 03083 binding protein [EC:7.2.2.-] ' '
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1Al1l iron complex transport system permease
_02711 02948 03913 03599 _ 03754 protein K02015 ~ ABC.FEV.P
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1Al1l iron complex transport system substrate-
_02710 _ 02947 03912 03598 03753 binding protein K02016 ~ ABC.FEV.S
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A11 .
03440 00841 03032 02295 02112 Fe-S cluster assembly protein SufB K09014 sufB
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1Al1ll menaquinone-specific isochorismate K02552 menE
_03208 _03748 00038 00038 _01194 synthase [EC:5.4.4.2]
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A11 .
03437 00838 03029 02298 102109 Fe-S cluster assembly protein SufD K09015 sufD
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1Al1l ferric hydroxamate transport system K23228 fhuB
_01800 _00777 _02965 02362 _02045 permease
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A11l ferric hydroxamate transport system ATP- K10829 fhuC
01798 _00779 _02967 02360 _02047 binding protein [EC:7.2.2.16]
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A11l ferric hydroxamate transport system K23297 fhuD
01801 00776 02328 02363 02044 substrate-binding protein
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A11 . , _
03509 00914 03101 02227 02180 isochorismate synthase [EC:5.4.4.2] K02361 entC, dhbC
[Continua]
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[Conclusao]

Gene ID ~
6E9 5D5 1H10 2E7 1A11 Anotagao KO Gene
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1Al1ll bifunctional isochorismate lyase / aryl K01252 entB, dhbB,
03511 00916 03103 02225 02182 carrier protein [EC:3.3.2.1 6.3.2.14] vibB, mxcF
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1Al1l1 2,3-dihydro-2,3-dihydroxybenzoate K00216  entA. dhbA
03508 00913 _03100 02228 _02179 dehydrogenase [EC:1.3.1.28] '
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A1l1 2,3-dihydroxybenzoate-AMP ligase K02363 entE, dhbE,
_03510 _00915 _ 03102 _ 02226 _02181 [EC:6.3.2.14, 2.7.7.58] VibE, mxcE
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A11 : .
03512 00917 03104 02224 02183 nonribosomal peptide synthetase DhbF K04780 dhbF
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A11 . - .
03507 00912 03099 02229 02178 Ferri-bacillibactin esterase BesA K07017 besA
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A11 - .
00393 01062 01308 01267 03232 bacillibactin exporter K08161 ymfD
GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A11 . o FTR, FTH1,
- - | 02458 02875 01532 high-affinity iron transporter K07243 efeU
i i GFFK1H10 i i L-2,4-diaminobutyrate decarboxylase
03532 [EC:4.1.1.86] K13745 ddc
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1Al1l ferric citrate transport system substrate- K23181 fecB
_ 01035 _01700 01992 01953 _02555 binding protein
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1Al11l two-component response regulator K02483 ompR,
_ 01957 _ 00617 02248 00489 00734 colocalized with HrtAB transporter hprR
Long-chain-fatty-acid--CoA ligase
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A11 ) . N . .
00178 03382 01155 01112 00093 associated with anthrachelin biosynthesis K00666 [EC:6.2.1.-]

[EC:6.2.1.]
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Tabela S4. Identificacdo dos genes presentes nas estirpes de Bacillus 6E9, 5D5, 1H10, 2E7 e 1A1l1, relacionados a resisténcia a antibioticos. As
anotacdes estruturais e funcionais dos genomas foram realizadas com os softwares Prokka, RAST, PANNZER2, EggNOG e BlastKOALA.

Gene ID

6E9 5D5 1H10 2E7 1A11 Anotagao KO Gene
i i GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1Al1ll aminoglycoside 6-adenylyltransferase
00450 00455 00777 [EC:2.7.7-] K05593 aadK
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A11l MFS transporter, DHA3 family, macrolide K08217 mef
_ 00675 _ 00793 01589 01547 _ 02064 efflux protein
GFFK1H10 GFFK1A11 : _
- - 03844 - 03689 erythromycin esterase [EC:3.1.1.-] K06880 ereA B
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A1l ,
00874 01543 01092 01050 00156 beta-lactamase class A [EC:3.5.2.6] K17836 penP
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A1l zinc D-Ala-D-Ala carboxypeptidase KO7260 vany
_00073 _03092 _01011 _ 00964 00253 [EC:3.4.17.14]
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1Al1ll GntR family transcriptional regulator, K18907 norG
00984 00035 01923 01885 02609 regulator for abcA and norABC
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1All ATP-binding cassette, subfamily B, K18104 abcA. bmrA
01958 00616 02810 _ 02511 01896 bacterial AbcA/BmrA [EC:7.6.2.2] ’
GFFKB6E9 ) GFFKB2E7 GFFK1A11 MFS transporter, DHA2 family, metal- K08168 tetB
01623 03139 _ 01271 tetracycline-proton antiporter
[Continua]
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[Conclusao]

Gene ID .
6E9 5D5 1H10 2E7 1A11 Anotagao KO Gene
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A11l macrolide transport system ATP- K18231 msrA vmiR
02316 02563 03504 03202 03346 binding/permease protein '
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A11l D-alanine--poly(phosphoribitol) ligase K03367 ditA
03148 _00252 02432 _02900 _01508 subunit 1 [EC:6.1.1.13]
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A11 membrane protein involved in D-alanine K03739 ditB
_ 03147 _ 00251 02431 _ 02901 _01507 export
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A11l D-alanine--poly(phosphoribitol) ligase K14188 ditc
_ 03146 _00250 02430 02902 _01506 subunit 2 [EC:6.1.1.13]
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A11 . :
03145 00249 02429 02903 01505 D-alanine transfer protein K03740 ditD
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1Al11l phosphatidylglycerol lysyltransferase
02751 03345 03441 03639 03793 [EC:2.3.2.3] K14205  mprF, fmtC
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A11 . - .
01771 02080 00284 00285 00948 rifampicin phosphotransferase [EC:2.7.9.6] K22579 rph
- - GFST&#O - virginiamycin B lyase [EC:4.2.99.-] K18235 vgb
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Tabela S5. Identificacdo dos genes presentes nas estirpes de Bacillus 6E9, 5D5, 1H10, 2E7 e 1A11, relacionados a motilidade e quimiotaxia. As

anotacdes estruturais e funcionais dos genomas foram realizadas com os softwares Prokka, RAST, PANNZER2, EggNOG e BlastKOALA.

Gene ID

6E9 5D5 1H10 2E7 1A11 Anotagao KO Gene
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A1ll two-component system, chemotaxis K03415 cheV
_ 00677 01345 01591 01549 02949 family, chemotaxis protein CheV
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1Al1l two-component system, chemotaxis K03407 cheA
00433 ~ 01102 01348 01307 03192 family, sensor kinase CheA [EC:2.7.13.3]
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1Al1l two-component system, chemotaxis K03413 cheY
00443 _ 01112 01358 01317 03182 family, chemotaxis protein CheY
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1All chemotaxis protein methyltransferase KOO575 cheR
_01298 _02540 00880 00835 00383 CheR [EC:2.1.1.80]
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A11 , . .
00430 01099 01345 01304 03195 chemotaxis protein CheD [EC:3.5.1.44] K03411 cheD
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A11 . o : .
00432 01101 01347 01306 03103 purine-binding chemotaxis protein CheW K03408 cheWw
two-component system, chemotaxis
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A11 family, protein-glutamate K03412 cheB
00434 _ 01103 01349 01308 03191 methylesterase/glutaminase [EC:3.1.1.61,
3.5.1.44]
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1Al1ll . . .
02003 00569 02762 02565 01843 flagellar hook-associated protein 2 K02407 fliD
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A11 . :
02004 00568 02760 02545 04227 fagellin K02406 iC
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[Continuacéo]

Gene ID .
6E9 5D5 1H10 2E7 1A11 Anotagao KO Gene
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A1l . .
02008 00564 02756 02571 01837 flagellar hook-associated protein 3 FlgL K02397 flgL
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A11 : .
02009 00563 02755 02572 01836 flagellar hook-associated protein 1 FIgK K02396 flgK
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A11 :

00447 01116 01362 01321 03178 flagellar hook protein FIgE K02390 flgE
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1Al1l flagellar basal-body rod modification K02389 floD
00448 _01117 01363 01322 _03177 protein FIgD 9

GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A11 ,
00447 01116 01362 01321 03178 flagellar basal-body rod protein FIgG K02392 flgG
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A11l flagellar hook-basal body complex protein K02408 fliE
_ 00456 _01125 _01371 01330 _ 03169 FIiE
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A11 :
00458 01127 01373 01332 03167 flagellar basal-body rod protein FigB K02387 flgB
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1Al1l1 .
00457 01126 01372 01331 03168 flagellar basal-body rod protein FIgC K02388 flgC
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1Al1l1 . . . .
00455 01124 01370 01329 103170 flagellar M-ring protein FliF K02409 fliF
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A11 . P ,
00445 01114 01360 01319 03180 flagellar motor switch protein FliM K02416 fliM
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1Al1l1l . . . .
00454 01123 01369 01328 03171 flagellar motor switch protein FliG K02410 fliG
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Gene ID .
6E9 5D5 1H10 2E7 1A11 Anotagao KO Gene

GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A11 , — , . .

00444 01113 01359 01318 03181 flagellar motor switch protein FIiN/FIliY K02417 fliNY, fliN
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A11 : . :

00437 01106 01352 01311 03188 flagellar biosynthesis protein FIhA K02400 flnA
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A11 : . .

00438 01107 01353 01312 03187 flagellar biosynthetic protein FIhB K02401 flnB
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A11 - .

00453 01122 01368 01327 03172 flagellar assembly protein FliH K02411 fliH
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A11l flagellum-specific ATP synthase K02412 fil

00452 _01121 _01367 01326 03173 [EC:7.4.2.8]
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A11 - : . .

00442 01111 01357 01316 03183 flagellar protein FIiO/FliZ K02418 flioz, flio
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A11 . : I .

00440 01109 01355 01314 03185 flagellar biosynthetic protein FIiQ K02420 fliQ
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1Al1ll . . . . .

00441 01110 01356 01315 03184 flagellar biosynthetic protein FliP K02419 fliP
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1Al1ll . . . . .

00439 01108 01354 01313 03186 flagellar biosynthetic protein FIiR K02421 fliR
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A11 . , ,

00451 01120 01366 01325 03174 flagellar FliJ protein K02413 fliJ
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A1l negative regulator of flagellin synthesis K02398 flaM

_02011 _ 00561 02753 02574 01834 FlgM 9
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[Continuacéo]

Gene ID .
BE9 5D5 1H10 2E7 1A11 Anotagao KO Gene

GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A11 - .

02002 00570 02763 02564 01844 flagellar protein FIliS K02422 fliS
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A11 . .

02006 00566 02758 02569 01839 flagellar assembly factor Fliw K13626 fliw
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A11 .

01030 01695 01987 01948 02560 heam-based aerotactic trancducer K06595 hemAT
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A11 RNA polymerase sigma factor for flagellar K02405 A

_00429 01098 01344 01303 _03196 operon FliA
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A11 , .

00712 01382 01628 01585 02913 chemotaxis protein MotA K02556 motA
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A11 : .

00713 01383 01629 | 01586 02912 chemotaxis protein MotB K02557 motB
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1All ribose transport system substrate-binding K10439 rbsB

_02066 _00506 02692 _02635 _01775 protein
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1Al1ll . . .

00446 01115 01361 01320 03179 flagellar FIiL protein K02415 fliL
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1Al1ll . . .

00436 01105 01351 01310 03189 flagellar biosynthesis protein FIhF K02404 flnF
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A1l L-cystine transport system substrate- K02424 fliY. tevA

02548 02782 03713 03406 _ 03559 binding protein 1Y
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[Conclusao]

Gene ID .
6E9 5D5 1H10 2E7 1AL Anotacdo KO Gene

GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A1ll , : :

00435 01104 01350 01309 103190 flagellar biosynthesis protein FIhG K04562 flhG, fleN
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A1l methvl-accenting chemotaxis protein KO3406 me

00684 00990 01112 01072 00134 y pting P P
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A1ll .

01030 01695 01987 01948 02560 heam-based aerotactic trancducer K06595 hemAT
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A11 basic membrane protein A and related KO7335 Empg‘

_00978 _00956 _03144 02183 _02224 proteins tms C’
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Tabela S6. Identificacdo dos genes presentes nas estirpes de Bacillus 6E9, 5D5, 1H10, 2E7 e 1A11, relacionados a producédo de exopolissacarideos.
As anotac¢des estruturais e funcionais dos genomas foram realizadas com os softwares Prokka, RAST, PANNZER2, EggNOG e BlastKOALA.

Gene ID

6E9 5D5 1H10 2E7 1A11 Anotagao KO Gene

GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A11 UDP-N-acetylglucosamine 2-epimerase K01791 wecB

_02034 _00538 _02729 02598 _01810 (non-hydrolysing) [EC:5.1.3.14]
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A11 , .

03626 03597 03983 04042 04294 serine O-acetyltransferase [EC:2.3.1.30] K00640 cysE

N-

GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A11l acetylglucosaminyldiphosphoundecapreno KO5946  tagA. tarA

_ 02041 _ 00531 02716 02611 01799 | N-acetyl-beta-Dmannosaminyltransferase A,

[EC:2.4.1.187]

GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A11

01916 00655 02859 02461 01946 glycosyltransferase EpsD K19422 epsD
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1Al1ll

01914 00657 02861 02459 01948 glycosyltransferase EpsF K19424 epskF
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1Al1ll .

01913 00658 02862 02458 01949 transmembrane protein EpsG K19419 epsG
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A11

01912 00659 02863 02457 01950 glycosyltransferase EpsH K19425 epsH
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1Al1ll

01908 00663 02867 | 02453 01954 sugar transferase EpsL K19428 epsL
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[Conclusao]

Gene ID .
6E9 5D5 1H10 2E7 1A11 Anotagao KO Gene
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A1ll
01907 00664 02868 02452 01955 acetyltransferase EpsM K19429 epsM
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1Al1l pyridoxal phosphate-dependent K19430 cosN
01906 _ 00665 02869 02451 01956 aminotransferase EpsN P
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1Al1l protein-tyrosine phosphatase K01104 cosP
02094 00479 02663 02663 _ 01744 [EC:3.1.3.48] P
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A1l .
00343 03498 01255 01216 03283 nostfactor-l protein K03666 hiq
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1Al1l PTS system, sugar-specific IA component K02777 PTS-Glc-
01248 _02995 00929 00884 00334 [EC:2.7.1.] ElIA, crr
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A1l .
01903 00668 02872 | 02448 01959 RNA polymerase sigma-54 factor K03092 rpoN
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A1l . . )
03220 03760 00053 00053 01179 S-ribosylhomocysteine lyase [EC:4.4.1.21] KO07173 luxS
i i GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A11 glucose-1-phosphate adenylyltransferase K00975 laC
00024 00024 01207  [EC:2.7.7.27] 99
GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1Al1l1l .
- - 00027 00027 01205 glycogen [EC:2.4.1.1] K00688 PYG, glgP
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Tabela S7. Identificacdo dos genes presentes nas estirpes de Bacillus 6E9, 5D5, 1H10, 2E7 e 1A11, relacionados ao metabolismo de acidos organicos.

As anotac¢des estruturais e funcionais dos genomas foram realizadas com os softwares Prokka, RAST, PANNZER2, EggNOG e BlastKOALA.

Gene ID

6E9 5D5 1H10 2E7 1A11 Anotagao KO Gene
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A11l 6-phosphogluconate dehydrogenase K00033 PGD, gnd,
_01429 _02409 _00569 _00525 _ 00505 [EC:1.1.1.44, 1.1.1.343] gntZ
i i GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A11 2-dehydro-3-deoxy-D-gluconate 5- KOOO65 kduD
00937 00892 00326 dehydrogenase [EC:1.1.1.127]
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A1l , .
01896 00675 01022 00975 00242 gluconate:H+ symporter, GntP family K03299 TC.GNTP
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1Al1ll GntR family transcriptional regulator, K11476 ntR
_ 01894 _ 00677 _ 02281 03058 _ 01351 gluconate operon transcriptional repressor 9
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A1ll ,
02594 02831 03770 03462 03615 L-lactate dehydrogenase [EC:1.1.1.27] K00016 LDH, Idh
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A1l lactate permease K03303 IctP
_01902 _ 00669 03769 _03461 _03614 P
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A11l . : .
01533 02306 02053 02013 | 02496 Na+:H+ antiporter, NhaC family K03315 nhaC
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1Al1l L-lactate dehydrogenase complex protein KOO782 4G
_ 01897 _ 00674 _02891 _ 02431 _01976 LIdG
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1Al1l L-lactate dehydrogenase complex protein K18929 =
01898 00673 02890 02432 _ 01975 LIdF
[Continua]
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[Conclusao]

6E9 5D5 G;:i(;D 2E7 1A11 Anotagdo KO Gene
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1Al1l L-lactate dehydrogenase complex protein K18928 IdE

_01899 _00672 _02889 02433 _ 01974 LIdE
GRS CTTAEDS GTEMD ST ML i OLLLT. Koo o
OFFKBOE9 GFFKESDS  GFFKIMIO  GFFKBIET  GFFKIML oot gecarborylase [EC:4.11.2 01569 oxdD
OFFKBGE9 GFFKESDS GFFKIMIO GFFKBJET GFFKIML \ouyicocivate yase (EC41330)  KOMI7  pip
OFFKBGES GFFKBSDS GFFKIMIO  GFFKBOET  GFFKIALL 5 1oy iirate deydratase (EC 42179)  KOI720  prpD
OFFKBSES  GFFKBSDS  GFFKIMIO | GFFKB2ET  GFFKIALL uoqiie pycratase (EC 4.2.1.3) 01681  ACO, acnA
OFFKBGES  GFFKBSDS  GFFKIMIO GFFKBIET  GFFKIML gyraie symnase [EC:2:33.1 Ko1647  CS, gia
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Tabela S8. Identificacdo dos genes presentes nas estirpes de Bacillus 6E9, 5D5, 1H10, 2E7 e 1A11, relacionados a producao de fito-hormonios. As
anotacdes estruturais e funcionais dos genomas foram realizadas com os softwares Prokka, RAST, PANNZER2, EggNOG e BlastKOALA.

Gene ID

6E9 5D5 1H10 2E7 1A11 Anotagao KO Gene

GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A11l tryptophan synthase alpha chain KO1695 oA

_01289 _02549 00889 00844 _00374 [EC:4.2.1.20] P
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1All tryptophan synthase beta chain KO1696 tpB

01290 02548 00888 00843 _00375 [EC:4.2.1.20] P
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1Al1l indole-3-glycerol phosphate synthase KO1609 troC

01292 _02546 00886 _ 00841 _00377 [EC:4.1.1.48] P
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1Al1l anthranilate phosphoribosyltransfe-rase KOO766 troD

_01293 _02545 00885 00840 00378 [EC:2.4.2.18] P
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1Al1l anthranilate synthase component | KO1657 troE

_ 01294 _ 02544 00884 00839 _00379 [EC:4.1.3.27] P
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1Al1l phosphoribosylanthranilate isomerase KO1817 "

_01291 _ 02547 00887 00842 _00376 [EC:5.3.1.24] P
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A1l aldehyde dehydrogenase (NAD+) K00128 ALDH

_00110 _ 00126 _ 01044 00997 _00220 [EC:1.2.1.3]
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1Al1ll . . .

02706 02943 03908 03594 03749 amidase [EC:3.5.1.4] K01426 amikE
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A11 .

03180 00284 00290 00291 00943 IAA acetyltransferase [EC:2.3.1.-] K03829 yedL

GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1All . . .
- - 01073 01027 00191 monoamine oxidase [EC:1.4.3.4] K00274  MAO, aofH
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Tabela S9. Identificacdo dos genes presentes nas estirpes de Bacillus 6E9, 5D5, 1H10, 2E7 e 1A11, relacionados a produc¢do de compostos organicos
volateis e compostos inorganicos volateis. As anotagfes estruturais e funcionais dos genomas foram realizadas com os softwares Prokka, RAST,
PANNZER2, EggNOG e BlastKOALA.

Gene ID ~
6E9 5D5 1H10 2E7 1A11 Anotacdo KO Gene
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A1l acetolactate synthase I/1ll small subunit K01653 ivH. ilvN
01758 02088 00293 00294 00940 [EC:2.2.1.6] '
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1Al1l acetolactate synthase I/1l/1ll large subunit KO1652 ilvB, ilvG,
01759 00502 00292 00293 00941 [EC:2.2.1.6] ivl
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1Al1ll . alsD, budA,
02069 00503 02688 02639 01771 acetolactate decarboxylase [EC:4.1.1.5] K01575 aldC
GFFKB6E9 GFFKBSD5 GFFKIH10 GFFKB2E7 GFFK1A11 (FoR)-butanediol dehydrogenase / meso-
02954 03542 03233 03849 04006 butanediol dehydrogenase / diacetyl K00004 BDH, butB
- - - - - reductase [EC:1.1.1.4,1.1.1.-, 1.1.1.303]
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1Al1l acetoin:2,6-dichlorophenoclindophenol K21416 ACOA
02778 03322 03407 03670 03826 oxidoreductase subunit alpha [EC:1.1.1.-]
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1Al1l acetoin:2,6-dichlorophenoclindophenol K21417 acoB
02777 03323 03408 03669 03825 oxidoreductase subunit beta [EC:1.1.1.-]
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1Al1l acetoin utilization protein AcuA [EC:2.3.1.- KO4766 aCUA
03305 01944 00149 00149 01083 ]
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1Al1ll . A .
03303 01942 00147 00147 01085 acetoin utilization protein AcuC K04768 acuC
GFFKBBE9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A11 fégﬂi}if ‘;ig‘;;‘iged”él,fr%rr‘zcgﬁg‘;gaé cron K21405 ACOR
02774 03326 03411 03666 03822 9 ’ ydrog P

transcriptional activator AcoR
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Tabela S10. Identificagdo dos genes presentes nas estirpes de Bacillus 6E9, 5D5, 1H10, 2E7 e 1A11, relacionados a disponibilizacao de fosforo. As
anotacdes estruturais e funcionais dos genomas foram realizadas com os softwares Prokka, RAST, PANNZER2, EggNOG e BlastKOALA.

Gene ID

6E9 5D5 1H10 2E7 1A11 Anotagao KO Gene
hosphate ABC transporter, periplasmic

GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A11 P . :

01543 02296 00644 00600 | 00622 gh:ipszit]e-bmdmg protein PstS [TC K02040 pstS
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A11l phosphate transport system permease K02037 StC

_01542 _02297 00645 _ 00601 _00621 protein PstC [TC 3.A.1.7.1] P
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A11l phosphate transport system permease K02038 StA

_01541 _02298 _00646 _00602 _00620 protein PstA [TC 3.A.1.7.1] P
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A11 phosphate transport ATP-binding protein K02036 StB

01539 _02300 00648 _ 00604 00618 PstB [TC 3.A.1.7.1] [EC:7.3.2.1] P
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A11 phosphate regulon sensor histidine kinase KO7636 hoR

03367 _02010 _00211 _00211 _01021 PhoR [EC:2.7.13.3] P
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1Al1l1 . .

01121 01786 02080 02039 02470 alkaline phosphatase [EC:3.1.3.1] K01077 phoA, phoB
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1Al1l alkaline phosphatase synthesis response KO7658 phoB1,
_03366 _02009 _00210 _00210 _01022 regulator PhoP phoP

GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A11 , .
02633 02867 03813 03505 | 03658 alkaline phosphatase D [EC:3.1.3.1] K01113 phoD
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A11 ,
01577 02262 00609 00565 _ooes7  hoH-like ATPase KO7175  phoH2
[Continua]
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[Conclusao]

Gene ID ~
6E9 5D5 1H10 2E7 1A11 Anotacdo KO Gene

GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A11 phosphate starvation-inducible protein K06217 hoH

_ 01577 02262 00609 00565 00657 PhoH and related proteins P
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A11l inorganic phosphate transporter, PiT K03306 itA

_ 00791 _ 01461 _01717 _ 01674 02822 family P
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A11l manganese-dependent inorganic K15986 aC

_ 02961 _ 00056 02221 03119 _ 01290 pyrophosphatase [EC:3.6.1.1] PP
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A11 .

01969 00605 02795 02527 01881 pyrophosphatase PpaX [EC:3.6.1.1] K06019 ppaX
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A11 . .

01585 02254 - 01860 01822 02672 Sodium-dependent phosphate transporter K03324 yjbB
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Tabela S11. Identificacdo dos genes presentes nas estirpes de Bacillus 6E9, 5D5, 1H10, 2E7 e 1A11, relacionados ao estresse hidrico. As anotacdes
estruturais e funcionais dos genomas foram realizadas com os softwares Prokka, RAST, PANNZER2, EGgNOG e BlastKOALA.

Gene ID

6E9 5D5 1H10 2E7 1A11 Anotagao KO Gene
- - - - - Aquaporin Z K06188 aqpZ
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1Al1ll - .
01134 01799 02093 02052 02457 Glycerol uptake facilitator protein K02440 glpF
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1Al1l Betaine aldehyde dehydrogenase (EC
03142 01016 03197 02129 02380 1.2.1.8) KOO130  betB, gbsA
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1Al1l1l .
01097 01762 01283 01244 03255 HTH-type transcriptional regulator Betl K02167 betl
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1Al1l1l . .
03270 01909 00113 00113 01119 Glycine betaine transporter OpuD KO5020 opuD, betL
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1Al1l Glycine betaine ABC transporter ATP- K02000 ODUAA
02601 02838 03777 03469 03622  binding protein opuAA [EC:7.6.2.9] P
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1Al1l Glycine betaine ABC transport system, K02001 obUAB
_02600 02837 _03776 03468 _03621 permease protein OpuAB P
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1Al1l Glycine betaine ABC transport system, K02002 ODUAC
02599 02836 03775 03467 03620 glycine betaine-binding protein OpuAC P
GFFKBBE9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A1l1 ﬁ'y;'r?fk?eet:'r:‘;/tprg’l:'ﬁf ABC transporter, 05845 oUC
01863 00710 02913 02403 01998 I proline P
binding/permease protein
[Continua]
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[Continuacao]

Gene ID .
6E9 5D5 1H10 2E7 1A11 Anotagao KO Gene
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1All Glycine betaine/proline transport system K02002 roX
02599 02836 _03775 _03467 _03620 substrate-binding protein P
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A11 Glycine betaine/proline transport system K02001 oW
02600 02837 03776 03468 03621 permease protein P
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A1l1 Glycine betaine/proline transport system K02000 Y
_02601 02838 _03777 03469 03622 ATP-binding protein [EC:7.6.2.9] P
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A11 Choline ABC transport system, ATP- KO5847 ODUBA
01865 _00713 _02113 02072 _02001 binding protein OpuBA P
GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1Al1ll Choline ABC transport system, permease
) ) 02922 02404 02002  protein OpuBB KO5846  opuBB
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1Al1ll Choline ABC transport system, choline- KO5845 0DUBC
01863 _00715 02923 02403 _02003 binding protein OpuBC P
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1Al1ll Choline ABC transport system, permease KO5846 o0UBD
01862 _00709 02924 02402 _02004 protein OpuBD P
Alcohol dehydrogenase GbsB (type Il ),
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1All . o .
03609 01017 03198 02128 02381 islsinil)al for the utilization of choline (EC K11440 gbsB
[Continua]
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[Conclusao]

Gene ID -
6E9 5D5 1H10 2E7 1A11 Anotagao Ko Gene
Osmotically activated L-carnitine/choline
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A11 tne .
01868 00710 02913 02408 01998 ABC transporter, substrate-binding protein  K05845 opuCC
- - - - - OpuCC
GFFKBBE9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A11 gérg‘t’::r‘;"s”yoa:tcé'r"atgfm'g;g;”'t:gfe{ fnho“”e 05846 0ouCD
01862 00711 02914 02407 01999 porter, p P P
—~ —~ — - —~ OpuCD
GFFKBBE9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A11 2;2‘;::rf‘s”yoa:f;'r"atgfm'g;g;”'t:g‘fe{ icnho“”e 05846 ODUCE
01864 00714 02912 02409 01997 porter, p P P
- - - - - OpuCB
Osmotically activated L-carnitine/choline
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A11 car .
01870 00708 02911 02410 01996 ABC transporter, ATP-binding protein K05847 opuCA
OpuCA
GFFKBBE9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A1l Osmoprotectant transport system ATP- 05847 OUA
01865 00708 02911 02405 01996  binding protein [EC:7.6.2.9] P
GFFKB6E9 GFFKBSD5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFKIALL (. oo\ ) odD
01573 02266 00614 00570 00652 9p
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A1l GntR family transcriptional regulator, K03486 treR2. treR
_ 02813 03292 03382 03695 _ 03851 trehalose operon transcriptional repressor ’
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1Al11l Trehalose-6-phosphate hydrolase K01226 treC
02814 03291 03381 03696 03852  [EC:3.2.1.93]
GFFKBBE9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1Al1l trehalose PTS system EIIBC or EIIBCA 02819 treB. treP
02815 03290 03380 03697 03853  component [EC:2.7.1.201] '
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Tabela S12. Identificacdo dos genes presentes nas estirpes de Bacillus 6E9, 5D5, 1H10, 2E7 e 1A11, relacionados a resposta ao estresse hidrico. As
anotacdes estruturais e funcionais dos genomas foram realizadas com os softwares Prokka, RAST, PANNZER2, EggNOG e BlastKOALA.

Gene ID

6E9 5D5 1H10 2E7 1A11 Anotagao KO Gene
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A11 : . .
02423 02656 03595 03288 | 03440 RNA polymerase sigma-B factor sigB K03090 sigB
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1All serine/threonine-protein kinase RsbW KO4757 rSbW
02424 _02657 03596 03289 _ 03441 [EC:2.7.11.1]
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A11 ,
02426 02659 03598 03201 03443 phosphatase RsbU [EC:3.1.3.3] K07315 rsbu
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A11 , , mazF,
02430 02663 03602 03295 03447 MRNA interferase MazF [EC:3.1.-.-] K07171 ndoA, chpA
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A11 . .
02429 02662 03601 03294 103446 rsbT co-antagonist protein RsbR K17763 rsbR
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A11 . .
02428 02661 03600 03293 03445 rsbT antagonist protein RsbS K17762 rsbS
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1Al1l serine/threonine-protein kinase RsbT K17752 rsbT
_02427 _02660 03599 03292 03444 [EC:2.7.11.1]
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1Al1l1l oo .
02425 02658 03597 03290 03442 anti-sigma B factor antagonist K04749 rsbv
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1Al1l phosphoserine phosphatase RsbX K05518 rsbX
02422 _ 02655 03594 03287 03439 [EC:3.1.3.3]
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A11 : ,
01563 02276 00624 00580 00642 RNA polymerase primary sigma factor K03086 rpoD
[Continua]
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[Conclusao]

Gene ID ~
6E9 5D5 1H10 2E7 1A11 Anotagao KO Gene
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A1l RNA polymerase sigma-70 factor, ECF 03088 oE
02182 00391 02568 02757 01650  subfamily P
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A11l .
00925 01590 01850 01813 02682  hemoglobin K06886 gloN
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A11l .
00343 03498 01255 01216 03283 host factor-1 protein K03666 hfg
GFFKBGE9 GFFKBSDS GFFKIH10 GFFKB2E7 ~GFFKIALL oo oo (05505 marC,
01872 00706 02909 02412 01994 P P yWbG
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A11
00334 03489 01246 01207 03202  CTPase K03665 hflx
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A1l . .
03404 02047 00250 00250 00982 carbon starvation protein K06200 CStA
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A11
02005 00567 02759 02568 01840 carbon storage regulator K03563 CSrA
AMY
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A11 _ ’
02595 02832 03771 03463 03616 alpha-amylase [EC:3.2.1.1] K01176 anTaylé’
GFFKBGE9 GFFKBSD5 GFFKIH10 GFFKB2E7 GFFKIALL regulator of sigma E protease [EC:3.4.24.« 1100 sop
00420 01089 01335 01294 03205 ]
GFFKB6E9 GFFKB5DS GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A11 . _
00784 00084 01711 01667 01314 serine protease Do [EC:3.4.21.107] K04771  degP, htrA
] ] GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A1l g?’cr']‘;ﬁ;ﬂt‘l’gsegt;g‘gsjﬁ:';‘;22”'C o120 0 ma
02832 02490 01917 phaarmy P nplT

[EC:3.2.1.54, 3.2.1.133, 3.2.1.135]
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Tabela S13. Identificacdo dos genes presentes nas estirpes de Bacillus 6E9, 5D5, 1H10, 2E7 e 1A11, relacionados ao metabolismo de nitrogénio. As
anotacdes estruturais e funcionais dos genomas foram realizadas com os softwares Prokka, RAST, PANNZER2, EggNOG e BlastKOALA.

Gene ID .
6E9 5D5 1H10 2E7 1A11 Anotagao KO Gene

GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A11 MFS transporter, NNP family, nitrate/nitrite KO2575 NRT, narK,

_02197 _00376 _02552 _02773 _01634 transporter nrtP, nasA
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1Al1l assimilatory nitrate reductase catalytic K00372 nasA

02568 02808 _ 03741 03433 03588 subunit [EC:1.7.99.-]
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A11 . ,

03582 00987 00449 00454 00778 nitronate monooxygenase [EC:1.13.12.16] K00459 ncd2, npd
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A11 .

01322 00321 00854 00809 00409 glutamate dehydrogenase [EC:1.4.1.2] K00260 gudB, rocG
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1Al1l glutamate synthase (NADPH) large chain K00265 B

_00154 _03172 _01134 _01092 _00115 [EC:1.4.1.13] 9
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1Al1l glutamate synthase (NADPH) small chain K00266 tD

_00155 _03173 _01134 _01092 _00114 [EC:1.4.1.13] 9
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A11 . .

01944 00630 00052 00052 01180 carbonic anhydrase [EC:4.2.1.1] K01673 cynT, can
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1Al1l1 . )

00331 03486 01243 01204 03295 glutamine synthetase [EC:6.3.1.2] K01915 gInA, GLUL
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A11l nitrogen fixation protein NifU and related K04488 iscU. nifu

03439 00840 03031 02296 _02111 proteins '
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A11 flavodoxin | K03839 fldA, nifF,

_00661 01330 _01577 01535 _ 02962 isiB

[Continua]
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[Conclusao]

Gene ID

6E9 5D5 1H10 2E7 1A11 Anotacdo KO Gene
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A11 ammonium transoorter. Amt famil K03320 amt, AMT,
02117 00456 02633 02692 01715 porter, y MEP
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1Al11l nitrate reductase / nitrite oxidoreductase, K00370 narG, narZ,
02193 00380 02556 02769 01638 alpha subunit [EC:1.7.5.1 1.7.99.-] nxrA
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1Al11l nitrate reductase / nitrite oxidoreductase, K00371 narH, nary,
02192 00381 02557 02768 01639 beta subunit [EC:1.7.5.1 1.7.99.] nxrB
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1Al1l nitrate reductase gamma subunit K00374  narl. narV
_ 02190 00383 02559 02766 _01641 [EC:1.7.5.1 1.7.99.-] '
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1Al1l nitrate reductase molybdenum cofactor K00373  nard. narw
~ 02191 00382 02558 02767 01640 assembly chaperone NarJ/Narw '
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1Al1l Rrf2 family transcriptional regulator, nitric K13771 nsrR
_01124 _ 01789 02083 02042 _ 02467 oxide-sensitive transcriptional repressor
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1Al1l Nitric oxide reductase activation protein KO4748 norQ
_00101 03120 01036 00989 00228 NorQ
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1All nitric-oxide synthase, bacterial K00491 nos
02829 03276 03368 03709 03865 [EC:1.14.14.47]
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Tabela S14. Identificacdo dos genes presentes nas estirpes de Bacillus 6E9, 5D5, 1H10, 2E7 e 1A11, relacionados a produc¢do de toxinas bacterianas.

As anotac¢des estruturais e funcionais dos genomas foram realizadas com os softwares Prokka, RAST, PANNZER2, EggNOG e BlastKOALA.

Gene ID

6E9 5D5 1H10 2E7 1A11 Anotagao KO Gene
GFFKBGE9 GFFKBSDS GFFKIH10 GFFKB2E7 GFFKIALL . .. (11068 BVl
00013 03041 00975 00929 00288 y y

vET



Tabela S15. Identificacdo dos genes presentes nas estirpes de Bacillus 6E9, 5D5, 1H10, 2E7 e 1A11, relacionados ao sistema de secrecdo. As
anotacdes estruturais e funcionais dos genomas foram realizadas com os softwares Prokka, RAST, PANNZER2, EggNOG e BlastKOALA.

Gene ID

BE9 5D5 1H10 2E7 1A11 Anotacdo KO Gene

GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A1l .

02015 00557 02749 02578 01830 competence protein ComFA K02240 comFA
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A1ll .

02013 00559 02751 02576 01832 competence protein ComFC K02242 comFC
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A1ll .

01026 01691 01983 01944 02564 competence protein ComK K02250 comK
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A1l .

00951 01618 01877 01839 | 02655 competence protein ComZ K02254 comZ
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A1l : . :

00437 01106 01352 01311 03188 flagellar biosynthesis protein FIhA K02400 flnA
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1Al1ll . . .

00438 01107 01353 01312 03187 flagellar biosynthetic protein FIhB K02401 flnB
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A11l . — .

00455 01124 01370 01329 103170 flagellar M-ring protein FliF K02409 fliF
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1All flagellum-specific ATP synthase K02412 fli

00452 _01121 01367 01326 03173 [EC:7.4.2.8]
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A1ll : — . . .

00444 01113 01359 01318 03181 flagellar motor switch protein FIiN/FIliY K02417 fliNY, fliN

[Continua]
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[Continuacéo]

6E9 5D5 G;:i(;D 2E7 1A11 Anotacéo KO Gene
GiggffoEg GIiI;I;lBOSSES Gigﬁlé-lslo Gigﬁ,31257 Giggllgéll flagellar biosynthetic protein FliQ K02420 fliQ
GigoKfflEg Gligllef(?S Giggg‘;o GTST;%E? GiggKllélll flagellar biosynthetic protein FliP K02419 fliP
Giggfngg GIiI;Ifi)SEI;DS Gigg;lo GTSTEEE? GiggKlléAéll flagellar biosynthetic protein FIiR K02421 fliR
Giggfgfg GIiI;I1<18252DS Gigﬁlgglo GTET:?ZZ?E? Giggllf‘zll flagellar assembly protein FliH K02411 fliH
Tooarz oML onss7 o oials  oaiss  fegellar protein FIOFiZ Ko2418 1102, fi0
008 01205 01481 01410  osose Yoo famiy protein 02221 yogT
ol02 02287 00563 00559 oogs3  competence protein ComeA 02237 comEA
o100 0228 00565 00S4L  oogsL  Competence protein ComEC 02238 comEC
“Tol603  022%6 0062 00588  ooga4  competence proten ComeR 02239 comER
“olsto . o2ato. 00672 0062 . ooses  Competence protein ComGA 02263 comG
T T oy e’ ST compmareromnconos
[Continua]
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[Continuacéo]

Gene ID .
6E9 5D5 1H10 2E7 1A11 Anotagao KO Gene

GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A11 , ]

01601 02238 00584 00540 | 00682 dCMP deaminase [EC:3.5.4.12] K01493 comEB
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A11 .

01517 02321 00674 00630 00592 competence protein ComGC K02245 comGC
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1Al1l leader peptidase (prepilin peptidase) / K02236 comC

01734 _02112 _ 00317 00318 _00916 Nmethyltransferase [EC:3.4.23.43, 2.1.1.-]
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A11 :

01514 02324 00677 00633 00589 competence protein ComGF K02248 comGF
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A11 :

01026 01691 01983 01944 02564 competence protein ComK K02250 comK
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1Al1l sec-independent protein translocase K03116 tatA

_03866 _03520 01213 _01170 _00035 protein TatA
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1Al1l sec-independent protein translocase K03118 tatC

_02631 _02865 _03217 03503 _03656 protein TatC
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1Al1l preprotein translocase subunit SecA K03070 secA

01998 _00574 _02767 02560 01848 [EC:7.4.2.8]
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A11 . .

03632 03603 03977 04036 04288 preprotein translocase subunit Seck K03073 secE
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A11l : :

01852 00726 02931 02395 02011 preprotein translocase subunit SecG K03075 secG
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A11 : .

03668 03639 03941 04000 04252 preprotein translocase subunit SecY K03076 secY

[Continua]
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[Conclusao]

Gene ID .
BE9 5D5 1H10 2E7 1A11 Anotagao KO Gene
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A11 , .

01697 02149 00360 00362 00873 SecD/SecF fusion protein K12257 secDF
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1Al1l signal recognition particle subunit SRP54 K03106 SRP54. fih
_ 00481 _01147 01393 01352 _03147 [EC:3.6.5.4] '

GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A11 : " :
00481 01150 01396 01355 03144 fused signal recognition particle receptor K03110 ftsY
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A11 , s .
01702 02144 00355 00357 00878 preprotein translocase subunit YajC K03210 yajC
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1A11l YidC/Oxal family membrane protein K03217 Sylglcl’;:]
01432 00009 00758 00714 00508 insertase b :
- - - - - OXA1, ccfA
GFFKB6E9 GFFKB5D5 GFFK1H10 GFFKB2E7 GFFK1Al1l signal recognition particle subunit SRP54 K03106 SRP54. fih
00478 _01147 01393 01352 _03147 [EC:3.6.5.4] '
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