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RESUMO

VIEIRA, Jorge Henrique Resende, Universidade Federal de Vigcosa, junho de 2025.
Explorando o potencial genémico de isolados de Paenibacillus para o controle biolégico
de fitopatogenos do solo na soja. Orientador: Mateus Ferreira Santana.

A soja ¢ uma das culturas mais importantes do mundo, mas seu cultivo ¢ severamente
impactado por fitopatégenos do solo, cujas infecgdes comprometem a produtividade. O
manejo convencional com agroquimicos enfrenta crescentes restricoes ambientais e
econdmicas, evidenciando a necessidade de estratégias sustentdveis como o controle
bioldgico. Neste sentido, o presente estudo teve como objetivo investigar o potencial
biotecnoldgico de seis isolados do género Paenibacillus no controle de M. javanica e fungos
fitopatogénicos na soja, combinando abordagens gendmicas, fenotipicas e funcionais. As
bactérias foram isoladas de solos da Serra da Canastra (MG) e do Cerrado goiano. A analise
gendmico incluiu o sequenciamento, montagem e anotacdo dos genomas, analise
filogendmica, estrutura do pangenoma e prospeccao de genes de interesse biotecnologico
(CAZymes, BGCs, genes PGP e de biocontrole). Ensaios in vitro avaliaram a producao de
quitinases e proteases e o antagonismo contra fungos fitopatogénicos. Adicionalmente, um
ensaio in vivo em soja testou a eficacia dos isolados na reducao da infestagdo por M. javanica.
Os resultados revelaram diversidade filogendmica e funcional entre os isolados, com destaque
para P. elgii 240B, P. polymyxa ANTI e P. elgii P10A, que demonstraram atividade supressiva
de fitopatdgenos. O isolado 240B obteve a maior reducdo de galhas (51,40%) em raizes de
soja. Os isolados P10A e ANTI inibiram significativamente o crescimento de Fusarium spp.,
Rhizoctonia solani e Sclerotinia sclerotiorum. Geneticamente, esses isolados apresentaram
alta diversidade de BGCs, CAZymes e genes relacionados a promog¢do de crescimento
vegetal. Conclui-se que o género Paenibacillus representa uma potencial fonte de agentes de
biocontrole contra patégenos do solo. As evidéncias gendmicas e fenotipicas sustentam a

viabilidade do uso desses isolados como bioinoculantes na soja.

Palavras-chave: bioprospeccdo; gendmica comparativa; patogenos do solo; antagonismo

microbiano.
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INTRODUCAO

A soja (Glycine max (L.) Merr.) ¢ uma das culturas agricolas mais relevantes no
cendrio global, ocupando cerca de 6% das areas cultivdveis do mundo, com produgio
estimada em mais de 370 milhdes de toneladas anualmente (Singer et al., 2023; Hamza et al.,
2024). Essa leguminosa ¢ fundamental para a seguranga alimentar, visto que fornece
aproximadamente 70% da proteina vegetal utilizada na producdo animal e cerca de 29% do
6leo vegetal consumido mundialmente (Lin et al., 2022). Economicamente, Brasil, Estados
Unidos e a Argentina lideram a producdo, respondendo juntos por mais de 80% do total
global (Islam et al., 2022).

A produtividade da soja, no entanto, ¢ frequentemente comprometida pela ocorréncia
de pragas e doengas (Savary et al., 2019), em especial por nematoides (Bernard; Egnin;
Bonsi, 2017) e fungos do solo (El-Baky; Amara, 2021). Entre os nematoides fitoparasitas,
destacam-se as espécies do género Meloidogyne Goldi, 1887, principalmente M. arenaria, M.
incognita, M. javanica e M. hapla, devido a sua ampla distribuicdo, diversidade de
hospedeiros e agressividade (Moens ef al., 2009; Jones et al., 2013). Essas espécies induzem a
formacao de galhas nas raizes e prejudicam a absor¢ao de dgua e nutrientes, reduzindo o vigor
e a produtividade (Strajnar et al., 2011; Favery et al., 2016; Castanheira et al., 2021). Em
particular, M. javanica ¢ uma das espécies mais comuns € economicamente importantes,
frequentemente associada a grandes perdas no cultivo da soja (Mazzetti ef al., 2019).

Entre os principais fungos fitopatogénicos do solo, destacam-se Fusarium oxysporum,
F. equiseti, Rhizoctonia solani e Sclerotinia sclerotiorum, reconhecidos por sua ampla
distribuicao, capacidade de sobrevivéncia no solo por meio de estruturas de resisténcia e
impacto negativo, como murchas, podriddes, tombamentos e até a morte de plantas diversas
culturas agricolas (Ajayi-Oyetunde; Bradley, 2018; Husaini; Sakina; Cambay, 2018; Naeem et
al.,2019; Hossain et al., 2023).

O manejo de fitopatogenos baseia-se majoritariamente no uso de nematicidas e
fungicidas quimicos, além de praticas culturais especificas (Chen; Li; Song, 2020; El-Baky;
Amara, 2021). Entretanto, tais estratégias apresentam limita¢des, como custos elevados,
impactos ambientais negativos, toxicidade sobre organismos ndo-alvo e restricdes legais ao
uso de moléculas ativas (Pires et al., 2022; Ayaz et al., 2024). Nesse contexto, o controle
biologico surge como alternativa sustentavel (Migunova; Sasanelli, 2021; Pires et al., 2022,

Ayaz et al., 2024; Yadav et al., 2025), sendo explorado com sucesso em Vvarios



microrganismos, como fungos do género Trichoderma e as espécies Pochonia
chlamydosporia e Purpureocillium lilacinum (Poveda; Abril-Urias; Escobar, 2020; Ayaz et
al., 2024), e bactérias dos géneros Bacillus e Pseudomonas (Xiang et al., 2017; Abd-El-Khair
et al.,2019; Rani et al., 2022; Tian et al., 2022).

Entre os agentes bioldgicos promissores para o controle de doencas em plantas,
bactérias do género Paenibacillus tém ganhado destaque pela producdo de metabdlitos
secundarios com atividade antimicrobiana, enzimas hidroliticas (como quitinases, proteases €
glucanases) e compostos que induzem resisténcia sistémica em plantas (Grady ef al., 2016;
Dobrzynski; Nazigbto, 2024). Além de suprimir fitopatégenos, essas bactérias também
promovem o crescimento vegetal por meio da produgdo de fitormonios, fixacdo bioldgica de
nitrogénio e solubilizacao de fosfato (Li et al., 2023). Estudos demonstram sua eficacia contra
patégenos como F. oxysporum (Zhai et al., 2021; Elbouazaoui et al., 2022) e M. incognita
(Singh; Wesenael, 2022; Shi et al., 2024). Apesar disso, o potencial genético de linhagens
especificos de Paenibacillus para o controle de M. javanica em soja ainda é pouco explorado.

Nesse contexto, a prospeccdo genOmica tem se consolidado como uma ferramenta
poderosa para a descoberta e selecdo de microrganismos com potencial biotecnolédgico,
permitindo a identificacdo de genes relacionados a producao de compostos bioativos, enzimas
e outros fatores de interesse agricola (Maumela et al., 2024). Essa abordagem possibilita uma
sele¢do mais rapida e eficiente de bactérias promissoras para o controle biologico de doengas,
contribuindo para a redugdo do uso de defensivos quimicos e promovendo sistemas agricolas
mais sustentaveis (Kohl; Kolnaar; Ravensberg, 2019).

Diante desse cendrio, o presente trabalho teve como objetivo realizar a prospeccao
genomica de seis isolados de Paenibacillus, visando a identificacdo de caracteristicas
genéticas associadas ao controle biologico de fitopatdgenos do solo na cultura da soja. A
partir dessa caracterizagdo, buscou-se contribuir para o desenvolvimento de estratégias
inovadoras e sustentdveis de manejo de fitonematoides e outros patdégenos em sistemas

agricolas.



MATERIAL E METODOS
Extraciao de DNA, sequenciamento, montagem e anota¢io genémica

Seis isolados do género Paenibacillus pertencentes a bacterioteca do Laboratorio de
Genética Molecular de Microrganismos (LGMM/UFV) foram utilizados neste estudo. Destas
bactérias, cinco foram isoladas a partir de amostras de solo ndo rizosférico coletadas na regiao
da Serra da Canastra, Minas Gerais, Brasil (20°46' 1,2" S; 42°52'10,2" W). O sexto isolado
bacteriano ja havia sido descrito em um estudo anterior (Gongalves et al. 2023) e incluido
neste trabalho devido ao seu potencial biotecnoldgico previamente demonstrado.

A extragdo do DNA gendmico foi realizada utilizando o kit Wizard® (Promega
Corporation), conforme as instru¢des do fabricante, a partir de culturas puras em fase
exponencial de crescimento. A qualidade e a concentragio do DNA foram avaliadas por
espectrofotometria em NanoDrop™ 2000/2000c (Thermo Fisher Scientific Inc.), enquanto a
integridade foi verificada em gel de agarose a 0,8%. O sequenciamento foi conduzido na
plataforma MiSeq™ (Illumina Inc.), com geragdo de leituras pareadas de curta extensio. As
reads brutas foram avaliadas quanto a qualidade utilizando o software FastQC (Andrews,
2010), e as etapas de filtragem e remoc¢do de adaptadores foram realizadas com o
Trimmomatic (Bolger; Loshe; Usadel, 2014). A montagem dos genomas foi conduzida com o
SPAdes (Bankevich et al., 2012), e a qualidade das montagens foi avaliada por meio do
software QUAST (Mikheenko et al., 2023) e CheckM (Parks et al., 2015). A anotagdo
funcional foi realizada com o Prokka (Seemann, 2014), e a classifica¢do taxondmica baseada

em genoma foi obtida utilizando o GTDB-Tk (Chaumeil et al., 2020).
Analise filogenémica

Para confirmar a anotagdo taxondmica, a analise filogendmica foi conduzida com base
na comparagdo de genomas completos dos seis isolados bacterianos e de genomas de
referéncia do género Paenibacillus, disponiveis no banco de dados NCBI (Sayers et al.,
2025). Inicialmente, foram selecionados 287 genomas de referéncia, os quais foram
submetidos a avaliacdo de qualidade utilizando o software CheckM (Parks et al., 2015), com
o comando free_qga. Apos a analise, 80 genomas que apresentaram baixa completude ou alta
contaminagdo foram excluidos, resultando em um conjunto final de 207 genomas de alta
qualidade. Em seguida, foram extraidos 43 genes marcadores de copia Unica a partir das

sequéncias selecionadas, os quais serviram como base para a inferéncia filogenética. Esses



genes marcadores foram alinhados, concatenados e utilizados na reconstru¢do de uma arvore
filogenética pelo método de méaxima verossimilhanga, empregando o software 1Q-TREE v.
1.6.11 (Minh et al., 2020). Foram utilizados os parametros -m TEST -bb 1000, que realizam a
selegdo automatica do melhor modelo de substitui¢ao e avaliacdo do suporte estatistico por
1000 réplicas de bootstrap. Como grupo externo, foi incluido o genoma de Bacillus
velenzensis FZB42, permitindo o enraizamento da arvore e melhor defini¢do das relagdes
evolutivas entre os isolados analisados. A arvore filogenética resultante foi visualizada e
anotada na plataforma iTOL (Letunic; Bork, 2024), na qual foram incorporadas informagdes
complementares, tais como tamanho do genoma, contetido GC, fonte de isolamento e niimero
de agrupamentos de genes biossintéticos (biosynthetic gene clusters — BGCs). Esses dados
foram representados por meio de codificagdes visuais, permitindo uma interpretacdo mais

abrangente dos aspectos genéticos e ecologicos associados a cada isolado.
Analise do pangenoma

A anélise do pangenoma foi realizada para identificar genes compartilhados (core) e
exclusivos (acessorios ou Unicos) entre os genomas analisados. Foram utilizadas sequéncias
proteicas previamente anotadas, no formato FASTA, como entrada para a pipeline Bacterial
Pan Genome Analysis (BPGA) v. 1.3 (Chaudhari; Gupta; Dutta, 2016). Para a formatagao dos
agrupamentos de proteinas ortologas, foi adotado um limiar de identidade de 70%, o qual
representa a porcentagem minima de similaridade entre sequéncias para serem consideradas
pertencentes @ mesma familia génica. O pangenoma foi categorizado automaticamente pelo
BPGA em trés compartimentos: genes core (presentes no genoma de todos os isolados), genes
acessorios (presentes em dois ou mais genomas, mas ndao em todos) e genes Unicos
(exclusivos de um Unico genoma). A classificacdo funcional das familias génicas foi realizada
com base nos bancos de dados COG (Clusters of Orthologous Groups) e KEGG (Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes), permitindo a associacdo dos diferentes grupos de

genes a funcdes biologicas e metabolicas especificas. A dindmica do pangenoma foi avaliada

com base na Lei de Heaps, por meio do ajuste da equacdo n = um - X (Tettelin et al.,
2008), na qual n representa o niimero cumulativo de genes e x o nimero de genomas
analisados, sendo um e b pardmetros ajustaveis. Valores de 0 < b < 1 indicam um pangenoma
aberto, ou seja, com potencial continuo de aquisi¢ao de novos genes com a adi¢do de mais
genomas, enquanto valores de b < 0 indicam um pangenoma fechado. A visualizacdo dos

resultados foi realizada a partir de graficos gerados automaticamente pela propria pipeline:



curvas de refracdo do pangenoma e do genoma core e distribuigdes funcionais das familias
génicas com base nos bancos de dados COG e KEGG, apresentadas por compartimento
génico. Esses graficos permitem a caracterizagdo da diversidade genomica, bem como a

avaliacdo da distribuicao funcional do potencial adaptativo dos isolados analisados.
Prospecc¢ao genomica de caracteres de interesse biotecnolégico

A prospecgdo in silico de genes relacionados ao biocontrole e promog¢do de
crescimento vegetal foi conduzida a partir dos genomas previamente anotados, utilizando
diferentes ferramentas especializadas para a identificagdo de familias génicas de interesse. A
busca por enzimas ativas sobre carboidratos (CAZymes) foi realizada com a ferramenta
dbCAN3 (Zheng et al., 2023), com os bancos de dados HMMER (e-value = 1,0 - 107",
cobertura > 0,35) ¢ CAZy (e-value = 1,0 - 107'?). Para a detecgio de genes associados a
produ¢do de metabdlitos secundérios bioativos, como lipopeptideos, poliquetideos e
compostos antimicrobianos, foi utilizada a plataforma antiSMASH v. 7.1.0 (Blin et al., 2023).
Adicionalmente, genes relacionados a promogdo de crescimento vegetal (PGP) e ao
biocontrole, incluindo genes de producdo de siderdforos, resisténcia a estresses abiodticos e
fatores de interacdo planta-microrganismo, foram identificados com o auxilio da ferramenta

PGPg_finder (Pellgrinetti et al., 2024).
Cultivo e padronizacio dos isolados bacterianos

Os isolados utilizados nos experimentos in vitro e in vivo foram cultivadas em caldo
de soja triptica (composicao em 1 L de dgua destilada: 15,0 g de peptona de caseina; 5,0 g de
peptona de soja; 5,0 g. Autoclavado a 121 °C, por 20 minutos), a 28 °C e sob agitacao
constante de 180 rpm, por 24 a 72 horas, a depender do tempo de crescimento das bactérias.
As suspensdes bacterianas foram centrifugadas a 9000 rpm, a 4 °C, por 10 minutos. O
sobrenadante foi descartado e os pellets foram ressuspendidos em solucdo salina (NaCl,
0,85%). Em seguida, para os ensaios in vitro de antagonismo contra fungos fitopatogénicos e
biocontrole in vivo de M. javanica na soja, as suspensdes bacterianas foram padronizadas a
uma densidade optica de aproximadamente 0,55 (~ 10® UFC/mL), com o auxilio de um

espectrofotometro UV-Vis, na faixa de 600 nm.



Ensaios in vitro de producao de quitinase e protease

Os ensaios in vitro para deteccdo da producdo de quitinase e protease pelos isolados
bacterianos foram realizados em meios solidos especificos. Para a atividade quitinolitica, as
bactérias foram inoculadas em microgotas de 20 pL em placas contendo meio com 1% de
quitina coloidal (composicdo em 1 L de dgua destilada: 6,0 g de Na:HPO., 3,0 g de KH2POu,
1,0 g de NH4Cl, 0,5 g de NacCl, 0,005 g de extrato de levedura, 15,0 g 4gar bacteriologico e
10,0 g de quitina coloidal; com pH ajustada para 7,0 € o meio autoclavado a 121 °C por 20
minutos) (Shivalee et al., 2016) e incubadas a 28 °C por 5 dias. A quitina coloidal foi
preparada por hidrolise 4acida da quitina comercial, seguida de lavagem e armazenamento a
4 °C, conforme Demain e Solomon (1986). A atividade enzimatica foi indicada pela formagao
de halos claros ao redor das coldnias apos adi¢ao de solugdo de Lugol. Para a deteccao de
protease, utilizou-se o meio agar-leite desnatado, preparado conforme descrito por Pailin ef al.
(2001), com adaptacdes. Inicialmente, 10 g de leite em pd desnatado foram diluidos em 500
mL de dgua destilada, sendo a mistura autoclavada a 110 °C por 10 minutos. Separadamente,
15 g de agar foram dissolvidos em 500 mL de agua destilada e autoclavados a 121 °C. Apds o
resfriamento, ambas as solugdes foram combinadas e vertidas em placas de Petri. As amostras
foram incubadas nas mesmas condigdes, e a atividade proteolitica foi avaliada apos 72 horas
pela presenca de halos de lise ao redor das coldnias. A atividade enzimatica foi avaliada
qualitativamente, com base na observacao de zonas claras em ambos os ensaios. Utilizou-se o

meio sem bactéria como controle negativo para ambos os experimentos.
Ensaio in vitro de antagonismo contra fungos fitopatogénicos

O ensaio in vitro de antagonismo foi realizado para avaliar a capacidade das bactérias
em inibir o crescimento dos fungos fitopatogénicos Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici
CCF184, F. equiseti CCF422, Rhizoctonia solani e Sclerotinia sclerotiorum, cedidos pelo
Laboratério de Micologia e Etiologia de Doencas Flngicas de Plantas (MICOLAB/UFV). Os
fungos foram previamente cultivados em placas de Petri contendo meio BDA (batata
dextrose-agar) e incubados a 25 °C até que o micélio ocupasse toda a superficie da placa. Para
o teste de antagonismo, uma al¢a da cultura bacteriana foi inoculada em uma extremidade da
placa contendo BDA, enquanto um disco de micélio fingico (aproximadamente 5 mm de
diametro), retirado da borda do crescimento ativo, foi colocado na extremidade oposta,

conforme descrito em Islam et al. (2018). As placas foram incubadas a 25 °C, e a avaliagdo



foi realizada assim que o controle negativo (sem bactéria) cobriu completamente a placa.
Nesta etapa, foi medido o raio de crescimento do fungo em dire¢do a bactéria. A inibigcdo de
crescimento foi calculada comparando-se o crescimento micelial na presenca da bactéria com

0 crescimento do respectivo controle pela seguinte formula:

Rc— Rt
Rc

Inibicao de crescimento (%) = X 100, no qual Rc representa o raio do

crescimento no controle ¢ Rt o raio no tratamento (Sultana; Hossain, 2022). Adotou-se o
delineamento experimental inteiramente casualizado, com sete tratamentos e trés repeticoes

por tratamento.
Ensaio in vivo de biocontrole de M. javanica na soja

A populagdo de M. javanica utilizada neste estudo foi isolada de amostras de solo
coletadas em éareas de cultivo de soja infestadas, localizadas na regidao de Vigosa, Minas
Gerais, Brasil (20° 45" 17" S; 42° 52" 57" O). Os in6culos foram fornecidos pelo Laboratorio
de Controle Biologico de Fitonematoides (BIONEMA/UFV). A manutengdo da populacao foi
realizada em plantas suscetiveis de tomateiro (Solanum lycopersicum L. ‘Santa Cruz Kada
(Paulista)’) cultivadas em vasos contendo solo previamente autoclavado, mantidas em casa de
vegetacdo sob condi¢des controladas (25 °C + 2 °C, com 16 h de luz). Para a padronizag¢ao
dos indculos, os ovos foram extraidos por meio de um método destrutivo, envolvendo a
trituracdo das raizes infestadas em solucdo de hipoclorito de sddio (NaOCl) a 0,4-0,5% e
retencdo em uma peneira de 200 meshes, acoplada a outra de 500 meshes, conforme protocolo
descrito por Boneti e Ferraz (1981). A suspensdo de ovos foi quantificada sob microscopio
optico (Olympus® CX33), e a concentracdo de indculo foi ajustada para 1000 ovos/mL.

O ensaio in vivo de biocontrole foi conduzido em condi¢des controladas (25 °C + 2
°C, com 16 h de luz) utilizando plantas de soja (Glycine max (L.) Merr.), cultivar BRS 7981
IPRO, suscetivel a infestacdo por M. javanica. As sementes foram desinfestadas com gas
cloro a 6% e submetidas a microbiolizagdo por imersdo em 5 mL de suspensdo bacteriana por
1 hora. Apds a secagem em condicgdes estéreis, as sementes foram semeadas em vasos de 2 L
contendo uma mistura autoclavada de solo e areia (1:1, v/v). A inoculagdo com M. javanica
foi realizada 10 dias ap6s a germinacdo, aplicando-se 2000 ovos (2 mL de indculo) por planta,
diretamente em sulcos na base do caule. Durante o experimento, as plantas foram adubadas
semanalmente com fertilizante Peters® (1 g/L de 4gua). O delineamento experimental
adotado foi inteiramente casualizado, com sete tratamentos e seis repeti¢des por tratamento,

sendo um deles uma testemunha (sementes tratadas somente com agua).



As avaliagdes foram conduzidas 46 dias ap6s a inoculagdo, abrangendo parametros de
crescimento vegetal (massa seca da raiz) e de infestagdo nematoide (densidades de galhas e

ovos por grama de raiz e percentual de redugcdo pela seguinte formula:

~ Galhas/g de raiz seca do tratamento . ~
0 = —
Redugdo (%) =1 — -~ /g de raiz seca da testemunha. < 100. Para a quantificacdo de ovos,

as raizes infectadas foram submetidas a um método ndo destrutivo, adaptagdao do protocolo de
Hussey e Barker (1973), com uso de solugdo de hipoclorito de sodio a 0,4—0,5% sob agita¢dao
de 180 rpm por 10 minutos. As suspensdes de ovos obtidas foram retidas em uma peneira de
200 meshes, acoplada a outra de 500 meshes, e quantificadas sob microscopio Optico

(Olympus® CX33).
Analise de dados

A analise estatistica dos dados foi realizada visando avaliar as diferencas significativas
entre os tratamentos avaliados. Inicialmente os dados foram submetidos a verificacdo dos
pressupostos de normalidade e homogeneidade de variancias. A normalidade dos residuos foi
avaliada por meio do teste de Shapiro-Wilk, enquanto a homogeneidade de variancias foi
verificada pelo teste de Levene. Quando necessario, transformacgdes logaritmicas foram
aplicadas para atender aos pressupostos dos modelos lineares.

A anélise de variancia (ANOVA) foi conduzida para identificar possiveis diferengas
significativas entre os tratamentos. Nos casos em que foram detectadas diferengas
estatisticamente significativas (p < 0,05), as médias foram comparadas utilizando o teste de
Tukey ou Duncan a 5% de probabilidade.

Todas as andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software R (v. 4.3.1; R

Core Team, 2023).

RESULTADOS
Qualidade das sequéncias e montagem dos genomas

A montagem dos genomas gerou entre 26 ¢ 313 contigs por genoma, com tamanho
variando de 6,022 Mb a 8,074 Mb, conteido GC entre 45,6% e 53,1%, e indices de

completude superiores a 99,68%, com baixa contaminag¢ao (inferior a 0,84%) (Tabela 1).



Tabela 1. Estatisticas de montagem ¢ qualidade dos genomas dos isolados.

e N e G O o
114A 303 8,074 326,258 53,11 99,68 0,84
240B 284 8,069 333,074 53,11 99,68 0,84
ANTI 26 6,023 374,829 45,58 99,85 0,00
E14A 176 7,057 815,017 46,36 99,85 0,37
P10A 252 8,067 333,050 53,11 99,68 0,84
P11A 255 8,066 377,643 53,11 99,68 0,84

Analise filogenomica

A arvore filogenomica revelou a formagao de trés clados principais, com suporte de
bootstrap superior a 83%, evidenciando a robustez da inferéncia. Os isolados P10A, 240B,
114A e P11A agrupam-se com P. elgii, enquanto o isolado E14A foi alocada junto a P. pabuli.
Por outro lado, o isolado ANTI posicionou-se em um clado composto por um conjunto de
espécies estreitamente relacionadas, incluindo P. kribbensis, P. peoriae, P. farroposensis, P.
brasilensis, P. ottowii e P. polymyxa, indicando relagdo evolutiva com esse grupo.

A Figura 1 apresenta a arvore filogenética resultante, anotada com informagdes
complementares de tamanho gendmico, conteutdo GC, fonte de isolamento, nimero de BGCs

e genes de promogao de crescimento vegetal, visualizada na plataforma iTOL.
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Figura 1. Arvore filogenomica baseada em genomas de referéncia do género Paenibacillus. Os clados dos isolados deste estudo estdo destacados: em azul, clado de P, elgii;
em verde, clado de P. pabuli; ¢ em rosa, clado referente ao grupo de espécies agrupado com o isolado ANTI. Informagdes adicionais como tamanho do genoma (Mb),
contetido GC (%), fonte de isolamento, nimero de BGCs e alguns PGPGs estédo representados por barras coloridas na parte externa da arvore.
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Estrutura do pangenoma

A andlise do pangenoma revelou um total de 7.709 familias génicas distintas,
considerando os compartimentos core, acessorio e unico. Foram identificados 20 genes no
genoma core, compartilhados por todos os isolados analisados. O niimero de genes acessorios
variou entre 1.051 e 6.581 por isolado, enquanto os genes Unicos apresentaram ampla
variacdo, com destaque para ANTI e E14A, que apresentaram 3.696 e¢ 4.576 genes unicos,
respectivamente. A modelagem da dindmica do pangenoma indiciou um valor de b =
0,508582, caracterizando um pangenoma aberto. Esse resultado sugere que a inclusao de
novos genomas ao conjunto analisado provavelmente resultard na incorporagao progressiva de
novas familias génicas ao pangenoma. A curva de refracdo do pangenoma (Figura 2) reforca
essa tendéncia, evidenciando o aumento gradual no nimero total de familias génicas a medida

que mais genomas sao adicionados ao conjunto.

Curva do core e pangenoma

20000

15000 - :

10000 |- :

5000 7

Numero de familias génicas

-5000 U I I I I
1 2 3 4 5 6 7

Numero de genomas

Pangenoma

Genoma core

Total de familias génicas
Familias génicas do core

Figura 2. Representacdo grafica do crescimento do pangenoma (linha laranja) e de reducdo do
genoma core (linha roxa) com o acréscimo de novos genomas de Paenibacillus analisados. Os
triangulos azuis indicam o total de familias génicas acumuladas, enquanto os tridngulos rosa
representam as familias de genes compartilhados entre todos os genomas (core). A tendéncia
indica um pangenoma aberto e um core génico reduzido.
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A andlise funcional com base nas categorias COG revelou diferengas significativas
entre os compartimentos do pangenoma (core, acessorio e unico) (Figura 3). Nos genes do
genoma core, predominam fungdes relacionadas a processos celulares essenciais,
destacando-se traducdo, estrutura ribossomal e biogénese, transporte e metabolismo de
aminoacidos, transcri¢do, transporte e metabolismo de nucleotideos, produ¢do e conversao de
energia, e replicagdo, recombinacdo e reparo. Nos genes acessorios € unicos, observou-se um
aumento nas categorias relacionadas a adaptacao ambiental e metabolismo secundario, como:
transporte ¢ metabolismo de carboidratos, transdugdo de sinais, transporte ¢ metabolismo de

ions inorganicos e biossintese de metabolitos secundarios, transporte e catabolismo.

Distribuicao COG
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Figura 3. Distribuigdo percentual das categorias de ortologia funcional (COG) para genes core (verde),
acessorios (vermelho) e unicos (azul) em genomas de Paenibacillus. As categorias COG estdo organizadas
conforme fungdes celulares, metabdlicas e processos de informacdo. Observa-se uma maior diversidade
funcional nos genes Uinicos e acessorios em comparagdo aos genes do core conservado.
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A classificacdo das familias génicas com base nas vias KEGG apresentou um perfil
funcional coerente com os resultados de COG (Figura 4). Nos genes do genoma core,
destacaram-se as categorias como metabolismo, processamento de informagdo genética, e
processos celulares, refletindo a conservagao de fungdes basicas para a manutengdo celular.
Nos compartimentos acessorios € unicos, houve enriquecimento em fungdes relacionadas a
processamento de informac¢do ambiental, biossintese de metabdlitos secundarios, adaptacao

ambiental, e transduc¢ao de sinal.
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Figura 4. Distribui¢do percentual das categorias funcionais KEGG entre genes classificados como core (verde),
acessorios (vermelho) e tnicos (azul) em genomas de isolados de Paenibacillus. As categorias incluem vias
metabolicas, doencas, sistemas celulares e outros processos biologicos. A andlise evidencia diferencas na
representacdo funcional entre os compartimentos do pangenoma.

Enzimas ativas sobre carboidratos (CAZymes)

A prospeccao in silico de genes codificantes para enzimas ativas sobre carboidratos
(CAZymes) permitiu avaliar o potencial de cada isolado de Paenibacillus na degradagdo de

substratos polissacaridicos. O nimero total de genes de CAZymes por genoma variou entre
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296 e 427, enquanto o numero de familias de CAZymes detectado em cada isolado variou de
92 a 126. O isolado E14A destacou-se por apresentar tanto o maior nimero total de genes de
CAZymes, quanto o maior numero de familias. Os demais isolados apresentaram valores
entre 296 e 299 genes, com nimero de familias variando entre 92 e 101.

Entre as familias de CAZymes mais abundantes, destacaram-se GT2, CE4, GH179,
GT4, GHI188, CE1, CBM32, ¢ GH18, que estiveram presentes em todos os genomas, com
variacoes no numero de copias (Figura 5). A familia GT2, envolvida na transferéncia de
residuos de agucar durante a biossintese de polissacarideos estruturais, foi uma das mais
representativas, com 16 a 24 genes por isolado. A familia CE4, relacionada a desacetilagao de
quitina e outros substratos, também apresentou ampla distribui¢do, com destaque para 114A,
240B, P10A e P11A, todas com 22 ou 23 genes CE4. Outras familias de destaque incluem
GHI18, GH179 e GHI88 (quitinases) e diversos moédulos de ligacdo a carboidratos
(carbohydrate-binding modules — CBMs) como CBM32, CBM66 e CBM13. Além disso, os
isolados E14A e ANTI apresentaram maior diversidade em familias menos frequentes, como

GH43, GH1, GH3 e GH95.
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Figura 5. Mapa de calor mostrando a distribui¢do e abundancia das familias de CAZymes nos seis isolados de
Paenibacillus. A dimensdo dos circulos é diretamente proporcional ao niimero de genes de cada familia por
genoma.
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Clusters de biossintese de metabdlitos secundarios (BGCs)

A analise dos genomas dos seis isolados de Paenibacillus por meio da ferramenta
antiSMASH permitiu a identificacdo de um conjunto diversificado de clusters de biossintese
de metabolitos secundarios (BGCs). O numero total de BGCs preditos por genoma variou
entre 10 e 28 clusters. Os isolados 114A, 240B, P10A e P11A apresentaram os maiores
nimeros de BGCs (27 a 28 clusters), enquanto o isolado E14A apresentou somente 10
clusters. A distribuicdo dos BGCs revelou a predominancia de BGCs pertencentes a classe
NRPS (non-ribosomal peptide synthetases), com até 11 BGCs de NRPS por genoma,
especialmente nos isolados 114A, 240B, PIOA e P11A (Figura 6). Além disso, foram
detectados BGCs de PKS (polyketide synthases), terpenos, RiPPs (ribosomally sinthesized
and post-translationally modified peptides) e sider6foros. Outro destaque foi a presenca
significativa de clusters hibridos, envolvendo a combina¢do de dominios como “NRPS,
T1PKS hybrid”, “transAT-PKS, NRPS hybrid”, “thioamide-NRP, HR-T2PKS hybrid”’, entre

outros.
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Figura 6. Mapa de calor representando a distribuigdo e abundancia dos diferentes tipos de BGCs nos isolados de
Paenibacillus. A dimensdo dos circulos indica o nimero de clusters de cada tipo por isolado.
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Genes relacionados ao biocontrole e a2 promocao de crescimento vegetal

A prospeccdo genOmica in silico realizada por meio da ferramenta PGPg_finder
evidenciou o potencial multifuncional dos isolados de Paenibacillus avaliados, com presenga
de genes associados tanto ao biocontrole de fitopatdgenos quanto a promocdo direta do
crescimento vegetal (PGP) (Figura 7). Entre os mecanismos relacionados ao biocontrole,
destacou-se a categoria de producdo de sideréforos. Os isolados 114A, 240B, P10A, P11A e
ANTI apresentaram densidades significativas de genes associados a biossintese dessas
moléculas, com valores entre 8,16 ¢ 8,94 genes/1000 CDSs (Coding DNA sequences).

A categoria desintoxicagao de metais pesados apresentou abundancia elevada em
todas os isolados, com destaque para 114A, 240B, P10A e P11A, que apresentaram valores
proximos a 19,42 genes/1000 CDSs. Outras categorias com possivel papel no biocontrole
incluem producdo de compostos organicos volateis (associados a efeitos nematicidas,
antifngicos e indutores de resisténcia sistémica), e sistemas de secre¢ao.

Os isolados também apresentaram genes envolvidos em multiplos mecanismos de
promogdo direta de crescimento vegetal, incluindo produgdo de fitormonios, como auxinas
(AIA), citocininas e giberelinas, com destaque para os isolados ANTI e E14A, que
apresentaram as maiores densidades relativas; fixacdo biologica de nitrogénio e metabolismo
da ureia, contribuindo para a disponibilidade de nitrogénio no solo; e solubilizagdo e
mineralizagdo de fosforo, incluindo genes relacionados a produ¢do de acido gluconico via
PQQ. Além disso, destaca-se também a producdo de vitaminas, com valores acima de 11
genes/1000 CDSs em todos os isolados, fortemente elevado em EI14A e ANTI; e a
neutralizacdo de estresse osmotico, em torno de 18 genes/1000 CDSs em todos os isolados.
As categorias motilidade/quimiotaxia, adesdo a superficies e coloniza¢do da raiz também

foram amplamente representadas em todos os isolados.
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Figura 7. Mapa de calor representando a distribui¢do normalizada de genes relacionados a controle bioldgico e
promogdo de crescimento vegetal nos isolados de Paenibacillus. Os valores foram normalizados por numero
total de CDSs em cada genoma.

Producéao in vitro de enzimas hidroliticas

Todos os isolados de Paenibacillus avaliados apresentaram resultados positivos para a
produgdo das duas enzimas hidroliticas testadas: protease (Figura 8A) ¢ quitinase (Figura

8B), evidenciada pela formagao de zonas claras ao redor das colonias.
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Figura 8. Avaliagdo da atividade enzimatica dos seis isolados de Paenibacillus. A. Produgdo de proteases
detectada em placas contendo agar-leite desnatado. A formagdo de halos claros ao redor das coldnias indica
atividade proteolitica. B. Atividade quitinolitica observada em placas contendo quitina coloidal. A formagdo de
zonas claras ao redor das colonias indica degradagdo da quitina. (NC = controle negativo).

Atividade antagonista in vitro contra fungos fitopatogénicos

A analise estatistica dos dados de crescimento micelial evidenciou diferencas
significativas (p < 0,05) entre os tratamentos para todos os fungos testados. Nos graficos
(Figura 9), observa-se que P10A e ANTI reduziram significativamente o crescimento de
todos os fitopatdgenos, em comparagao com o controle negativo (NC) e aos demais isolados
(Figura 10). Os isolados E14A e P11A, embora tenham crescido normalmente, nao
apresentaram efeito inibitdrio significativo sobre os fungos. Os isolados 240B e 114A nao
apresentaram crescimento no meio BDA, sendo, portanto, excluidos das analises
comparativas.

Os resultados demonstraram que o isolado P10A apresentou o melhor desempenho
geral, com inibicdo de crescimento (IC%) superior a 40% para todos os fungos avaliados,
atingindo 52,52% de inibi¢do para F. oxysporum e 51,63% para F. equiseti. O isolado ANTI
também se destacou, especialmente frente a £ oxysporum (43,47%) e F. equiseti (41,23%).
Em contraste, os isolados E14A e PI11A exibiram controle muito reduzido, com IC%s

inferiores a 6,5% para todos os patogenos.
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Figura 9. Crescimento micelial (mm) de quatro fungos fitopatogénicos em cultura pareada com isolados de
Paenibacillus em meio BDA. As barras representam a média + desvio padrdo (n = 3). Letras distintas indicam
diferencas estatisticas significativas entre os tratamentos pelo teste de Tukey (p < 0,05). (A) Fusarium equiseti,
(B) Fusarium oxysporum, (C) Rhizoctonia solani, (D) Sclerotinia sclerotiorum.
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Figura 10. Interagdo in vitro entre fungos fitopatogé€nicos e os isolados P10A e ANTI
em cultura dupla no meio BDA. Cada linha representa um fitopatogeno: F. equiseti, F.
oxysporum, R. solani ¢ S. sclerotiorum (de cima para baixo). As colunas
correspondem ao controle (sem bactéria), ao isolado P10A (10/4) e ao isolado ANTI.

Biocontrole in vivo de M. javanica na soja

A avaliagdo do biocontrole de M. javanica na soja revelou diferenga estatistica
significativa somente para o numero de galhas por grama de raiz seca (p = 0,00613), com o
isolado 240B apresentando a menor média (255,96 = 97,08), diferenciando-se dos demais
tratamentos (Tabela 2, Figura 11A). Para o nimero de ovos, ndo foram observadas diferencas
significativas (p = 0,684), embora o tratamento 240B também tenha exibido a menor média
(203.336 + 27.061), seguido por 114A e E14A (Tabela 2, Figura 11B). No que se refere ao
indice de reducao baseado no nuimero de galhas, o tratamento com 240B novamente se

destacou, atingindo 51,40% seguido por P11A (22,65%) e ANTI (18,90%) (Tabela 2).
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Figura 11. Efeito dos seis isolados de Paenibacillus sobre pardmetros de infec¢do por M. javanica em raizes de
soja. A. Numero de galhas por grama de raiz seca. B. Niimero de ovos por grama de raiz seca. As barras
representam médias = desvio padrdo (n = 6). Letras diferentes indicam diferencas significativas entre os
tratamentos pelo teste de Duncan (p < 0,05). (NC = controle negativo).

Tabela 2. Efeito de diferentes isolados de Paenibacillus sobre a infestacdo de Meloidogyne javanica em raizes
de soja, expresso como nimero médio de galhas e ovos por grama de raiz seca, e indice de redugdo (%) em
comparagdo a testemunha (NC). Valores seguidos por letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca
estatistica significativa pelo teste de Duncan (p < 0,05). O indice de reducao foi calculado com base na média da
testemunha.

Indice de reduci
Tratamento  Galhas/g de raiz seca Ovos/g de raiz seca ndice de redugao

(“e)
240B 225,96 £ 97,08 b 203.365,65 £27.061,33 a 51,40%
114A 359,61 £ 182,81 a  303.641,92 + 56.989,56 a 22,65%
ANTI 377,07 +£ 148,66 a  318.134,13 £199.614,14 a 18,90%
P10A 421,92 £196,62a  332.122,53 +£204.456,72 a 9,25%
P11A 480,64 + 79,13 a 237.631,01 £85.768,90 a —3,38%
E14A 483,92 £217,59a  267.533,25+167.118,75 a —4,08%

Testemunha (NC) 464,94 + 65,12 a 333.884,74 £ 154.470,22 a -

DISCUSSAO

A analise filogenomica realizada posicionou os seis isolados em trés clados dentro do
género Paenibacillus, evidenciando uma relevante diversidade taxondomica e funcional.
Quatro isolados (114A, 240B, P10A e P11A) agrupam-se com P. elgii, espécie conhecida por
produzir compostos antimicrobianos e atuar no controle de doengas fingicas no tomateiro

(Kim; Hur; Park, 2019; Kim et al., 2020). O isolado ANTI, embora tenha se agrupado em um



22

clado poliespecifico na filogenia, foi identificado como P. polymyxa pela anotagdo
taxondmica do GTDB-Tk, resultado também reportado por Gongalves e Santana (2023). Essa
espécie, sobretudo, se destaca pela promog¢ao de crescimento vegetal, por meio de fixagao de
nitrogénio e solubilizacdo de fosfato (Grady ef al., 2016), bem como potencial para o controle
bioldgico de nematoides do género Meloidogyne (Khan et al., 2008; Singh; Wesemael, 2022;
Shi et al., 2024) e fungos fitopatogénicos (Dobrzynski; Naziegbto, 2024). Por fim, E14A foi
alocada junto a P. pabuli, espécie igualmente reconhecida por seu potencial biotecnoldgico
(Li et al., 2021; 2023), entretanto ndo explorado para fins de controle bioldgico e promocao
de crescimento vegetal.

A estrutura do pangenoma dos seis isolados revelou 7.709 familias génicas, com alta
propor¢ao de genes acessorios, sobretudo nos isolados ANTI (3.696) ¢ E14A (4.576). A
elevada quantidade de genes tUnicos indica uma grande plasticidade gendmica e potencial
adaptativo, refletindo a diversidade funcional tipica de géneros com pangenomas abertos
(Brockhurst et al., 2019). A analise funcional (COG e KEGG) reforgou essa observagio,
apontando para predominio de fungdes especificas essenciais no genoma core (replicagao,
transcricdo, traducdo e metabolismo energético), enquanto os compartimentos acessorios €
unicos apresentaram enriquecimento em fungdes associadas a adaptacdo ambiental,
biossintesse de metabdlitos secundarios e transducdo de sinais, caracteristicas desejaveis em
microrganismos com potencial de biocontrole (Liang et al., 2019; Pirttild ef al., 2021).

As analises de CAZymes destacaram a presenga expressiva de familias de quitinases
(GH18, GH179 e GH188) no genoma de todos os isolados, fundamentais na degradagdo da
parede celular de fungos, cuticula e casca de ovos de nematoides (Veliz; Martinez-Hidalgo;
Hirsch, 2017). O isolado E14A, apesar de apresentar maior nimero total e diversidade de
CAZymes, mostrou baixo desempenho nos ensaios in vitro, sugerindo que o perfil genomico
robusto nem sempre se traduza em atividade enzimatica em condi¢des laboratoriais, como
também observado em Mukherjee, Lodha e Madhuprakash (2023). A presenca de modulos de
ligagdo a carboidratos (CBMs), como CBM32, CBM66 ¢ CBM13, também ¢ relevante para
fins biotecnoldgicos, visto o seu importante papel na modulacao de propriedades enzimaticas
(You et al., 2024).

O mapeamento dos BGCs revelou entre 10 e 28 clusters por genoma, com destaque
para os isolados de P. elgii (27-28 clusters). A predominancia de clusters do tipo NRPS, PKS
e hibridos indica grande potencial biossintético de compostos bioativos com atividade

complexa (Yang et al., 2021). Genomas de Paenibacillus com alto potencial biossintético
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estdo associados a atividade antimicrobiana elevada (Lebedeva et al., 2021; Yang et al.,
2024), o que ¢ interessante para a inibi¢cdo de patogenos. Similarmente, A baixa incidéncia de
BGCs em P. pabuli E14A pode estar associada a baixa atividade de controle bioldgico in vitro
e in vivo. Ademais, a presenca consistente de sideroforos, evidenciada também pela analise de
genes de promocgao de crescimento vegetal, por exemplo, refor¢a a capacidade de competicao
por ferro na rizosfera, limitando recursos para patégenos (Shen et al., 2013).

Além do potencial antagonista, foram identificados genes relacionados a promogao de
crescimento vegetal (PGP), como produgdo de fitormoénios, fixacdo biologica de nitrogénio,
solubilizacdo de fosfato e producdo de vitaminas, com destaque para os isolados ANTI e
E14A. Mesmo com baixa eficadcia em experimentos de biocontrole in vitro e in vivo, P. pabuli
E14A, possui potencial uso como bactéria promotora de crescimento.

Nos ensaios in vitro, PI0A e ANTI apresentaram elevada eficiéncia na inibigdo do
crescimento micelial dos quatro fitopatdgenos testados, com inibig¢do superior a 40%. Esses
resultados corroboram com estudos anteriores de Paenibacillus no controle de fungos
fitopatogénicos (Zhai et al., 2021; Elbouazaoui et al., 2022; Cai et al., 2024; Yang et al.,
2024). Possiveis mecanismos de antagonismo incluem a produgdo putativa de compostos
antimicrobianos (numero elevado de BGCs), enzimas hidroliticas e competi¢ao, corroborados
pelo perfil gendmico analisado. Em contraste, EI4A e P11A exibiriam baixa atividade,
enquanto 240B e 114A nao cresceram no meio BDA, o que pode estar associado a restrigoes
fisiologicas ou necessidades nutricionais especificas. No entanto, a producao qualitativa de
quitinase e protease foi confirmada em todos os isolados, sugerindo potencial latente que
podera ser explorado em diferentes condigdes de cultivo.

Nos ensaios in vivo com soja, o isolado 240B apresentou o melhor desempenho no
controle de M. javanica, com redugdo significativa no numero de galhas e indice de reducao
de 51,4%. Esse resultado destaca a capacidade do isolado em interferir no ciclo de vida do
nematoide ou na interagdo planta-patdgeno, possivelmente por agdo direta (enzimas
hidroliticas, compostos nematicidas) e/ou indireta (inducao de resisténcia sist€émica) (Aioub;
Elesawy; Ammar, 2022; Deng; Wang; Li, 2022; Antil et al., 2023; Ayaz et al., 2024; Yang et
al., 2024). Embora a ANOVA ndo tenha apontado diferencas significativas no ntimero de
ovos, o menor valor médio obtido com 240B reforca seu potencial como agente de
biocontrole. A presenca de genes relacionados a produgdo de compostos volateis, siderdforos,
fitormonios e sistemas de secre¢do, além de 37 genes de familias de CAZymes com atividade

quitinolitica, confirma o potencial multifatorial do isolado 240B. Embora existam relatos do
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uso de P. polymyxa no controle de M. incognita em outras culturas (Singh; Wesemael, 2022;
Shi et al., 2024), este € um dos primeiros relatos para Paenibacillus no patossistema soja-M.
javanica.

De forma geral, a integracdo dos dados gendmicos, fenotipicos in vitro e in vivo
confirmam o potencial biotecnoldgico dos isolados de Paenibacillus, especialmente P. elgii
240B e P10A, e P. polymyxa ANTI, para aplicagdes no manejo bioldgico de fitopatdogenos na
soja. Os resultados destacam ndo somente a eficacia como agentes de controle bioldgico, mas
também sua capacidade de promover o crescimento vegetal e modular interagdes benéficas na
rizosfera. A identificacdo de genes associados a multiplos mecanismos de acdo sugere que
esses isolados podem atuar de forma sinérgica e robusta em diferentes condi¢cdes de campo,

contribuindo para a reducdo do uso de quimicos e para praticas agricolas mais sustentaveis.
CONCLUSAO

O presente estudo realizou a prospec¢ao gendmica de seis isolados de Paenibacillus,
revelando um elevado potencial genético e funcional associado ao controle bioldgico de
fitopatogenos do solo na cultura da soja. Os dados obtidos reforcam o papel desses isolados
como candidatos promissores para estratégias de manejo sustentavel, alinhadas a redugdo do
uso de quimicos e a promocao de sistemas agricolas mais sustentaveis. Pesquisas futuras
devem focar na validacdo funcional dos mecanismos identificados e realizagdo de novos
ensaios em casa de vegetacdo e em condi¢des de campo. Tais avangos serdo fundamentais

para consolidar esses isolados de Paenibacillus como uma alternativa viavel e inovadora para

o manejo integrado de doengas na soja.
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