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RESUMO

SILVA, Mirelly Jady Fernandes e, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, setembro
de 2025. Avaliacdo de bactérias selecionadas por ecologia reversa no
crescimento inicial do milho sob déficit hidrico. Orientador: Mateus Ferreira
Santana. Coorientadores: Polyana Pizzi Rotta, Mauricio Dutra Costa e Fabio
Andrade Teixeira.

Para garantir uma produtividade agropecuéria eficiente e sustentavel, diferentes
estratégias vém sendo estudadas. Sabe-se que a alimentacdo € um dos principais
fatores que influenciam o desempenho animal; por outro lado, o periodo de seca é
um desafio para a qualidade das culturas agricolas. Uma estratégia para mitigar este
problema é aproveitar a biodiversidade natural por meio da prospeccdo de
microrganismos. Bactérias que habitam a rizosfera sdo capazes de auxiliar as
plantas no enfrentamento da seca. No entanto, a selecdo de microrganismos
promotores de crescimento ainda € um processo pouco viavel em larga escala.
Nesse contexto, este estudo teve como objetivo utilizar ferramentas de
bioinforméatica baseadas em ecologia reversa para otimizar a selecdo de
microrganismos para promoc¢do de crescimento de milho em déficit hidrico. No
primeiro momento, 53 géneros bacterianos com genomas depositados em bancos
de dados publicos foram avaliados in silico quanto ao seu potencial em promover o
crescimento do milho. Dos genomas avaliados, 12 géneros apresentaram resultados
para interacdes ecoldgicas positivas com a planta. Diante desses resultados,
isolados representantes desses géneros pertencentes a bacterioteca do Laboratoério
de Genética Molecular e de Microrganismos e do Grupo de Ecologia eco-evolutiva
Microbiana foram sequenciados. ApO0s 0 sequenciamento, uma nova rodagem de
analises de ecologia reversa foi realizada, o que permitiu selecionar os isolados
C90B, PE4A, SOY1 e SOY8 como os mais promissores. Os genomas de SOY1 e
SOY8 revelaram BGCs relacionados a tolerancia vegetal ao estresse abidtico, como
o soluto compativel ectoina. Em PE4A, foram identificados todos os genes tipicos de
fixacdo biologica de nitrogénio. Ja C90B exibiu uma diversidade de genes
relacionados a neutralizacdo do estresse oxidativo. No ensaio de germinagdo com
reducdo de disponibilidade hidrica, PE4A e C90B elevaram a taxa de velocidade em
-0,3 MPa. J4 em -0,6 MPa, C90B e SOY8 se destacaram. No ensaio em casa de
vegetacdo, 45 DAS, a inoculacdo promoveu o crescimento radicular sob déficit
hidrico em 60% e 40% da CV. Ademais, SOY8 aumentou a massa seca de raiz em
todas as condigbes, e sob 60% e 40% da CV, C90B e PE4A superaram 0 controle
negativo. A ecologia reversa é uma abordagem recente, portanto pouco explorada
na agricultura. Este trabalho demonstra seu potencial ao integra-la a outras



ferramentas gendmicas, permitindo a selecao de bioinsumos de forma mais eficiente
e rapida.

Palavras-chave: déficit hidrico; rizosfera; prospeccdo microbiana; ecologia reversa



ABSTRACT

SILVA, Mirelly Jady Fernandes e, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
September, 2025. Evaluation of bacteria selected by reverse ecology on early
maize growth under water deficit. Adviser: Mateus Ferreira Santana. Co-advisers:
Polyana Pizzi Rotta, Mauricio Dutra Costa and Fabio Andrade Teixeira.

Several strategies have been investigated to ensure efficient and sustainable
agricultural and livestock productivity. Nutrition is one of the main factors influencing
animal performance; however, the dry season represents a major challenge for
maintaining the quality of agricultural crops. One effective strategy to mitigate this
issue is to harness natural biodiversity by prospecting for microorganisms.
Rhizosphere-inhabiting bacteria can help plants cope with drought stress.
Nevertheless, the selection of plant growth—promoting microorganisms is not easily
scalable. In this context, this study applied reverse-ecology—based bioinformatic tools
to optimize the selection of microorganisms capable of promoting maize growth
under water deficit conditions. First, 53 bacterial genera with publicly available
genomes were evaluated in silico for their potential to promote maize growth. Among
these, 12 genera demonstrated positive predicted ecological associations with plants.
Based on these results, representative isolates from these genera belonging to the
culture collections of the Laboratory of Molecular and Microbial Genetics and the
Microbial Eco-evolutionary Ecology Group were selected for sequencing. Following
sequencing, another round of reverse-ecology analyses enabled the identification of
C90B, PE4A, SOY1, and SOY8 as the most promising isolates. The genomes of
SOY1 and SOY8 contained BGCs associated with plant tolerance to abiotic stress,
such as the compatible solute ectoine. In PE4A, all canonical genes required for
biological nitrogen fixation were identified. C90B exhibited a diverse repertoire of
genes involved in oxidative stress mitigation. In the germination assay under reduced
water availability, PE4A and C90B increased the germination speed index at -0.3
MPa, whereas at -0.6 MPa, C90B and SOY8 were the most effective. The inoculation
promoted root growth under water deficit at 60% and 40% WHC. Additionally, SOY8
increased root dry mass under all conditions, and at both 60% and 40% WHC, C90B
and PE4A outperformed the negative controls. Reverse ecology is a recent and
underexplored approach in agriculture. This study highlights its potential by
integrating it with genomic analyses, enabling a more efficient and faster selection of
microbial inoculants.

Keywords: water stress; rhizosphere; microbial prospecting; reverse



ecology



SUMARIO

L. INTRODUGAO ...ttt s et s s s st es s s st esesesesesesenesenaes 9
2. REVISAO DE LITERATURA 11
2.1 Impactos do déficit hidrico no milho 11
2.2 Qualidade nutricional das forragens 12
2.3 Promogao de crescimento vegetal e bioinoculantes 13
2.4 Ecologia reversa 16
3. MATERIAL E METODOS 17
3.1 Abordagens de ecologia reversa para a selecdo gendmica de isolados bacterianos 17
3.2 Reativagdo ¢ manuten¢ao de cultura 18
3.3 Extra¢do de DNA e sequenciamento gendomico 18
3.4 Identificagdo dos isolados 19
3.5 Identificagdo de clusters de genes biossintéticos e predi¢ao funcional de genes 19
3.6 Tratamento de sementes 19
3.7 Ensaio de germinagdo 20
3.8 Promocao de crescimento vegetal em déficit hidrico 20
4. RESULTADOS E DISCUSSAO 21

4.1 Valor médio do suporte biossintético de géneros de bactérias em relagdo a Zea mays 21
4.2 Ensaio de germinacao 22

4.3 Selecao dos isolados bacterianos com os maiores valores de suporte biossintético obtidos
em analises par a par entre genomas sequenciados e Zea mays 24

4.4 Perfil de clusters biossintéticos relacionados a tolerancia ao estresse abiotico nos isolados 25

4.5 Analise filogendmica 26
4.6 Identificagdo de compostos relacionados a seeds suportadas 29
4.7 Anotacao funcional da assimilag¢do de nitrogénio 30
4.8 Perfil genomico de tolerancia ao estresse abidtico dos isolados 31
4.9 Identificacao de caracteristicas gerais de promogao de crescimento 32
4.10 Promogao de crescimento em déficit hidrico 33
4.11 Ecologia reversa como abordagem de selegao de RPCP 37
5. CONCLUSAO 38
REFERENCIAS ..ottt sttt 39

APENDICE ... e e e e e e e s e e e e e e e e e e s e s e e e e s e s e e s e e s e e e s e eer e 47



1. INTRODUCAO

Garantir alta produtividade e seguranga alimentar, preservando biodiversidade
e solo, € um dos principais objetivos dos sistemas agropecuarios modernos. No entanto,
¢ necessario enfrentar desafios ambientais e econdmicos (Cakmakgei et al., 2023). Dentre
os desafios ambientais, destaca-se o déficit hidrico que ¢ um dos estressores abidticos
mais severos para a fisiologia vegetal, que dificulta a captagao de nutrientes pelas plantas
e, consequentemente, compromete a produtividade (Kope¢, 2024). Dessa forma, ¢
necessario otimizar o uso da agua no contexto das mudangas climaticas, especialmente
porque a demanda hidrica nos sistemas agricolas corresponde a mais de dois ter¢os do
uso de 4gua doce no mundo (Murtaza et al., 2024).

No que diz respeito aos desafios econdmicos, o Brasil depende da importagdo
de fertilizantes, especialmente do NPK (nitrogénio, fosforo e potassio). O pais responde
por cerca de 6% da demanda global, ficando atras apenas dos Estados Unidos, da China
e da India (Farias et al., 2020). Somado a isso, o preco do nitrogénio, nutriente mais
exigido pelas plantas, subiu mais de 12% no primeiro trimestre de 2025 e esta
constantemente sujeito a flutuagdes, devido ao elevado custo de produgdo e as
instabilidades politicas (World Bank, 2025).

Para superar esses desafios, pesquisadores tém estudado melhorias na
fertilizagdo do solo, irrigagdo, melhoramento genético e modernizacdo das praticas
agrondmicas em geral. Uma estratégia promissora ¢ aproveitar a biodiversidade natural,
utilizando rizobactérias promotoras de crescimento em plantas (RPCP). As RPCP tém
o potencial de aumentar a eficiéncia de absor¢ao de nutrientes pelas plantas, reduzir a
dependéncia de insumos quimicos e atenuar os efeitos de estresses bidticos e abidticos
(GOémez-Godinez et al., 2023).

Na cultura da soja, o Brasil tem usufruido de beneficios ambientais e
economicos da fixacdo biologica de nitrogénio (FBN), por meio da inoculagdo de
Azospirillum brasilense € Bradyrhizobium spp. em leguminosas. No periodo entre 2019
e 2020, a utilizagao de FBN em substitui¢ao a N-ureia economizou mais de 15 bilhdes
de dolares e reduziu a emissdo de gases de efeito estufa. A expectativa ¢ que os bons
resultados obtidos com a FBN sejam estendidos a outras culturas agricolas (Telles et al.,
2023).

Em um estudo conduzido com um bioinoculante de Priestia aryabhattai

(basonimo: Bacillus aryabhattai), desenvolvido especificamente para mitigar os efeitos


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/azospirillum-brasilense
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/bradyrhizobium
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da seca, sementes de milho foram inoculadas e, ap6s o estabelecimento das plantulas,
estas foram submetidas a déficit hidrico e alta salinidade. As plantas inoculadas
apresentaram melhores trocas gasosas, maior taxa de assimilacdo de CO» e condutancia
estomatica (Castelo Sousa et al., 2023). Em outro estudo, a inoculacdo com Priestia
aryabhattai aumentou a produtividade do milho sob diferentes niveis de irrigacao e
sugeriu que a bactéria oferece protecdo a planta, promovendo o desenvolvimento
radicular (Shahid et al., 2022).

Contudo, o isolamento de RPCP ¢ limitado por microrganismos ainda nao
cultivaveis e pelo longo processo de prospeccdo microbiana até a formulagdo do
biofertilizante, o que ¢ demorado e, consequentemente, pouco viavel em larga escala
(Ibafiez et al., 2023). Com os avangos da gendmica, tornaram-se possiveis novas
abordagens para acelerar o processo de selecao de RPCP, utilizando ferramentas de
bioinformatica que elucidam aspectos funcionais dos genes de promogao do crescimento
em plantas, vias metabolicas e estudos independentes de cultivo. Essas técnicas
permitem descobrir interagdes ainda desconhecidas e investigar um grande nimero de
microrganismos simultaneamente (Priya ef al., 2021).

A ecologia reversa, portanto, ¢ uma abordagem que utiliza informacgdes
gendmicas para inferir sobre potenciais trocas metabolicas entre organismos.
Inicialmente, foi testada para interacdes planta-patogeno (Levy; Borenstein, 2012) e,
atualmente, vem sendo estudada em pesquisas na area agricola (Gongalves et al., 2022).
Neste contexto, este estudo utiliza a ecologia reversa integrada a outras ferramentas de
prospeccao gendmica para selecionar bactérias que promovam o crescimento do milho

forrageiro sob baixa disponibilidade de agua.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Impactos do déficit hidrico no milho

Na producdo animal, plantas forrageiras mais bem nutridas sdo consideradas
de alta qualidade e fornecem maior nutri¢ao para o gado, promovendo melhora na saude
e no desempenho animal (Katoch, 2023). O milho (Zea mays) ¢ uma forragem com
excelente aproveitamento, podendo ser utilizado como grao, silagem de planta inteira
ou na formulacdo de ragdes e subprodutos industriais (Erenstein et al., 2022). Essa
cultura possui uma janela de plantio recomendada pelo Zoneamento Agricola de Risco
Climatico (ZARC), do Ministério da Agricultura e Pecudria, que normalmente ocorre
entre os meses de outubro e dezembro, coincidindo com o inicio do periodo chuvoso
(Zoneamento Agricola de Risco Climatico [s.d.]). Isso porque a escassez de agua
prejudica todas as fases do desenvolvimento do milho (Deribe, 2025) e reduz a resposta
da planta a adubag@o nitrogenada (Donovan et al., 2025), sendo estes os principais

fatores limitantes para a produ¢do de milho (Flynn et al., 2023).

Especialmente durante a germinagdo, o déficit hidrico dificulta o
estabelecimento das plantulas, visto que a hidratagcdo € essencial para a ativagdo das
enzimas hidroliticas que degradam as reservas da semente. Dessa forma, em periodos de
seca, ¢ comum observar alta mortalidade de mudas (Miransari; Smith, 2014; Rida et al.,
2021). O primeiro 6rgdo a ser afetado pela redugdo na disponibilidade de 4gua € a raiz,
que detecta alteragdes no potencial hidrico e modifica o potencial de pressao nas células
radiculares. Sob estresse leve a moderado, as raizes realizam ajustes osmoticos e tendem
a aumentar o seu crescimento de forma exploratéria em busca de 4gua e nutrientes.
Desse modo, a raiz adia os efeitos do déficit hidrico na parte aérea (Kou et al., 2022).
Observa-se a alteragdo da propor¢ao parte aérea-raiz, na qual o numero de folhas,
comprimento e area foliar sdo reduzidos enquanto ocorre o crescimento radicular
(Cheng et al., 2021). Além disso, aspectos fisioldgicos sdo comprometidos durante a
seca, tais como a taxa fotossintética, a assimilagdo de CO: e a eficiéncia de uso da 4gua.
Sendo assim, o milho apresenta menor crescimento vegetativo, modificacdo no

desenvolvimento das raizes e redug¢ao da massa seca (Deribe, 2025).

A resposta fisiologica vegetal imediata para a maioria dos estresses abidticos
ocorre antes mesmo da identificacdo do tipo de estresse e ¢ semelhante em diferentes

casos de perturbacdo. Primeiro, a alteragcdo no potencial osmético no apoplasto ¢
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percebida por proteinas da membrana plasmatica, o que dispara uma cascata de
sinalizag¢des intracelulares. Logo, a concentracdo de Ca* citosolico e a producgdo
controlada de espécies reativas de oxigénio (ROS) sao aumentadas. Em conjunto com
outros sinalizadores, induzem a biossintese de acido abscisico (ABA), responsavel por

promover o controle da abertura estomatica (Bhattacharya, 2021).

Durante a resposta das plantas a seca, ABA se liga a receptores que induzem
a ativacdo de canais i0nicos, causando perda de turgor na folha e reducdo da abertura
estomatica. Consequentemente, a captacdio de CO: ¢ limitada e a assimilacdo
fotossintética reduzida (Blatt ef al., 2017). Induzida pelos altos niveis de ABA, a célula
aumenta a biossintese de proteinas do tipo LEA (proteinas abundantes na embriogénese
tardia) que protegem a célula contra a agregacdo de proteinas devido ao estresse
osmotico, antioxidantes e solutos compativeis que atuam na protecao da integridade
celular. Assim, ocorre o acimulo intracelular de prolina, soluto compativel mais bem
estudado na fisiologia vegetal, que favorece a osmorregulagdo, protege a atividade
enzimatica e proteinas de membrana (Renzetti et al., 2024), além de promover a
aclimata¢do da planta (Yan et al., 2025).

As respostas fisiologicas logo se traduzem em respostas morfoldgicas com a
redugdo do crescimento vegetal. A escassez de dgua no inicio do crescimento pode
prejudicar todas as outras fases do desenvolvimento do milho (Song et al., 2019). Além
disso, a agua ¢ essencial para a manuten¢do da turgidez durante todo o periodo
vegetativo, principalmente porque os tecidos do sistema radicular ainda estdo frageis e

sd0 mais sensiveis a agentes estressores (Haj Sghaier et al., 2022).

2.2 Qualidade nutricional das forragens

Com o aumento populacional, a demanda por alimentos ricos em proteinas de
alto valor biologico se torna prioridade. Uma dieta animal balanceada ¢ essencial para
sustentar uma produgdo pecudria eficiente. A disponibilidade de forragens de alta
qualidade ndo apenas atende as demandas nutricionais do gado, melhorando satde e
reproducdo, mas também contribui para a produtividade do setor (Franco et al., 2021).

Varios fatores sdo capazes de influenciar os parametros de qualidade das
plantas forrageiras, como temperatura, fertilidade do solo e disponibilidade de agua. A
familia botanica também importa na avaliacdo de qualidade nutricional; as gramineas

geralmente apresentam menor teor de proteina bruta, digestibilidade reduzida e maiores
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teores de fibra e lignina em comparagdo com as leguminosas. Existem muitos
indicadores de qualidade das forragens, incluindo principalmente proteina bruta (PB),
rendimento de massa seca, fibra em detergente acido e fibra em detergente neutro
(Chand et al., 2022).

Para assegurar que as forragens atendam as necessidades alimentares do
animal, ¢ importante compreender os indicadores nutricionais e melhorar as praticas de
manejo pré e poés-colheita (Katoch, 2023). Muitas vezes o foco do mercado recai sobre
o rendimento em biomassa, secundarizando a qualidade nutricional, que ¢ essencial para
a eficiéncia da producdo pecuaria (Battenfield et al., 2016). Contudo, em periodos de
secas, a qualidade nutricional das forragens diminui e sdo requeridos maiores aportes de
suprimento alimenticio para bovinos cuja base da dieta sdo forragens de gramineas
(Katoch, 2023).

A formulagao de dietas com um teor adequado de proteina bruta € essencial, pois,
além de fornecer aminoacidos essenciais para o crescimento, desenvolvimento,
reproducdo e lactagdo, também fornece aportes de nitrogénio para bactérias
fermentadoras presentes no riamen. No entanto, o excesso de proteina pode ser
economicamente desvantajoso e resultar em problemas ambientais devido a excrecao
excessiva de nitrogénio. Contudo, as dietas baseadas em gramineas, que geralmente
apresentam menor teor de proteina bruta, exigem suplementagdo (Bist ef al., 2023). Os
principais estudos estdo relacionados a biofortificagdo agronomica, utilizando técnicas
de melhoramento genético para selecionar cultivares forrageiras mais adequadas a
producao animal. Outras abordagens, como o consoércio de gramineas € leguminosas e
a biotecnologia na prospec¢do de microrganismos benéficos, também vém sendo
exploradas para melhorar a disponibilidade e a absor¢ao de nutrientes no solo (Cakmak

etal.,2018).

2.3 Promocio de crescimento vegetal e bioinoculantes

As rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (RPCP) sdao bactérias
benéficas que colonizam a superficie radicular e as areas do solo proximas as raizes.
Elas promovem o crescimento vegetal, auxiliando na aquisi¢do e assimilagao de
nutrientes, melhorando a estrutura do solo e modulando moléculas extracelulares, como
hormdnios, metabolitos secundarios, antibidticos e compostos sinalizadores (De

Andrade et al., 2023). As RPCP também atuam auxiliando as plantas na tolerancia a
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estresses bidticos e abidticos. Em periodos de seca, as RPCP promovem a liberagdo de

fitormdnios e protegem a raiz contra a dessecagdo (Singh ef al., 2024).

Os mecanismos de acdo das RPCP sdo categorizados em diretos e indiretos.
Os mecanismos diretos afetam especificamente o desenvolvimento da planta. Incluem
a biofertilizagdo, como, por exemplo, a fixagdo bioldgica de nitrogénio atmosférico, na
qual microrganismos convertem nitrogénio atmosférico (N2) em amdnia, processo que
viabiliza a assimilacdo do nutriente pelas plantas. Outro mecanismo direto ¢ a producao
de hormoénios vegetais, como auxinas e citocininas, que estimulam o crescimento
radicular e facilitam a explora¢ao do ambiente em busca de nutrientes e agua (Figueiredo

et al., 2016; Etesami et al., 2020).

J& os mecanismos indiretos ndo afetam inicialmente o crescimento e o
desenvolvimento da planta, mas reduzem e previnem fatores que os limitam, diminuindo
a incidéncia de doengas e atenuando os efeitos de estresses, como, por exemplo, o
auxilio na tolerancia a estresses bidticos e abioticos, em que as RPCP disponibilizam
nas areas proximas as raizes osmolitos, exopolissacarideos e enzimas antioxidantes que
sdo aproveitados pelas plantas em periodos de seca para a protecdo do contetido celular.

Outro exemplo de mecanismo indireto ¢ a rizorremediagdo, realizada por meio da

degradacao de poluentes do solo pelas PGPR (Vejan et al., 2016).

Bactérias dos géneros Azotobacter, Azospirillum, Bacillus, Bradyrhizobium,
Clostridium, Rhodospirillum e Rhizobium sdo as mais utilizadas como bioinoculantes
em culturas agricolas (Rosenblueth ef al., 2018). Um inoculante que tem ganhado
notoriedade em pesquisas no mundo todo € o Azospirillum brasilense, por beneficios
associados a varias culturas agronomicas, como milho, trigo, arroz, sorgo, plantas
forrageiras, entre outras (Santos et al., 2021). No capim-braquidria, 4. brasilense
(estirpes Ab-V5 e Ab-V6) forneceu o equivalente a 58 kg N ha™', além de melhorias em
aspectos fisiologicos e agrondomicos, como maior condutancia estomatica, eficiéncia no
uso de agua e melhor exploragdo do ambiente, observadas por meio de alteracdes
morfoldgicas em plantas inoculadas, como o aumento do comprimento das raizes e da

densidade dos pelos radiculares (Bourscheidt et al., 2023).

Sob efeito de estresses abioticos, como salinidade e déficit hidrico, o
inoculante Priestia aryabhattai (anteriormente classificado como Bacillus aryabhattai)
se destaca pela sintese de exopolissacarideos, osmolitos compativeis e pela formacao de

biofilmes ao redor das raizes, contribuindo para a retencao de 4gua nos periodos de seca
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e na protecao de proteinas celulares em solos salinos (Agunbiade et al., 2024; Castelo
Sousa et al., 2023). Além disso, Bacillus aryabhattai foi o primeiro bioinoculante
comercial destinado a reduzir os efeitos do déficit hidrico em plantas, registrado pelo
Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (Mapa), e ¢ um dos Unicos

produtos disponiveis no mercado para essa finalidade (Embrapa, 2025).

As RPCP sao selecionadas por meio de testes em laboratdrio, que incluem o
cultivo em meios especificos e/ou a inoculagdo direta na planta, com subsequente
monitoramento do crescimento vegetal (Backer ef al., 2018). Tradicionalmente, o
microrganismo ¢ isolado, cultivado e identificado por meio de técnicas moleculares,
como, por exemplo, o sequenciamento. Depois, realizam-se testes bioquimicos e ensaios
sobre os mecanismos de promocdo do crescimento vegetal em laboratorio, como a
solubilizacao de fosfato, a producao de fitormonios e a tolerancia a condi¢des adversas,
geralmente em meios de cultura especificos. As etapas que finalizam a prospeccao
microbiana de RPCP sdo os ensaios de crescimento das plantas inoculadas em estufa e,
posteriormente, em campo. Apods a prospeccdo, o biofertilizante passa por extensas
analises de formulacdo e estabilidade, ¢ novamente submetido a testes em campo € a
etapas de regulamentacdo e fiscalizacdo da segurangca do produto antes de ser

comercializado (Chaudhary et al., 2020).

Contudo, os ensaios de promog¢do de crescimento vegetal conduzidos em
laboratorio nem sempre predizem o desempenho dos microrganismos em condi¢des de
campo. Isso ocorre porque os meios artificiais podem criar ambientes favoraveis que
nao refletem a complexidade fisico-quimica e biologica do solo, ou porque
determinados isolados apresentam baixa competitividade e, consequentemente, nao
expressam efeito agronomico significativo em condigdes reais (Sharma et al., 2013).
Além disso, embora as técnicas tradicionais de triagem sejam uteis, elas permanecem
restritas pelo delineamento experimental, pela capacidade operacional e pelo nimero de
isolados que podem ser avaliados simultaneamente. Nesse contexto, € interessante
investigar abordagens capazes de acelerar a identificacdo de candidatos promissores,
permitindo analises gendmicas em larga escala e otimizando o processo de selecdo de

bioinsumos antes da etapa de avaliagdo em campo.



16

2.4 Ecologia reversa

A ecologia reversa ¢ uma abordagem que une analises gendmicas e ferramentas
de biologia de sistemas para inferir sobre interagdes ecologicas entre organismos dentro
de suas comunidades. Esta abordagem utiliza modelagens de redes metabolicas
complexas, indica funcionalidade ecologica e pode ser empregada para prever alteragdes
ambientais (Borenstein et al., 2009; Levy; Borenstein, 2012).

Muitas ferramentas de ecologia reversa utilizam algoritmos baseados em
"seeds", que sdo definidas como um conjunto de compostos adquiridos de forma
exogena. Esses compostos geram interagdes entre redes metabdlicas e seus ambientes,
fornecendo informagdes sobre o ambiente bioquimico de cada espécie analisada. Além
disso, esses conjuntos de "seeds" sustentam a reconstru¢do metabdlica das espécies e
permitem andlises que vao desde andlises par a par feitas pelo programa NetSeed e
NetCooperate até¢ andlises em grande escala, como as realizadas pelo programa
RevEcoR, no qual ¢ possivel inserir dados de entrada para multiplas analises
simultaneas (Cao et al., 2016).

No contexto dessa abordagem, o suporte biossintético ¢ um indice calculado a
partir da troca de metabolitos entre espécies, baseado nos compostos que 0s organismos
analisados produzem e que beneficiam o metabolismo um do outro. Esse suporte
reflete o grau de dependéncia metabolica entre os organismos. J4 o indice de
complementaridade se refere as capacidades metabodlicas que se complementam em uma
comunidade. Por fim, o indice de competicdo metabolica ¢ derivado da sobreposicao de
vias metabolicas, indicando alta competicdo quando organismos realizam atividades
metabolicas similares (Cao et al., 2016; Levy; Borenstein et al., 2012).

A ecologia reversa, portanto, baseia-se na topologia das redes metabdlicas e
identifica diversos padrdes de interagcdo entre microrganismos, hospedeiros e funcdes
ecologicas relacionadas ao microbioma (Cao et al., 2016; Levy; Borenstein, 2012). A
aplicacdo de estruturas de ecologia reversa permite o estudo de comunidades
microbianas em areas como a saude, agricultura e meio ambiente.

Pesquisas de diversas areas tém obtido sucesso ao utilizar a abordagem.
Bhattacharjee et al. (2024) utilizaram estruturas de ecologia reversa para investigar o
microbioma de uma bebida indiana com propriedades anticancerigenas, observando
interagdes complementares entre o microbioma e o intestino humano. Bernstein e

colaboradores (2019) exploraram as capacidades biossintéticas de metabodlitos de mais
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de 400 microrganismos orais humanos.

A utilizacdo dessas ferramentas computacionais para analisar interagdes
microbianas tem se mostrado util também em pesquisas na agricultura, ajudando a
entender melhor a dinamica entre microrganismos e plantas. Ofaim et al. (2017)
utilizaram estruturas de redes metabdlicas para explorar as fungdes microbianas na
rizosfera de trigo e pepino. Por sua vez, Gongalves ef al. (2022) estudaram as interagdes
metabolicas entre o patogeno Candidatus Liberibacter, seus hospedeiros citricos € o
vetor psilideo, descobrindo vias metabolicas envolvidas e revelando relagdo de
dependéncia metabdlica entre o patdogeno, a planta ¢ o vetor. Em outro estudo, a
modelagem metabdlica e dados metagendmicos de Campos Rupestres foram
empregados por meio de uma abordagem de ecologia reversa para construir uma
comunidade microbiana sintética para melhorar caracteristicas agrondmicas das culturas
(Gongalves et al., 2023). Apesar dos avangos, a ecologia reversa ¢ uma abordagem nova,
portanto pouco explorada (Takemoto et al., 2017) nos sistemas agropecuarios,

especialmente na selegdo de bioinsumos a base de microrganismos.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Abordagens de ecologia reversa para a selecio genomica de isolados bacterianos

As bactérias foram isoladas de solo rizosférico do Cerrado e pertencem a
colecao do Grupo de Genomica Eco-evolutiva Microbiana (GGEM) e Laboratorio de
Genética Molecular e de Microrganismos (LGMM), localizado no Instituto de
Biotecnologia Aplicada a Agropecudria da Universidade Federal de Vigosa
(Bioagro/UFV). Os isolados foram previamente classificados por género com base em
sequenciamento do gene 16S rRNA. Os genes codificadores de proteinas associados a
Ortologia KEGG (KOs) de 53 géneros foram recuperados utilizando genomas
disponiveis no JGI Integrated Microbial Genomes Microbiomes. Adicionalmente, a
ferramenta KofamKOALA (Aramaki et al., 2020), com valor de e-value ajustado para
0,0001, foi utilizada para atribuir KOs aos arquivos de proteinas obtidos do National
Center for Biotechnology Information (NCBI). Os genomas foram analisados no
CheckM 1.0.13 (Parks et al., 2015), filtrados por completude igual ou superior a 90% e

contaminacdo inferior a 5%. Os KOs foram submetidos ao RevEcoR no ambiente R
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(Caoetal.,2016) e o arquivo de saida contendo grafos dirigidos foi utilizado no médulo
Python do Netcooperate (Levy et al., 2015) para calcular suporte biossintético.
Selecionamos as pontuagdes de suporte biossintético > 0,5, porque geralmente ¢ o valor
observado em bactérias promotoras de crescimento vegetal, como o caso de
Azospirillum brasilense GCF_007827425.1 e Priestia aryabhattai GCF_002688605.1,
que serviram como referéncia nas analises in silico. Primeiro, contrastamos todas as
espécies de cada género bacteriano baixadas do JGI e NCBI com Zea mays
(GCF_902167145.1) (Tabela S1). Depois, analisamos os genomas dos isolados

sequenciados pertencentes a nossa bacterioteca diretamente com o genoma do milho.

3.2 Reativacido e manutencao de cultura

Os isolados foram cultivados em meio R2A, composto por amido soluvel (0,5
g L), casaminoacido (0,5 g L™), extrato de levedura (0,5 g L), glicose (0,5 g L™),
MgS0..7 H20 (0,05 g L™), peptona bacterioldgica (0,5 g L"), piruvato de sodio (0,3 g
L) e K:HPO4 (0,3 g L ™). O pH foi ajustado para 5,5 (adaptado de Reasoner; Geldreich,
1985). Apds incubagdo a 28 °C, sob agitagdo de 180 rpm durante 48 h, as bactérias

foram padronizadas para os experimentos em 1x10® UFC mL .

3.3 Extracio de DNA e sequenciamento gendomico

Dos 53 géneros da cole¢cdo do GGEM, foram selecionados 12 géneros por
ecologia reversa para o sequenciamento genomico com bons suportes biossintéticos em
relagdo ao milho. O DNA genomico foi extraido utilizando o kit Wizard® Genomic
DNA Purification Kit, da Promega Corporation, conforme as instrugdes do fabricante.
A qualidade do DNA foi avaliada por meio de eletroforese em gel de agarose a 0,8% e
a quantificacao foi feita com espectrofotometro no Nanodrop 2000c da Thermo Fisher

Scientific.

O DNA gendmico foi sequenciado utilizando a plataforma Illumina da CD
Genomics. Depois, a qualidade das sequéncias foi verificada pelo FASTQC (Andrews,
2010), sendo aplicado o parametro Phred 20 para o corte nas leituras. Os adaptadores e
sequéncias de baixa qualidade foram removidos pelo Trimmomatic (Bolger et al.,2014),
utilizando os seguintes parametros (5’: LEADING:15, 3’: TRAILING:15, MINLEN:50,
SLIDINGWINDOW:4:20). Enfim, os dados filtrados foram submetidos a uma
montagem de novo utilizando o SPAdes (Bankevich et al., 2012). A qualidade das



19

montagens resultantes foi avaliada com as ferramentas QUAST 5.3.0 (Gurevich et al.,
2013) e CheckM 1.0.13 (Parks et al., 2015); ja a anotagdo genomica foi feita pelo Prokka
(Seemann, 2014).

3.4 Identificacao dos isolados

O alinhamento concatenado foi feito pelo CheckM 1.0.13 e a arvore
filogenomica construida pelo IQ-TREE v2.4.0 (Nguyen et al., 2015), no pardmetro
TEST e bootstrap Ultrafast 1000 (Minh et al., 2020), executado pela Plataforma Cipres
https://www.phylo.org/. A andlise digital de hibridizagio DNA-DNA (DDH) foi
calculada pelo GGDC (https://ggdc.dsmz.de/) e a similaridade calculada pelo FastANI.

A classificagdo de espécies seguiu o padrdo determinado pela lista de nomes

procaridticos com posi¢do na nomenclatura (LPSN) (https://www.bacterio.net/).

3.5 Identificacio de clusters de genes biossintéticos e predi¢cao funcional de genes

Os clusters de genes biossintéticos (BGCs) foram identificados utilizando o
antiSMASH (Medema et al., 2011). As caracteristicas de promog¢do de crescimento
vegetal foram identificadas pelo PLaBAse (Patz et al., 2021) em todos os isolados
sequenciados. Uma andlise mais especifica foi feitano PGPg_Finder (Pellegrinetti e al.,
2024) e suas fungdes metabolicas foram registradas utilizando os bancos de dados do

KEGG  Compound  (https:/www.genome.jp/kegg/compound/) e  MetaCyc

(https://metacyc.org/).

3.6 Tratamento de sementes

A superficie das sementes de milho hibrido Bm 855 Pro2 foi desinfestada por
imersdo em perdxido de hidrogénio 5% durante 20 minutos, seguidos de cinco enxagues
em agua destilada estéril (Drechsel; Baldani, 2006). As sementes permaneceram imersas
por 1 hora na cultura padronizada e, em seguida, foram secas ao ar na cabine de
seguranc¢a bioldgica. Os resultados foram comparados com tratamentos contendo o
isolado do inoculante comercial Acta Ary® (1x10% UFC mL™" Bacillus aryabhattai
CMAA 1363). O controle positivo foi cultivado em R2A sélido e padronizado em 1x108
UFC mL™". Neste trabalho, o inoculante comercial ¢ chamado de Priestia aryabhattai

em razdo da reclassificagdo da nomenclatura da espécie (Gupta et al., 2020).


https://www.phylo.org/
https://ggdc.dsmz.de/
https://www.bacterio.net/
https://www.genome.jp/kegg/compound/
https://metacyc.org/
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3.7 Ensaio de germinacio

O experimento de germinagdo de sementes foi conduzido com os isolados apos
a selecao com base nos géneros bacterianos. Foram selecionados apenas os isolados cujo
crescimento foi classificado como rapido (até 48 h). O experimento foi realizado
segundo as Regras para Analise de Sementes (Brasil, 2009), durante 7 dias, utilizando
trés folhas de papel Germitest umedecidas com solucdo equivalente a 2,5 vezes o peso
do papel seco. Foram distribuidas 25 sementes de milho em cada placa de Petri. Para
aplicar o déficit hidrico, a concentragdo de PEG 6000 foi ajustada conforme proposto
por Michel & Kaufmann (1973): ¥ (bar) = —1,18x102 C — 1,18x10™* C* + 2,67x10* C
T + 8,39x107 C* T, na qual C ¢ a concentragdo de PEG em g/kg de dguae T ¢ a
temperatura em °C. Foram considerados dois niveis de déficit, leve e moderado (—0,3
MPa e —0,6 MPa), e a agua deionizada foi utilizada como controle (0 MPa). Os célculos
da velocidade de germinacdo foram propostos por Maguire (1962), em que: IVG =
> Gi/ti, sendo Gi o nimero de sementes germinadas no dia e ti o tempo de experimento

em dias. Duas contagens foram realizadas, no quarto e no ultimo dia de experimento.

3.8 Promociao de crescimento vegetal em déficit hidrico

O solo coletado de uma 4rea de barranco foi cedido pela UEPE Campo
Experimental Prof. Diogo Alves de Melo — Vale da Agronomia/UFV (20°46'04.6"S
42°52'12.7"W) foi triturado em uma peneira, homogeneizado e entregue as analises
fisico-quimicas do Departamento de Solos/UFV. O solo utilizado nos experimentos foi
misturado a areia na proporcao de 2:1. A analise granulométrica detectou 0,150 kg/kg
de areia grossa, 0,285 kg/kg de areia fina, 0,056 kg/kg de silte e 0,509 kg/kg de argila,
cuja classificacdo textural foi argila. A classe de dgua disponivel (AD) identificada foi
ADG6, 1,75 mm/cm. A densidade do solo ¢ de 1,07 g/cm?. Ja os pardmetros quimicos
identificaram o pH em agua de 6,85; 32,0 mg/dm? de P; 71 mg/dm? de K; 9,30 mg/dm?
de Na; 4,01 cmolc/dm? de Ca?*; 1,13 cmolc/dm? de Mg?*; 0,00 cmolc/dm? de Al**; H+Al
de 1,2 cmolc/dm?; SB: 5,36 cmolc/dm?; a CTC efetiva: 5,36 cmolc/dm?®; a CTC a pH
7,0: 6,56 cmolc/dm?; MO: 1,60 dag/kg; e P-Rem de 26,8 mg L.

Os isolados C90B, PE4A e SOYS8 que se destacaram nas analises de ecologia
reversa ¢ na triagem de germinagdo foram selecionados para o experimento de

crescimento em déficit hidrico em vasos com volume de 4 dm?. O ensaio foi conduzido
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por 45 dias, entre setembro e novembro de 2024, com trés diferentes niveis de
disponibilidade hidrica: 40%, 60% e 100%. Trés sementes foram semeadas por vaso,
inseridas a profundidade de aproximadamente 5 cm. Apds 10 dias, foi feito um desbaste,
mantendo apenas uma planta por vaso. O cultivo foi monitorado por 45 dias apds a

semeadura.

Ao final do experimento, as raizes e a parte aérea foram separadas e secas em
estufa a temperatura de 65 °C até atingirem peso constante para a obtencdo da massa
seca. Foram medidos parametros de crescimento, como comprimento da planta,
comprimento da raiz, massa seca da parte aérea e massa seca da raiz. A determinagdo da
capacidade de retencdo de dgua nos vasos foi feita por meio da pesagem dos vasos secos.
Em seguida, eles foram encharcados e, apds o escoamento do excesso de dgua, foram
pesados novamente. Além disso, 100 g de amostras secas homogeneizadas de todas as
partes da planta, de cada tratamento, foram enviadas para o Laboratério de Analises de
Alimentos — DTA, para determinagdo de proteina bruta (PB) pelo método Kjeldahl
(Bradstreet, 1954).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Valor médio do suporte biossintético de géneros de bactérias em relacio a Zea

mays

A busca por genomas de acesso publico abrangeu 9.911 genomas completos
correspondentes a 53 géneros bacterianos distribuidos entre os isolados disponiveis na
colecdo do GGEM. Selecionamos 12 géneros para sequenciamento gendmico (Tabela
S1). No entanto, isolados de crescimento lento ou com suspeita de contaminacao foram
retirados do estudo, resultando em 8 géneros para andlises posteriores (Tabela 1). O
género Klebsiella obteve a maior média de suporte biossintético, seguido por Duganella,
Kosakonia e Dyella (Tabela 1) (Tabela S1). As médias variaram entre 0,207 + 0,045,
que foi obtida pelo género Rugosimonospora, até¢ 0,548 = 0,012, obtido por Klebsiella.

Priestia, um género utilizado na agricultura principalmente em periodos de seca
(Abiala et al., 2022), obteve uma nota baixa na analise (0,411) (Tabela S1).
Considerando que a ecologia reversa se baseia em genes centrais para prever a interagao

metabolica entre organismos (Arevalo ef al., 2019). A exclusdo de Priestia da anélise
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pode significar que o destaque de bactérias desse género na promog¢ao de crescimento
vegetal seja explicado por genes acessorios. Outra possibilidade ¢ que a maioria das
espécies do género nao possui uma boa pontuagao biossintética quando analisadas com
o milho. Como foi utilizada a média aritmética para determinar o suporte biossintético
dos géneros, um excesso de valores baixos tende a “puxar” a média para baixo

(Manikandan, 2011).

Por outro lado, outros géneros bacterianos reconhecidos na agricultura como
promotores de crescimento vegetal, como Azospirillum, Bradyrhizobium, Rhizobium
(Rosenblueth et al., 2018), obtiveram pontuacdes biossintéticas altas, 0,548, 0,528,
0,534, respectivamente (Tabela S1). Sugerindo assim que esses microrganismos sao
capazes de sintetizar metabolitos que o milho utiliza no proprio metabolismo, mas nao
¢ capaz de sintetizar. Vale ressaltar que o valor de 0,5 utilizado como referéncia nao
constitui uma padronizagao, sendo resultado de observagdes realizadas em analises com
RPCP.

Tabela 1 — Suporte biossintético de géneros bacterianos obtidos a partir da

comparagao par a par entre cada espécie e Zea mays

Suporte Géneros N° de genomas Isolado
Biossintético representante
0,548 £0,012 Klebsiella 510 PE4A
0,512+ 0,016 Bosea 57 C48A
0,545+ 0,032  Duganella 84 C35A
0,537 +£0,023  Dyella 48 225D, P12A
0,521 £ 0,014  Variovorax 12 P56A
0,500 £ 0,013  Cupriavidus 138 C90B
0,504 £ 0,023  Novosphingobium 14 SOY1, SOY8
0,545+ 0,016 Kosakonia 15 S02D

Dados retirados a partir da analise feita no NetCooperate em 2024.

4.2 Ensaio de germinacao

Os isolados pertencentes aos géneros selecionados por ecologia reversa foram
avaliados in vivo quanto ao potencial de promover a germinagdo de sementes do milho
(Figura 1) e velocidade de germinagao (Figura 2). O efeito dos isolados na germinacao
depende do nivel do déficit hidrico. Nas sementes que receberam apenas agua, nao

houve diferenca estatistica no percentual de germinagdo e velocidade entre o controle
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positivo, o controle sem inoculagdo e os isolados (Figuras 1 e 2). J& no potencial
osmotico (W¥s) = -0,3 MPa, o nimero de sementes germinadas foi maior em PE4A e no
controle positivo, que chegaram a apresentar 85% de germinacdo sob essa condicdo
de déficit hidrico. O isolado C90B nao apresentou diferenca estatistica em relagao
aos melhores resultados, os quais, juntamente com P12A e SOY8, diferiram do controle
sem inoculacdo. Além de elevarem o percentual germinativo, PE4A e C90B, junto ao
controle positivo, também favoreceram uma maior velocidade de germinagdo nas
sementes (Figura 2). Curiosamente, P12A e SOYS8 promoveram a germinacao (Figura
1), mas demoraram mais (Figura 2). Por outro lado, 225D e P56A reduziram em mais
de 40% sua taxa de germinagdo nessa condicdo, apresentando resultado semelhante ao
tratamento sem inoculacdo (Figuras 1 e 2).

Em condigdo de déficit hidrico moderado (Vs = -0,6 MPa), as sementes
inoculadas com C90B, SOYS8 e com o controle positivo germinaram em maior nimero
e com maior rapidez. O percentual de germinagdo das sementes inoculadas com P12A
e PE4A também superou o controle sem inoculagdo (Figura 1). A aplicacdo de
PEG6000, em dois diferentes niveis de potencial osmotico, influenciou
significativamente o percentual de germinacdo das sementes de milho (p < 0,05),
piorando o aspecto das sementes. Nessa condi¢cdo, foi observada uma dificuldade das
plantas em desenvolver o hipocoétilo e os cotilédones ndo foram bem formados para a
maioria dos isolados. Ainda assim, SOY 8 apresentou um bom desenvolvimento da raiz

primaria e algumas raizes secundarias (Figura S1).
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Figura 1. Taxa de germinago de sementes de milho sob trés niveis de potencial osmotico (0, -0,3 e -0,6
MPa) em resposta a inoculagdo com diferentes isolados bacterianos. C—: controle sem inoculagido; C+:
controle positivo (inoculante comercial Priestia aryabhattai). Letras distintas indicam diferencgas
estatisticas significativas.
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Figura 2. Velocidade de germinacdo de sementes de milho sob trés niveis de potencial osmotico (0, -0,3
e -0,6 MPa) em resposta a inoculacdo com diferentes isolados bacterianos. C—: controle sem inoculagao; C+:
controle positivo (inoculante comercial Priestia aryabhattai). Letras distintas indicam diferencas estatisticas

significativas.
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4.3 Selecio dos isolados bacterianos com os maiores valores de suporte
biossintético obtidos em analises par a par entre genomas sequenciados e Zea mays

O sequenciamento gendmico possibilitou uma analise de ecologia reversa mais
especifica. C90B e PE4A exibiram suporte biossintético superior ao de P. aryabhattai,
com valores de 0,536 e 0,517, respectivamente. Ja os isolados SOY1 e SOYS
apresentaram suporte biossintético de 0,500, mesmo valor observado para P.
aryabhattai. O maior suporte biossintético foi observado no genoma de referéncia, 4.
brasilense (0,561). Por outro lado, os isolados 225D, C48A, P12A e S02D apresentaram
valores inferiores a 0,500. A classificacdo taxondmica pelo GTDB-Tk atribuiu, no
minimo, o género aos genomas avaliados. Na primeira analise, S02D estava classificada
como Kosakonia, ap0s o sequenciamento genOmico, foi reclassificada como

Microbacterium (Tabela 2).
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Tabela 2 — Suporte biossintético dos isolados contrastados com Zea mays

Isolados Suporte biossintético Classificacao taxonomica
(GTDB-Tk)

- 0,561 Azospirillum brasilense

PE4A 0,536 Klebsiella michiganensis

C90B 0,517 Cupriavidus

SOY1 0,500 Novosphingobium

SOY8 0,500 Novosphingobium

- 0,500 Priestia aryabhattai

P12A 0,495 Dyella

C48A 0,477 Bosea

225D 0,468 Dyella

S02D 0,441 Microbacterium

Dados retirados a partir da analise feita no NetCooperate em 2024.

4.4 Perfil de clusters biossintéticos relacionados a tolerincia ao estresse

abiotico nos isolados

A andlise do perfil de metabdlitos secunddrios foi realizada com isolados
selecionados. Entre os compostos observados, destacamos um BGC com 83% de
identidade a nivel de DNA com o cluster do soluto compativel ectoina, encontrado nos
isolados SOY1 e SOYS8. No genoma C90B foi identificado um BGC com 36% de
identidade, com arilpolienos. Enquanto PE4A exibiu um BGC com 100% de identidade
com arilpolienos, pigmentos amarelos, semelhantes a carotenoides que atuam na
protecdo da célula contra o estresse oxidativo (Schoner et al., 2016).

Adicionalmente, foram identificados outros BGCs frequentes nesse tipo de
analise, amplamente distribuidos entre os isolados, como os terpenos, homoserina
lactona, peptideos nao ribossomais (NRPSs), peptideos ribossomais (como RiPP-like,
peptideos lasso, tiopeptideos, lanthipeptideos e LAPs) associados a uma diversidade de
funcdes, como sinalizacdo, defesa celular e atividade antimicrobiana (Dror ef al., 2023)

(Figura 3).
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Figura 3. Mapa de calor de todos os BGCs previstos pelo antiSMASH nos genomas dos isolados.

4.5 Analise filogendomica

O isolado PE4A foi identificado como Klebsiella michiganensis, cujo ANI com
K. michiganensis’ é de 98,66% (Figura 4). Os isolados SOY1 e SOYS8 foram
identificados como Novosphingobium, assumindo um clado exclusivo na arvore
filogendmica (Figura 5). O par dos genomas exibiu um ANI de 99,29%, auséncia de
diferengas no conteido G+C e a hibridizacio DNA-DNA calculada apresentou a
probabilidade de 98,3% de serem da mesma espécie. A separagdo do clado sugere
também que se trata de uma espécie ainda ndo descrita. Além disso, nenhum outro
genoma apresentou ANI > 95%, quando contrastados com SOY1 e SOYS. A espécie
mais proxima observada ¢ Novosphingobium clariflavum, que foi alocada em 100% das
construgdes da arvore ao lado dos isolados. O ANI entre SOY'1, SOYS8 e N. clariflavum
T (GCF _026420865.1) é 89,73% e 89,78%, respectivamente (Figura 5). J4 a arvore
filogendomica de C90B nado exibiu um posicionamento claro no clado. O isolado foi
agrupado com Cupriavidus agavae, C. metallidurans e C. pauculus. O maior ANI de
C90B foi com C. agavae (86,60%). O DDH entre essas espécies inferior a 70 indica que
C90B se trata de uma nova espécie (Jain et al., 2018) (Figura 6). O modelo utilizado em

todas as arvores foi Q.yeast+F+I1+G4.
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Figura 4. Arvore filogendmica do género Klebsiella baseada no método de méxima verossimilhanga.
O isolado PE4A foi agrupado no clado destacado. Os suportes nos nds referem-se ao valor de bootstrap
com 1.000 réplicas. Apenas valores iguais ou superiores a 70 estdo representados.
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Figura 5. Arvore filogendmica do género Novosphingobium
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referem-se ao valor de bootstrap com 1.000 réplicas. Apenas valores iguais ou superiores a 70 estdo

representados.
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Figura 6. Arvore filogendmica do género Cupriavidus baseada no método de maxima verossimilhanga. O
isolado C90B foi agrupado no clado destacado. Os suportes nos nds referem-se ao valor de bootstrap com
1.000 réplicas. Apenas valores iguais ou superiores a 70 estdo representados.

4.6 Identificacio de compostos relacionados a seeds suportadas

Identificamos 234 seeds suportadas provenientes da interagcdo entre isolados
com maiores pontuacdes biossintéticas e Zea mays. O seed set contendo 45
compostos compartilhados pelos isolados C90B, PE4A, SOY1 e SOY8 inclui em
sua maioria intermediarios metabolicos da biossintese de carboidratos, lipideos e
aminoacidos (Figura 7). Entre eles, encontramos um precursor de AIA, a indol-3-
acetamida (IAM), composto que interage com a auxina e¢ o acido abscisico e atua
como regulador negativo do crescimento vegetal (Sanchez-Parra et al., 2021) (Sun
et al., 2023). A expressdao de IAM ainda esta relacionada com o desencadeamento da
resposta ao estresse hidrico (Pérez-Alonso et al., 2021).

Curiosamente, muitos compostos relacionados ao metabolismo de
xenobiodticos estavam presentes em todos os conjuntos, assim como compostos que
conferem vantagens competitivas aos microrganismos. O isolado PE4A, no entanto,
apresentou mais particularidades em seu seed set. Por fim, identificamos cianato em
C90B, o que sugere que esse isolado pode utilizar uma via alternativa de assimilagdo de

nitrogénio (Mooshammer et al., 2021) (Figura 2).
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Figura 7. Rede de supported seeds obtidas pelo NetCooperate. Os compostos estdo em azul e os isolados
em cinza. As conexdes ao centro representam o seed set comum entre os isolados C90B, PE4A, SOY1 e
SOY8. Ja nas extremidades ¢ possivel ver algumas seeds exclusivas, sem conexao com outros isolados.

4.7 Anotacao funcional da assimilacio de nitrogénio

Assim como ocorre em Azospirillum brasilense, uma PGPR conhecida por
conter genes essenciais para a fixacao bioldgica de nitrogénio (Quiviger et al., 1982), o
isolado PE4A também apresentou o conjunto de genes definidos por Dos Santos et al.
(2012) como essenciais para a predicao computacional da FBN (Figura 8). A analise em
PE4A identificou uma diversidade de genes relacionados ao ciclo do nitrogénio, vias
alternativas de assimilagdo e fixac¢ao de nitrogénio atmosférico que incluem doadores de
elétrons: nifJ, nifF, genes reguladores e responsaveis pela montagem e ativagdo da
nitrogenase: nifM, nifV, nifQ, nifS, nifU, nifW, nifZ, rpoN, ntrB, ntrC, ginK, ginB, ginD,
ginE (Halbleib; Ludden, 2000) (Figura 8). Entre outros genes de assimilagao e transporte
do aménio, glnA, gitB, gltD, amtB, também encontrados em C90B (Goss ef al., 2001).
Somado a isso, observamos o resultado positivo no teste in vitro com limitacdo de
nitrogénio, sugerindo que PE4A ¢ capaz de fixar nitrogénio atmosférico (Figura S2).

Genes tipicos da FBN nao foram encontrados nos outros isolados (Figura S2).
No entanto, o C90B foi capaz de crescer em meio NFb e inclusive obteve resultado
positivo até trés dias antes dos demais. A andlise funcional de genes sugere que C90B
assimile o nitrogénio por meio de uma via alternativa que utiliza a hidrolase cynS para
converter cianato em amonia e dioxido de carbono. A amoénia, por sua vez, ¢

prontamente assimilada por microrganismos do solo (Mooshammer et al., 2021).
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Portanto, nosso teste in vitro mostrou conformidade com a predicao de caracteristicas
promotoras de crescimento em plantas (PGPT), mesmo ndo encontrando genes
relativos a FBN em C90B (Figura 10). Vale ressaltar que a anotagdo funcional
pode excluir genes que nado estao representados no banco de dados e evidenciar genes que

ndo s3o0 necessariamente expressos (Kanehisa et al., 2017; Pellegrinetti et al., 2024).
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Figura 8. Diversidade de genes no ciclo do nitrogénio anotadas em PE4A. Os quadrados em rosa sdo genes
anotados de PE4A. A linha em rosa é especifica para a via de fixagdo bioldgica de nitrogénio.

4.8 Perfil genomico de tolerincia ao estresse abiético dos isolados

A presenga dos genes proA, proB, proC sugere que todos os isolados sejam
capazes de acumular o osmoprotetor prolina, utilizando formas diferentes de biossintese
e importacdo do osmolito (Figura 9). Uma permease proY sugere que PE4A seja capaz
de importar a prolina para dentro da célula por meio de proteinas de membrana. Ja na
anotagdo dos isolados SOY1, SOY8, encontramos Ocd, uma enzima que converte
ornitina em prolina, uma rota alternativa que permite a sintese de prolina a partir da via
de biossintese da arginina (Jensen, 2013). Identificamos, ainda, genes da biossintese de
ectoina ectA, ectB, ectC e ectD em todos os genomas, inclusive em SOY1 e SOYS
encontramos 8 copias do regulador transcricional da ectoina doeX. Foram anotados,
ainda, genes relacionados ao metabolismo de glicina-betaina em todos os isolados. Em
relacdo aos genes de estresse oxidativo, 25,5% foram encontrados em PE4A, 22% em
SOY1 e SOY8 e 30,5% em C90B. Esse ultimo exibiu um conjunto diversificado de
proteinas detoxificadoras. A maior parte dos genes de tolerancia a altas temperaturas foi

encontrada em SOY1 e SOYS8. Ja PE4A possui mais genes para tolerancia a baixas
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temperaturas. C90B ainda exibiu maior quantidade de genes para neutralizar estresses

salinos e estresse de acidificacao (Figura 9).

Bactericidal compounds - antibiotics
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Phenazine derivates 0.82 0.86 6
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Neutralizing osmotic stress -
Neutralizing salinity stress -
Neutralizing acidic stress
Neutralizing herbicidal stress
Stress signalling proteins -
High temperature tolerance
Low temperature tolerance

Cane PE4A 50Y1 S0v8
Figura 9. Contagem normalizada de genes de tolerdncia ao estresse bidtico e abidtico dos
isolados anotados pelo PGPg_finder.

4.9 Identificacio de caracteristicas gerais de promocao de crescimento

O perfil de anotagdo funcional e genes identificou 7445 PGPTs distribuidos
entre C90B, PE4A, SOY1 e SOYS, relacionados com mecanismos diretos ¢ indiretos de
promocao de crescimento vegetal. Adicionalmente, a busca considerou também os casos
em que os genes apareciam repetidamente no mesmo genoma. A anotagdo revelou
alguns destaques em termos de quantidade de genes em relagdo aos outros isolados.
PE4A combinou diferentes mecanismos de promocdo de crescimento. Genes
relacionados a degradagdo de xenobidticos e biorremediacdo foram encontrados em

maior quantidade em C90B (Figura 10).
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Figura 10. Contagem normalizada de PGPTs identificados a partir da anotagdo no PLaBAse.
Caracteristicas associadas a promoc¢do do crescimento vegetal, agrupadas em dez categorias: producao de
vitaminas, sideroforos, fitormonios: AIA, GABA e citocininas, solubilizagdo de fosfato, neutralizagdo de
estresse osmotico.
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4.10 Promocio de crescimento em déficit hidrico

A resposta das plantas depende do nivel de disponibilidade hidrica. Sob a
condi¢ao de 100% da capacidade do vaso (CV), os isolados ndo influenciaram o
diametro do colmo, o comprimento ¢ a massa seca da parte aérea, assim como nao
alteraram o comprimento radicular, uma vez que nenhum dos tratamentos diferiu
estatisticamente do controle negativo (C-) (p > 0,05) (Figuras 11-14). Houve
significancia estatistica apenas para a massa seca da raiz (p < 0,05), na qual o isolado

SOY8 diferiu do controle sem inoculagao (C-) (Figura 15).

Nos tratamentos com 60% da CV, a inoculagdo promoveu crescimento
radicular em 51% em comparacdo ao controle ndo inoculado (C-) (Figura 14). Sob essa
condi¢do, a inoculagdo com SOY8 promoveu o aumento do peso seco da raiz do milho.
Por outro lado, nao houve diferenca estatistica em relacdo ao diametro do colmo ¢ altura

da parte aérea nas plantas inoculadas (Figuras 11 e 12).

Com a redugdo da disponibilidade de agua, os efeitos da inocula¢ao tornaram-
se mais evidentes. Em 40% da CV, o comprimento da raiz das plantas inoculadas foi
diferente do controle sem inoculagdo, sendo que o isolado SOY8 se destacou por nao se
diferenciar do controle positivo. J4 PE4A e C90B ocuparam uma posi¢ao intermediaria
sem diferenga estatistica entre eles (Figura 14). Os isolados SOY8 e PE4A promoveram
o aumento do peso seco da raiz e ndo apresentaram diferenca estatistica entre si (Figura

15). Nao houve diferenca estatistica na parte aérea das plantas (Figuras 11 — 13).

Dessa forma, SOY S se destacou por apresentar aumento do comprimento e da
massa seca radicular sob déficit hidrico, além de superar o controle nao inoculado
mesmo em condi¢des de maior disponibilidade hidrica (100% da CV). Ja C90B e PE4A

apresentaram uma resposta mais dependente do aparecimento do estresse (Figura 16).

Contudo, os resultados apoiam que a inoculagdo bacteriana favoreceu
inicialmente o desenvolvimento do sistema radicular do milho em fase inicial de
desenvolvimento, sob condicao de déficit hidrico. Essa diferenca € descrita na literatura,
na qual as alteragdes na raiz tendem a surgir primeiro, uma vez que esse 6rgao atua como
um sensor ao perceber o déficit hidrico (Kou ez al., 2022). Apesar de este estudo explorar
apenas o crescimento inicial do milho, ¢ importante destacar que o crescimento da raiz
pode melhorar a capacidade da planta de explorar o solo, favorecendo maior absor¢ao

de agua, manutencdo da hidratagdo e sustentagcdo do tecido radicular, o que pode levar
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ao adiamento dos efeitos do déficit hidrico na parte aérea das plantas (Singh et al., 2024).
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Figura 11. Efeito da inoculacdo com os isolados C90B, PE4A e SOYS sobre o didmetro do colmo do
milho, 45 dias apos a semeadura, avaliados em trés niveis de capacidade de retencdo de agua no solo:
100%, 60% e 40% (da esquerda para a direita). Tratamentos controle: C— (sem inoculagdo) e C+ (P.
aryabhattai). Letras diferentes indicam diferencas estatisticas significativas entre os tratamentos,

conforme o teste de Tukey, a um nivel de significancia de o = 0,05.
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Figura 12. Efeito da inoculagdo com os isolados C90B, PE4A e SOYS8 sobre o comprimento da parte
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Figura 16. Mapa de calor da resposta das plantas inoculadas com os isolados C90B, PE4A e SOY8 sob
diferentes niveis de capacidade de vaso (CV/WHC: 100%, 60% ¢ 40%). As cores representam o
desempenho relativo de cada isolado em comparag@o ao controle negativo (C-) e ao controle positivo
(C+). O valor 0 indica desempenho igual ao C-, 1 indica diferenca significativa em relacdo ao C-, e 2
indica desempenho semelhante ao C+.

Em relagdo ao teor de proteina bruta (PB) das plantas inoculadas, nao houve
diferencas estatisticas significativas (Figura S3). As plantas foram analisadas aos 45 dias
apos a semeadura. Em milho, o teor de proteina bruta costuma variar mais intensamente
em estagios posteriores, quando ocorre maior acimulo de biomassa e intensificagao do
metabolismo do nitrogénio. Portanto, ¢ provavel que, caso existam diferencas entre

tratamentos, elas s6 sejam observadas em avaliagdes realizadas em periodos mais

avangados do desenvolvimento da planta.
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4.11 A ecologia reversa como abordagem de selecio de RPCP

A abordagem de ecologia reversa pode direcionar a selecdo de RPCP.
Gongalves et al., 2024, utilizaram a ferramenta genomica para obter um consorcio que
aumentou o crescimento da raiz e parte aérea da soja. Nossa selegao também identificou
microrganismos capazes de promover a germinagao e o crescimento das raizes do milho
sob reducdo da disponibilidade de dgua. As raizes sdo essenciais para a captagdo de
agua e nutrientes, sobretudo no periodo de seca, sendo o primeiro 6rgao a ser afetado
pela indisponibilidade hidrica. Nossos resultados sugerem o inicio de uma resposta da
planta. Além disso, a anota¢do funcional indica que os isolados possuem muitos genes
de tolerancia a seca. Portanto, sdo necessarios estudos posteriores em outras fases do
crescimento do milho, utilizando também a expressdo génica para confirmar os achados.

O isolado SOY8 se mostrou promissor tanto nos experimentos com PEG6000
(Figuras 1 e 2) quanto nos experimentos sob reducdo da disponibilidade da agua
(Figuras 11 a 16). Embora as analises filogendmicas tenham agrupado SOY1 e SOYS
no mesmo clado (Figura 5), os resultados mostraram uma diferenga em relacdo ao
potencial de promog¢ao de crescimento entre os isolados (Figuras 1, 12, 13, 14 e 15). A
analise filogendmica confirmou o género Novosphingobium para SOY1 e SOYS8 e
sugeriu que se trata de uma nova espécie (Figura 5). Alguns estudos relacionam espécies
de Novosphingobium com a tolerancia das plantas ao estresse abiodtico, por meio do
alivio do estresse salino em citrus (Vives-Peris et al., 2018), melhorando o crescimento
do trevo em solo contaminado com hidrocarbonetos (Rodriguez-Conde et al., 2016)
(Molina et al., 2021) e na rizomediagdo do solo (Lee ef al., 2023).

O género Cupriavidus correspondente ao isolado C90B vem sendo estudado
quanto a capacidade de remover metais pesados, favorecendo o crescimento de diversas
espécies de plantas (Ramandi et al., 2024). A espécie Klebsiella michiganensis, do
isolado PE4A, também esta relacionada na literatura com resisténcia e promogao de
crescimento em plantas em solos contaminados (Chen ef al., 2022). A ecologia reversa,
portanto, ndo favorece especificamente a selecdo de bactérias tolerantes ao estresse
abidtico ou com determinado fenotipo desejado, mas identifica metabolitos que a planta
precisa captar do ambiente € que podem ser produzidos pelos microrganismos. Aliar essa
ferramenta a outros estudos gendmicos, como a prospec¢ao funcional de genes, ¢ uma
abordagem ainda pouco utilizada nos estudos agricolas. Entretanto, a ecologia reversa

neste tipo de estudo tem potencial para otimizar a selecdo de RPCP.
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5. CONCLUSAO

A selegao baseada na pontuagdo de suporte biossintético mostrou-se eficiente
em identificar microrganismos promotores de crescimento vegetal. Os isolados
priorizados por essa abordagem incluiram espécies ja reconhecidas por atuarem como
promotoras de crescimento, além de revelarem novas espécies, como os isolados SOY'1
e SOYS, pertencentes ao género Novosphingobium. Os resultados experimentais
demonstraram que os microrganismos selecionados foram capazes de estimular a
germinagdo de sementes de milho hibrido e o crescimento das raizes sob déficit hidrico,
alcancando desempenho semelhante ao de isolados comerciais.

Dessa forma, a abordagem utilizada ndo apenas recuperou microrganismos
com atividades ja descritas na literatura, mas também identificou novos candidatos com
potencial biotecnoldgico. Assim, esta dissertacdo reforca que andlises gendmicas
aplicadas a sele¢do de bioinsumos, como a ecologia reversa, podem otimizar a triagem
de microrganismos promotores de crescimento vegetal, contribuindo para solugdes

sustentaveis na agricultura.
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APENDICE

225D (C48A C90B PI2A  PS5S6A PE4A S02D SOY1 SOYS

Figura S1. Germinacdo do milho hibrido Bm 855 Pro2, aos sete dias, sob déficit hidrico induzido por PEG 6000
(- 0,6 MPa). Controle negativo: sementes nao inoculadas; controle positivo: sementes inoculadas com Priestia
aryabhattai.

Figura S2. Ensaio de fixa¢do bioldgica de nitrogénio em meio Nfb. Da esquerda para a direita: o primeiro tubo
corresponde ao controle negativo, sem inoculacdo; em seguida, os isolados SOY 1, SOYS, PE4A e C90B; por fim,
o controle positivo com Priestia aryabhattai.
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Figura S3. Determinagdo média da proteina bruta do milho 45 DAS dos trés niveis de disponibilidade hidrica
(40%, 60% e 100%) em resposta a inoculacdo com diferentes isolados bacterianos. C—: milho hibrido Bm 855

Pro2 nio inoculado; C+: milho hibrido Bm 855 Pro2 inoculado com Priestia aryabhattai. ANOVA:
F(4,84)=0,64, p=0,636. Dunnett vs C-: p = 0,526.



Tabela S1. Filtragem de isolados para sequenciamento gendmico segundo o suporte biossintético por género
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Genero N de genomas Suporte Genoma sequenciado Isolados selecionados
publicos biossintético
Acinetobacter 286 0,421
Actinoallomurus 4 0,421
Agrobacterium 198 0,479
Aminibacterium 3 0,339
Arthrobacter 458 0,339
Aureimonas 33 0,488
Bosea 57 0,512 C48A +
Brevibacillus 93 0,376
Caballeronia 57 0,463
Calidifontibacillus 2 0,289
Caulobacter 85 0,504 **PARNA 23/22
Cohnella 38 0,384
Cupriavidus 138 0,500 C90B +
Diaminobutyricibacter 1 0,401
Duganella 84 0,545 C35A +
Dyella 48 0,537 225D, P12A +
Heyndrickxia 73 0,372
Intrasporangium 6 0,364

Kitasatospora 5 0,434



Klebsiella
Kosakonia
Leifsonia
Luteimicrobium
Massilia
Mesorhizobium
Methylobacterium
Methylorubrum
Microbacterium
Micromonospora
Microvirga
Moraxella
Mycolicibacterium
Neobacillus
Niallia
Nocardioides
Novosphingobium
Oceanobacillus
Paenibacillus
Paenothrobacter
Pandorea

Phenylobacterium

510
15
34
53
15

99
553
209

37
441
244

44

16
178

3216
263

45

24

30

14

0,548
0,545
0,421
0,335
0,42
0,471
0,479
0,488
0,388
0,438
0,479
0,306
0,413
0,421
0,430
0,372
0,504
0,388
0,388
0,331
0,496
0,492

PE4A
S02D

SOY1, SOY8
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Prescottella
Pseudomonas
Pullulanibacillus
Rugosimonospora
Silvimonas
Sinomonas
Sphingobium
Stenotrophomonas
Streptomyces
Terrabacter
Variovorax
*Azospirillum
*Bradyrhizobium
*Priestia
*Rhizobium

*** Kaistia

***Paraburkholderia

97
692

~ B~ O W

44
249
12
12
100
541
20
251
15

100

0,388
0,5
0,455
0,207
0,281
0,388
0,499
0,488
0,438
0,397
0,521
0,548
0,528
0,411
0,534
0,512

0,523
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**PE1/6

P56A +

P10/14
P12/2,P5/10, P5/22, P22/3R, P23/34, P P12/2,
P23/8 P5/10, P5/22, P22/3R, P23/34

Notas: *Genomas de microrganismos empregados na agricultura foram incluidos na analise como referéncia para a pontuagdo biossintética.

**Em testes anteriores de curva de crescimento, o isolado apresentou crescimento lento, exigindo mais de 48 horas para atingir fase exponencial.

***Inconsisténcia entre o 16S e o género identificado no genoma completo e ou contaminacdo de isolados.



Tabela S1 — Compostos relacionados a supported seeds por isolado

Bactéria N° KEGG Composto Anotacao funcional
C00433 2,5-Dioxopentanoate metabolismo de acidos dicarboxilicos.
C01149  4-Trimethylammoniobutanal Intermedidrio na biossintese de carnitina.
C00555 4-Aminobutyraldehyde Metabolismo de GABA e poliaminas.
C05130  Imidazole-4-acetaldehyde Intermediario na degradacdo de histamina.
C05985  2-Propynal Aldeido reativo; intermedidrio/quimico alquilante.
C16216  3-Oxostearoyl-CoA Intermedidrio da B-oxidagao de acidos graxos.
C00412 Stearoyl-CoA Acil-CoA C18:0 para sintese/B-oxidagao de lipidios.
C00510  Oleoyl-CoA Acil-CoA C18:1 para sintese de membranas e -oxidacao.
Cl16614 6-Methylmercaptopurine Antagonista de purinas; metabdlito de tiopurinas.
C90B C05697 Selenate Fonte inorganica de selénio para vias redox/selenoproteinas.
TP Nucleotideo anédlogo (xantosina trifosfato) no metabolismo de
C00700 purinas.
6-Mercaptopurine ribonucleoside Metabolito ativo que inibe a sintese de purinas e pode incorporar
C16617  triphosphate em RNA.
C18902  Methylselenic acid Espécie de selénio com atividade redox/antioxidante.
C05938  L-4-Hydroxyglutamate semialdehyde Intermedidrio na degradagao de 4-hidroxiprolina.
C00986 1,3-Diaminopropane Poliamina; produto/precursor na via de espermidina.
C00491 L-Cystine Reserva oxidada de cisteina; pontes dissulfeto/homeostase redox.
C15532  N-Acetyl-L-citrulline Intermedidrio relacionado ao ciclo da ureia/ metabolismo do N.
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C00012
C03078
C02693
C05651
C00632
C0159%4
C08334
C08325

CO01798
C05966
C05356
C01322
C14870
C11088
C06790

C14840
C14857
C14858
C14859
C14839

Peptide
4-Guanidinobutanamide
(Indol-3-yl)acetamide
5-Hydroxykynurenine
3-Hydroxyanthranilate
Linamarin

Lotaustralin

Amygdalin
D-Glucoside

15(S)-HPETE
5(S)-HPETE

RX
2-Bromoacetaldehyde
1,2-Dibromoecthane

Trichloroethene

Bromobenzene-2,3-oxide

1,1-Dichloroethylene epoxide

2,2-Dichloroacetaldehyde
Chloroacetyl chloride

Bromobenzene-3,4-oxide

53
Metabolismo de aminoacidos.
Derivado guanidinico; ligado ao metabolismo de arginina/creatina.
Intermediario da biossintese de auxina (IAA) em plantas/bactérias.
Intermediario da via da quinurenina (triptofano).
Precursor de NAD" na via do triptofano.
Glicosideo cianogénico de defesa vegetal (libera cianeto).
Glicosideo cianogénico de defesa vegetal (libera cianeto).
Glicosideo cianogénico; defesa vegetal.
Glicosideo de D-glicose; forma de transporte/armazenamento de
metabolitos.
Intermediario de eicosanoides; sinalizagao inflamatoria.
Precursor de leucotrienos (via 5-LOX).
Simbolo genérico de substrato/reagente organico (R-X).
Aldeido alquilante reativo; intermediario toxico.
Agente alquilante industrial; toxico/carcinogénico.
Solvente industrial; contaminante ambiental.
Epoxido reativo (metabolito de bromobenzeno); toxicidade
hepatica.
Epodxido reativo de 1,1-DCE; toxico hepato/renal.
Aldeido clorado reativo; potencial citotoxico.
Agente acilante para sintese organica; altamente irritante.

Epoxido reativo de bromobenzeno; formador de adutos.



C19586
C14852
C14851
C14786
C07645

C05729

C11907

C17556

C04882
C00301

C00227

C06049

C00067
C06899

C16586

Aflatoxin B1-exo0-8,9-epoxide
Benzo[a]pyrene-7,8-dihydrodiol
Benzo[a]pyrene-4,5-oxide
(1R,2S)-Naphthalene 1,2-oxide
Aldophosphamide

R-S-Cysteinylglycine

dTDP-4-0x0-6-deoxy-D-glucose
di-trans,poly-cis-Undecaprenyl phosphate

UDP-MurNAc-pentapeptideo
ADP-ribose

Acetyl phosphate

N-Formylderivatives

Formaldehyde
Chloral hydrate

2-Phenyl-1,3-propanediol monocarbamate

54
Metabdlito que forma adutos de DNA; carcindgeno potente.
Intermediario rumo ao diol-epoxido carcinogénico.
Epodxido reativo de BaP; formador de adutos.
Arene-0xido reativo de naftaleno; toxico.
Metabdlito de ciclofosfamida; precursor de fosforamida-mostarda.
Intermediario da via do acido mercapturico (degradagado de
conjugados de GSH).
Intermediario na biossintese de L-ramnose bacteriana.
Carreador lipidico de aglicares na sintese de peptidoglicano/LPS.
Precursor citosdlico do peptidoglicano (UDP-MurNAc-
pentapeptideo).
Sinalizagdo celular (PARylation) e reparo de DNA.
Intermedidrio de alta energia; doador de fosfato e regulador em
bactérias.
Derivados N-formil; intermediarios em formilagao de
biomoléculas (ex.: fMet).
Aldeido toxico; intermediario do metabolismo C1; necessita
desintoxicagao.
Sedativo; metabolizado a tricloroetanol.
Derivado carbamato com efeito sedativo/ansiolitico (relacionado a

meprobamato).



4-Hydroxy-5-phenyltetrahydro-1,3-

Heterociclo do tipo oxazina; intermediario/fArmaco relacionado a

C16595  oxazin-2-one carbamatos.
C15811 [Enzyme]-cysteine Cisteina do sitio ativo enzimatico (nucleofilo catalitico).
C03688 Apo-[acyl-carrier protein] Forma apo do ACP antes de receber 4'-fosfopanteteina.
C00066  tRNA RNA transportador; entrega aminoacidos na tradugao.
Cc01417 Cyanate Agente carbamilante; subproduto do metabolismo da ureia.
C00831 Pantetheine Precursor do CoA e do brago 4'-fosfopanteteina do ACP.
C04079  N-((R)-Pantothenoyl)-L-cysteine Intermediario na biossintese de coenzima A.
C00433 2,5-Dioxopentanoate metabolismo de acidos dicarboxilicos.
C01149  4-Trimethylammoniobutanal Intermediario na biossintese de carnitina.
C00555  4-Aminobutyraldehyde metabolismo de GABA e poliaminas.
C05130  Imidazole-4-acetaldehyde Intermediario na degradacdo de histamina.
C05985 2-Propynal Aldeido reativo; intermediario/quimico alquilante.
SOY1 o Stachyose Oligossacarideo (RFO) de transporte/armazenamento de carbono
SOYS Co01613 em plantas.
C16216  3-Oxostearoyl-CoA Intermediario da -oxida¢do de acidos graxos.
C00412 Stearoyl-CoA Acil-CoA C18:0 para sintese/p-oxidagado de lipidios.
C00510 Oleoyl-CoA Acil-CoA C18:1 para sintese de membranas e -oxidagao.
C05697  Selenate Fonte inorganica de selénio para vias redox/selenoproteinas.
TP Nucleotideo anédlogo (xantosina trifosfato) no metabolismo de
C00700 purinas.
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C16617

C16635
C18902
C05938
C00012
C03078
C02693
C05651
C00632
CO01594
C08334
C08325

C01798
C05966
C05356
C01879
C01322
C14870
C11088

6-Mercaptopurine ribonucleoside

triphosphate
5'-Deoxy-5-fluorocytidine

Methylselenic acid
L-4-Hydroxyglutamate semialdehyde
Peptide

4-Guanidinobutanamide
(Indol-3-yl)acetamide
5-Hydroxykynurenine
3-Hydroxyanthranilate

Linamarin

Lotaustralin

Amygdalin
D-Glucoside

15(S)-HPETE
5(S)-HPETE
5-Oxoproline

RX
2-Bromoacetaldehyde

1,2-Dibromocthane

56
Metabdlito ativo que inibe a sintese de purinas; pode incorporar
em RNA.
Analogo de nucleosideo; pro-farmaco/precursor de 5-FU
(antimetabolito).
Espécie de selénio com atividade redox/antioxidante.
Intermediario na degradacao de 4-hidroxiprolina.
Metabolismo de aminoécidos.
Derivado guanidinico ligado ao metabolismo de arginina/creatina.
Intermediario da biossintese de auxina (IAA) em plantas/bactérias.
Intermediario da via da quinurenina (triptofano).
Precursor de NAD" na via do triptofano.
Glicosideo cianogénico de defesa vegetal (libera cianeto).
Glicosideo cianogénico de defesa vegetal (libera cianeto).
Glicosideo cianogénico; defesa vegetal.
Glicosideo de D-glicose; transporte/armazenamento de
metabolitos.
Intermediario de eicosanoides; sinaliza¢ao inflamatoria.
Precursor de leucotrienos (via 5-LOX).
Pirroglutamato; intermedidrio do ciclo y-glutamil (glutationa).
Simbolo genérico de substrato/reagente organico (R-X).
Aldeido alquilante reativo; intermediario toxico.

Agente alquilante industrial; toxico/carcinogénico.



C06790

C14840
C14857
C14858
C14859
C14839
C19586
C14852
C14851
C14786
C07645

C05729
C17556

C04882
C00301

C06049

C00067

Trichloroethene
Bromobenzene-2,3-oxide

1,1-Dichloroethylene epoxide
2,2-Dichloroacetaldehyde
Chloroacetyl chloride
Bromobenzene-3,4-oxide
Aflatoxin B1-exo0-8,9-epoxide
Benzo[a]pyrene-7,8-dihydrodiol
Benzo[a]pyrene-4,5-oxide
(1R,2S)-Naphthalene 1,2-oxide
Aldophosphamide

R-S-Cysteinylglycine
di-trans,poly-cis-Undecaprenyl phosphate
UDP-MurNAc-pentapeptideo
ADP-ribose

N-Formylderivatives

Formaldehyde

57
Solvente industrial; contaminante ambiental.
Epoxido reativo (metabolito de bromobenzeno); toxicidade
hepatica.
Epodxido reativo de 1,1-DCE; téxico hepato/renal.
Aldeido clorado reativo; potencial citotoxico.
Agente acilante para sintese organica; altamente irritante.
Epoxido reativo de bromobenzeno; formador de adutos.
Metabdlito que forma adutos de DNA; carcinégeno potente.
Intermediario rumo ao diol-epoxido carcinogénico.
Epoxido reativo de BaP; formador de adutos.
Arene-0xido reativo de naftaleno; toxico.
Metabolito de ciclofosfamida; precursor de fosforamida-mostarda.
Intermediario da via do acido mercapturico (degradacao de
conjugados de GSH).
Carreador lipidico de acticares na sintese de peptidoglicano/LPS.
Precursor citosdlico do peptidoglicano (UDP-MurNAc-
pentapeptideo).
Sinalizagdo celular (PARylation) e reparo de DNA.
Derivados N-formil; intermediarios em formilacao de
biomoléculas (ex.: fMet).
Aldeido toxico; intermediario do metabolismo C1; requer

desintoxicagao.
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C06899  Chloral hydrate Sedativo; metabolizado a tricloroetanol.
' Derivado carbamato com efeito sedativo/ansiolitico (rel. a
2-Phenyl-1,3-propanediol monocarbamate
C16586 meprobamato).
4-Hydroxy-5-phenyltetrahydro-1,3- Heterociclo tipo oxazina; intermediario/farmaco relacionado a
C16595  oxazin-2-one carbamatos.
C15811 [Enzyme]-cysteine Cisteina do sitio ativo enzimatico (nucleofilo catalitico).
C03688 Apo-[acyl-carrier protein] Forma apo do ACP antes de receber 4'-fosfopanteteina.
C00066  tRNA RNA transportador; entrega aminoacidos na tradugao.
C06126  Digalactosylceramide Glicosfingolipideo de membrana; papel estrutural e de sinalizagao.
‘ Amino4cido de selénio dietético; precursor de
Se-Methyl-L-selenocysteine
C05689 metilselenol/antioxidante.
C00831  Pantetheine Precursor do CoA e do braco 4'-fosfopanteteina do ACP.
C04079 N-((R)-Pantothenoyl)-L-cysteine Intermediario na biossintese de coenzima A.
C00555 4-Aminobutyraldehyde metabolismo de GABA e poliaminas.
Oligossacarideo (RFO) de transporte/armazenamento de carbono
Stachyose
C01613 em plantas.
n C16216  3-Oxostearoyl-CoA Intermedidrio da B-oxidagdo de acidos graxos.
PE
Cl16614  6-Methylmercaptopurine Antagonista de purinas; metabolito de tiopurinas.
C05697 Selenate Fonte inorganica de selénio para vias redox/selenoproteinas.
TP Anélogo nucleotidico (xantosina trifosfato) no metabolismo de
C00700 purinas.



C16617
C16633
C16635
C18902
C05938
C01888
C00986
C00491

C05699

C03539
C00793
C15532
C00012
C03078
C02693
C00632
C0159%4
C08334
C08325

6-Mercaptopurine ribonucleoside

triphosphate
5-Fluorouridine
5'-Deoxy-5-fluorocytidine
Methylselenic acid

L-4-Hydroxyglutamate semialdehyde

Aminoacetone
1,3-Diaminopropane

L-Cystine

L-Selenocystathionine

S-Ribosyl-L-homocysteine

D-Cysteine
N-Acetyl-L-citrulline
Peptide
4-Guanidinobutanamide
(Indol-3-yl)acetamide
3-Hydroxyanthranilate
Linamarin

Lotaustralin

Amygdalin

Metabdlito ativo que inibe a sintese de purinas; pode incorporar
em RNA.

Analogo de uridina; antimetabolito que se incorpora ao RNA.
Pro-tarmaco/precursor de 5-FU; antimetabdlito.

Espécie de selénio com atividade redox/antioxidante.
Intermediario na degradacao de 4-hidroxiprolina.

Intermediario da treonina/glicina; pode gerar metilglioxal reativo.
Poliamina; produto/precursor da via da espermidina.

Forma oxidada de cisteina; pontes dissulfeto/homeostase redox.
Analogo selénio da cistationina; intermediario de
selenoaminoacidos.

Intermediario da reciclagem de SAH e precursor de AI-2 (quorum
sensing).

Aminoacido D; metabolismo bacteriano e fonte de sulfeto.
Intermediario ligado ao ciclo da ureia/metabolismo do nitrogénio.
Metabolismo de aminoacidos.

Derivado guanidinico ligado ao metabolismo de arginina/creatina.
Intermediario da biossintese de auxina (IAA) em plantas/bactérias.
Precursor de NAD" na via do triptofano.

Glicosideo cianogénico de defesa vegetal (libera cianeto).
Glicosideo cianogénico de defesa vegetal (libera cianeto).

Glicosideo cianogénico; defesa vegetal.
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C01798
C05966
C05356
C01322
C14870
C11088
C06790
C14840
C14857
C14858
C14859
C14839
C19586
C14852
C14851
C14786
C07645

C05729
C11907
C17556

D-Glucoside

15(S)-HPETE

5(S)-HPETE

RX

2-Bromoacetaldehyde
1,2-Dibromoethane
Trichloroethene
Bromobenzene-2,3-oxide
1,1-Dichloroethylene epoxide
2,2-Dichloroacetaldehyde
Chloroacetyl chloride
Bromobenzene-3,4-oxide
Aflatoxin B1-ex0-8,9-epoxide
Benzo[a]pyrene-7,8-dihydrodiol
Benzo[a]pyrene-4,5-oxide
(1R,2S)-Naphthalene 1,2-oxide
Aldophosphamide

R-S-Cysteinylglycine

dTDP-4-0x0-6-deoxy-D-glucose
di-trans,poly-cis-Undecaprenyl phosphate

60
Glicosideo de D-glicose; transporte/armazenamento de
metabolitos.
Intermediario de eicosanoides; sinalizacao inflamatoria.
Precursor de leucotrienos (via 5-LOX).
Simbolo genérico de substrato/reagente organico (R-X).
Aldeido alquilante reativo; intermediario toxico.
Agente alquilante industrial; toxico/carcinogénico.
Solvente industrial; contaminante ambiental.
Epoxido reativo de bromobenzeno; toxicidade hepatica.
Epodxido reativo de 1,1-DCE; toxico hepato/renal.
Aldeido clorado reativo; potencial citotoxico.
Agente acilante para sintese organica; altamente irritante.
Epoxido reativo de bromobenzeno; formador de adutos.
Metabolito que forma adutos de DNA; carcindgeno potente.
Intermediario rumo ao diol-epoxido carcinogénico.
Epoxido reativo de BaP; formador de adutos.
Arene-6xido reativo de naftaleno; toxico.
Metabolito de ciclofosfamida; precursor de fosforamida-mostarda.
Intermediario da via do acido mercapturico (degradacao de
conjugados de GSH).
Intermediario na biossintese de L-ramnose bacteriana.

Carreador lipidico de agticares na sintese de peptidoglicano/LPS.



C04882
C00301

C00227

C06049

C00067
C06899

C16586

C16595
C15811
C03688
C14818
C00066
C06126

C05689
C00831

UDP-MurNAc-pentapeptideo
ADP-ribose

Acetyl phosphate

N-Formylderivatives

Formaldehyde
Chloral hydrate
2-Phenyl-1,3-propanediol monocarbamate

4-Hydroxy-5-phenyltetrahydro-1,3-
oxazin-2-one

[Enzyme]-cysteine
Apo-[acyl-carrier protein]

Fe2+

tRNA

Digalactosylceramide
Se-Methyl-L-selenocysteine

Pantetheine
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Precursor citosdlico do peptidoglicano (UDP-MurNAc-
pentapeptideo).
Sinalizagado celular (PARylation) e reparo de DNA.
Intermediario de alta energia; doador de fosfato/regulador em
bactérias.
Derivados N-formil; intermediarios em formilagao de
biomoléculas (ex.: fMet).
Aldeido toxico; intermediario do metabolismo C1; requer
desintoxicagao.
Sedativo; metabolizado a tricloroetanol.
Derivado carbamato com efeito sedativo/ansiolitico (rel. a
meprobamato).
Heterociclo tipo oxazina; intermediario/farmaco relacionado a
carbamatos.
Cisteina do sitio ativo enzimatico (nucleofilo catalitico).
Forma apo do ACP antes de receber 4'-fosfopanteteina.
fon ferroso; cofator redox em muitas enzimas (heme/centros Fe-S).
RNA transportador; entrega aminoacidos na tradugao.
Glicosfingolipideo de membrana; funcao estrutural e sinalizagdo.
Aminodcido de selénio dietético; precursor de
metilselenol/antioxidante.

Precursor do CoA e do brago 4'-fosfopanteteina do ACP.



C04079

N-((R)-Pantothenoyl)-L-cysteine

Intermediario na biossintese de coenzima A.
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