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RESUMO

LIMA, Luiza Maria Oliveira de, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, maio de
2025. Explorando o potencial genético de rizObios: uma abordagem sobre
Elementos Integrativos e Conjugativos (ICEs) e Elementos Mobilizaveis
Integrativos (IMEs). Orientador: Mateus Ferreira Santana. Coorientadora: Marisa
Vieira de Queiroz.

A demanda por fertilizantes, representa um dos maiores desafios globais devido ao
alto custo e potencial de contaminacdo ambiental, impactando negativamente a
agricultura e colocando em risco a seguranca alimentar mundial. Por outro lado,
prevé-se que a producdo agricola precise aumentar 60% até 2050 para atender a
crescente demanda, 0 que torna urgente o desenvolvimento de solucdes
sustentaveis. Neste contexto, a biotecnologia agricola, com énfase no uso de
microrganismos promotores de crescimento de planta, surge como uma abordagem
promissora, por serem ecologicamente sustentavel com baixo impacto ambiental. Os
Elementos Integrativos e Conjugativos (ICEs) e os Elementos Mobilizaveis e
Integrativos (IMES) nos genomas de rizobios, especialmente da familia
Rhizobiaceae, apresentam um repertorio de genes acessérios com potencial para
promover o crescimento vegetal, hipotese investigada por meio de analises in silico
que incluiram a caracterizacdo de ICEs e IMEs em genomas bacterianos. Os ICEs,
elementos genéticos moveis capazes de realizar transferéncia horizontal de genes
por conjugacao, emergem como candidatos promissores para o0 desenvolvimento de
bioinoculantes eficientes e bioprodutos agricolas sustentaveis. Nossas analises in
silico fornecem indicios iniciais de que esses elementos podem abrigar genes com
funcbes relevantes, mas sua efetividade pratica dependera de validagcbes
experimentais em estudos futuros. Neste trabalho, 568 genomas completos de
rizébios foram investigados quanto a presenca de ICEs e IMEs, utilizando softwares
como ICEfinder, OriTfinder, CONJScan e Geneious Prime. Foram identificados 329
ICEs putativos, cuja localizagdo cromossomica foi confirmada e cuja presenca de
componentes essenciais, como 0 sistema de secre¢cdo do tipo IV (T4SS) foi
analisada. Os resultados revelam uma distribuicéo variada dos ICEs e IMEs entre 0s
géneros, com destaque para Bradyrhizobium, onde foi identificado o maior nimero
de ICEs (173), seguido por Agrobacterium (51) e Rhizobium (33). Os resultados
indicaram que as bactérias estudadas apresentam alta ocorréncia de ICEs e IMEs,
com diversidade notavel entre géneros e espécies, especialmente no género
Bradyrhizobium que possui uma maior diversidade de genes cargo, 0 que pode
contribuir para sua adaptabilidade em diferentes ecossistemas.



Palavras-chave: conjugacdo gendmica; mobiloma; promoc¢éo de crescimento vegetal



ABSTRACT

LIMA, Luiza Maria Oliveira de, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, May, 2025.
Exploring the genetic potential of rhizobia: an approach to Integrative and
Conjugative Elements (ICEs) and Integrative Mobilizable Elements (IMEs).
Adviser: Mateus Ferreira Santana. Co-adviser: Marisa Vieira de Queiroz.

The demand for fertilizers represents one of the greatest global challenges due to
their high cost and potential for environmental contamination, negatively impacting
agriculture and jeopardizing global food security. On the other hand, agricultural
production is projected to increase by 60% by 2050 to meet growing demand, making
the development of sustainable solutions urgent. In this context, agricultural
biotechnology, with an emphasis on plant growth-promoting microorganisms,
emerges as a promising approach due to its ecological sustainability and low
environmental impact.

Integrative and Conjugative Elements (ICEs) and Integrative and Mobilizable
Elements (IMESs) in the genomes of rhizobia, particularly those of the Rhizobiaceae
family, harbor a repertoire of accessory genes with potential for promoting plant
growth—a hypothesis investigated through in silico analyses that included the
characterization of ICEs and IMEs in bacterial genomes. ICEs, mobile genetic
elements capable of horizontal gene transfer via conjugation, emerge as promising
candidates for the development of efficient bioinoculants and sustainable agricultural
bioproducts. Our in silico analyses provide initial evidence that these elements may
carry genes with relevant functions, but their practical effectiveness will depend on
experimental validation in future studies.

In this study, 568 complete rhizobial genomes were screened for the presence of
ICEs and IMEs using software such as ICEfinder, OriTfinder, CONJScan, and
Geneious Prime. A total of 329 putative ICEs were identified, with their chromosomal
location confirmed and essential components, such as the type IV secretion system
(T4SS), analyzed. The results reveal a variable distribution of ICEs and IMEs across
genera, with Bradyrhizobium standing out as the genus containing the highest
number of ICEs (173), followed by Agrobacterium (51) and Rhizobium (33). The
results indicated that the studied bacteria exhibit a high occurrence of ICEs and
IMEs, with notable diversity among genera and species, especially in the genus
Bradyrhizobium which possesses greater cargo gene diversity, which may contribute
to its adaptability in different ecosystems.



Keywords: genomic conjugation; mobilome; plant growth promotion
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INTRODUCAO GERAL

As mudancas climaticas e o crescimento populacional acelerado representam
desafios significativos para a agricultura e a seguranga alimentar global (JOLANKAI et al.,
2019). A produgdo agricola precisa aumentar em 60% até 2050 para atender a demanda
crescente, especialmente em paises em desenvolvimento, que enfrentam a degradagdo
ambiental e a escassez de recursos naturais (MALHI; KAUR; KAUSHIK, 2021). As
alteragdes climaticas afetam a produtividade das colheitas, com previsdes de quedas na
producdo de cereais como milho e trigo (MAJA; AYANO, 2021), além de intensificarem a
competicdo por recursos como agua e terra, resultando na superexplora¢do dos
agroecossistemas (QI, 2023). No Brasil, o custo elevado dos fertilizantes agrava ainda mais
a situacao da seguranca alimentar. A ONU (Organizag¢dao das Nacgodes Unidas) estabelece
objetivos claros para promover o Desenvolvimento Sustentavel, incluindo a erradicacio da
fome e a promocgdo de praticas agricolas sustentaveis, que sdo essenciais para enfrentar os
desafios impostos pelas mudangas climéticas e pelo crescimento populacional. (NACOES
UNIDAS BRASIL, 2025).

A familia Rhizobiaceae desempenha um papel fundamental na fixagao biologica de
nitrogénio (FBN), um processo essencial para o crescimento de culturas agricolas como a
soja (Glycine max) e o feijao (Phaseolus vulgaris). O Brasil atualmente é o maior produtor
mundial de soja (EMBRAPA, 2025), e o feijao ¢ uma importante fonte de proteina para a
populagdo. Diversas bactérias da familia Rhizobiaceae estabelecem uma simbiose com
leguminosas, formando nédulos radiculares onde o nitrogénio atmosférico ¢ convertido em
formas utilizaveis pela planta, por meio da agdo da enzima nitrogenase (Mus et al., 2016).

Embora muitas bactérias dessa familia formem nodulos nas raizes das leguminosas,
algumas espécies fixam nitrogénio sem formar nodulos, vivendo de maneira livre no solo.
Essas bactérias ndo noduladoras também sdo importantes para a saude do solo,
contribuindo para a disponibilidade de nitrogénio para outras plantas (Masson-Boivin et
al., 2009). O estudo dessas espécies, nodulantes e ndo nodulantes, tem potencial para o
desenvolvimento de bioinoculantes mais eficientes, capazes de promover uma agricultura
mais sustentavel (Laguerre et al., 2003). O potencial genético das bactérias da familia
Rhizobiaceae, no entanto, ainda ¢ pouco explorado, especialmente no que se refere aos
elementos genéticos moveis, como os ICEs (Elementos Integrativos e Conjugativos).

Os ICEs sao elementos genéticos que residem no cromossomo do hospedeiro, com

a capacidade de serem excisados e transferidos por conjugacdo. Estudar esses elementos
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como mecanismos de dispersdo de genes ¢ particularmente interessante, pois eles
combinam as vantagens de diferentes tipos de elementos moveis, como plasmideos e fagos,
mas com maior estabilidade. Ao permanecerem integrados no cromossomo, os ICEs
garantem sua estabilidade durante a divisdo celular ao mesmo tempo que podem ser auto
transmitidos por transferéncia horizontal para outras células. Além disso, os ICEs
transportam uma variedade de genes acessorios, incluindo aqueles relacionados a
resisténcia antimicrobiana, viruléncia e adaptacdo ambiental, o que proporciona uma rapida
vantagem adaptativa e favorece a colonizagdo de novos nichos ecologicos. Dessa forma, os
ICEs desempenham um papel crucial na evolu¢do bacteriana e na diversidade genética
entre cepas, moldando o genoma bacteriano e contribuindo significativamente para a
disseminagdo de genes de resisténcia. (Burrus & Waldor, 2004; Wozniak & Waldor, 2010;
Carraro & Burrus, 2015). Embora utilizem diversos mecanismos para desempenhar suas
funcdes essenciais de integracdo, excisdo, transferéncia e regulagdo, existem caracteristicas
distintivas que os definem como um grupo coeso (Wozniak & Waldor, 2010).

A caracterizacdo dos ICEs, incluindo seus componentes principais, ¢ fundamental
para compreender sua fun¢do e impacto na dindmica genética bacteriana. Em sua estrutura
geral, os ICEs sdo geralmente constituidos por uma regido central que abriga genes
essenciais para sua mobilidade, integracdo e conjugacdo, que ¢ frequentemente mediada
pelo sistema de secrecao tipo IV (T4SS) em bactérias Gram-negativas. Além disso, os
ICEs contém sequéncias repetidas que facilitam a integragao e excisdo, como os sitios attB
e attP, que sdo fundamentais para a recombinacdo especifica do sitio. O tamanho dos ICEs
pode variar entre aproximadamente 20 kb a mais de 500 kb, e eles sdo encontrados em uma
ampla gama de espécies bacterianas (Johnson & Grossman, 2015).

Para que um elemento genético movel seja considerado um ICE potencialmente
ativo € necessario que estejam presentes alguns componentes essenciais. Sao eles:

1. Sitios de insercao: Também conhecidos como sitios de att (attL e attR), sdo regioes
especificas do DNA que definem os limites dos ICEs. Esses sitios sdo essenciais
para a inser¢ao e excisdo dos ICEs, processos mediados pela integrase através da
recombinagdo sitio-especifica entre repeticdes diretas. A maioria dos ICEs
relatados esta inserida na extremidade 5' de tRNAs, com os sitios de inser¢ao
localizados entre o tRNA e o gene da integrase (Gongalves & Santana, 2022).

2. Moédulos de Integracao, Excisdo e Manuten¢ao: Os ICEs possuem um conjunto

de genes essenciais para sua integracdo, excisdo e estabilidade no genoma do
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hospedeiro. O moédulo de integragdo/excisdo inclui os genes int (integrase),
responsavel pela integracdo do ICE no cromossomo bacteriano, e xis (excisase),
que permite sua excisdo para formar uma molécula circular durante a transferéncia
conjugativa (Wozniak & Waldor, 2010; Bean et al., 2021). Além disso, o mddulo de
manutencdo assegura a estabilidade do ICE ao longo do tempo, podendo incluir:
Sistemas de particdo (para distribuicdo adequada durante a divisdo celular),
Sistemas toxina-antitoxina (que favorecem a retencdo do ICE na populagdo) e
Mecanismos de resolucdo de multimeros (mantendo-o em copia Unica) (Ryan et al.,
2016; Johnson & Grossman, 2015; Delavat et al., 2017).

Em alguns casos, o ICE pode apresentar capacidade de replicacdo auténoma,
similar a plasmideos (Hughes-Games et al., 2020). Esse conjunto de mecanismos
permite a propagacdo vertical (mantendo o ICE integrado e silencioso na maioria
das células) e horizontal (quando ativado em condi¢des favordveis), contribuindo
para sua persisténcia e disseminagdo em populagdes bacterianas.

3. Genes de Integracio e Excisdo: ICEs devem ter genes que codificam uma
integrase, que facilita a integracdo do elemento no genoma do hospedeiro, e uma
excisase, que permite a excisdo do ICE do cromossomo para formar uma molécula
de DNA circular durante a transferéncia conjugativa (Wozniak & Waldor, 2010;
Bean, Herman, & Grossman, 2021).

4. Origem de Transferéncia (oriT) e Relaxase: Para a transferéncia conjugativa,
ICEs precisam de uma origem de transferéncia (ori7) e uma relaxase. A relaxase
faz um corte especifico na ori7, iniciando a transferéncia de uma fita simples de
DNA para a célula receptora (Lee & Grossman, 2007).

5. Sistema de Secrecao Tipo IV (T4SS): Este sistema ¢ essencial para a transferéncia
do DNA durante a conjugag¢do. Ele forma um canal através do qual a fita simples de
DNA do ICE ¢ translocada para a célula receptora (Gong, 2015; Ib & Dv, 2015).

6. Genes de Regulacido: Os ICEs possuem genes que regulam a excisdo, integragao e
expressao de outros genes necessarios para a manutengdo e transferéncia do ICE.
Estes genes garantem que a excisdo e a transferéncia ocorram em resposta a sinais
especificos, como dano ao DNA ou presenca de alguma substancia (Ryan, Carraro,
Slattery, & Pembroke, 2023).

Os ICEs se replicam passivamente com o cromossomo do hospedeiro, ao contrario

dos plasmideos que se replicam de forma autdnoma. Esta integragdo garante que os ICEs
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sejam replicados junto com o DNA do hospedeiro durante a divisdo celular, aumentando a
estabilidade e manutencdo dentro da populagdo bacteriana (Lee et al., 2010; Wright,
Johnson, & Grossman, 2015). Os ICEs exibem maior estabilidade quando integrados ao
cromossomo, pois dependem dos mecanismos de replicacdo cromossdmica e nao
necessitam dos complexos sistemas de partigdo frequentemente encontrados em
plasmideos para garantir sua distribuicao as células filhas (Burrus, 2015).

Durante a conjugagdo, os ICEs se excisam do cromossomo, esse processo ¢
catalisado por uma recombinase especifica, geralmente chamada de integrase, que facilita a
excisdo dos ICEs do genoma do hospedeiro. A excisdo envolve um evento de
recombinagdo entre sitios especificos attL e attR resultando na formacdo de um produto
circular do ICE. Esta forma circular ¢ transferida para células receptoras onde se integra ao
cromossomo do novo hospedeiro. Este ciclo de integracdo-excisdo assegura a transferéncia
horizontal eficiente de genes e manutencdo estavel nas células receptoras, um processo que
ndo ¢ tipico para plasmideos que existem independentemente do cromossomo (Lee,
Thomas, & Grossman, 2012).

A regulacdo da excisdo ¢ frequentemente controlada por sistemas de expressao
bistaveis, o que leva a diferenciacdo de uma subpopulacao de células hospedeiras (Delavat
et al., 2017). Essa regulagdo permite que os ICEs respondam a diversos fatores de estresse,
como danos ao DNA, que podem induzir a excisdo. Alguns ICEs também possuem
sistemas regulatorios complexos que controlam a expressio de genes de excisdo,
garantindo que a excisdo ocorra sob condi¢des especificas (Ryan et al., 2016; Bean et al.,
2022).. Esse processo ¢ importante ndo apenas para a transferéncia horizontal do ICE para
novas células hospedeiras, mas também para permitir que o ICE escape de células
hospedeiras em condigdes desfavoraveis, contribuindo para a disseminagdo de genes
adaptativos, como a resisténcia a antibioticos.

Durante a excisdo ocorre a recombinagdo entre os sitios attL (left attachment site) e
attR (right attachment site). Essa recombinagdo gera os sitios attB na bactéria e attP no
ICE circular. Quando o ICE se reintegra ao genoma, a integrase média a recombinagao
entre o DNA circular do ICE (attP) e os sitios attB do hospedeiro, restaurando a integracao
do elemento genético no cromossomo da célula hospedeira. Esse mecanismo de
reintegracdo assegura que o ICE possa propagar entre diferentes células, garantindo sua

persisténcia e disseminacao (Bean et al., 2022).
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Além dos fatores mencionados, a regulagdo da atividade dos ICEs ¢ influenciada
por condigdes ambientais, como variacoes na temperatura e na disponibilidade de
nutrientes. Essas condi¢des podem afetar a expressao dos genes envolvidos na mobilizagao
dos ICEs, evidenciando a complexidade dos mecanismos que governam a transferéncia
horizontal de genes em populagdes bacterianas. A interagcdo entre fatores ambientais e a
resposta SOS pode criar um ambiente propicio para a mobilidade genética, permitindo que
as bactérias se adaptem rapidamente a novas pressdes seletivas (Beaber, Hochhut, &
Waldor, 2004; Ryan, Armshaw, & Pembroke, 2016).

Um exemplo marcante ¢ o ICE ICEMI SymR7A, identificado em Mesorhizobium
loti R7A, que contém genes essenciais para a fixacdo de nitrogénio ¢ a formacdo de
noédulos em Lotus japonicus. Esse elemento genético € capaz de transferir a capacidade
simbidtica para outras bactérias, permitindo que linhagens originalmente ndo fixadoras se
tornem simbiontes de leguminosas. Estudos comparativos mostram que esses EGMs
(Elementos genéticos méveis) evoluiram a partir de um ancestral comum, adquirindo genes
adicionais enquanto mantinham elementos essenciais para a fixacdo de nitrogénio e
transferéncia horizontal de genes (Kelly et al., 2014).

Historicamente, a investigacdo dos genes cargo e sua transferéncia resultou na
identificacdo dos ICEs. Esses elementos carregam genes essenciais envolvidos na
integragdo, excisdo, manutencdo, regulacdo e conjugagdo, organizados em estruturas
modulares diversas. Além disso, genes cargos com fungdes ndo diretamente relacionadas
ao ciclo de vida do ICE podem conferir vantagens ou fenotipos distintos aos seus
hospedeiros, proporcionando beneficios seletivos significativos. A descoberta dos ICEs foi
impulsionada pelos fenotipos especificos que conferem, como resisténcia a antibidticos,
tolerancia a metais pesados e capacidade de degradar compostos aromaticos (Xia et al.,
2019). Outros beneficios incluem a habilidade de colonizar hospedeiros eucaridticos,
fixagdo de nitrogénio, aumento da viruléncia e formagdo de biofilmes (Aslam et al., 2018).
Recentemente, os ICEs tém sido identificados por meio de analise de sequéncias, embora
muitas vezes nao seja claro quais beneficios exatos esses elementos proporcionam aos seus
hospedeiros. Assim, nossa compreensao atual dos fendtipos codificados pelos ICEs pode
ser distorcida pela énfase seletiva em ICEs associados a fenotipos especificos (Lewis,
2008). A biologia dos ICEs pode ser abordada sob perspectivas tanto mecanicistas quanto
evolutivas, explorando os mecanismos de transferéncia, o processamento dos ICEs apods a

integragdo em transconjugantes e o papel dos genes hospedeiros. Esta abordagem também
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revela insights sobre a evolugdo dos ICEs, suas interagdes com outros elementos genéticos
moveis e sua adaptagdo a diferentes nichos ambientais. (Gongalves, de Assis, & Santana,
2022; Wozniak & Waldor, 2010).

Dentro dos genomas bacterianos, também se encontram os Elementos Mobilizaveis
e Integrativos (IMEs). Embora compartilhem algumas semelhangas com os ICEs, como a
capacidade de se integrar e excisar do genoma hospedeiro, apresentam diferengas
funcionais significativas. Ao contrario dos ICEs, que sdo autossuficientes em sua
transferéncia por conjugacdo, os IMEs ndo possuem essa autonomia. Eles dependem de
outros elementos conjugativos, como ICEs ou plasmideos conjugativos, para realizar a
transferéncia entre células bacterianas. Os IMEs sdo geralmente menores que os ICEs,
variando de 2 a 50 kb, e contém moddulos para manutengdo, mobilizagdo, regulagdo e
funcdes relacionadas a fitness. A principal diferenca em relacdo aos ICEs ¢ que os IMEs
possuem um modulo de mobilizagdo, ao invés de um modulo de conjugagdo. Embora
caregam da maquinaria completa para conjugacdo, os IMEs desempenham um papel
significativo na evolucao e adaptagdo bacteriana, uma vez que podem carregar genes de
resisténcia a antibidticos, fatores de viruléncia e vias metabolicas especializadas. Essas
caracteristicas tornam os IMEs importantes para a evolucdo bacteriana, mesmo que
dependam de outros elementos para a transferéncia conjugativa (Coluzzi et al., 2017; Lao
et al., 2022).

Como estudo inicial exploratdrio, ao investigar a presenga € 0s possiveis papéis
desses EGMs essa pesquisa visa fornecer bases cientificas que, em conjunto com futuros
estudos, poderdo subsidiar o desenvolvimento de estratégias biotecnologicas voltadas a
melhoria da qualidade do solo e da seguranca alimentar, especialmente em contextos de
mudancgas climaticas e crescimento populacional. A capacidade dos ICEs de facilitar a
transferéncia de genes benéficos, como os relacionados a fixagao bioldgica de nitrogénio e
resisténcia a fatores ambientais adversos, pode representar uma solugdo promissora para os
desafios enfrentados pela agricultura moderna. Assim, compreender os ICEs presentes nas
bactérias da familia Rhizobiaceae pode oferecer novas oportunidades para explorar sua
plasticidade genética e aplica-las no desenvolvimento de bioinoculantes mais eficientes.
Essa abordagem tem o potencial de aumentar a produtividade agricola ao mesmo tempo
em que reduz o impacto ambiental, contribuindo para uma agricultura mais sustentavel
(Jain & Pandey, 2020). Para compreender melhor o papel dos ICEs na transferéncia de seus

genes cargo, visando insights para o desenvolvimento de bioprodutos que melhorem a
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qualidade do solo e promovam crescimento de plantas, este estudo explorou, utilizando
ferramentas de bioinformatica, a presenga e as caracteristicas dos elementos integrativos e
conjugativos em espécies de bactérias rizobiais dos géneros Sinorhizobium, Neorhizobium,
Georhizobium, Mesorhizobium, Pararhizobium, Shinella, Rhizobium, Bradyrhizobium,
Agrobacterium, Allorhizobium, Ciceribacter, Endobacterium, Ensifer, Liberibacter,
Mycoplana,  Peteryoungia, Pseudorhizobium, Ferranicluibacter, Gellertiella e

Xaviernesmea.
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CAPITULO 1
UMA ANALISE DO POTENCIAL GENETICO DE ICEs E IMEs EM RIZOBIOS

Resumo

Praticas agricolas sustentaveis sdo um dos maiores desafios da atualidade, especialmente
no que diz respeito ao uso de bioinoculantes para promover o crescimento das plantas. Este
estudo investigou o papel dos Elementos Integrativos e Conjugativos (ICEs) e dos
Elementos Mobilizaveis e Integrativos (IMEs) presentes em bactérias rizobiais,
especialmente em géneros da familia Rhizobiaceae, € como os genes associados a esses
elementos contribuem para a adaptacdo bacteriana e o crescimento vegetal. Utilizando
ferramentas bioinformaticas, foram identificados 329 ICEs putativos em 567 genomas
completos, revelando variagdes consideraveis na presenca e diversidade desses elementos
entre os géneros estudados. O género Bradyrhizobium se destacou como o mais abundante
em ICEs, além de apresentar uma grande diversidade de sequéncias de IMEs. Em relagdo
aos genes associados ao crescimento das plantas, a pesquisa evidenciou uma
predominancia de genes relacionados a fixacdo de nitrogé€nio, resisténcia a estresses
ambientais e promocao do crescimento vegetal. Esses resultados sugerem que os ICEs
desempenham um papel significativo na adaptacdo das bactérias a diferentes ambientes,
podendo também, futuramente, contribuir para o desenvolvimento de bioinoculantes
eficazes para a agricultura sustentavel. Conclui-se portanto que a compreensao dos ICEs e
dos genes associados ao crescimento de plantas abre novas perspectivas para a
biotecnologia agricola, com potencial para melhorar a produtividade e a sustentabilidade

nos sistemas agricolas.

Declaraciao de Impacto

Este estudo revela a ampla distribuigdo e a diversidade funcional dos ICEs, destacando seu
papel crucial na promog¢do do crescimento das plantas. Ao identificar e caracterizar 329
ICEs putativos, o trabalho ndo apenas contribui para o entendimento da genética
bacteriana, mas também abre novas perspectivas para a biotecnologia agricola. A
capacidade dos ICEs de carregar genes acessorios que favorecem a adaptagdo e a interagdo
simbidtica com plantas, bem como de disseminar esses genes na natureza, pode levar ao
desenvolvimento de novas estratégias para aumentar a produtividade agricola e a

sustentabilidade dos ecossistemas. Assim, os resultados deste estudo exploratorio inicial
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podem impulsionar o desenvolvimento de aplicagdes biotecnolodgicas baseadas em ICEs,
como a engenharia de bactérias portadoras de genes que favorecem a fixa¢ao de nitrogénio,
a tolerancia a estresses abioticos (ex.: seca, salinidade) ou a supressdao de patdgenos
vegetais. Tais avancos poderdo reduzir a dependéncia de fertilizantes quimicos e
agrotoxicos, aumentar a resisténcia das culturas a condi¢cdes ambientais adversas e
contribuir para a recuperacao de solos degradados — promovendo, assim, uma agricultura

mais produtiva e sustentavel, com menores impactos ecossistémicos.

Palavras-chave

Conjugacao, Gendmica, Mobiloma, Promoc¢ao de crescimento vegetal.

Introducio

O aumento da populacdo mundial, previsto para alcangar 9,7 bilhdes até 2050,
impoe um desafio significativo a producdo agricola, especialmente em paises em
desenvolvimento, onde sera necessario um crescimento de 77% na producdo de alimentos
(Qi, 2023). Esse aumento precisa ocorrer de forma sustentavel, reduzindo a dependéncia de
fertilizantes quimicos, que apresentam altos custos e impactos ambientais negativos.
Paralelamente, praticas agricolas convencionais tém agravado a degradacdo do solo e a
vulnerabilidade das culturas a estresses ambientais, como secas e pragas (Maja & Ayano,
2021).

Nesse contexto, a adog¢do de praticas mais sustentaveis, como o uso de bioinsumos
e biotecnologias, ¢ essencial para promover a produtividade agricola sem comprometer os
recursos naturais. A diversidade genética da microbiota do solo, por exemplo, pode
melhorar a fertilidade e a saude das plantas, reduzindo a necessidade de insumos quimicos.
A ONU (Organizagdo das Nacdes Unidas) destaca a importincia de iniciativas agricolas
sustentaveis para garantir a seguranca alimentar global, promovendo praticas que
conservem os ecossistemas e mitiguem os impactos da intensificagdo agricola (NACOES
UNIDAS BRASIL, 2025.). Assim, o desenvolvimento de solugdes integrativas, que
conciliam aumento de produtividade e sustentabilidade, ¢ crucial frente as demandas
futuras da agricultura (Qi, 2023).

A exploragdo do potencial biotecnoldogico de microrganismos, como aqueles
pertencentes a familia Rhizobiaceae, representa uma abordagem promissora para a

promo¢do de uma agricultura mais sustentdvel e resiliente frente aos desafios das
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mudangas climaticas. Estes microrganismos desempenham papéis essenciais no ciclo de
nutrientes, especialmente na fixagdo biologica de nitrogé€nio, um processo que reduz a
necessidade de fertilizantes nitrogenados sintéticos e contribui para a saide do solo
(Lindstrdm & Mousavi, 2020). No entanto, a eficacia dessas interagdes simbioticas pode
ser influenciada por diversos fatores abiodticos e bidticos, limitando a aplicagdo universal
de certas cepas (Ormefio-Orrillo & Martinez-Romero, 2019).

Nesse contexto, os Elementos Integrativos e Conjugativos (ICEs) podem
potencializar a adaptacdo e funcionalidade de microrganismos benéficos, como as bactérias
rizobiais, em diferentes condi¢cdes ambientais. Os ICEs sdo elementos genéticos moveis
que realizam a transferéncia horizontal de genes (THG) por conjugac¢ao, incluindo aqueles
responsaveis por caracteristicas adaptativas, como resisténcia a estresses ambientais e
capacidade de metabolizagdo de compostos especificos (Delavat et al., 2017). A THG ¢ um
processo fundamental na adaptagdo microbiana, permitindo que as bactérias adquiram

genes que conferem vantagens seletivas em ambientes desafiadores.

i ICE sequence |

attL attR
Host gene l orit l Host gene
int
"

Figura 1. Representacio esquematica de um ICE. Os genes de carga sao representados de forma que os genes em
laranja estdo relacionados a conjugagdo, os genes em rosa estdo envolvidos na regulagdo, os genes em azul estio
associados a integragdo e excisdo, ¢ os genes em cinza t€m fung¢Ses acessorias ou desconhecidas. Em roxo: genes do
hospedeiro; tRNA, RNA de transferéncia; int, integrase; oriT, origem de transferéncia; attL, attR: sitios de ligacdo; Fonte:

Ilustragdo original.

Os ICEs possuem uma estrutura modular (Figura 1) que lhes permite se integrar ao
cromossomo da célula hospedeira, excisar-se e transferir-se para novas células utilizando
sistemas de secrecdo do tipo IV (T4SS) (Wozniak & Waldor, 2010). Eles carregam genes
essenciais para sua manutencao e transferéncia, além de genes acessorios que conferem
vantagens adaptativas aos hospedeiros, como resisténcia a antibioticos, tolerancia a metais
pesados e capacidade de formar biofilmes. Esses elementos tém sido historicamente
investigados devido aos beneficios seletivos que conferem aos seus hospedeiros, como a
capacidade de fixar nitrogénio em simbiose com leguminosas ou aumentar a resisténcia a

condi¢gdes ambientais adversas (Zahran, 1999).
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No Brasil, a importancia das bactérias rizobiais para a agricultura sustentavel ¢
particularmente relevante, dada a dependéncia da agricultura nacional em culturas como a
soja e o feijdo, que dependem fortemente da fixagdo bioldgica de nitrogénio para seu
crescimento. Espécies de bactérias rizobiais, que inclui géneros como Bradyrhizobium e
Mesorhizobium, formam simbioses altamente especificas com leguminosas,
desempenhando um papel crucial na fertilidade do solo e no crescimento das plantas. A
utilizacdo de inoculantes microbianos, baseados em espécies fixadoras de nitrogénio, ja ¢
uma préatica estabelecida no Brasil, com um mercado robusto de inoculantes para soja
(Embrapa soja, 2024). Entretanto, a exploracdo dos ICEs como potencial ferramenta
biotecnologica pode oferecer novas oportunidades para melhorar a eficiéncia desses
bioinoculantes e desenvolver novas solugdes para a agricultura sustentavel. Um exemplo
notavel ¢ o ICE ICEMISymR7A, presente na cepa Mesorhizobium loti R7TA, que carrega
genes para nodulagdo e fixagdo de nitrogénio (Sullivan et al., 1995). Este ICE pode ser
excisado e transferido para outras bactérias do solo, transformando organismos ndo
simbiodticos em simbidticos. Esse processo € regulado por um sistema de quorum sensing
controlado por genes da familia LuxRI (Ramsay et al., 2009). A excisao e transferéncia
desse ICE sdo moduladas por fatores ambientais e sinais moleculares, que ativam a
expressdo de genes especificos e, consequentemente, a transferéncia de toda a ilha
simbiodtica (Ramsay et al., 2013). Isso permite que as bactérias receptoras adquiram a
capacidade de formar nddulos e fixar nitrogénio, aumentando a adaptabilidade e a
eficiéncia dos bioinoculantes em diversos contextos agricolas. Além disso, a andlise
comparativa de sequéncia do ICEMISymR7A revela uma organizagdo altamente
conservada, sugerindo um mecanismo evolutivo robusto para a transferéncia de
caracteristicas simbioticas em diferentes espécies de bactérias do solo (Sullivan et al.,
2002).

A aplicacdo de ICEs em programas de bioengenharia de bactérias rizobiais pode
expandir o espectro de adaptagdo desses microrganismos, promovendo maior resiliéncia
em solos degradados ou sujeitos a estresses hidricos e térmicos. A inser¢ao de ICEs em
Rhizobium spp., por exemplo, tem mostrado melhorar a fixag¢@o de nitrogénio e a produgao
de exopolissacarideos, compostos que favorecem a formagdo de agregados no solo e
aumentam a retengdo de agua, auxiliando na mitigagdo da seca. Esses elementos também

podem ser projetados para carregar genes de resisténcia a patdgenos e pragas,
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proporcionando protecdo as culturas sem recorrer ao uso de pesticidas quimicos (Bellanger
et al., 2014).

A integragdo de ICEs com praticas agricolas sustentaveis, por meio da engenharia
genética e de estudos baseados em investigacdes iniciais — como o presente trabalho —,
pode impulsionar o desenvolvimento de bioinsumos mais eficazes e adaptaveis,
contribuindo para a sustentabilidade dos sistemas agricolas. Nesse cenario, a prospeccao de
novas cepas ¢ o entendimento das dinamicas ecoldgicas e evolutivas associadas ao uso de
ICEs sdo areas de pesquisa prioritarias para otimizar os beneficios dessa tecnologia
(Gongalves et al., 2020).

Existem ainda nos genomas das bactérias elementos genéticos semelhantes a ICEs
denominados de IMEs. Ao contrario dos ICEs, que possuem autonomia para transferéncia
genética por conjugacdo, os IMEs ndo possuem tra/trb (sistema de formagdo de pares
conjugativos), dependendo de elementos auxiliares, como ICEs ou plasmideos, para
realizar essa transferéncia (Garcillan-Barcia et al., 2020). Embora menores e menos auto
suficientes, os IMEs também podem carregar genes acessorios (Johnson et al., 2016). A
compreensdo mais aprofundada desses elementos pode fornecer novos insights para o
desenvolvimento de bioprodutos que promovam o crescimento das plantas, melhorem a
qualidade do solo e aumentem a resiliéncia dos agroecossistemas diante das mudangas

ambientais.

Materiais e Métodos
Identificacio e caracterizacdo de ICEs e IMEs

Em agosto de 2023, foram baixados do NCBI 568 genomas completos das bactérias
rizobiais (Tabela S1) representando 20 géneros. Os genomas foram analisados com o
software ICEfinder (Liu et al., 2019) para identificar sequéncias relacionadas aos ICEs e
IMEs. As sequéncias terminais attL e attR foram identificadas pelo programa ICEfinder,
ou por alinhamento das extremidades do elemento ou por busca de sequéncias repetitivas
usando o software Geneious. O software OriTfinder (Li et al., 2018) foi utilizado para
identificar sitios de origem de replicagdo (OriT), relaxase, T4SS e T4CP. O software
CONIJScan (Cury et al., 2020), parte do MacSyFinder, detectou componentes do sistema
T4SS.

A identificacdo e anotagdo dos genes cargos relacionados a promogao de

crescimento vegetal foi realizada utilizando o software antiSMASH (Blin et al., 2023) e
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PlaBase (Patz et al., 2021). Definimos os pardmetros essenciais para avaliar a significancia
dos alinhamentos no BLAST, com critérios de e-value < le-10 para alinhamentos
altamente significativos. Para distinguir entre ICEs conhecidos e novos nas bactérias
exploradas, submetemos nossas sequéncias ao banco de dados IceBerg 3.0 (Wang et al.,
2024).

Além disso, para definir o nimero de ICEs unicas, realizamos uma analise no
MegaBLAST entre as sequéncias utilizando os seguintes parametros: cobertura de
alinhamento > 70%, identidade minima 80% ¢ e-value < le-10. A cobertura foi definida
em 70% para garantir a detec¢do confidvel de regides conservadas, enquanto a identidade
minima foi estabelecida para equilibrar a detec¢do de sequéncias relevantes e minimizar
falsos positivos. O e-value foi configurado para assegurar que as correspondéncias

detectadas fossem estatisticamente significativas.

Resultados e Discussiao

Os dados obtidos revelam uma distribui¢do variada de Elementos Integrativos e
Conjugativos entre os diferentes géneros e espécies bacterianas de bactérias rizobiais
(Figura 2), sugerindo uma complexidade significativa na presenca e abundancia desses
elementos em diferentes contextos taxondmicos.

Foram identificados 329 ICEs putativos em 567 genomas completos analisados,
havendo ICEs presentes em 9 dos 20 géneros analisados (Figura 2 e Tabela S2). Os ICEs
apresentaram uma variagdo de tamanho entre 66 Kb a 249 Kb (Figura 3). A andlise do
conteido GC médio dos cromossomos ¢ ICEs revelou diferencas entre esses componentes
genéticos em diversos géneros bacterianos (Figura 4). A variacao no conteudo de GC dos
ICEs pode fornecer informagdes valiosas sobre sua dinamica evolutiva e relagdo com o
hospedeiro. ICEs que apresentam um amplo espectro de contetido GC podem ser
indicativos de uma maior mobilidade e dispersdo entre diferentes espécies bacterianas,
sugerindo uma natureza mais promiscua € uma capacidade adaptativa ampliada (Frost et
al., 2005). Essa plasticidade genética pode estar associada a uma maior frequéncia de
eventos de transferéncia horizontal, permitindo a aquisi¢do e dissemina¢do de genes de
adaptacdo e resisténcia a ambientes distintos (Wozniak & Waldor, 2010).

Por outro lado, ICEs cujo contetdo GC ¢ mais proximo ao do cromossomo da
bactéria hospedeira tendem a estar mais adaptados a esse genoma especifico. Isso pode

indicar que a ICE foi integrada ao genoma hospedeiro hd mais tempo, passando por
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processos de coevolugdo e estabilizacdo dentro do contexto gendmico do organismo (Jain

et al., 2003). ICEs adaptadas podem apresentar uma menor taxa de transferéncia para

novos hospedeiros ¢ uma maior estabilidade dentro da populagdo bacteriana especifica

(Guglielmini et al., 2011).

Ao todo, foram encontradas 205 ICEs distintas em nossas buscas. O resultado do

IceBerg indicou a presenga de apenas dois ICEs ja conhecidos, : ICEMsp.SymM3A e

ICEAtu4 (Haskett et al., 2017; Wozniak & Waldor, 2010).
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Figura 2. Grafico radial ilustrando a distribui¢@o hierarquica de Elementos Integrativos e Conjugativos (ICEs) entre

espécies de bactérias rizobiais. O centro do grafico representa os géneros estudados, enquanto as barras radiais

representam a quantidade de ICEs identificados em cada espécie. O nome da espécie correspondente esta listado

adjacente a cada barra.
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Em uma andlise geral, o género com o maior nimero de ICEs identificadas ¢é
Bradyrhizobium, totalizando 173 ICEs em 149 genomas. Essa alta densidade sugere uma
rica diversidade de elementos de carga integrativa dentro deste grupo, destacando a
importancia de Bradyrhizobium na dinamica dos ICEs em bactérias rizobiais. A
predominancia de ICEs no género Bradyrhizobium pode indicar uma robusta capacidade de
adaptacdo e uma elevada propensdo para a transferéncia genética horizontal. Além disso,
géneros como Agrobacterium e Mesorhizobium também demonstram quantidades
significativas de ICEs, com 53,1% e 63,1% dos genomas analisados contendo ICEs,

respectivamente (Tabela S3, Figura 3).

Quantidade média de ICEs por genoma

ICEs por genoma
o o o = =
=y ()} [e:] o N

o
)

o
<)

Género

Figura 3: Distribuigdo de elementos integrativos ¢ conjugativos (ICEs) identificados em diferentes géneros e espécies de
bactérias analisadas. O grafico apresenta o nimero total médio relativo de ICEs encontrados em cada genoma,
destacando a diversidade de elementos nos géneros Sinorhizobium, Neorhizobium, Georhizobium, Mesorhizobium,
Pararhizobium, Shinella, Rhizobium, Bradyrhizobium e Agrobacterium.

A presenca de ICEs compartilhados entre espécies diferentes reforca a hipdtese de
um intercambio genético significativo dentro da familia Rhizobiaceae, demonstrando um
alto potencial de transferéncia horizontal de genes. Exemplos dessa distribui¢ao incluem o
Grupo 1, que contém ICEs presentes em Agrobacterium tumefaciens, Agrobacterium
fabrum e Agrobacterium leguminum, ¢ o Grupo 2, cujos ICEs sdo encontrados em
Bradyrhizobium japonicum, Rhizobium leguminosarum e Sinorhizobium fredii. De maneira
similar, ICEs do Grupo 3 sdo compartilhados entre Bradyrhizobium japonicum, Rhizobium
etli e Sinorhizobium meliloti, enquanto o Grupo 13 inclui ICEs distribuidos entre

Rhizobium leguminosarum, Rhizobium acidisoli e Rhizobium galegae (Tabela S4). Estudos
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demonstram que a ampla distribuicdo dos ICEs entre diferentes espécies indica que esses

elementos atuam como vetores genéticos ativos, permitindo a rapida disseminagdo de

caracteristicas vantajosas dentro de comunidades bacterianas (Delavat et al., 2017).

Tamanho dos Genomas Completos
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Rhizobium
Mesorhizobium
Sinorhizobium
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Figura 3. Comparacdo entre o tamanho do genoma completo das bactérias analisadas e o tamanho dos ICEs por género

utilizando a mesma escala.



32

Comparagao do Conteldo GC entre Cromossomos e ICEs por Género
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Figura 4. Conteido GC de Cromossomos e ICEs de diferentes géneros de bactérias pertencentes a familia

Rhizobiaceae.

A andlise do CONJScan (Cury et al., 2020) revelou uma uniformidade nos
componentes do sistema T4SS (Sistema de secre¢dao Tipo IV) entre os diferentes géneros
bacterianos estudados. A presenca consistente de quantidades idénticas de cada tipo de
T4SS sugere similaridade na composicao dos elementos integrativos e conjugativos (ICEs)
entre essas espécies. As relaxases identificadas variam em grupos funcionais e tamanhos.
As proteinas T4CP, incluindo FtsK SpolllE ¢ TrwB AAD bind, também exibem
diversidade e especializagdo, o que pode sugerir uma evolugdo direcionada para fungdes
especificas na conjugacdo (Smillie et al., 2010). A uniformidade na composi¢cdo dos
componentes do sistema T4SS entre as espécies sugere uma conservacao significativa
desse sistema fundamental para a conjugagdo (Alvarez-Martinez & Christie, 2009). Todas
as espécies analisadas apresentaram numeros equivalentes de componentes T4SS,
ressaltando a importancia desses sistemas na funcionalidade dos ICEs. A presenca
constante dos diferentes tipos de T4SS sugere que, apesar das variacdes taxondmicas, 0s
mecanismos de conjugacdo sdo amplamente semelhantes, indicando uma estrutura e
funcao comuns entre as espécies (Guglielmini et al., 2011).

Quanto as OriTs identificadas, os resultados mostram que essas regides variam em

tamanho, com a maioria das espécies apresentando regides entre 31 e 57 pb. As repeti¢cdes
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invertidas (IR) foram consistentemente encontradas nas regides oril’ dos géneros
Sinorhizobium, Mesorhizobium, e Rhizobium, como exemplificado por Sinorhizobium
fredii CCBAU 25509, que possui duas IR de 6 pb cada (Tabela 2). Algumas espécies,
como Neorhizobium galegae e Georhizobium profundi, ndo apresentaram regides oriT
preditas. As sequéncias de nucleotideos nas regides ori7 mostram variagdes, com padroes
conservados, como a presenca de "GGCG" e "CGCA" em varias sequéncias.

A presenca de sequéncias conservadas de ori7, juntamente com a variacao
observada em tamanho e caracteristicas entre as diferentes espécies, ilustra a complexidade
e a dindmica dos mecanismos de mobilidade genética (Bellanger et al., 2014; Johnson &

Grossman, 2015).

Coordenadas Tamanho
Organismo oriT oriT Repeti¢oes Invertidas (IR) Sequéncia oriT
GGATCCGAAGGGCG
4727967..47280 6 pb: [4727989..4727994] CAATTATACGTCGCT
S. mexicanum 05 (+) 39 pb [4727999..4728004] GATGCGACGC
CAGGAAAATGGCGTA
GCACATTTTTCCGTAT
S. fredii CCBAU 4239460..42395 6 pb: [4239462..4239467] CCTGCCCCTCTAAAT
25509 16 (-) 57 pb [4239481..4239486] TGTAAGGGGAA
AGGGCGCAATATACG
6315743..63157 7 pb: [6315755..6315761] TCGCTGGCGCGACG
S. americanum 77 (-) 36 pb [6315766..6315772] TGCTTG
AGGGCGCAATATACG
5409942..54099 7 pb: [5409954..5409960] TCGCTGGCGCGACG
S. meliloti 72 (+) 32 pb [5409965..5409971] TG
GAGGGAGGGCGCGC
788726..788759 6 pb: [788744..788749] TTATACGTCGTGCCG
M. sp. ) 34 pb [788753..788758] ACGTG
N. galegae bv. CCAAGGGCGCAATTA
officinalis HAMBI 6393234..63932 TACGTCGCTGATACG
1141 66 (+) 33 pb N/A ACG
GGATCCGAAGGGCG
CAATTATACGTCGCT
R. gallicum bv. 4327659..43277 6 pb: [4327681..4327686] GACGCGACGCCCTT
gallicum R602sp 03 (+) 45 pb [4327691..4327696] GC
CCAAGGGCGCAATTA
R. 5723524..57235 7 pb: [5723540..5723546] TACGTCGCTGGCGC
bangladeshense 62 (+) 39 pb [5723551..5723557] GACGTGTTGC
AGGGGCGCTTATACG
1322461..13224 6 pb: [1322473..1322478] TCGTTCCGACGTGC
B. sp. 90 (-) 31 pb [1322482..1322487] G
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Tabela 2: Regides oriT Putativas em Diferentes Géneros. A tabela apresenta as caracteristicas das regides oril’
identificadas em diferentes géneros bacterianos. Foram destacadas as coordenadas gendmicas, o tamanho da sequéncia

oriT, a presenca de repeticdes invertidas (IRs) e a sequéncia nucleotidica correspondente.

A analise das sequéncias de ICEs revelou a presenca de diversos genes cargo, que
foram categorizados em efeitos diretos e indiretos, conforme ilustrado nas Figuras 5 e 6. A
distin¢do entre esses efeitos ¢ crucial para compreender como esses genes contribuem para
a promog¢ao do crescimento vegetal ou para o aumento do fitness bacteriano. Os genes
cargo podem conferir vantagens adaptativas as bactérias, como a capacidade de colonizar
hospedeiros, resistir a estresses ambientais ou interagir de forma benéfica com plantas. No
entanto, ¢ importante destacar que nem todos os genes cargo beneficiam diretamente a
planta, alguns podem estar relacionados principalmente a sobrevivéncia e adaptacdo da
propria bactéria (Hacker e Carniel, 2001; Frost et al., 2005).

Os genes com efeitos diretos foram organizados em sete categorias principais. A
biorremediagdo e degradacdo de xenobidticos apresentou a maior contagem total entre os
efeitos diretos, com genes como ddpA|ABC PE S (42 sequéncias), envolvido na
detoxificagdo de metais pesados, como o niquel. Ja a categoria nutrigdo ¢ metabolismo de
plantas inclui genes responsaveis pela aquisi¢cao de nutrientes e solubilizagdo de compostos
essenciais, com destaque para ymfl|fabG|efpl (42 sequéncias), relacionado a produgdo de
sider6foros e a aquisicao de ferro. A sinalizagdo e resposta ao estresse apresentou genes
como parB|spo0J)yyaA (41 sequéncias), associados a sinalizacdo de estresse e controle de
biofilmes, processos fundamentais para a adaptagdo das bactérias a condi¢cdes adversas
(Figura 5). Um exemplo claro ¢ o gene hsaA, que apresenta efeitos diretos para bactéria na
degradagdo de compostos aromaticos complexos, como hidrocarbonetos policiclicos. A
capacidade desse gene de metabolizar essas substincias toxicas confere uma vantagem
ecoldgica as bactérias, permitindo que sobrevivam em ambientes contaminados, o que
demonstra um impacto direto na bio-remediacdo. Esse processo tem sido amplamente
estudado em ICEs que carregam genes responsaveis pela degrada¢do de compostos
xenobioticos, como os presentes em Pseudomonas aeruginosa (Obi et al., 2018).

Outro gene significativo € acd, relacionado a producdo de fitohormonios, como o
acido indol-3-acético, que estimula o crescimento das raizes das plantas. Esse efeito direto
facilita a interagdo simbidtica com plantas hospedeiras, melhorando sua absor¢do de
nutrientes. A presenga de ICEs com genes cargo voltados para a promog¢ao da simbiose

também foi documentada em estudos com o género Mesorhizobium, onde ICEs carregam
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genes importantes para a colonizacdo e fixacdo de nitrogénio em plantas leguminosas
(Colombi et al., 2021).

Os ICEs podem atuar tanto direta quanto indiretamente na promog¢ao do
crescimento vegetal. Entre os mecanismos diretos, destacam-se genes envolvidos na
sintese de fitormdnios, como o &cido indolacético (AIA), e enzimas que solubilizam
fosfato, que estimulam diretamente o desenvolvimento das plantas ao aumentar a absor¢ao
de nutrientes e a tolerancia a estresses ambientais (Glick, 2012; Spaepen et al., 2007).
Esses genes sdo frequentemente encontrados em ICEs e podem ser transferidos
horizontalmente entre diferentes linhagens bacterianas, ampliando sua capacidade de
interagir beneficamente com as plantas.

Somado a isso, a colonizacao e interagdes simbioticas englobou genes relacionados
a colonizacdo de raizes e interagdes simbidticas entre organismos. Na categoria producao
de compostos e metabdlitos secundarios, foram identificados genes associados a producao
de compostos antimicrobianos. A resisténcia a metais pesados incluiu genes envolvidos na
resisténcia a metais como niquel, ferro e cobre, enquanto a categoria efeitos de estresses
ambientais compreendeu genes responsaveis pela adaptacdo a condi¢des extremas, como
salinidade e temperatura.

Entre os efeitos indiretos, os genes identificados foram agrupados em sete
categorias principais, com destaque para os processos relacionados ao controle de estresse
e a colonizagdo de plantas. O controle de estresse apresentou genes envolvidos na
neutralizacdo de estresses abidticos (como seca, salinidade e variagdes de temperatura) e
bioticos (como a presenga de patdgenos), captura de espécies reativas de oxigénio (ROS) e
sinalizagdo de estresse. O gene oxyR, encontrado em 51 sequéncias, foi o mais
representativo nesta categoria, estando diretamente relacionado a resposta antioxidante.
Esse gene tem papel na protecdo celular contra danos oxidativos, o que pode beneficiar
tanto a bactéria quanto a planta hospedeira, ao promover um ambiente menos estressante
para o desenvolvimento vegetal (Imlay, 2008; Santos et al., 2012).

A colonizacdo de plantas foi a categoria com a maior contagem total de genes,
abrangendo sistemas relacionados a colonizag¢do de raizes e transporte de nutrientes. Na
categoria biocontrole, foram identificados genes que atuam no controle bioldgico e na
resposta a organismos competidores. Genes relacionados as interagdes € competicdo como
os genes do sistema de secregdo tipo IV (¢trbE, trbD, trbG e trbL, variando entre 86 ¢ 76

sequéncias), desempenham papel central em processos de exclusdo competitiva e na
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modulacdo da comunicagdo bacteriana via quorum sensing (Figura 5). A categoria
adaptacdo e resposta imune reuniu genes associados a respostas sinalizadoras e
mecanismos de defesa contra estresses. O metabolismo de compostos também se destacou,
com genes envolvidos no metabolismo de aminodacidos, lipidios e transporte de nutrientes.
Outras fungdes menos frequentes, incluidas na categoria outros processos relacionados,
abrangem genes associados a mecanismos de sinalizacdo e metabolismo secundario
(Figura 6).

Esses resultados indicam uma ampla diversidade funcional dos genes cargo
associados aos ICEs das bactérias rizobiais exploradas, com potencial impacto em

processos ecoldgicos e ambientais.

Efeitos diretos

Efeitos de Estresses Ambientais

Resisténcia a Metais Pesados -

Producao de Compostos e Metabdlitos Secundarios

Colonizagao e Interagoes Simbioticas

Categorias

Sinalizacao e Resposta ao Estresse
Nutricédo e Metabolismo de Plantas

Bioremediacdo e Degradacao de Xenobiodticos

010 20 30 40 50 60 70

N°® de genes

Figura 5. Grafico de barras horizontais empilhadas representando os efeitos diretos de diversas categorias relacionadas
aos genes cargos presentes nas sequéncias dos ICEs encontrados em isolados da familia Rhizobiaceae. Cada barra
corresponde a uma categoria principal. Dentro de cada barra, as subcategorias sdo representadas por diferentes cores,
mostrando a diversidade e a quantidade de subcategorias associadas a cada efeito. O eixo X indica a contagem total de
genes dentro de cada categoria, enquanto o eixo Y lista as categorias principais.
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Efeitos indiretos

Outros Processos Relacionados

Interacdes e Competicao

Adaptacao e Resposta Imunoldgica

Metabolismo de Compostos

Categorias
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N° de genes

Controle de Estresse

Figura 6. Grafico de barras horizontais empilhadas mostrando os efeitos indiretos organizados em categorias
relacionadas aos genes cargos presentes nas sequéncias dos ICEs encontrados em isolados da familia Rhizobiaceae. As
categorias principais sdo representadas por barras horizontais empilhadas, com subcategorias coloridas que indicam
diferentes efeitos especificos. O eixo X reflete o numero de genes relacionados a cada categoria, enquanto o eixo Y
exibe as categorias principais.

Em rela¢do aos IMEs, foram identificados 251 elementos distribuidos em 12 géneros e
58 espécies diferentes (Figura 7 e Tabela S5). Entre as espécies analisadas, Rhizobium
leguminosarum destacou-se por apresentar o maior nimero de IMEs (28), seguido por
Bradyrhizobium sp. (37) e Mesorhizobium sp. (20). Esses resultados sugerem uma maior
propensdo desses géneros para a aquisicdo e manuten¢do de elementos genéticos moveis,
possivelmente relacionada a estratégias adaptativas e de diversificagdo gendmica (Frost et al.,

2005; Juhas et al., 2009).
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NUmero de IMEs identificados por espécie

Bradyrhizobium sp. 37
Rhizobium leguminosarum 28
Mesorhizobium sp. i
Rhizobium sp.
Sinorhizobium meliloti
Bradyrhizobium diazoefficiens
Agrobacterium pusense
Bradyrhizobium japonicum
Agrobacterium tumefaciens
Ensifer adhaerens
Bradyrhizobium ottawaense
Bradyrhizobium elkanii
Bradyrhizobium arachidis
Rhizobium etli
Rhizobium phaseoli
Pararhizobium s,
Sinorhizobium fredii
Ensifer sojae
Bradyrhizobium septentrionale 3
Bradyrhizobium barranii 3
lesorhizobium ciceri
Georhizobium profundi
Agrobacterium fabrum
Rhizobium rhizoryzae
Rhizobium pseudoryzae
Pseudorhizobium flavum
Rhizobium ruizarguesonis
Shinella zoogloeoides
Rhizobium rosettiformans
Neorhizobium galegae
Bradyrhizobium oligotrophicum
Agrobacterium sp.
Bradyrhizobium paxllaeri
Sinorhizobium medicae
Bradyrhizobium vignae
Rhizobium daejeonense
Pseudorhizobium banfieldiae
Sinorhizobium sp.
Agrobacterium cucumeris
Agrobacterium leguminum
Agrobacterium larrymoorei
Rhizobium binae
Sinorhizobium terangae
Rhizobium acidisoli
Mesorhizobium amorphae
Mesorhizobium japonicum
Sinorhizobium alkalisoli
Shinella sp.
Sinorhizobium mexicanum
Ciceribacter thiooxidans
Rhizobium grahamii
Bradyrhizobium dagingense
Rhizobium lusitanum
Bradyrhizobium quebecense
Neorhizobium petrolearium
Bradyrhizobium canariense
Pararhizobium gamdonense
Rhizobium sullae
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Ensifer
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Figura 7. Distribuicio do nimero de IMEs identificados em espécies da familia Rhizobiaceae. A figura apresenta um
grafico de barras horizontais, onde cada barra representa o nimero total de IMEs encontrados em cada espécie. As

espécies estdo organizadas verticalmente, com o nimero de IMEs indicado no eixo horizontal.

A presenca e distribui¢do de IMEs nos genomas analisados refor¢am a importancia
desses elementos na plasticidade gendmica e na capacidade de adaptacdo bacteriana, seja
para a aquisicdo de genes de resisténcia, tolerdncia a estresses ou interagdes com
hospedeiros (Partridge et al., 2018). No entanto, a auséncia de IMEs em alguns géneros
sugere que nem todas as linhagens dependem desses elementos para sua adaptagao,
indicando uma possivel estabilidade gendmica ou a utilizacdo de outras estratégias

evolutivas.
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Tamanho dos Genomas Completos
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Figura 8. Comparacio entre o tamanho médio das sequéncias de IMEs por género na familia Rhizobiaceae e o

tamanho dos cromossomos analisados. Escalas distintas.

A andlise do tamanho médio (Figura 8) e da frequéncia média dos IMEs em cada
género revelou variagdes tanto no nimero quanto no tamanho das sequéncias entre as
diferentes espécies dentro da familia Rhizobiaceae.

O numero médio de IMEs por género variou, com uma média geral de
aproximadamente 3,32 IMEs. Entre os géneros investigados, Bradyrhizobium destacou-se
com a maior nimero médio de IMEs, apresentando 6,21 IMEs por espécie, o que sugere
uma grande diversidade de IMEs dentro desse género. Em contraste, géneros como
Neorhizobium e Shinella exibiram médias muito menores, com apenas 1,5 IMEs por
espécie.

A analise do tamanho médio das sequéncias de IMEs revelou uma ampla variagao,
com valores que variaram de 5.943 pb a 88.197 pb, e uma média geral de

aproximadamente 34.662 pb. Entre os géneros analisados, Pararhizobium se destacou por
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apresentar os maiores tamanhos médios de sequéncias (58.951,75 pb), valor que excede a
média geral. Por outro lado, Agrobacterium apresentou os menores tamanhos médios, com
25.808 pb.

Essa variabilidade no nimero e tamanho dos IMEs pode estar relacionada as
diferentes estratégias adaptativas e ecoldgicas dos géneros analisados. Por exemplo,
géneros com maior numero de IMEs, como Rhizobium (68) e Bradyrhizobium (87), podem
ter uma maior capacidade de adquirir e mobilizar genes que conferem vantagens
adaptativas, como resisténcia a antibidticos ou tolerancia a estresses ambientais (Frost et
al., 2005; Juhas et al., 2009). Por outro lado, a auséncia ou baixa ocorréncia de IMEs em
alguns géneros pode refletir uma menor dependéncia de elementos moveis para sua
adaptacao ou uma maior estabilidade gendmica (Partridge et al., 2018).

Essas andlises evidenciam que o género Bradyrhizobium possui uma grande
diversidade de IMEs, enquanto o tamanho médio das sequéncias varia consideravelmente
entre os géneros.

Coincidentemente ou ndo, Bradyrhizobium ¢ o género que apresenta o maior
nimero de ICEs. Esse fato sugere a possibilidade de que a mobilizacdo de IMEs possa
ocorrer com maior frequéncia na presenga de ICEs. No entanto, ¢ importante destacar que
essa hipotese, embora plausivel com base nos resultados encontrados, ndo deve ser
considerada uma conclusdo definitiva neste estudo. A investigagao dessa interacdo entre
IMEs e ICEs demanda pesquisas adicionais, que possam confirmar ou refutar essa possivel
correlacao.

A analise do conteido GC% dos IMEs entre diferentes géneros bacterianos (Figura
9) revela uma ampla variagdao, com uma média geral de 59,97% e uma faixa que se estende
de 56,,02% a 64,84%. Essa variabilidade pode estar relacionada a diferentes pressoes

evolutivas e adaptacdes gendmicas, (Rocha & Danchin, 2002; Bentley & Parkhill, 2004).
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Comparacdo da Média GC% entre Cromossomos e IMEs
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Figura 9. Relaciio entre a média de GC% dos cromossomos e dos elementos integrativos mobilizaveis em géneros
de rizobios. Cada ponto azul representa a média de GC% do cromossomo de um género, enquanto os pontos vermelhos
indicam a média de GC% dos IMEs correspondentes. A linha tracejada azul representa a mediana do GC% dos
cromossomos, ¢ a linha tracejada vermelha, a mediana do GC% dos IMEs. As areas sombreadas indicam a variagdo

dentro de um desvio padrao.

A comparacdo entre o conteudo GC dos IMEs e o conteudo GC do cromossomo
bacteriano ¢ fundamental para inferir processos de THG. IMEs com contetdo GC
semelhante ao do cromossomo hospedeiro podem indicar uma longa histéria de associagdo
e coevolugdo, enquanto diferencas significativas sugerem aquisi¢des recentes de elementos
genéticos moveis (Juhas et al., 2009; Wozniak & Waldor, 2010). Por exemplo, o género
Mesorhizobium ¢ um dos géneros que apresenta a média GC% mais alta entre os IMEs
analisados (62,09%), o que pode refletir uma maior similaridade com o contetido GC% do
cromossomo desse género, indicando uma possivel estabilizagdo desses elementos no
genoma. Por outro lado, Ciceribacter, com um unico IME analisado e o maior contetido
GC% observado (64,84%), pode representar um caso de aquisi¢do recente ou exogena,
dada a possivel discrepancia com o conteudo GC cromossdmico.

A variacdo observada entre os géneros, como a média GC em Agrobacterium
(56,02%) e em Bradyrhizobium (61,24%), sugere diferentes historias evolutivas e
dinamicas de THG. Esses resultados estdo alinhados com a hipdtese de que a integragdo e a
manuten¢do de IMEs no genoma bacteriano sdo influenciadas pela compatibilidade
genomica, incluindo o conteudo GC (Lawrence & Ochman, 1998).

A andlise global da localizagao desses elementos sugere que os IMEs na familia

Rhizobiaceae tém uma distribuicdo preferencial em regides codificadoras de proteinas,
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com variagdes significativas entre os géneros, possivelmente refletindo diferencas na
funcdo e na regulacdo genética desses elementos.

Em relagdo a analise das regidoes OriT os resultados revelam padroes distintos na
distribuicdo e na quantidade desses elementos entre os diferentes géneros e espécies
estudadas. As regides Oril, que sdo essenciais para a mobilizagdo genética, variam
significativamente em numero e comprimento, refletindo diferencas na capacidade de
transferéncia horizontal de genes. Entre os géneros analisados, Mesorhizobium apresenta a
maior diversidade em termos de regides OriT, com um nimero consideravel de intervalos
identificados. Essa ampla variedade pode indicar uma alta frequéncia de eventos de
transferéncia horizontal de genes dentro desse género, possivelmente contribuindo para sua
adaptabilidade e complexidade genética. Em comparagdo, géneros como Sinorhizobium e
Bradyrhizobium também mostram uma presenga significativa de regides OriT, mas com
uma distribui¢do que sugere padrdes diferentes na mobilizagdo genética.

As espécies dentro dos géneros Agrobacterium ¢ Mesorhizobium demonstram uma
ampla variacdo na quantidade de IMEs, o que se reflete na diversidade das regides OriT
observadas. Por exemplo, algumas espécies desses géneros apresentam multiplas regioes
OriT, indicando uma capacidade consideravel para a transferéncia horizontal de genes. Em
contraste, géneros como Shinella e Georhizobium t€m uma quantidade menor de regides
OriT, o que pode sugerir uma frequéncia mais baixa de eventos de transferéncia genética
ou uma estratégia diferente de mobilizacao.

A analise dos dados obtidos para a presenca de genes cargo em IMEs revelou uma
diversidade de efeitos funcionais associados a esses genes nas bactérias da familia
Rhizobiaceae. Os resultados obtidos a partir do PlaBase mostram que muitos dos genes
cargo desempenham papéis importantes tanto em efeitos diretos quanto indiretos
relacionados a diversas funcdes celulares e de interacdo com o ambiente (Figura 10). Essa
diversidade funcional ¢ semelhante a observada em ICEs, onde genes cargo também estio
associados a processos como exclusdo competitiva, resisténcia a antimicrobianos,
mobilidade genética e interagdes com plantas (Johnson & Grossman, 2015; Wozniak &
Waldor, 2010). Essa semelhanca sugere que IMEs e ICEs compartilham mecanismos
evolutivos convergentes, nos quais a aquisicdo de genes cargo confere vantagens

adaptativas as bactérias em ambientes desafiadores.
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Efeitos Diretos Detalhados

Categonas
Bio-remediagao
Bio-fertilizacao
Aquisigao de Ferro
Desintoxicagao de Metais Pesados
Solubilizacao de Nutrientes
UtilizagBo de Compostos Derivados de Plantas

sistema de Sinalizagao VFR

Outros Sistemas de Regulagao de Quorum
Comgplexo de Transporie FeUABCIYUSV
Degradagdo de Fenllacetato Derivado de Plantas
Utilizagao de Compostos Fendlicos

Compostos Aromaticos Derivados de Plantas
Metabolismo de Purinps Denvadas de Plantas
Metabolismo de Nucleosideos Denvados de Plantas
Utilizagao de Derivados de Catecol

utilizagbo de Benzoato Derivado de Plantas
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Figura 10. Analise dos efeitos dos genes cargos nos IMEs da familia Rhizobiaceae. Grafico A: Principais efeitos
diretos nos IMEs encontrados em espécies da familia Rhizobiaceae. Grafico B: Principais efeitos indiretos. Cada efeito é
representado por uma cor especifica, de acordo com a categoria a qual pertence, conforme indicado na legenda da figura.



44

Os graficos foram gerados utilizando ferramentas do Python e representam um resumo dos principais efeitos
identificados nos IMEs analisados no software PlaBase.

Entre os genes com maior contagem, destaca-se o BrnAd antitoxin, com sua
presenca sendo observada 27 vezes dentre as sequéncias analisadas. Este gene ¢ associado
a efeitos indiretos (Figura 10, B.), especificamente na exclusdo competitiva, e estd
implicado em sistemas de toxinas-antitoxinas que contribuem para a adequacao bacteriana
em ambientes competitivos (Van Melderen & Saavedra De Bast, 2009). Outro gene com
alta fraquéncia € o bpeT, aparecendo 23 vezes, que também estd envolvido em efeitos
indiretos relacionados a exclusdo competitiva, destacando-se na resisténcia a multiplas
drogas e transporte de cloranfenicol e trimetoprim, o que pode impactar a capacidade da
bactéria de competir eficazmente em ambientes com pressdo de antimicrobianos (Juhas et
al., 2009). Além disso, genes como cheW e cyaB|gidA, envolvidos em motilidade,
quimiotaxia e formacdo de biofilmes, destacam a importdncia desses elementos na
colonizacdo de nichos ecologicos e na interagdo com plantas, um padrio também
observado em ICEs (Compant et al., 2005). Genes como mexL (5) e padA (5), sao
envolvidos em resisténcia a multiplas drogas e no uso de substratos derivados de plantas,
respectivamente, destacando a importincia de estratégias multiplas de sobrevivéncia e
adaptacdo ambiental.

No que diz respeito aos efeitos diretos, genes como pepP, praC|xylH e
yusV|ABC FEV A|feuD estdo associados a biodegradag@o de xenobidticos e a aquisi¢do de
nutrientes, como o ferro, processos que sdo essenciais para a promoc¢do do crescimento
vegetal. Esses genes tém paralelos em ICEs, que frequentemente carregam genes
relacionados a fixacdo de nitrogénio e a producdo de fitormdnios, como o dacido
indolacético (AIA), que atuam diretamente no desenvolvimento das plantas (Glick, 2012;
Colombi et al., 2021).

Em conjunto, os resultados sugerem que os genes cargo dos IMEs desempenham
funcdes semelhantes as observadas em ICEs, com ambos os elementos atuando como
vetores de adaptacdo bacteriana. Essa convergéncia funcional refor¢ca a importancia dos
elementos genéticos mdveis na evolucao bacteriana e na interagdo com plantas, destacando
seu potencial biotecnoldgico para aplicagdes em agricultura sustentdvel. Os resultados
obtidos para ICEs e IMEs destacam diferengas fundamentais em sua mobilidade. Os ICEs

demonstram maior flexibilidade ao se integrarem em diferentes regides do genoma,



45

enquanto os IMEs sdo mais restritos, frequentemente se inserindo em locais especificos,
como tRNAs.

Em conclusdo, os ICEs sdo elementos moveis autdbnomos com um papel mais
abrangente na evolucao dos rizobios, fornecendo flexibilidade genética e adaptacdo a uma
ampla gama de condi¢des. Os IMEs, embora menos independentes, contribuem para a

adaptacdo em nichos especificos.
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Conclusao

A presente pesquisa abordou a importancia dos ICEs e IMEs em bactérias rizobiais
e proporcionou uma caracterizacdo abrangente desses elementos em bactérias rizobiais,
elucidando seus padrdes de distribui¢do, caracteristicas estruturais e relevancia funcional
para a adaptagdo bacteriana e seu potencial para futuramente melhorar a biotecnologia

agricola, com o foco voltado especialmente para a promog¢ao do crescimento das plantas.
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Os resultados revelaram uma ampla disseminag¢do desses elementos entre os diferentes
géneros analisados, com marcantes variagdes em sua abundiancia e caracteristicas
gendmicas.

Os ICEs demonstraram uma notavel predominédncia no género Bradyrhizobium, que
apresentou 173 elementos em 149 genomas, seguido por Agrobacterium e Mesorhizobium.
Essa distribuigdo sugere diferentes estratégias evolutivas de aquisi¢do e manutengdo desses
elementos entre os diversos grupos taxonomicos. A analise estrutural dos ICEs revelou
uma considerdvel variacdo no tamanho (66-249 Kb) e conteudo de GC, indicando desde
elementos altamente modveis até aqueles mais estabilizados nos genomas hospedeiros.

Paralelamente, os IMEs mostraram um padrdo distinto de distribui¢do, com 251
elementos identificados em 12 géneros, destacando-se Rhizobium leguminosarum (28
IMEs) e Bradyrhizobium sp. (37 IMEs). A analise comparativa do conteudo de GC entre
IMEs e genomas hospedeiros sugeriu diferentes historicos evolutivos, desde aquisi¢des
recentes até associagdes genOmicas mais antigas. Particularmente interessante foi a
observacdo de que os géneros com maior abundancia de ICEs também tendiam a
apresentar maior numero de IMEs, levantando questdes sobre possiveis interacdes
sinérgicas entre esses elementos.

A caracterizagdo funcional dos genes cargo associados a esses elementos moveis
revelou um extenso repertorio de caracteristicas adaptativas, incluindo genes envolvidos
em processos-chave como: biorremediacdo (ddpA/ABC PE S), nutrigdo vegetal
(ymfl/fabG/efpl), resisténcia a estresses (oxyR) e interagdes planta-bactéria (acd).

A analise comparativa entre ICEs e IMEs destacou diferengas fundamentais em
seus mecanismos de mobilizagdo e padrdes de insercdo gendmica. Enquanto os ICEs
apresentaram maior flexibilidade de integragao, os IMEs mostraram preferéncia por locais
especificos, como genes de tRNA. Essa distincao reflete diferentes estratégias evolutivas
de disseminacgao e estabilizagdo gendmica.

Os sistemas de conjugacdo associados aos ICEs revelaram notavel conservagao
evolutiva, particularmente nos componentes do T4SS, contrastando com a variabilidade
observada nas regides oriT. Essa combinacdo de conservacdo estrutural e diversidade
regulatéria sugere um sofisticado equilibrio entre eficiéncia de transferéncia e

especificidade de hospedeiro.
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Os achados desta pesquisa oferecem uma base solida para futuras investigagdes
sobre o papel dos ICEs na biotecnologia agricola e na melhoria das praticas agricolas
sustentaveis, contribuindo para a seguranga alimentar e o desenvolvimento sustentavel.

Em sintese, este trabalho ndo apenas comprovou a hipdtese inicial sobre a ampla
distribuicdo e importancia funcional dos ICEs e IMEs em rizdbios, mas também
estabeleceu bases solidas para pesquisas futuras. A compreensdo detalhada desses
elementos e seus mecanismos de acao representa um avango significativo no campo da
microbiologia agricola, com potencial para transformar praticas de cultivo e contribuir para

a seguranga alimentar global.
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