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RESUMO

LOPES, Ralf Bruno Moura, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de
2015. Montagem e analise do genoma parcial de Bacillus thuringiensis
BAC3151 endofitico das folhas do feijoeiro comum (Phaseolus vulgaris).
Orientadora: Marisa Vieira de Queiroz. Coorientadores: Hilario Cuquetto
Mantovani, Maria Cristina Dantas Vanetti e Denise Mara Soares Bazzolli.

Bacillus thuringiensis € uma espécie comumente associada a solos, insetos e
plantas. Diversas linhagens sao importantes para diferentes formas de controle
biolégico na agricultura e em outras areas. Neste trabalho, foi sequenciado e
anotado o genoma de B. thuringiensis BAC3151 endofitico do feijoeiro comum
(Phaseolus vulgaris), um isolado que tem demonstrado atividade antimicrobiana
contra bactérias patogénicas, incluindo bactérias fitopatogénicas do feijoeiro,
possuindo, portanto, potencial para biocontrole de doengas nessa leguminosa. O
genoma de BAC3151 e o de outros B. thuringiensis publicados forneceu a
oportunidade para realizarmos analises de genémica comparativa entre diferentes
linhagens dessa espécie dindmica. A analise filogendmica utilizando os genes
core das linhagens avaliadas agrupou BAC3151 com B. thuringiensis MC28
isolado de solo. Também foram identificados rearranjos cromossomais de
grandes segmentos em BAC3151 e em outras linhagens, sugerindo que
rearranjos podem contribuir para diferengcas funcionais dessas linhagens. O
genoma core das linhagens estudadas consistiu em 3413 sequéncias
codificadoras de proteinas (CDSs) e incluiu as CDSs com fungdes fisioldgicas
gerais e de sobrevivéncia da espécie, enquanto as CDSs do genoma acessorio foi
associada a plasmideos e a regides cromossOmicas especificas. Além disso,
foram encontrados multiplos genes potencialmente envolvidos na agao
antagonista de BAC3151 contra outros micro-organismos e insetos, incluindo
genes inseticidas, policetideos sintases, bacteriocinas, peptideos nao-ribossomais
sintetases, sideroforos, quitinases, N-acil homoserina lactonase e outros. Este
estudo mostrou diversas variagdes entre linhagens de B. thuringiensis em nivel
genbmico e também que B. thuringiensis BAC3151 endofitico do feijoeiro é
potencialmente util para o desenvolvimento de estratégias para o controle

bioldgico de doengas nessa importante leguminosa.
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ABSTRACT

LOPES, Ralf Bruno Moura, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February,
2015. Assembly and analysis of partial genome of Bacillus thuringiensis
BAC3151 from the leaves of the common bean (Phaseolus vulgaris). Adviser:
Marisa Vieira de Queiroz. Co-advisers: Hilario Cuquetto Mantovani, Maria Cristina
Dantas Vanetti and Denise Mara Soares Bazzolli.

Bacillus thuringiensis is a species commonly associated with soil, insects and
plants. Several strains are important for different types of biological control in
agriculture and other areas. In this work, was sequenced and annotated the
genome of endophytic B. thuringiensis BAC3151 of common bean (Phaseolus
vulgaris), an isolate that has demonstrated antimicrobial activity against
pathogenic bacteria, including plant pathogenic bacteria of the common bean,
having, in this way, potential for biocontrol of diseases in this legume. The genome
of BAC3151 and the other B. thuringiensis published provided the opportunity to
accomplish comparative genomic analysis between different strains of this
dynamic species. The phylogenomic analysis using the core genes of the
evaluated strains grouped BAC3151 with B. thuringiensis MC28 isolated from soil.
Also, large chromosomal rearrangements were identified in BAC3151 and other
strains, suggesting that rearrangements may contribute to functional differences of
these strains. The core genome of the strains studied consisted of 3413
sequences encoding proteins (CDSs) and included the CDSs with general
physiological functions and species survival, while the accessory genome CDSs
were associated with plasmids and specific chromosomal regions. In addition,
were found multiple potential genes involved in the antagonistic action of
BAC3151 against other microorganisms and insects, including insecticidal genes,
polyketide synthases, bacteriocins, nonribosomal peptide synthetases,
siderophores, chitinases, N-acyl homoserine lactonase and others. This study
showed several variations among strains of B. thuringiensis in genomic level and
also that endophytic B. thuringiensis BAC3151 of common bean is potentially
useful for the development of strategies for biological control in this important

legume.
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1. INTRODUCAO

Bacillus thuringiensis é uma bactéria Gram-positiva formadora de
endosporos. A espécie € amplamente distribuida, sendo encontrada em uma
variedade de ambientes, como solo, inseto, superficie de folhas e em tecidos
vegetais internos. A maioria dos estudos com B. thuringiensis tem focado nos
efeitos diretos contra insetos praga relevantes para a agricultura, embora diversas
novas fungdes na protecdo de plantas contra fitopatégenos vém sendo
descobertas. Por exemplo, a sintese de zuitermicina A, um antibidtico eficiente
principalmente contra oomicetos e fungos fitopatogénicos relacionados. Outro
exemplo € a producdo de N-acil homoserina lactonase, que hidrolisa N-acil
homoserina lactona (AHL), uma molécula sinal do sistema de quorum sensing
bacteriano, suprimindo a viruléncia de patogenos.

Bactérias endofiticas colonizam o interior da planta hospedeira sem causar
danos aparentes. A colonizagédo endofitica bem sucedida por B. thuringiensis tem
sido relatada em plantas como algodao, soja, feijoeiro, milho, cana-de-agucar,
repolho e lentilha. Costa et al. (2012) reportaram que 32,9% dos isolados de
bactérias endofiticas cultivaveis das folhas de diferentes cultivares do feijoeiro
comum (Phaseolus vulgaris) pertecenteram ao filo Firmicutes, incluindo diferentes
isolados de B. thuringiensis. No entanto, muito ainda permanece desconhecido
sobre a associagdo de B. thuringiensis com leguminosas. Estudos sobre essa
associagao tém mostrado que B. thuringiensis inoculado na rizosfera ou em
sementes nao somente coloniza o interior de leguminosas, mas também aumenta
a nodugao das raizes e o crescimento vegetal.

Por outro lado, as doencas microbianas do feijoeiro comum constituem
uma das principais causas da reducao da produtividade dessa importante cultura.
O controle de doengas causadas por fitopatogenos é geralmente feito pela
combinacgao de manejo da cultura, defensivos agricolas e cultivares resistentes. A
aplicacao de defensivos agricolas € o principal método de controle, porém seu
uso é controverso em virtude dos efeitos prejudiciais ao ambiente e da selegéo de
patdgenos resistentes. Ha também doengas microbianas para as quais nao existe
ainda nenhum produto de eficiéncia comprovada. Assim, a utilizagdo micro-

organismos capazes de proteger o vegetal contra fitopatogenos tem emergido



como uma alternativa mais racional e segura para o manejo de culturas. Neste
contexto, bactérias endofiticas podem ser uteis para controle biolégico de
doengas, uma vez que, muitas vezes, ocupam o mesmo habitat que micro-
organismos fitopatogénicos e nao causam danos aparentes a planta hospedeira.
B. thuringiensis BAC3151 endofitico de P. vulgaris tem demonstrado
atividade antimicrobiana in vitro contra bactérias fitopatogénicas do feijoeiro bem
como potencial para inibigdo de quorum sensing, referida como quorum
quenching, de bactérias Gram-negativas. De fato, estudos gendmicos tém
revelado o género Bacillus como uma surpreendente fonte potencial de
antimicrobianos, como policetideos, peptideos nao-ribossomais bem como
antimicrobianos incomuns e outros metabodlitos secundarios. Esses estudos
também permitem pesquisar os eventos mudam a arquitetura do genoma, como a
perda ou a duplicagdo génica, rearranjos e aquisicdo de genes por transferéncia
horizontal. No presente trabalho, o genoma de BAC3151 foi sequenciado para
melhor investigar os determinantes genéticos potencialmente envolvidos na
sintese de antimicrobianos que poderiam ser uteis para o biocontrole de
fitopatogenos, além de analisar diferencas genémicas do isolado e outras

linhagens.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Bactérias endofiticas

Bactérias endofiticas sdo conhecidas ha mais de 120 anos (HARDOIM et
al., 2008) e correspondem a micro-organismos, cultivaveis ou n&o, que colonizam
o interior de uma planta hospedeira e ndo causam danos aparentes a ela
(HALLMANN et al., 1997). Embora bactérias fixadoras de nitrogénio nos nddulos
do feijoeiro comum (Phaseolus. vulgaris) tém sido bem estudadas e
caracterizadas (MARTINEZ-ROMERO, 2003; MARTINEZ-ROMERO, 2009) e a
comunidade bacteriana endofitica das sementes e raizes dessa leguminosa ter
sido reportada (LOPEZ-LOPEZ, et al., 2010), pouco ainda é conhecido sobre as
bactérias endofiticas dos tecidos aéreos de P. vulgaris. Costa et al. (2012)
descreveram as bactérias endofiticas cultivaveis das folhas das cultivares
Vermelhinho, Talisma e Ouro Negro de P. vulgaris e encontraram que 36,7% dos
isolados perteceram a Proteobacteria, 32,9% a Firmicutes, 29,7% a Actinobacteria
e 0,6% a Bacteroidetes. Esses resultados mostraram ainda diferenca na estrutura
da comunidade bacteriana endofitica de acordo com a cultivar do feijoeiro.

Em geral, a entrada de micro-organismos no tecido vegetal pode ocorrer
pelos estdbmatos, lenticelas, lesdes e superficies emergentes de raizes laterais e
de radiculas germinativas (HUANG, 1986). No entanto, as principais portas de
entrada para bactérias endofiticas parecem ser as lesbées que ocorrem
naturalmente como resultado do crescimento da planta, além dos pelos
radiculares e das jungdes epidermais (SPRENT e FARIA, 1988). Algumas
bactérias também possuem penetragdo ativa em tecidos do hospedeiro,
produzindo enzimas celuloliticas e pectinoliticas (HUREK et al., 1994).

Uma vez dentro do tecido vegetal, elas podem permanecer em um local
especifico, como o cortex da raiz, ou colonizar a planta de forma sistémica por
meio do transporte através dos elementos condutores ou do apoplasto. A
capacidade de dispersao sistémica foi demonstrada por endofiticos como Erwinia
sp. em algodao (MISAGHI e DONNDELINGER, 1990), Pseudomonas
aureofaciens em milho (LAMB et al., 1996) e Bacillus thuringiensis em
leguminosas (TANUJA et al., 2013). A colonizagdo de tecidos especificos por
bactérias parece ser espécie especifica. Geralmente, bactérias endofiticas
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colonizam o espacgo intercelular (QUADT-HALLMANN e KLOEPPER, 1996),
sendo poucos os relatos demonstrando a colonizagéo intracelular (FROMMEL et
al., 1991; HUREK et al.,, 1994; QUADT-HALLMANN e KLOEPPER, 1996). A
colonizagédo do sistema vascular também foi reportada (GARDNER et al., 1982;
LAMB et. al., 1996).

Os padrdes de colonizacdo de bactérias endofiticas em tecidos de plantas
sao fortemente dependentes de fatores bidticos e abidticos que interagem entre si
(HALLMANN et al., 1997). Um dos fatores biéticos mais importantes € a presenca
de outros micro-organismos associados ao vegetal, como fungos, virus e outras
bactérias (HALMANN et al., 1998). Como o espaco e os nutrientes fornecidos pelo
hospedeiro sado fatores limitantes, existem varios tipos de interagdo entre os
micro-organismos que possuem o0 mesmo habitat, incluindo antagonismo,
simbiose e mutualismo. Os tecidos internos das plantas fornecem um ambiente
mais uniforme e protetor para os micro-organismos do que a superficie vegetal,
onde exposigdes a condigdbes ambientais extremas, como temperatura, potencial
osmotico e radiagdo ultravioleta sao fatores limitantes para a sobrevivéncia
(HALLMANN et al., 1997). Um exemplo da influéncia de fatores abidticos na
populacdo de bactérias endofiticas € o que ocorre em sitios contaminados com
metais pesados, petroleo, solventes, hidrocarbonetos aromaticos policiclicos ou
outros contaminantes organicos, onde vegetais crescendo nesses solos sao
capazes de recrutar micro-organismos que podem degradar os poluentes.
Caracteristicas do solo, como pH, salinidade e textura também afetam as bactérias
endofiticas de forma indireta, visto que alteram a comunidade bacteriana da
rizosfera, fonte de bactérias endofiticas em potencial (DOTY, 2008; RYAN et al.,
2008).

Em relagdo a estratégia de vida, as bactérias endofiticas podem ser
classificadas como endofiticas obrigatérias ou facultativas. As bactérias endofiticas
obrigatorias s&o estritamente dependentes da planta hospedeira para o seu
crescimento e sobrevivéncia. A transmissao dessas bactérias ocorre verticalmente
ou por meio da veiculagdo de um vetor. J& os micro-organismos endofiticos
facultativos podem ser caracterizados por alternar entre o interior dos tecidos
vegetais e o ambiente. A diversidade microbiana endofitica encontrada nas plantas
pode ser explicada principalmente pela capacidade de diversos endofiticos
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facultativos entrarem e persistirem no interior da planta (ROSENBLUETH e
MARTINEZ-ROMERO, 2006).

Além disso, as bactérias endofiticas podem propiciar muitas vantagens
para os vegetais, incluindo a promogado do crescimento (BARKA et al., 2002;
TANUJA et al., 2013), indugédo dos mecanismos de defesa sistémicos (MISHRA et
al., 2006; BAKKER et al., 2007), redugéo de sintomas de doengas causadas por
varios patogenos (COOMBS et al., 2004; KLOPPER et al., 2004;) controle de
insetos e nematoides (D’ALESSANDRO et al., 2014), producdo de compostos
anti-herbivoria (SCOTT, 2001; SULLIVAN et al., 2007), fixacdo biolégica de
nitrogénio (MARTINEZ et al., 2003; JHA e KUMAR, 2007) e o aumento da
tolerancia aos estresses ambientais (ANDREOLLI et al., 2013). A figura 1
apresenta alguns dos principais tipos de interacdes entre bactérias endofiticas e

plantas, envolvendo a sintese de metabdlitos com diferentes papéis.

Papéis de metabolitos associados a endofificos:
- defesa e competicdo

- comunicagao bacteriana

- interacao especifica com a planta/sinalizacao

- obtencao de nufriente

Figura 1. Representagcdo esquematica de diferentes tipos de interagdes entre bactérias
endofiticas e plantas, levando a sintese de metabdlitos. Os metabdlitos produzidos por bactérias
endofiticas podem exibir importantes fung¢des para a planta (BRADER et al., 2014).

2.2. Bacillus thuringiensis
2.2.1. Caracteristicas gerais
Bacillus thuringiensis foi primeiramente isolado de larvas mortas do bicho-

da-seda (Bombyx mori) pelo bacteriologista Shigetane Ishiwata no Japdo em
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1901, enquanto ele estudava a doenca de soto nesse inseto, e a espécie foi
inicialmente nomeada como Bacillus sotto (ISHIWATA, 1901). No entanto, em
1911, o microbiologista Ernst Berliner isolou uma linhagem relacionada em larvas
da traca da farinha (Anagasta kuehniella) no estado alem&o da Turingia e,
posteriormente, a nomeou como B. thuringiensis, denominagdo que foi mantida
(BERLINER, 1911; BERLINER, 1915).

B. thuringiensis é uma bactéria Gram-positiva, anaerobia facultativa,
mesodfila e quimioheterotréfica, crescendo principalmente na faixa de 10 a 40 °C.
Possui forma de um bastonete com dimensdes de cerca de 1,1 um de largura e
4,0 ym de comprimento, sendo capaz de se movimentar devido a presenca de
flagelos peritriquios (dependendo do sorovar) (STAHLY et al., 1991). Quando em
condicbes ambientais desfavoraveis, a divisao celular é interrompida e inicia-se o
ciclo de esporulagao tipico dos bacilos, gerando esporos elipsoidais localizados na
regido central ou paracentral da célula. Simultaneamente ao processo de
esporulagao, ocorre producdo de inclusdes cristalinas, caracteristicas de cada
variedade B. thuringiensis e tdéxicas para insetos (FEITELSON et al., 1994;
IBRAHIM et al.,, 2010). Essas inclusbes cristalinas, também chamadas de
proteinas Cry ou ©&-endotoxina, s&o liberadas com o esporo no momento da lise
celular (HANNAY e FITZ-JAMES, 1995). Além disso, elas constituem uma
caracteristica importante para diferenciar B. thuringiensis de espécies similares
(FEDERICI, 1999).

2.2.2. Distribuicdao no ambiente

A espécie B. thuringiensis €& amplamente distribuida, podendo ser
encontrada em quase todas as partes do mundo e associada a varios ambientes,
como solo, agua, graos armazenados (BRAVO et al., 1998), insetos mortos e vivos
(SUZUKI et al., 2004) e superficie e interior de plantas (BRAVO et al., 1998;
MONNERAT et al., 2003; COSTA et al., 2012).

No entanto, ndo ha certeza sobre o habitat primario de B. thuringiensis
(MEADOWS, 1993). Uma possibilidade é que a bactéria seja originalmente um
entomopatdégeno, uma vez que seria improvavel a utilizacdo de grande quantidade
de energia durante a esporulagcdo para a formacédo de cristal que néo
apresentasse um grande valor adaptativo. Como o esporo e o cristal liberados pela
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célula tendem a permanecer juntos no ambiente, apos a ingestdo por uma larva
suscetivel e a subsequente morte do inseto, pode entdo ocorrer a germinagéo do
esporo (THOMAS et al., 2000; VILAS-BOAS et al., 2000 e SUZUKI et al., 2004).

Uma segunda hipotese considera que B. thuringiensis seja natural do solo.
A germinacédo de esporos em solo esterilizado € descrita em varios estudos e
depende da umidade, disponibilidade de nutrientes, pH, além do proprio tipo de
solo (AKIBA, 1986). No entanto, trabalhos posteriores tém mostrado que os
esporos de B. thuringiensis podem muitas vezes ndo germinar em solo n&o
esterilizado (VILAS-BOAS et al., 2000) e que, nesse tipo de solo, a morte de
células vegetativas inoculadas é significativamente maior que em solo estéril
(THOMAS et al., 2000; FERREIRA et al., 2003). Segundo Arantes et al. (2002),
essa menor viabilidade pode ser devida a uma baixa capacidade de B.
thuringiensis se multiplicar nesse ambiente, possivelmente por ndo ser um
membro original das comunidades microbianas do solo, permanecendo
principalmente na forma de esporos.

Outra possibilidade menos discutida, mas apresentada por Smith e Couche
(1991), é a espécie ser natural do filoplano de arvores. Os autores isolaram B.
thuringiensis de diversas espécies arbdreas e em quantidades bastante altas para
serem decorrentes somente da disseminagdo pelo vento ou pela chuva. Ainda
segundo os autores, 0 solo seria apenas um reservatorio, enquanto o habitat

primario poderia ser o filoplano de arvores.

2.2.3. Utilizagao para biocontrole na agricultura

B. thuringiensis € uma espécie que produz uma variedade de compostos
liberados para o meio extracelular que sado potencialmente uteis para diferentes
tipos de biocontrole na agricultura. Esses compostos incluem antibidticos
(FICKERS, 2012), quitinases (GOMAA, 2012) e outros antifungicos (SADFI et al.,
2001), bacteriocinas (CHERIF et al., 2003), lactonases (DONG et al., 2004),
sideréforos (BODE, 2009) e a caracteristica d-endotoxina (proteinas Cry), que
constitui o produto mais estudado e mais empregado de B. thuringiensis no
mundo (POLANCZYK e ALVES, 2003).

O primeiro estudo empregando B. thuringiensis para biocontrole em campo

foi conduzido por Husz (1929), como parte de um programa internacional de
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controle da lagarta do milho européia (Ostrinia nubialis). Embora nessa época néo
fosse conhecida ainda a causa da atividade entomopatogénica da bactéria, os
resultados obtidos foram promissores e a partir de entéo foi crescente o interesse
na espeécie. A primeira formulacido a base de B. thuringiensis, a Sporeine, foi
produzida na Franga em 1938. Na década de 1950, iniciou-se a produgdo em
larga escala, com o langamento do bioinseticida comercial Thuricide, seguido por
produtos similares em empresas localizadas na Russia, Alemanha, Estados
Unidos e antiga Tchecoslovaquia (DE MAAGD et al., 1999). Inicialmente, os
produtos eram utilizados somente para o controle de larvas de lepiddpteros.
Contudo, principalmente a partir da década de 1970, novas subespécies da
bactéria se mostraram eficientes contra insetos das ordens Diptera, Coleoptera
(WEISER, 1986; EDWARDS et al., 1988), Hymenoptera, Hemiptera e Ortoptera
(FEILTEISON, 1994). Também foi relatada toxicidade para espécies de
nematoides, protozoarios, acaros e moluscos (FEILTEISON, 1994; WANG et al.,
2013; LIU et al., 2014).

A eficacia e a especificidade das linhagens de B. thuringiensis e suas
toxinas no controle de insetos favorecem a formulagdo de biopesticidas a base
dessa bactéria e mais de cem formulagdes foram colocadas no mercado mundial
desde o primeiro produto langado, sendo responsaveis por mais de 90% do
faturamento total com bioinseticidas (POLANCZYK e ALVES, 2003). A aplicacao
direta dos cristais e esporos de B. thuringiensis representa a principal forma de
utilizacdo desses biopesticidas, que sao indcuos para 0 meio ambiente, insetos
benéficos e outros animais, inclusive para os seres humanos (CARDENAS et al.,
2001; BRAR et al., 2006).

Na América do Norte, produtos a base de B. thuringiensis sao muito
utilizados para o controle de pragas florestais, principalmente Lymantria dispar,
Choristoneura fumiferana e Choristoneura occidentalis, além dos insetos
prejudiciais as culturas agricolas. Na Australia, esses bioinseticidas sé&o
empregados contra pragas de culturas como algodao, plantas frutiferas, plantas
ornamentais e fumo (GLARE e O’'CALLAGHAM, 2000; VAN FRANKENHUYZEN,
2000). Eles também sao utilizados contra insetos danosos de grandes culturas,
florestas e hortalicas em, aproximadamente, um milhdo de hectares que abrangem

cerca de trinta provincias do centro-sul da China. No Egito, B. thuringiensis é
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utilizado principalmente no controle de pragas do algodado (SALAMA e MORRIS,
1993). Cuba e México lideram a utilizagdo dos bioinseticidas a base desse micro-
organismo na Ameérica Latina, especialmente para o manejo de insetos nas
culturas de algodao, banana, batata, citros, hortalicas, fumo, milho e pastagens.
No Brasil, cerca de trinta pragas de importancia agricola e mosquitos vetores de
doengas séo controladas B. thuringiensis (POLANCZYK e ALVES, 2003).

Apesar da ampla utilizagdo, o custo de bioinseticidas a base de B.
thuringiensis, na maioria das vezes, € superior ao de inseticidas quimicos, os
cristais ndo podem penetrar nas plantas e a persisténcia da maioria das
formulagbes em campo € baixa (GELERNTER e SCHWAB, 1993; VAN
FRANKENHUYSEN, 1993; NAVON 2000). Nesse sentido, pesquisas para
minimizar essas limitagdes estdo sendo desenvolvidas, principalmente por meio da
prospeccdo de novos genes cry, da produgao de plantas expressando esses
genes, do desenvolvimento de novas formulagdes e também da ampliacédo do
conhecimento das interagdes de B. thuringiensis com outros entomopatdégenos e
com inseticidas quimicos (NAVON, 2000).

2.3. Breve histérico da ciéncia genémica

Com o advento da tecnologia de sequenciamento de DNA baseada em
didesoxinucleotideos desenvolvida por Sanger et al. (1977b), foi viabilizado o
progresso dos primeiros projetos de sequenciamento de genomas. Essa
metodologia possibilitou que, no mesmo ano, fosse realizado o sequenciamento
completo do DNA do bacteriéfago ®X174 (SANGER et al., 1977a). Apesar desse
avanco inicial, foi somente apds anos de desenvolvimento tecnoldgico utilizando a
metodologia que os primeiros genomas de organismos celulares, as bactérias
Haemophilus influenzae e Mycoplasma genitalium, foram completamente
sequenciados (FLEISCHMANN et al., 1995; FRASER et al., 1995). A partir de
entdo, a ciéncia genbmica comegou a se desenvolver conjuntamente com a
bioinformatica, modificando completamente o cenario bioldgico e caracterizando os
mais diversos organismos presentes na arvore da vida.

Principalmente em razdo do menor tamanho do genoma, os dominios
Bacteria e Archaea sao os que apresentam o maior numero de organismos com

genoma finalizado e projetos genoma em andamento. Existem, no total, 39183
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projetos genoma de bactérias atualmente, sendo que Proteobacteria, Firmicutes e
Actinobacteria representam 43,8%, 30,8% e 14,5%, respectivamente, desses

projetos (https://gold.jgi-psf.org/distribution) (dados até de dezembro de 2014)

(Figura 2). A predominancia desses filos & explicada principalmente pela
prioridade de sequenciamento do genoma de organismos ja previamente
estudados e caracterizados por grupos de pesquisa ao redor do mundo
(KYRPIDES, 2009).

(A)

[l Proteobacteria
B Firmicutes
Actinobacteria
B Bacteroidetes
B Spirochaetes
B Cyanobacteria
M Tenericutes
B Chlamydiae
B Fusobacteria

(B)

B Euryarchaeota

B Crenarchaeota
Thaumarchaeota

B Nanoarchaeota

B Geoarchaeota

B Nanohaloarchaeota

M Parvarchaeota

B Aenigmarchaeota

B Diapherotrites
QOutro

Figura 2. Distribui¢cdo filogenética dos projetos gendmicos de (A) Bacteria e (B) Archaea
registrados no Genomes Online Database (GOLD) (https://gold.jgi-psf.org/distribution) até
dezembro de 2014.

Desde a publicagédo do draft do genoma humano (VENTER et al., 2001), a
capacidade de geragao de dados genémicos com menores custos, maior rapidez e
maior eficiéncia tem aumentado ainda mais, especialmente em virtude do
desenvolvimento das novas tecnologias de sequenciamento de DNA, os

chamados sequenciadores de nova geragao. Existem diversas tecnologias
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disponiveis no mercado voltadas para o sequenciamento de DNA em larga escala.
Essas tecnologias diferem principalmente quanto ao mecanismo empregado no
processo de sequenciamento, ao volume de dados gerados, a precisao de bases,
a tecnologia de operagdo, ao tamanho dos fragmentos gerados e ao custo
operacional (MACLEAN et al., 2009).

Nos primeiros projetos de sequenciamento gendmico com a tecnologia de
Sanger, os fragmentos sequenciados eram em numero pequeno € com tamanho
de até 1.000 pb, cujo processamento era realizado em periodos de semanas ou
meses, em extenuante trabalho de laboratério. Contudo, no inicio deste milénio, a
automatizagéo das tecnologias de sequenciamento foi aperfeigoada até um ponto
em que equipamentos totalmente automatizados passaram a gerar sequéncias de
modo paralelizado durante 24 horas por dia e grandes centros de sequenciamento
de genomas ao redor do mundo abrigaram dezenas dessas maquinas de
sequenciamento. Isso, por sua vez, levou a necessidade de criagdo de novos
algoritmos montadores de genoma, utilizando sequéncias de, geralmente, 35 a
1000 bases de comprimento, com taxas de erro de sequenciamento variando de
0,5 e 15%, e que ainda podem conter artefatos complexos como repeti¢cdes
(MARDIS, 2008).

O crescente avango na tecnologia também tem levado ao surgimento de
diversos consorcios e projetos de grande escala ao redor do mundo. O Projeto
Microbioma Humano foi iniciado com o objetivo de caracterizar toda a comunidade
microbiana associada aos diferentes tecidos do organismo humano e os
resultados previstos poderao contribuir para um melhor entendimento sobre a
fisiologia humana e a predisposicdo a doencas (TURNBAUGH et al., 2007). Ja o
projeto TerraGenome surgiu com o intuito de sequenciar o metagenoma completo

de diferentes amostras de solos ao redor do mundo (http://www.terragenome.org/).

Por fim, o maior e mais ambicioso projeto de sequenciamento gendmico atual, o
Earth Microbiome Project, iniciado em 2010, tem como objetivo a caracterizacéo
de 200.000 amostras provenientes de diferentes ambientes do planeta. Por meio
de enfoques metagendmicos, metatranscriptbmicos e sequenciamento de
amplicons, os pesquisadores prevéem a reconstrucdo de, aproximadamente,
500.000 genomas microbianos, bem como a construgdo de um atlas de genes que
contera informagcdes e modelos metabdlicos especificos para cada bioma
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amostrado (http://www.earthmicrobiome.org/).

2.4. Montagem de genomas

A montagem de um genoma consiste em um conjunto de procedimentos
em que se busca organizar um grande numero de sequéncias curtas de DNA em
um espaco linear com o objetivo de representar a(s) molécula(s) completa(s) de
DNA que compde(m) o genoma da espécie estudada (DOHM et al., 2007).

A enorme quantidade de dados de sequéncia de DNA gerados pelas
tecnologias de sequenciamento de nova geracdo (NGS) juntamente com os
artefatos e erros inerentes a cada tecnologia de sequenciamento, desafiam os
projetos de montagem de genomas completos de diferentes espécies. Ha menos
de uma década, apenas o montador Newbler era disponivel para esse fim,
aplicado a montagem de fragmentos gerados por sequéncias produzidas pelo
sequenciador Roche 454 (software proprietario). Apresentada em meados de
2007, a versao hibrida do montador MIRA (CHEVREUX et al., 2004) foi o primeiro
montador de uso livre desenvolvido para montar segmentos provenientes do
sequenciador 454 e misturas de segmentos do sequenciador 454 e do método de
Sanger. No final de 2007, o montador SHARCGS (DOHM et al., 2007) foi
desenvolvido para montagem de segmentos curtos, oriundos da tecnologia
lllumina, e rapidamente seguido por uma série de outros softwares. Atualmente,
existem diversas opg¢des de montadores capazes de utilizar diferentes tamanhos
de fragmentos, inumeros formatos de arquivos e que séo aplicados a genomas de
diferentes complexidades (HUNT et al., 2014).

Os algoritmos de montagem do genoma funcionam tomando todos os
segmentos de DNA de uma vez, alinhando-os uns com os outros e tentando
identificar as regides onde dois segmentos de leitura se sobrepbéem. Essas
sobreposi¢cdes podem ser incorporadas linearmente no processo de montagem.
Quanto mais curtas as sequéncias, maior a quantidade de sobreposicdes
necessarias para que se possa executar a montagem. Além disso, a cobertura
genbmica, isto €, 0 numero de vezes que uma determinada regido do genoma é
coberta por segmentos de leitura, contribui para aumentar a acuracia na regiao
considerada (EKBLOM e WOLF, 2014).
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A utilizagdo de segmentos de leitura com extremidades pareadas, ou seja,
com sobreposicao de sequéncia de DNA nas suas duas extremidades, facilita o
processo de obtengdo de sequéncias montadas. Quando duas ou mais das
sequéncias obtidas do processo de sequenciamento sdo emparelhadas (por
possuirem extremidades pareadas), s&o geradas sequéncias maiores chamadas
de contigs. Por sua vez, os contigs podem ser emparelhados, gerando
sequéncias ainda maiores chamadas de scaffolds. Regides com auséncia de
sobreposicdo s&o usualmente encontradas, caracterizando os gaps (BAKER,
2012). A determinacao da sequéncia presente nos gaps pode ser obtida por meio
da amplificagdo especificamente dessas regides com subsequente
ressequenciamento, possibilitando alcangar a montagem final do genoma (ALKAN
et al., 2011).

A tecnologia NGS gera facilmente dois ou trés bilhdes de segmentos de
leitura de DNA com 100 cdpias cada, que podem ser usados na montagem do
genoma da espécie (BAKER, 2012). A montagem representa, naturalmente, um
desafio de alta complexidade, devido ao pequeno tamanho das sequéncias
iniciais. Durante a montagem de genomas, os fragmentos de leitura geralmente
sdo alinhados com uma sequéncia gendmica conhecida como “referéncia” para a
montagem (HUNT et al.,, 2014). Na auséncia de um genoma de referéncia, as
sequéncias de leitura devem ser usadas para uma montagem de novo. O termo
de novo vem do latim e significa "desde o principio”. Refere-se, portanto, aos
meétodos utilizados para determinar a sequéncia completa do DNA quando nao ha
nenhuma sequéncia genémica disponivel para uso como referéncia. As diferentes
estratégias de montagem de novo tém vantagens e desvantagens em velocidade
e precisao quando comparadas entre si. A montagem de novo é quase sempre
complexa e dificil, particularmente quando o genoma € grande e possui
sequéncias que se repetem muitas vezes, causando falhas na montagem (ALKAN
et al., 2011). A decisdo para usar a estratégia de montagem de novo ou baseada
na referéncia, caso esta Uultima esteja disponivel, baseia-se na aplicagao
biolégica, no custo, no esforgo para atingir a acuracia necessaria e nas
consideragdes de tempo de montagem (EKBLOM e WOLF, 2014).

Novos avangos no processo de montagem sdo esperados com a

integracdo de bancos de dados e com a exploragdo das multiplas estratégias de
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sequenciamento, sempre com o proposito de enfrentar o desafio da montagem de
genomas complexos. Como mencionado, os genomas grandes e marcados pela
abundancia de sequéncias repetidas ainda constituem um grande desafio para o
desenvolvimento de algoritmos de montagem a partir de sequéncias curtas de
DNA. Normalmente, varios montadores sdo combinados para contornar esse
problema. Enquanto isso, a precisdo e o comprimento dos fragmentos
sequenciados vém aumentando paulatinamente (ZHANG et al., 2011). O desafio
€ fazer com que os algoritmos de montagem sejam otimizados para conseguir
processar a vasta quantidade de informacgdes dos sequenciamentos NGS que tém
suas particularidades para processamento, tanto pelo volume quanto pelos tipos
de dados especificos de cada sequenciador (CHAISSON e PEVZNER, 2008).

2.5. Anotagao gendmica

2.5.1. Anotacao automatica

A interpretacdo de dados genbmicos brutos envolve a identificacdo e a
anotacdo de diversos elementos presentes no DNA, como sequéncias
codificadoras de proteinas, tRNAs e rRNAs, pseudogenes e DNA repetitivo
(MEDIGUE e MOSZER, 2007). O interesse da comunidade cientifica na anotagéo
gendmica inclui o esclarecimento dos dados bioldgicos obtidos e a sua insergéao
em um contexto para o entendimento de processos bioldgicos (STEIN, 2001). A
interpretacdo dos dados pode ser realizada nos niveis de nucleotideo, de
aminoacido e de processos bioldgicos.

Quando a anotagdo é em nivel de nucleotideos, o intuito principal é a
predicdo de provaveis genes ou Open Reading Frame (ORFs) (LUKASHIN e
BORODOVSKY, 1998; STEIN, 2001). Os programas que desempenham essa
tarefa geralmente apresentam calculos estatisticos para reconhecer
caracteristicas intrinsecas das regides codificadoras (STEIN, 2001). A utilizagao
de genes ortélogos de outros organismos também constitui uma estratégia
importante para a predicéo génica (STEIN, 2001; MEDIGUE e MOSZER, 2007).

Apos a predicdo de genes, € importante inferir quais produtos eles
codificam e em quais processos biolégicos irdo atuar (STEIN, 2001). Diversos
programas sao utilizados nesses passos da anotagdo, ndo somente para

identificar produtos e suas fungdes, mas também para padronizar nomenclaturas
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de maneira universal (REEVES et al., 2009). A anotacdo automatica fornece um
mapa final composto por varios elementos genéticos caracterizados e que tera
seu conteudo aprimorado na curadoria manual. A tabela 1.1 apresenta os
principais programas utilizados na anotagcdo automatica e suas respectivas

funcdes.

Tabela 1. Ferramentas computacionais amplamente utilizadas na anotagdo de genomas
bacterianos.

Utilizagao Programa Referéncia
Predicéo de genes FgenesB http://www.softberry.com/
Glimmer Delcher et al., 1999
Predicao de tRNA tRNA-Scan-SE Lowe e Eddy, 1997
ARAGORN Laslett et al., 2004
Predicao de rRNA RNAmmer Lagesen et al., 2007
Rfam Griffiths-Jones et al., 2005
Predicao de elementos Repeat Scout Price et al., 2005
repetitivos
Predicdo de motivos, dominios InterProScan Hunter et al., 2009

e familias proteicas

Predicdo de peptideo sinal SignalP Bendtsen et al., 2004
Predi¢cdo de promotores BPROM http://www.softberry.com/
PromScan Studholme e Dixon, 2003
BDGP Reese, 2001
Predicdo de pseudogenes Consed Gordon et al.,1998

2.5.2. Curadoria manual

A curadoria manual € uma etapa crucial para a finalizagcdo e validacdo da
anotacdo automatica de uma dada sequéncia gendmica (MEDIGUE e MOSZER,
2007). E nessa etapa que a avaliagdo humana (do curador) se faz necessaria
para corrigir e legitimar as informagdes gendmicas preditas anteriormente (STEIN,
2001). Como resultado da curadoria manual, ha o aumento da acuracia dos dados
que serao disponibilizados para a comunidade cientifica (REEVES et al., 2009) e,
consequentemente, a diminuicdo de uma posterior propagacao de erros oriundos
da anotacdo automatica (GUNDOGDU et al., 2007).

A realizacdo da curadoria manual ocorre com analises de busca por

similaridade em banco de dados proteicos contendo proteinas bem caracterizadas

15



e conservadas e, assim, é fornecida uma descricdo mais detalhada sobre o
produto de determinado gene ou familia génica (OVERBEEK et al., 2005). Além
disso, pode-se, nesse momento, caracterizar as vias metabdlicas, dominios e
motivos proteicos conservados presentes no genoma, bem como utilizar uma
denominagéao uniforme para enzimas e outros produtos (RUST et al., 2002).

Alguns grupos que trabalham com gendémica de procariotos tém somado
esforgos para realizar inclusive a reanotagdo manual de genomas ja depositados
em bancos de dados (GUNDOGDU et al., 2007; LUO et al., 2009). Esses esforgos
se baseiam em necessidades como realizar a atualizacdo das informagdes em
diversos genomas que se encontram desatualizadas nos bancos de dados,
fornecendo descricbes mais detalhadas para seus genes e respectivas proteinas
(GUNDOGDU et al., 2007), além de corregao ou diminuicdo de erros oriundos da
anotagdo automatica, que pode ser incompleta ou designar falsas descri¢gdes
(MADUPU et al., 2010), tornando, assim, as informagdes gendmicas disponiveis
mais acuradas.

Sabe-se ainda que nos bancos de dados ha cerca de 30 a 40% de
proteinas sem fungdo conhecida ou proteinas hipotéticas (HANSON et al., 2010).
Uma falha nesses bancos é que, em muitos deles, como no caso do GenBank, as
informacgdes nao sofrem atualizagdes periddicas, ficando obsoletas e induzindo ao
erro em novas anotagdes (SALZBERG, 2007). Muitas das proteinas anotadas
como hipotéticas ja apresentam descricdo disponivel atualmente, bem como
dominios conservados que possam auxiliar na descricdo de suas fungdes, e a sua
atualizagao vem sendo realizada no processo de curadoria manual, tanto inédita
quanto vinculada a reanotacdo (GUNDOGDU et al., 2007; LUO et al., 2009).

Com efeito, outras abordagens fazem uso dos resultados obtidos pos-
curadoria, como as abordagens de genbmica comparativa. A comparagao
gendmica entre espécies relacionadas ou entre linhagens de um dado micro-

organismo pode, entdo, ser realizada com maior seguranga (RUST et al., 2002).

2.6. Projetos gendmicos de B. thuringiensis
Atualmente, existem 42 genomas para B. thuringiensis depositados no

National Center for Biotechnology Information (NCBI)

(http://www.ncbi.nim.nih.gov/genome/browse/), dos quais 15 correspondem a
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genomas fechados e 27 drafts de genomas (genomas n&o completamente
montados) (dados até dezembro de 2014).

Os genomas depositados para a espécie variam de 4,93 Mb (para B.
thuringiensis JM-Mgvxx-63) a 7,09 Mb (para B. thuringiensis T01-328), sendo que,
nos genomas fechados, 135 sequéncias de plasmideos no total foram
identificadas e disponibilizadas. Nos draff de genomas, possivelmente alguns
contigs ou scaffolds podem corresponder a plasmideos, levando ao aumento
desse valor total com o fechamento de outros genomas, embora determinadas
linhagens possam n&o possuir plasmideos. As linhagens com genoma menor
também possuem um menor numero de genes, com B. thuringiensis JM-Mgvxx-
63 apresentando 4931 genes, enquanto B. thuringiensis T01-328 possui 7518
genes. O numero de sequéncias codificadoras de proteinas para essas duas
linhagens é 4719 e 7403, respectivamente. Ja o conteudo G+C entre todos os
genomas sequenciados ndo varia muito e permanece entre 34,5 e 35,5%.

O interesse nas linhagens sequenciadas de B. thuringiensis concentra-se,
principalmente, para o uso em biocontrole, em fungdo de caracteristicas como
atividade inseticida (GUAN et al., 2012; LIU et al., 2013; MURAWSKA et al., 2013;
PALMA et al., 2014), nematicida (LIU et al., 2014), moluscicida (WANG et al.,
2013) e quitinolitica (MARCON et al., 2014). Outras investigagdes em algumas
das linhagens incluem a utilizagado para a engenharia genética, em virtude da alta
eficiéncia de transformagéo (HE et al., 2010; JEONG et al., 2014), o estudo da
formacado de biofiime (ZWICK et al.,, 2012) ou mesmo do envolvimento em

patologia humana (um caso particular e incomum) (HAN et al., 2006).

2.7. Mineragao de genomas e bioprospecc¢ao de produtos de Bacillus

Os recentes avangos com o0 sequenciamento de genomas vém destacando
0 género Bacillus como uma inesperada fonte promissora de compostos bioativos.
De fato, para alguns deles, como Bacillus subtilis, mais de 4% do genoma tém
sido encontrados potencialmente envolvidos na sintese de compostos como
peptideos nao-ribossomais, policetideos e antimicrobianos incomuns (KUNST et
al., 1997; ARGUELLES-ARIAS et al., 2009; CHEN et al., 2009).

Peptideo sintetases n&o-ribossomais (NRPSs) sdo grandes enzimas
multimodulares que sintetizam peptideos nado-ribossomais a partir da ligagao
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sucessiva de aminoacidos ativados. Além dos dominios principais que catalisam a
reacao especifica para a incorporagcao de um aminoacido, as NRPSs apresentam
dominios mais especializados que realizam modificagcbes nesses mondmeros,
como epimerizagado, metilagao, oxidagao, reducao, formilagdo e heterociclizagao.
Sao esses dominios especializados que permitem as NRPSs sintetizarem um
grande numero de estruturas diversificadas e com uma variedade de fungdes
bioldgicas que n&do poderiam ser obtidas pela maquinaria ribossomal (FELNAGLE
et al., 2008). A diversidade estrutural € responsavel pelas diferentes atividades
biolégicas, alvos e mecanismos de agdo dos peptideos nao-ribossomais,
possibilitando a exploragéo biotecnoldgica desses peptideos (FICKERS, 2012).

Desde a caracterizagdo do primeiro peptideo ndo-ribossomal no inicio dos
anos de 1970, a gramicidina, produzida por Bacillus brevis, muitos outros tém sido
isolados e seus clusters biossintéticos caracterizados. Com a emergéncia de
poderosas ferramentas moleculares e de bioinformatica, a identificagcdo até
mesmo de novos metabdlitos por meio da mineragéo de genomas tem se tornado
uma realidade (ANSARI et al., 2004; VAN LANEN e SHEN, 2006). Por exemplo,
estudos de genomas de B. thuringiensis levaram a predicdo de uma NRPS
constituida de sete médulos que poderiam estar envolvidos na sintese de um
heptalipopeptideo similar a kurstacina (ABDERRAHMANI et al.,, 2011). A
descoberta de novos compostos naturais com a mineragdo de genomas € um
sinal encorajador, sugerindo que essa metodologia podera levar ao isolamento de
novas moléculas de interesse biotecnoldgico.

Policetideo sintases (PKSs) produzem a estrutura central dos policetideos
a partir de monémeros de acil-coenzima A (JENKE-KODAMA e DITTMANN,
2009). PKSs do tipo | sdo similares a NRPSs, em que diferentes dominios
cataliticos sdo encontrados em uma unica cadeia polipeptidica, enquanto PKSs
do tipo Il apresentam os dominios cataliticos em proteinas mono ou bifuncionais
(HERTWECK et al., 2007). Além dos dominios centrais envolvidos na
biossintese, dominios adicionais das PKSs, como cetoredutase, desidratase,
metiltrasferase, enoilredutase e oxidase sao responsaveis pela modificagao
quimica do policetideo em crescimento. PKSs do tipo Il frequentemente
apresentam um dominio ciclase responsavel pela formacdo de estruturas

aromaticas (MEURER et al., 1997). Similarmente aos peptideos ndo-ribossomais,
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devido ao mecanismo versatil de montagem, os policetideos exibem notavel
diversidade tanto em termos de estrutura quanto em atividade biologica. Por
exemplo, os genes envolvidos na sintese de dificidina, macrolatina e bacileno
foram caracterizados em Bacillus amyloliquefaciens (CHEN et al.,, 2007;
ARGUELLES-ARIAS et al.,, 2009). Enquanto a dificidina apresenta um amplo
espectro de atividade antibacteriana (WILSON et al., 1987; ZIMMERMAN et al.,
1987) e tem sido promissora no antagonismo a Erwinia amylovara, um
fitopatdégeno causador do fogo bacteriano em varias rosaceas, como maca e péra
(ZWEERINK e EDISON, 1987), a macrolatina e o bacileno apresentam um
espectro menor, ndo tém sido associados ao biocontrole na agricultura, mas
possuem potencial para uso na medicina (GUSTAFSON et al., 1989; PATEL et
al., 1995).

Além de peptideos nao-ribossomais e de policetideos, diversos Bacillus
também podem produzir interessantes peptideos antimicrobianos sintetizados
pelos ribossomos, as bacteriocinas. Linhagens de B. thuringiensis, por exemlo,
sintetizam uma variedade de bacteriocinas e de peptideos inibitérios semelhantes
as bacteriocinas. Os peptideos antimicrobianos de B. thuringiensis sao as
turicinas, tochicinas e entomocinas, como a turicina B439 de B. thuringiensis B439
(AHERN et al., 2003), turicina 17 de B. thuringiensis NEB17 (LEE et al., 2009b),
turicina H de B. thuringiensis SF361 (LEE et al., 2009a), turicina S de B.
thuringiensis sv. entomocidus HD198 (CHEHIMI et al., 2007), tochicina de B.
thuringiensis sv. tochigiensis HD868 (PAIK et al.,, 1997), entomocina 9 de B.
thuringiensis sv. entomocidus HD9 (CHERIF et al., 2003) e entomocina 110 de B.
thuringiensis HD110 (CHERIF et al., 2008). B. thuringiensis sv. tochigiensis
BGSC4Y1 e B. thuringiensis sv. monterrey BGSC4AJ1 podem produzir subtilosina
(READ et al.,, 2009). Outros peptideos antimicrobianos, como morricina 269,
kurstacina 287, queniacina 404 e tolvorticina 524 de linhagens mexicanas também
foram reportados (BARBOZA-CORONA et al., 2007; DE LA FUENTE-SALCIDO et
al., 2008).

Exemplos de bacteriocinas com potencial para biocontrole na agricultura
incluem a ericina S, produzida por B. subtilis A1/3, que é ativa contra Clavibacter
michiganensis, 0 agente causal do cancro bacteriano do tomate, e o peptideo Bac

14, produzido por B. subtilis 14B isolado de rizosfera, ativo contra Agrobacterium
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tumefaciens (ABRIOUEL et al., 2011). Outras aplicagdes de bacteriocinas na
agricultura também s&o possiveis. A promogao do crescimento vegetal pela
turicina 17 produzida por B. thuringiensis NEB17 tem sido demonstrada (LEE et
al., 2009 a,b). Peptideos com atividade antifungica também podem ser aplicados
no controle de deterioracdo de plantas e no controle pds-colheita de frutas e
legumes, como no caso do peptideo produzido por B. amyloliquefaciens RC-2,
ativo contra Colletotrichum demantium e outros fungos e bactérias fitopatogénicos
(ABRIOUEL et al., 2011).

Em bactérias Gram-negativas, o mecanismo de controle da expressao
génica dependente de densidade populacional, o quorum sensing, envolve
moléculas sinalizadoras, especialmente N-acil homoserina lactonas (AHLSs)
(FUQUA et al., 2001), e bactérias fitopatogénicas podem utilizar esse mecanismo
na regulagdo da producéo de fatores de viruléncia (VON BODMAN et al., 2003).
No entanto, o quorum sensing pode ser inibido por enzimas que degradam AHL,
como as lactonases. Dong et al. (2004) mostraram que linhagens de B.
thuringiensis produtoras de N-acil homoserina lactonase suprimem a viruléncia
dependente de quorum sensing do patégeno bacteriano Pectobacterium
carotovorum (Erwinia carotovora). Alternativamente, vegetais geneticamente
modificados para expressar aiiA, o gene da N-acil homoserina lactonase de
Bacillus, vem sendo estudados. A superexpressao desse gene em plantas de
tabaco, por exemplo, reduziu significativamente a incidéncia do fogo selvagem
causado por Pseudomonas syringae pv. tabaci (QUINONES et al., 2005). Esses
resultados mostram o potencial promissor para explorar antagonistas que inibem
0 mecanismo de comunicagao celular bacteriana para o controle e prevengao de
doencas.

Além disso, o crescimento e a producdo vegetal também podem ser
seriamente afetados por estresses abidticos. Entre esses estresses, a deficiéncia
de ferro constitui o principal fator que leva a redugdao da produtividade,
principalmente em solos calcareos, em que a solubilidade do ferro é
extremamente baixa (KOBAYASHI et al., 2005). Um dos mecanismos mais
utilizados por micro-organismos para a aquisicao de ferro € a produgédo e a
excrecao de sideroforos, quelantes de baixo peso molecular que se ligam ao Fe3*
com alta afinidade e o transportam para o interior da célula (ZAWADZKA et al.,
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2009). Dessa maneira, uma forma pela qual micro-organismos associados a
plantas e que s&o produtores de sideroforos contribuem para a saude vegetal é
por meio da complexagao desses compostos com o ferro, tornando-o menos
disponivel para fitopatégenos (CHEN et al., 2009). Também tem sido
demonstrado que, em condicbes experimentais de solo estéril, as plantas
apresentam sintomas de deficiéncia de ferro e possuem niveis bastante baixos do
elemento na raiz, o que evidencia a importancia dos micro-organismos para a
aquisicdo do ferro para o vegetal (RADDADI et al.,, 2007). Para Bacillus, a
producao de varios sideroforos foi detectada, principalmente esquizoquineno de
Bacillus megaterium e outros de B. subtilis, Bacillus licheniformis e do grupo B.
cereus. Bacilibactina e petrobactina, por exemplo, sdo produzidas por B. cereus
(PARK et al.,, 2005), Bacillus anthracis (CENDROWSKI et al., 2004) e B.
thuringiensis (WILSON et al., 2006).

Outra classe de produtos de Bacillus é a das quitinases. A quitina € um
polissacarideo insoluvel formado por cadeias lineares de residuos de N-
acetilglicosamina unidos por ligagao B-1,4-glicosidica. Ela € um dos biopolimeros
mais abundantes do planeta, atrds apenas da celulose, e €& o principal
componente da parede celular dos fungos, além de ser encontrada no esqueleto
externo de insetos e também em algas, crustaceos e estruturas internas de outros
invertebrados (BHATTACHRYA et al., 2007). A cada ano, uma vasta quantidade
de residuos de quitina é liberada no ambiente, o que pode gerar problemas
ambientais, e a decomposi¢cao desse polimero é importante para manter o
balanco de carbono e nitrogénio do ecossistema (HAYES et al., 2008). O
catabolismo de quitina envolve a clivagem inicial do polimero por quitinase,
produzindo oligossacarideos e, entdo, a posterior hidrolise dos monémeros de N-
acetilglicosamina por quitobiases (SUGINTA et al., 2000). Esses derivados tém
uma variedade de aplicagbes agricolas, industriais e médicas, incluindo uso em
cosméticos e atividade antitumoral (BANSODE e BAJEKAL, 2006).

Diversas espécies de Bacillus, como Bacillus alvei, Bacillus lentus, Bacillus
licheniformis, Bacillus cereus e B. thuringiensis, podem produzir quitinases
durante o crescimento (ROJAS-AVELIZAPA et al., 1999; GOMAA, 2012). As
quitinases sao usadas como potencial agente de biocontrole para muitos fungos
patogénicos e, dessa forma, podem ser uteis para o controle de doengas de
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plantas (TANG et al., 2012), conservacéo de alimentos e sementes (DE LA VEGA
et al., 2006), além de biorremediagcao (WANG e HUANG, 2001) e preparagéo de
oligossacarideos e N-acetil-D-glicosamina (WANG et al., 2006). Além disso, o
papel potencial de quitinases no biocontrole de insetos, como mosquitos, tem sido
sugerido (HAYES et al., 2008). Quitinases podem ser empregadas ainda na area
de saude humana, como na composi¢ao de preparagdes oftalmicas, e em outras
areas biotecnoldgicas (DAHIYA et al., 2006).

Dessa maneira, muitos produtos de Bacillus tém sido descobertos nos
ultimos anos e, embora tenham ocorrido grandes avangos na sua bioprospecgao,
novos compostos de interesse biotecnolégico ainda sao esperados ser

encontrados bem como a otimizac&o da sua producao.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Isolado bacteriano e condi¢des de crescimento

Bacillus thuringiensis BAC3151 pertence a bacterioteca do Laboratorio de
Genética Molecular de Micro-organismos/BIOAGRO da Universidade Federal de
Vigosa (UFV). O isolado foi previamente obtido das folhas de P. vulgaris (COSTA
et al., 2012) e o cultivo realizado em meio TSA (Tryptone Soy Agar) 10% (triptona
1,5 g/l, peptona de soja 0,5 g/l, NaCl 1,5 g/l, pH 7,3) a 28°C. O estoque foi

mantido a -80°C em criotubos contendo meio TSA 10% e 40% de glicerol.

3.2. Extracao do DNA e sequenciamento do genoma

Para o sequenciamento do genoma, o DNA total foi isolado da cultura
crescida por 16 horas utilizando o Wizard genomic DNA purification kit (Promega),
de acordo com as instrugdes do fabricante para bactéria Gram-positiva. O DNA
total purificado (25,278 ug e Azso/Azso = 2,05) foi sequenciado pela Macrogen Inc.
(Seoul, Coréia do Sul) utilizando o sistema de sequencimento HiSeq 2000 (100 bp
paired-end) (lllumina). Um total de 21.512.378 reads de alta qualidade e
2.172.750.178 bases de alta qualidade foram obtidos, produzindo uma cobertura

de aproximadamente 100X.

3.3. Tratamento dos dados e montagem

Os dados brutos obtidos do sequenciamento foram processados usando o
pacote Phred-Phrap-Consed (RASKO et al., 2008). O valor minimo de qualidade
usado no programa base-calling foi Q20 (que representa acuracia das bases de
pelo menos 99%). Os scaffolds foram montados utilizando SOAPdenovo versao
2.04 (LUO et al., 2012).

3.4. Anotacao do genoma

O processo de anotacdo envolveu o uso de varios algoritmos em um
procedimento de multiplos passos. A anotacdo estrutural foi realizada utilizando
0s seguintes softwares: FgenesB: preditor de gene (http://www.softberry.org/);
RNAmmer: preditor de rRNA (LAGESEN et al., 2007) e tRNAscan-SE: preditor de
tRNA (LOWE e EDDY, 1997). A anotagao funcional foi realizada por analises de
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similaridade com o BLAST (ALTSCHUL et al., 1990), usando o banco n&o
redundante (NR) e o banco de dominios conservados (CDD), e analise com
InterProScan (JONES et al.,, 2014) (e-value <1e-6). A identificacdo de genes
inseticidas também foi feita com BtToxin_scanner (YE et al., 2012). Além disso, a
anotac&o manual foi realizada com o Artemis (RUTHERFORD et al., 2000).

3.5. Analise filogenémica
Analise filogenémica de B. thuringiensis foi baseada nos genes core de
BAC3151 e outras 27 linhagens obtidas do NCBI em ftp:/ftp.ncbi.nih.

gov/genomes/. No processo, os genes core foram alinhados com o MUSCLE

versao 3.8.31 (EDGAR, 2004), as regides de nao correspondéncia do
alinhamento foram mascaradas e removidas posteriormente por GBLOCKS
(CASTRESANA, 2000). Em seguida, as regides restantes de todos os
alinhamentos foram concatenadas, formando um alinhamento de grandes
sequéncias, que depois foi usado como entrada para o PHYLIP v. 3.696
(FELSENSTEIN, 1989). A arvore foi construida utilizando o método de Neighbor-

Joining com 1000 replicatas.

3.6. Ordenacgao e orientagao dos scaffolds

A determinagdo da ordem e da orientagdo dos scaffolds do genoma de B.
thuringiensis BAC3151 foi feita com o software Mauve v. 2.3.1 por meio do
algoritmo Mauve Contig Mover (DARLING et al., 2010), utilizando a sequéncia de
B. thuringiensis MC28 como referéncia e os parametros padrdo. E um processo

iterativo que s6 é finalizado quando encontra um resultado repetitivo.

3.7. Rearranjos cromossomais em B. thuringiensis

A analise de rearranjos cromossomais em B. thuringiensis foi realizada a
partir do alinhamento do draff do genoma de BAC3151 (com a ordem e a
orientacdo dos scaffolds determinadas) com o cromossomo de outras linhagens
da mesma espécie (Tabela 3), usando o algoritmo Progressive Mauve (RISSMAN

et al., 2009) do Mauve 2.3.1 com os parametros padréao.
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3.8. Compartilhamento de genes entre linhagens

Efficient Database framework for comparative Genome Analyses using
BLAST score Ratios (EDGAR) (BLOM et al., 2009) foi utilizado para analisar o
pangenoma e core genbmico de B. thuringiensis, além das sequéncias
codificadoras unicas (singletons) de BAC3151. Nesse processo, sdo considerados
os resultados do blast reciproco entre grupos de genomas. As sequéncias
codificadoras de proteinas (CDSs) de um genoma que ndo possuem score ratio
value (SRV) (score observado/score maximo) maior que o ponto de corte em
nenhum dos outros genomas analisados sé&o consideradas singletons. O SRV do
ponto de corte (0,33) foi gerado durante a criagdo do banco dos genomas usados
na analise. No calculo do genoma core, sdo levadas em consideragédo somente as

CDSs com o melhor hit reciproco do blast em todos os genomas utilizados.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Caracteristicas gerais do draft do genoma de B. thuringiensis
BAC3151

O draft da sequéncia gendmica de B. thuringiensis BAC3151 possui
5.743.871 pb, distribuidos em 42 scaffolds (com tamanho médio de 136.758 pb e
N50 de 552.900 pb), e um conteudo G+C total de 34,9% (A=1.867.003 bases
[32,5%]; T=1.871.097 [32,57%]; C=1.008.063 [17,55%]; G=996.602 [17,35%];
N=1.106 [0,01%]). A tabela 2 mostra o resultado do processamento dos reads até

a montagem dos scaffolds.

Tabela 2. Resumo do processamento dos dados obtidos do sequenciamento e montagem.

N° inicial de reads 24.391.936

N° de reads filtrados (=Q20) 21.512.378
N° de contigs 112
N° de scaffolds 42

Um total de 5562 sequéncias codificadoras de proteinas (CDSs) foi predito,
sendo que as CDSs compreendem 4.604.274 pb, o que resulta em uma
porcentagem codificadora de proteinas de aproximadamente 80,2%. O conteudo
G+C das CDSs é um pouco maior que o global e corresponde a 35,87%
(A=1.596.789 bases [34,68%]; T=1.355.335 [29,43%]; C=689.264 [14,97%];
G=962.377 [20,9%]; N=509 [0,01%]). A densidade génica é 0,968 CDS/kb, sendo
o tamanho médio das CDSs igual a 827 pb. O draft do genoma também possui 53
genes codificadores de tRNA e 4 de rRNA. Uma visao geral do draft gendbmico de
BAC3151 pode ser vista na figura 3 e as principais caracteristicas deste e dos
outros genomas de B. thuringiensis utilizados neste trabalho s&o apresentadas na
tabela 3.

Linhagens de B. thuringiensis demonstraram ter similar conteudo G+C,
porcentagem codificadora e comprimento médio das CDSs. No entanto,
diferengas significantes sdo observadas no tamanho do genoma e também na

composi¢cdo de genes especificos das linhagens. Elementos genéticos moveis,
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Figura 3. Visédo geral do draft da sequéncia do genoma de B. thuringiensis BAC3151. A)
Exibigao circular do draft do genoma anotado. Os circulos representam, a partir do mais externo:
circulo 1, posicdo das bases do DNA,; circulo 2, regides codificadoras de proteinas transcritas no
sentido horario; circulo 3, regides codificadoras de proteinas transcritas no sentido anti-horario;
circulo 4, regides codificadoras de tRNA (amarelo) e rRNA (vermelho); circulo 5, conteido G+C. B)
Distribuicdo do comprimento dos scaffolds. C) Histograma do conteudo G+C. D) Distribuicdo do
tamanho dos gaps.

como plasmideos, transposons, fagos, integrons e ilhas genémicas possuem uma
contribuicao importante para essas diferengas (FROST et al., 2005; FANG et al.,
2011; HE et al., 2011). Além disso, 86 proteinas do proteoma predito de B.
thuringiensis BAC315 nao geraram alinhamento significativo com os bancos
utilizados (e-value <1e-6) e podem ser codificadas por genes ainda nao
caracterizados. Esse numero é maior que o das outras linhagens de B.

thuringiensis com genoma disponivel.

27



Tabela 3. Propriedades gerais de genomas de Bacillus thuringiensis utilizados neste estudo.

Organismo Status Tamanho % GC  Total de Descrigdo Numero de acesso Referéncia
(Mb) genes
B. thuringiensis BAC3151 Draft 5,74387 34,90 5619 Endofitico com atividade antimicrobiana. Em processamento Este estudo
B. thuringiensis MC28 Completo  6,69453 34,92 6843 Isolado de solo. Toxico para lepidopteros e CP003687.1 CP003688.1 Guan et al.
dipteros. CP003693.1 CP003690.1 (2012)
CP003689.1 CP003692.1
CP003691.1 CP003694.1
B. thuringiensis Bt407 Completo  6,13434 35,02 6590 Linhagem cry utilizada para estudos de CP003889.1 CP003896.1 Sheppard et
determinantes genéticos de patogenicidade. CP003893.1 CP003897.1 al. (2013)
E derivada de Bt407 isolado de inseto. CP003890.1 CP003894.1
CP003891.1 CP003898.1
CP003895.1 CP003892.1
B. thuringiensis BMB171 Completo  5,64305 35,19 5513 Linhagem cry derivada do sorovar kurstaki CP001903.1 CP001904.1 He et al.
YBT-1463 curado do plasmideo que codifica (2010)
toxina inseticida.
B. thuringiensis HD-789 Completo  6,33463 35,18 6626 Usado para mapeamento genetico e andlise CP003763.1 CP003769.1 Doggett et al.
de polimorfismo de nucleotideo Unico (SNP).  CP003764.1 CP003766.1 (2013)
CP003765.1 CP003768.1
CP003767.1
B. thuringiensis YBT-1518 Completo  6,67292 35,29 6877 Linhagem isolada de solo. CP005935.1 CP005937.1 -
CP005939.1 CP002486.1
CP005938.1 CP005940.1
CP005936.1
B. thuringiensis sv. thuringiensis Completo  6,77159 34,91 7060 Isolado de solo. Produz cristal altamente CP004123.1 CP004126.1  Murawska et
str. IS5056 toxico para larva de Trichoplusia ni. CP004127.1 CP004131.1 al. (2013)
CP004128.1 CP004136.1
CP004137.1 CP004132.1
CP004135.1 CP004130.1
CP004134.1 CP004129.1
CP004124.1 CP004125.1
CP004133.1
B. thuringiensis sv. kurstaki str. Completo 5,90857 35,19 6334 Pertence ao sorotipo 3ab e é téxico para CP004069.1 CP004071.1 Liu et al.
HD73 larvas de lepiddpteros. CP004072.1 CP004073.1 (2013)
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP003690.1
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP003692.1
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP003893.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP003897.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP003890.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP003894.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP003891.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP003898.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP003895.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP003892.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP001903.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP001904.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP003763.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP003769.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP003764.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP003766.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP003765.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP003768.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP003767.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP005937.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP005939.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP002486.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP005938.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP005940.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP005936.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP004123.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP004126.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP004127.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP004131.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP004128.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP004136.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP004137.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP004132.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP004135.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP004130.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP004134.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP004129.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP004124.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP004125.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP004133.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP004069.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP004071.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP004072.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP004073.1

Tabela 3. Continuada.

B. thuringiensis sv. konkukian str.
97-27

B. thuringiensis str. Al Hakam

B. thuringiensis sv. finitimus YBT-
020

B. thuringiensis sv. chinensis CT-
43

Completo

Completo

Completo

Completo

5,31479

5,31303

5,68238

6,15115

35,36

35,41

35,38

35,12

5343

4945

5931

6380

Isolado de tecido humano necrosado. Foi
considerado provavel patéogeno oportunista.
E estreitamente relacionado a Bacillus
anthracis.

Coletado pela Comissdao Especial das
Nagdes Unidas em instalagdo suspeita de
armas biolégicas no Iraque.

Usado em estudos da associagdo entre
cristais proteicos e esporo.

Altamente toxico para lepidopteros e
dipteros. Pode produzir niveis altos de
turingiensina, que tem atividade inseticida
contra ampla gama de insetos.

CP004070.1 CP004075.1

CP004076.1 CP004074.1

AE017355.1 CP000047.1

CP000485.1 CP000486.1

CP002508.1 CP002509.1

€P002510.1

CP001907.1 CP001913.1

CP001908.1 CP001917.1

CP001909.1 CP001915.1

CP001912.1 CP001910.1

CP001914.1 CP001916.1

CP001911.1

Han et al.
(2006)

Challacombe
et al. (2007)

Zhu et al.
(2011)

He et al.
(2011)
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP004074.1
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP002509.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP002510.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP001907.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP001913.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP001908.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP001917.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP001909.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP001915.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP001912.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP001910.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP001914.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP001916.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP001911.1

4.2. Andlise filogendmica

Marcadores convencionais de analise filogenética, como o rDNA 16S, séo
essencialmente idénticos para linhagens de B. thuringiensis (bem como outras do
grupo Bacillus cereus) (BAVYKIN, et al., 2004) e a relagéo entre essas linhagens
utilizando genes housekeeping é frequentemente inconsistente (HELGASON et
al., 2004). Por isso, a analise filogenémica foi realizada com 1276 genes core de
27 linhagens (Figura 4).

BAC3151 foi agrupado junto com B. thuringiensis MC28 isolado de solo e
que é altamente toxico para lepidépteros e dipteros (TAN et al., 2009; TAN et al.,
2010). Esse resultado é consistente com o fato de que o solo € uma fonte de
bactérias endofiticas em potencial (DOTY, 2008; RYAN et al., 2008). Outras
linhagens isoladas de ambientes diferentes também foram agrupadas juntas. Por
exemplo, linhagens obtidas de solo, como YBT-1518 e I1S5056, agruparam com
linhagens isoladas de insetos (ATCC 10792, T01001 [ZWICK et al., 2012] e
Bt407), enquanto outras linhagens de solo (BGSC 4CC1 e BGSC 4BA1 [ZWICK
et al., 2012]) foram mais similares ao sorovar konkukian 97-27, um patdégeno
humano oportunista (HAN et al., 2006).

Estudos prévios baseados em multilocus sequence typing (MLST) (PRIEST
et al., 2004), além de outras técnicas como mapeamento genémico (CARLSON et
al.,, 1996), eletroforese em gel de campo pulsado (CARLSON et al., 1994),
eletroforese de enzimas multilocus (HELGASON et. al., 2000), mapeamento de
numero variavel de repeticdes em tandem (VNTR), BOX-PCR fingerprinting (KIM
et al., 2002), polimorfismo de comprimento de fragmento amplificado (AFLP)
(TICKNOR et al., 2001) e técnicas protedmicas baseadas em espectrometria de
massa integradas com métodos estatisticos (DWORZANSKI et al., 2010) relevam
a extensiva similaridade entre as linhagens de B. thuringiensis bem como outras
do grupo B. cereus. O agrupamento de linhagens funcionalmente distintas (como
patdbgeno de inseto, patégeno humano oportunista, endofitico com atividade
antimicrobiana) esta de acordo com estudo prévio da relagao filogenética entre
linhagens de B. thuringiensis baseada no genoma completo das linhagens
(ZWICK et al. 2012).
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Figura 4. Analise filogenémica de B. thuringiensis baseada em 1276 genes core das
linhagens usadas. A arvore foi construida com PHYLIP (FELSENSTEIN, 1989), utilizando o
meétodo de Neighbor-Joining com 1000 replicatas. Os valores de bootstrap sdo mostrados nos nos.
A barra da escala mostra cinco substituicdes de nucleotideos por 1000 nucleotideos. O numero de
acesso das sequéncias uitlizadas € dado entre parénteses.

4.3. Ordenacao e orientacao dos scaffolds

B. thuringiensis MC28, que foi a linhagem mais préxima a BAC3151 (item
4.2), foi usado como referéncia para determinar a ordem e a orientagdo dos
scaffolds do nosso isolado.

A figura 5 representa o alinhamento do cromossomo de MC28 com o draft
do genoma de BAC3151 para esse propdsito. As maiores regides gendmicas
presumivelmente homologas e internamente livres de rearranjos, referidas como

blocos localmente colineares (LCBs), sao representadas por blocos coloridos.
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Figura 5. Alinhamento da sequéncia cromossdmica de B. thuringiensis MC28 com o draft do genoma de B. thuringiensis BAC3151 apresentando 36
LCBs apos a ordenagédo e orientagdo dos scaffolds do draft. LCBs homologos sédo conectados por linhas, mas somente os maiores LCBs estdo
representados. As regides ampliadas e a seta mostram os segmentos invertidos de BAC3151, que séo discutidos no texto. As linhas vermelhas verticais da
sequéncia de BAC3151 indicam os limites entre os scaffolds. Embora a visdo geral das regides compartilhadas entre as duas sequéncias seja clara, alguns
rearranjos podem ser ofuscados por um excesso de ordenamento.

32



Quando um LCB se localiza acima da linha horizontal, a regido alinhada possui a
mesma orientacdo que a correspondente na sequéncia de referéncia, enquanto
que os LCBs abaixo da linha horizontal indicam regides que alinham na
orientagcdo inversa. Segmentos externos aos blocos ndo possuem homologia
detectavel entre as sequéncias alinhadas. A similaridade das regides gendmicas
esta representada no interior dos LCBs, sendo que a altura do perfil corresponde
ao nivel de conservagcdo da regido. Os limites dos LCBs indicam pontos de
rearranjos gendmicos, incluindo pontos de ganho ou perda de sequéncia.
Encontrar o arranjo dos scaffolds que minimize o numero de LCBs é equivalente a
encontrar a sua provavel ordem e orientagdo. Foram encontrados 36 LCBs, com,
no minimo, 317 nucleotideos homadlogos identificados nas regides colineares.

Além de reordenacbes de segmentos gendmicos, trés LCBs invertidos
foram identificados em BAC3151. O primeiro (indicado como -15) possui 915 pb e
localiza-se no scaffold 16. Essa regido apresenta uma sequéncia codificadora de
proteina hipotética e outra parcial de regulador transcricional de bacteriéfago. O
segundo (indicado como -21) apresenta 981 pb, esta localizado no scaffold 3 e
possui apenas uma CDS de uma oxidoredutase (aldo/ceto redutase). O terceiro
(indicado como -10) € o maior e possui 13178 pb que incluem dez CDSs do
scaffold 10, cujos produtos sao transposase, B-lactamase, proteinas de
modificagdo de peptideo e proteinas hipotéticas, além do segmento 5 de uma
CDS de proteina hipotética do scaffold 11. A transposase do ultimo segmento
invertido pertence a 1S605, embora as extremidades da sequéncia de insergao
nao tenham sido identificadas, possivelmente em virtude de degeneracdo do
elemento transponivel. As regides gendmicas rearranjadas contribuem para
diferenciar BAC3151 de MC28, enquanto outras analises realizadas neste
trabalho mostram que os dois isolados sao mais semelhantes entre si em relacao
as demais linhagens de B. thuringiensis investigadas.

A tabela 4 apresenta a posicao final dos scaffolds (numerada em
pseudocoordenadas) bem como a orientacdo forward ou reverse. Apesar da
acuracia, € necessaria certa cautela na interpretacao dos resultados dos arranjos
dos scaffolds, uma vez que muitos rearranjos gendmicos verdadeiros podem
ocorrer em sequéncias repetidas, dificultando o alinhamento das sequéncias.

Rissman et al. (2009) relataram uma acuracia entre 90,4% e 99,4% da ordenacao
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e orientagdo de sequéncias de diferentes drafts de genoma utilizando o Mauve
Contig Mover.

A determinacdo da ordem e da orientacdo dos scaffolds facilita o
fechamento de draft de genomas e analises comparativas. A utilizagdo de um
genoma de referéncia para essa finalidade mais similar ao draft produz uma
ordenacdo mais acurada e uma cobertura maior das sequéncias, além de

estabelecer a orientagdo mais provavel das mesmas.

Tabela 4. Ordem e orientacdo final de todos os scaffolds do draft genébmico de B.
thuringiensis BAC3151.

Nome Orientacao Posicdo  Posicao
inicial final

scaffold9 reverse 1 287073
scaffold4 forward 287074 351153
scaffold26® forward 351154 1095058
scaffold24 reverse 1095059 1647958
scaffold16 forward 1647959 2063090
scaffold6® reverse 2063091 2124415
scaffold32 forward 2124416 2225266
scaffold31 forward 2225267 2240649
scaffold3 forward 2240650 2891218
scaffold19 forward 2891219 3022029
scaffold20® forward 3022030 3066338
scaffold23® reverse 3066339 3080235
scaffold5 reverse 3080236 4082243
scaffold13® forward 4082244 4506425
scaffold25 forward 4506426 4650005
C1123° reverse 4650006 4664851
Cc1173? forward 4664852 4713332
scaffold27 reverse 4713333 4771614
scaffold2 forward 4771615 4837291
scaffold18 forward 4837292 4858510
scaffold1? forward 4858511 4887195
C1055 reverse 4887196 4889722
C1051 reverse 4889723 4892122
c1083? reverse 4892123 4897873
C1105° reverse 4897874 4905973
scaffold28 reverse 4905974 5043094
scaffold7 reverse 5043095 5125671
scaffold21 forward 5125672 5334211
scaffold12 reverse 5334212 5523281
scaffold8 forward 5523282 5526453
scaffold10 forward 5526454 5554308
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Tabela 4. Continuada.

scaffold11 forward 5554309 5596095
scaffold17 forward 5596096 5604454
scaffold22 forward 5604455 5611028
scaffold29 forward 5611029 5663233
scaffold30 forward 5663234 5703273
C1031 forward 5703274 5704386
C1035 forward 5704387 5705583
C1037 forward 5705584 5706865
C1079 forward 5706866 5712279
C1127 forward 5712280 5727434
C1131 forward 5727435 5743871

# Scaffolds com localizag&o alternativa possivel.

4.4. Alta similaridade na arquitetura do genoma

Genomas podem sofrer mudangas em pequena e em grande escala
durante a evolugdo. Uma relagdo colinear global foi encontrada nos genomas
utilizados neste estudo, apesar de alguns rearranjos observados (Figura 6). Além
de reordenagdes de segmentos gendmicos, BAC3151 e MC28 apresentaram dois
LCBs invertidos. O primeiro (indicado pelo numero 1 na figura 6) possui um
tamanho médio de 27557 pb, e inclui, principalmente, transposase relacionada a
IS231, resolvase de transposon, eritromicina esterase (um gene de resisténcia a
eritromicina) (essas trés CDSs em BAC3151), além de sequéncias codificando
transportadores de aminoacidos, de magnésio e outros cations para o interior da
célula, diferentes reguladores transcricionais e proteinas hipotéticas.
Possivelmente, esse rearranjo seja resultado da presenga de elemento genético
movel. O segundo rearranjo (indicado pelo numero 2) possui tamanho médio de
19870 pb e é encontrado também nas linhagens 1S5056, CT-43, HD73, YBT-1518
e Bt407, porém em uma localizagdao diferente do genoma. Ele inclui,
principalmente, sequéncias codificadoras de hemolisina, proteinas envolvidas na
esporulagdo e na germinagdo de esporos, além de ativador transcricional da
familia AraC, que pode regular genes com diferentes fung¢des, desde metabolismo
de carbono a respostas a estresses (GALLEGOS et al, 1997; MARTIN e
ROSNER, 2001). Interessantemente, B. thuringiensis sv. kurstaki HD73 apresenta
uma regido gendmica invertida bem maior que a das outras linhagens (indicada
pelo numero 3) e que inclui oito LCBs com genes putativos diversos.

Rearranjos gendmicos podem ser observados em diferentes tipos de

organismos (TILLIER e COLLINS, 2000; EICHLER e SANKOFF, 2003). Em
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Figura 6. Alinhamento de cromossomos de diferentes linhagens de B. thuringiensis e o
draft do genoma de BAC3151. Segmentos de mesma cor representam regidées homélogas, sem
rearranjos internos, denominadas de blocos localmente colineares (LCBs). Regides invertidas sao
claramente apresentadas como blocos abaixo da linha horizontal. Essas regides s&o indicadas
pelos numeros 1, 2 e 3, e sdo discutidas no texto. A escala mostra as coordenadas de cada
sequéncia.

Shigella e Salmonella, eles tém sido associados a elementos genéticos moveis
especificos (DARLING et al., 2010). No género Bacillus, apesar de Rouli et al.
(2014) nao terem identificado rearranjos em linhagens de Bacillus anthracis, tais
alteragdes gendmicas tém sido reportadas em espécies relacionadas. Um
segmento invertido de mais de 1,2 milhées de pares de bases foi encontrado no
cromossomo de Bacillus amyloliquefaciens TA208, presumivelmente devido a
infecgao fagica (ZHANG et al., 2011). Em Bacillus subtilis, foi relatada a influéncia
de rearranjo na expressao génica (STRAGIER et al., 1989). Em B. thuringiensis,
embora rearranjos de DNA em plasmideo tém sido reportados (ZGHAL e JAOUA,
2006), nao tém sido encontrados estudos que abordem rearranjos cromossomais
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em grande escala para a espécie. Esses rearranjos podem ter implicacdes
importantes na expressdo génica das linhagens e, consequentemente, na
adaptacao a diferentes ambientes e também nas suas potencialidades de uso

biotecnoldgico.

4.5. Compartilhamento de genes entre linhagens

Foi calculado o pangenoma, genoma core e o numero meédio de singletons
de B. thuringiensis com base no draft do genoma de BAC3151 mais os 11
genomas completos descritos na tabela 3. O pangenoma das linhagens
analisadas foi estimado em 14755 CDSs, apresentando 3413 CDSs core, o que
corresponde a aproximadamente 49,3% a 71,1% das CDSs. O numero médio de
singletons foi de 326 CDSs.

A medida que mais sequéncias completas de genomas de uma espécie
tornam-se disponiveis, o tamanho do pangenoma dessa espécie geralmente
aumentara devido a um aumento no numero de genes acessoérios. Baseado em
modelos matematicos, € predito que novos genes serdo descobertos dentro do
pangenoma de muitas espécies bacterianas ainda que centenas ou,
possivelmente, milhares de sequéncias gendmicas completas tenham sido
caracterizadas (MEDINI, 2005). A figura 7A apresenta o aumento do numero de
CDSs do pangenoma de B. thuringiensis com o aumento do numero de genomas
analisados. Dessa forma, B. thuringiensis apresenta um pangenoma “aberto”.
Essa observagao esta de acordo com a hipétese de que um pangenoma aberto é
a norma para o género Bacillus, embora Bacillus anthracis seja exce¢gao (FANG et
al., 2011).

As razodes pelas quais foram usados exclusivamente os 12 genomas em
vez de todos os genomas de B. thuringiensis disponiveis no NCBI para os
calculos sao duas. Primeiro, o pangenoma da espécie é aberto. Segundo, para as
analises do genoma core (Figura 7B) e de singletons (Figura 7C), a curva
permanecia praticamente a mesma com a adigao de novos genomas €, assim, as
analises estariam somente levemente inviesadas. A analise do genoma core
mostrou que ele conserva as CDSs das fungdes fisiolégicas gerais e de
sobrevivéncia da espécie. Em um estudo prévio com somente sete linhagens de

B. thuringiensis (FANG et al., 2011), a propor¢ao de genes compartilhados entre
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predizem o desenvolvimento do pangenoma (A), core gendbmico (B) e singletons (C) dos genomas
com base nas fungdes 5422,261x*%%, 1935,165e*%Y + 3367,738 e 1793,351e™**** + 339,683,
respectivamente.

as linhagens variou dentro da faixa observada por nés quando foram utilizadas as
12 linhagens. A figura 8 mostra o compartilhamento de CDSs de BAC3151 com
os outros B. thuringiensis. O nosso isolado possui mais CDSs em comum com
MC28 (4951 genes) e menos com Al Hakam (3965 CDSs). Essa observagao
reforca a maior proximidade de BAC3151 com MC28 observada na analise
filogenética. O menor numero de genes compartilhados com Al Hakam pode ser
resultado ndo somente de uma relagcdo menos préoxima, mas também porque Al
Hakam possui um menor repertorio génico, diminuindo assim a possibilidade de
compartilhamento.

Além disso, houve uma grande variagao do numero de singletons entre as
linhagens de B. thuringiensis, como observado por Fang et al. (2011). A
terminologia singletons descreve as CDSs encontradas em somente uma das
linhagem do nosso estudo; as mesmos CDSs talvez possam ser encontradas em
outras linhagens ou espécies. B. thuringiensis BAC3151 apresentou 221
singletons, cerca de 4,0% do total de CDSs, enquanto, nos outros genomas, esse
valor variou de aproximadamente 0,4% a 11,% (para o sorovar chinensis CT-43 e
para Bt407, respectivamente). A maioria dos singletons foi associada a proteinas
hipotéticas, conforme observado em outras linhagens e espécies (SMITS et al.,
2010; JOSEPH et al., 2012). O grande numero de proteinas hipotéticas
encontradas em varias linhagens pode ser resultado de genes provenientes da
transferéncia horizontal, incluindo de organismos distantes filogeneticamente,
para os quais a caracterizacdo molecular ndo tem sido feita ainda. De fato, B.
thuringiensis pode facilmente adquirir material genético de outras bactérias, como
relatado anteriormente (GONZALEZ et al., 1982; HAACK et al.,1996; VILAS-
BOAS et al.,1998). A aquisigdo de genes externos pode contribuir para a melhor a
adaptacdo de subpopulagdes de bactérias a nichos especificos (LAING et al.,
2010). Outros singletons encontrados estdo envolvidos principalmente em
regulacdo génica, sintese de componentes celulares, resposta a estimulo e

processamento da informagao genética (replicagao e reparo).
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Figura 8. Diagramas de Venn construidos com EDGAR (BLOM et al., 2009) apresentando
o compartilhamento de CDSs de BAC3151 com outros genomas. A) 1. BMB171, 2. MC28, 3. sv.
thuringiensis 155056, 4. Al Hakam, 5. BAC3151; B) 1. YBT-1518, 2. sv. chinensis CT-43, 3. YBT-
020, 4. sv. kurstaki HD73, 5. BAC3151; C) 1. Bt407, 2. HD-789, 3. sv. konkukian 97-27, 4.
BAC3151. Regides sobrepostas representam CDSs comuns entre os genomas analisados. Os
valores fora das regides sobrepostas indicam o nimero de CDSs em cada genoma sem ortélogas
nos outros genomas.

4.6. Genes putativos de B. thuringiensis BAC3151 associados a
antagonismo

Os micro-organismos competem por fontes limitadas de recursos dentro da
comunidade e os mecanismos de competicdo incluem efeitos antagonistas. B.
thuringiensis BAC3151 tem demonstrado atividade antimicrobiana in vitro contra

bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, incluindo  Curtobacterium
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flaccumfaciens pv. flaccumfaciens, responsavel pela murcha bacteriana do
feijoeiro (dados ndo publicados). Um repertério de genes putativos chave do
isolado potencialmente envolvidos em antagonismo foi encontrado e ¢é
apresentado na tabela 5, que inclui genes inseticidas, policetideo sintases,
bacteriocinas, peptideo sintetases nao-ribossomais, proteinas de biossintese de
sideroforos, quitinases, N-acil homoserina lactonase e outros. Esses genes
corroboram a atividade antimicrobiana observada e ainda apontam para
possibilidades de novos testes que poderdo ampliar as potencialidades de uso de
BAC3151 para controle biolégico de doengas de plantas.

Dois genes inseticidas foram encontrados em BAC3151, um
(C1127_orf00006) com 95% de similaridade com um gene de proteina
mosquitocida de B. thuringiensis |IBL 4222 e outro (scaffold24 _orf00006) com
94,7% de similaridade com uma &-endotoxina inseticida de B. thuringiensis MC28.
O numero de genes inseticidas varia entre as linhagens (FANG et al., 2011), que
podem produzir um ou mais cristais proteicos parasporais. As proteinas inseticidas
individuais que constituem os cristais tém um espectro de atividade toxica restrita
a poucas espécies de uma ordem particular de insetos, principalmente
lepidopteros, dipteros, coledpteros e himendpteros (RHO et al., 2007). Atividade
contra nematoides e outros invertebrados também tem sido descrita (WEI et al.,
2003; KOTZE et al., 2005; RHO et al., 2007). A combinacado de toxinas de uma
dada linhagem de B. thuringiensis define o espectro de atividade dessa linhagem.
Entretanto, ha muitas linhagens produtoras de cristais sem atividade téxica
conhecida (RHO et al., 2007). Analises adicionais poderao confirmar a existéncia
de cristais parasporais em BAC3151 e a sua toxicidade, pois avangos no
desenvolvimento de novos biopesticidas baseados em B. thuringiensis e a
manipulacdo de seus genes dependem da variedade de linhagens disponiveis e
seus correspondentes genes inseticidas.

B. thuringiensis BAC3151 também possui o gene aiiA (codificador de N-acil
homoserina lactonase) que, presumivelmente, € o responsavel pela observada
inibicdo do quorum sensing de bactérias Gram-negativas pelo isolado (LOPES,
2013). Muitas bactérias fitopatogénicas Gram-negativas utilizam o quorum
sensing como mecanismo de regulacdo de diferentes atividades bioldgicas,
incluindo a produgao de fatores de viruléncia (VON BODMAN et al., 2003). O aiiA
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Tabela 5. Classes de genes putativos chave potencialmente envolvidos em atividade antagonista
de B. thuringiensis BAC3151

Classe Tamanho Subject Bit Cobertura E-value Similaridade
(pb) score
Policetideos (sintases)
scaffold9_orf00043 294 [GenBank:WP_001215030.1] 606 0,996599 1,00E-171 1
scaffold16_orf00424 47 [GenBank:WP_000142746.1] 94,7 0,978723 1,00E-17 1
scaffold32_orf00058 120 [GenBank:YP_008780959.1] 250 0,991667 1,00E-64 1
Bacteriocinas
(sintese/maturacéo)
scaffold3_orf00655 68 [GenBank:YP_008781619.1] 136 0,985294 2,00E-30 1
scaffold5_orf00527 915 [GenBank:WP_000754144.1] 1800 0,998907 0 0,971585
scaffold21_orf00106 1435 [GenBank:WP_002037942.1] 2831 0,987456 0 0,989422
scaffold26_orf00189 513 [GenBank:WP_016090937.1] 1068 0,998051 0 0,998051
scaffold26_orf00190 649 [GenBank:WP_000191878.1] 1320 0,998459 0 0,978428
scaffold29_orf00015 942 [GenBank:WP_016090759.1] 1760 0,998938 0 0,953291
Peptideos nao-ribossomais
(sintetases)
scaffold24_orf00132 74 [GenBank:YP_008785493.1] 154 0,986486 9,00E-36 1
scaffold28_orf00020 1193 [GenBank:WP_000761471.1] 2465 0,999162 0 1
Sideroforos (sintese)
scaffold19_orf00032 253 [GenBank:YP_008781664.1] 491 0,996047 1,00E-136 0,948617
scaffold24_orf00456 612 [GenBank:WP_000861773.1] 1272 0,998366 0 1
scaffold24_orf00453 327 [GenBank:YP_008785115.1] 680 0,996942 0 1
Quitinases
scaffold1_orf00008 235 [GenBank:YP_006831774.1] 473 0,995745 1,00E-131 1
scaffold19_orf00019 360 [GenBank:YP_008781652.1] 714 0,997222 0 0,977778
scaffold28_orf00015 688 [GenBank:WP_002050263.1] 1316 0,986919 0 0,954412
N-acil homoserina
lactonase
scaffold3_orf00391 250 [GenBank:YP_006829423.1] 512 0,996 1,00E-143 1
Outros (sintese de
antibiéticos)
scaffold24_orf00119 206 [GenBank:WP_002038636.1] 432 0,995146 1,00E-119 1
scaffold26_orf00002 311 [GenBank:YP_006827114.1] 390 0,649518 1,00E-106 0,995074
scaffold32_orf00043 492 [GenBank:YP_006828972.1] 399 0,457317 1,00E-108 0,884956
scaffold32_orf00063 108 [GenBank:WP_002038952.1] 219 0,990741 3,00E-55 1
Genes inseticidas
C1127_orf00006 1584 [GenBank: EEN00236.1] 1024 0,985 0 0,95
scaffold24_orf00006 292 [GenBank: YP_006828518.1] 547 0,996575 1,00E-153 0,94863
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tem sido encontrado em diferentes sorovares de B. thuringiensis (LEE et al.,
2002) e a inibicdo da comunicagdo quimica de bactérias fitopatogénicas pode
constituir uma estratégia eficiente para o controle de doengas de plantas. Os
estudos indicam que o uso de inibidores de quorum sensing para esse proposito é
promissor, ampliando as atuais formas de prevencédo de bacterioses (DONG et
al., 2004).

Além disso, genes envolvidos na biossintese e maturagao de bacteriocinas,
principalmente lantibidticos, estdo presentes. Embora os lantibidticos sejam mais
bem descritos para B. subtilis, linhagens de B. thuringiensis, como tochigiensis
BGSC4Y1 e monterrey BGSC4AJ1, também possuem potencial para produzi-los
(READ et al., 2009). Bacteriocinas de Bacillus sdo cada vez mais importantes
devido ao seu espectro de inibicdo por vezes mais amplo que o de muitas
bactérias do acido latico e que pode incluir bactérias Gram-negativas, leveduras e
outros fungos, além de bactérias Gram-positivas (ABRIOUEL et al., 2011).

Outra classe de genes de BAC3151 potencialmente envolvidos em
biocontrole é a das quitinases. Trés genes putativos de quitinase (genes chi)
foram identificados no genoma. Em B. thuringiensis, até sete cépias tém sido
reportadas (MARCON et al., 2014). Bacillus spp. capazes de degradar quitina em
solo (KUZU et al., 2012), filoplano (SMITT e COUCHE, 1991) e em associagao
com insetos (SNEH et al.,, 1993) tém sido descritos. Interessantemente, a
atividade quitinolitica de B. thuringiensis pode apresentar efeito sinergistico sobre
a toxicidade inseticida. Isso pode ser aplicado para o desenvolvimento de
melhores produtos inseticidas pela combinacdo de ambos os fatores em uma
linhagem ou em formulagdes (WIWAT et al., 2000; LIU et al., 2002).

Genes responsaveis pela biossintese de sideréforos também sao
encontrados no genoma do isolado. Esses genes incluem rhbC, envolvido na
sintese de rizobactina, e asbA e asbE, envolvidos na sintese de petrobactina.
Embora a rizobactina seja mais comumente associada a Rhizobium, rhbC é
frequentemente encontrado nos genomas sequenciados de B. thuringiensis, como
na linhagem Bt407 e no sorovar kurstaki YBT-1520. Por sua vez, a petrobactina &
mais caracteristica de espécies de Bacillus, como B. thuringiensis (WILSON et al.,
2006), B. cereus (PARK et al., 2005) e Bacillus anthracis (CENDROWSKI et al.,

2004). Sideroforos de B. thuringiensis podem ser especialmente importantes para
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0 biocontrole na agricultura, uma vez que B. thuringiensis € naturalmente
associado a plantas e a competicdo pelo ferro pode levar a inibicdo de
fitopatdégenos, além de aumentar suprimento do elemento para o vegetal. Os
fitopatdgenos geralmente ndo sdo capazes de produzir sistemas comparaveis de
aquisicao de ferro (RADDADI et al., 2007).

Além desses, genes de policetideos sintases e peptideo sintetases nao-
ribossomais foram encontrados. Devido ao mecanismo versatil de sintese dos
policetideos e dos peptideos nao-ribossomais, eles podem exibir estruturas
diversificadas e com uma variedade de fung¢des bioldgicas, incluindo atividade
antimicrobiana. Existem poucas informacdes na literatura sobre esses produtos
de B. thuringiensis. No entanto, o crescente aumento de genomas disponiveis
para a espécie oferece a oportunidade para a mineracdo de genes
potencialmente envolvidos na sua sintese e cujas aplicabilidades poderédo ser
exploradas. Policetideos e peptideos ndo-ribossomais séo, na verdade, dificeis de
serem obtidos, o que torna a expressdo heter6loga uma alternativa para o uso.
Sistemas de producdo heteréloga também podem facilitar o estudo das
propriedades cataliticas das policetideos sintases e das peptideo sintetases nao-
ribossomais. Exemplos de hospedeiros heterélogos para produgdo dessas
proteinas incluem Escherichia coli, B. subtilis e Streptomyces coelicolor (RUDE e
KHOSLA, 2004).

Outros genes, que presumivelmente participam da sintese de compostos
antibiéticos, foram encontrados no genoma de B. thuringiensis BAC3151
(brevemente descritos na tabela 5). Esses genes muitas vezes fazem parte de
clusters envolvidos em um complexo metabolismo secundario caracteristico de
linhagens produtoras de diversos antimicrobianos. Neste trabalho, foram
abordados os genes putativos chave dos multiplos mecanismos que podem ser
responsaveis por biocontrole. Embora a fragdo do genoma de BAC3151 atribuida
a sintese de antimicrobianos aparentemente ndo seja tdo grande quanto a de
alguns Bacillus spp. (KUNST et al., 1997; CHEN et al., 2009), pesquisas futuras
deverado analisar a funcionalidade dos genes encontrados, a conservagao das
vias de sintese e as propriedades dos eventuais produtos bem como a sua

aplicabilidade na agricultura ou mesmo em outras areas. Dessa forma, o isolado
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pode representar uma fonte de metabdlitos secundarios e enzimas importantes

para controlar micro-organismos patogénicos.
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5. CONCLUSOES

Neste trabalho, foi verificado que B. thuringiensis BAC3151 endofitico do
feijoeiro comum foi mais similar a B. thuringiensis MC28 isolado de solo.
Rearranjos cromossomais especificos identificados em BAC3151 e outros
rearranjos em outras linhagens de B. thuringiensis foram encontrados e podem ter
implicacbes importantes na funcionalidade dessas linhagens. As analises
genbmicas também revelaram genes de BAC3151 sem similaridade significativa
com outros dos bancos de dados publicos bem como genes ndo encontrados nas
outras linhagens analisadas e que serdao melhor investigados futuramente. Além
disso, genes putativos envolvidos em multiplas formas de antagonismo estado
presentes. Dessa maneira, os resultados apresentados por nds contribuirdo para
o melhor entendimento da organizagdo do genoma de linhagens de B.
thuringiensis e para o desenvolvimento de estratégias para o controle bioldgico de

doencas do feijoeiro.
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