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RESUMO

A surfactina € um biossurfactante lipopeptidico comumente produzido por bactérias do género
Bacillus. Entretanto, a sua expressdo é dependente de varios fatores genéticos de adaptacéo e
comunicagdo. Estudos de prevaléncia génica tém se mostrado importantes para auxiliar o
entendimento acerca desses fatores de interacdo. Nesse contexto, o trabalho teve por objetivo
avaliar a prevaléncia do operon de surfactina (sfrAABCD) em estirpes de Bacillus subtilis,
bem como o repertdrio pangendmico da espécie através da gendmica comparativa. O genoma
completo do B. subtilis R14914 foi sequenciado por meio de abordagem hibrida, utilizando as
plataformas PGM lonTorrent e GridlONTM. Para o estudo comparativo, 153 genomas
completos, classificados como B. subtilis foram recuperados do NCBI, dos quais foram
utilizados os genes core para analises de pangenoma e MLST. O genoma obtido apresentou
alta qualidade e boa acuracia, com completude de 98,84% e contaminacdo de 1,10%. A
anélise de gendmica comparativa evidenciou o perfil pangenémico aberto em B. subtilis e
prevaléncia da surfactina em todos os genomas analisados, demonstrando-se como um carater

caracteristico da espécie.

Palavras-chave: Gendmica comparativa. Montagem hibrida. GridlON. PGM. MLST.



ABSTRACT

Surfactin is a lipopeptide biosurfactant commonly produced by Bacillus genus bacteria.
However, its expression is dependent on several genetic factors of adaptation and
communication. Gene prevalence studies are important to help the understanding of these
interaction factors. This work aimed to evaluate the surfactin operon (sfrAABCD)’s
prevalence in Bacillus subtilis strains, as well as the pangenomic repertoire of the species
through comparative genomics. The complete genome of B. subtilis R14914 was sequenced
using a hybrid approach, with the PGM lonTorrent and the GridlONTM platforms. A total of
153 complete genomes classified as B. subtilis were retrieved from the NCBI for comparative
study, from which the core genes were used for pangenome and MLST analyses. The genome
obtained showed high quality and good accuracy, with completeness of 98.84% and
contamination of 1.10%. The comparative genomics analysis showed the open pangenomic
profile in B. subtilis and surfactin prevalence in all analyzed genomes, classifying it as a

distinctive character of this species.

Keywords: Comparative genomics. Hybrid assembly. GridION. PGM. MLST.
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PARTE 1

1 INTRODUCAO GERAL

Estima-se que aproximadamente 13 milhdes de toneladas de surfactantes sejam
utilizados todos os anos nos mais diversos setores industriais, do alimenticio a inddstria
petroquimica. A ideia de que a producdo e o uso de biossurfactantes sejam tecnologias ja
consolidadas tem mudado ao longo dos ultimos anos, principalmente em decorréncia da
demanda crescente pela substituicdo desses compostos sintéticos por analogos de baixa
toxicidade e persisténcia no ambiente. Apesar da reducdo na emissdo de poluentes no
ambiente (p. ex. compostos quimicos lancados nas barragens de rejeitos ou em processos de
recuperacdo de petréleo), o uso de biossurfactantes ainda néo é aplicado em larga escala pela
inddstria (KHOPADE et al., 2012).

As moléculas de biossurfactantes tendem a ser menos tdxicas que 0S compostos
sintéticos, o que torna sua aplicacdo mais segura e ambientalmente mais atrativa. A exemplo
disso, os compostos atualmente utilizados como coletores de sulfetos metélicos durante a
etapa de flotacdo sdo sabidamente tdxicos, com rapida dissociacdo em A&gua, vapores
inflamaveis, provocando nauseas e vOmitos se ingeridos, além de serem neurotoxicos,
causando irritacdo da pele e das mucosas (MAKKAR; ROCKNE, 2003).

Um exemplo de biossurfactante é a surfactina, composto natural produzido por
bactérias do género Bacillus, especialmente Bacillus subtilis. Possui uma variedade estrutural
alta e esta classificada no grupo de lipopeptideos microbianos, juntamente com outros 300
compostos relatados nas Ultimas décadas. Entre estes, incluem-se iturinas, fengicinas e
liguenisinas como os mais frequentemente explorados.

Apesar de todos os prés, o mercado de biossurfactante ainda tem como desafio o
aumento do custo de producdo em larga escala, quando comparado aos seus analogos
sintéticos. Por conta disso, 0 avanco de estudos convencionais e moleculares, utilizando
microrganismos produtores como alvos, tém se tornado presentes para a descoberta de novos
métodos que possam diminuir o custo ou até aumentar a compreensdo das vias metabolicas
participantes dessa producdo (ZHANG et al., 2016).

Os avancos cientificos e tecnoldgicos propiciaram uma revolucdo nas abordagens
tradicionais de exploragdo de recursos biolégicos. Os mecanismos de busca e descoberta
biotecnoldgica sofreram alteragdes significativas em funcdo das mudangas de modelos

geradas pelos avancos em biologia molecular, gendmica e bioinformatica, em consequéncia
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ao desenvolvimento de novas tecnologias de sequenciamento massivo de DNA (Next
Generation Sequencing, NGS). Métodos moleculares com potencial aplicagdo na area
incluem as técnicas de andlises de transcriptomas, pangenomas, genémica comparativa e
analises filogenéticas de microrganismos de interesse, as quais se expandiram com 0S
métodos de NGS (SGHAIER et al., 2019).

Entre as analises provenientes deste estimulo, 0 pangenoma revela que muitas cepas
de diversos habitats apresentam variacdes genémicas quanto ao conteddo genético de cada
individuo, sendo que as principais funcdes de uma espécie especifica sdo conservadas como
genes centrais compartilhados entre diferentes cepas, incluindo aqueles referentes a expressao
de biocompostos como a surfactina. Desde a Ultima década, isso sO se tornou possivel devido
ao avanco do estudo de genomas de procariotos (GUIMARAES et al., 2015).

Devido a disponibilidade de muitas cepas especificas detentoras de conjuntos génicos
de alto interesse biotecnoldgico, muitas passaram a ser sequenciadas e investigadas a fim de
identificar tais genes e fungdes, sejam de interesse industrial ou néo, revelando mecanismos
de adaptacdo a diferentes ambientes necessarios para a sobrevivéncia, como a capacidade de
transferéncia horizontal de genes (WU et al., 2021).

Desde que a primeira cepa de B. subtilis foi sequenciada em 1997, a espécie se tornou
uma das mais estudadas de forma extensiva, possuindo 0s maiores conjuntos de genomas
sequenciados. No entanto, a analise dos genes centrais e especificos das cepas de B. subtilis
foi realizada em um namero limitado de estudos, cuja maioria, atualmente, concentra-se nas
cepas patogénicas do género, tais como Bacillus anthracis e Bacillus cereus. Por isso, é de
suma importancia realizar analises mais abrangentes, caracterizando melhor os genes centrais
de cepas de B. subtilis (BORRISS et al., 2018; KUNST et al., 1997).

Este trabalho possui cunho de pesquisa basica, agregando o conhecimento ja
desenvolvido acerca da potencialidade da surfactina, com o0s novos métodos de genémica
microbiana. A padronizacdo/desenvolvimento e aplicacdo dos métodos de gendmica
comparativa permite melhor entendimento de processos genéticos e/ou ecoldgicos que
modulam a producdo de biocompostos por microrganismos, como a regulacdo da expresséo
génica, as mutacdes e 0s processos evolutivos. Esses conhecimentos sdo essenciais para
posterior otimizacdo dos processos por meio da engenharia genética. Sendo assim, este
trabalho teve por objetivo avaliar a prevaléncia do operon da surfactina (sfrAABCD) em
estirpes de B. subtilis, bem como o repertério pangenémico da espécie, através de genémica

comparativa. Além disso, a gendmica comparativa permitiu o desenvolvimento de
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oligonucleotideos iniciadores adequados para estudos de expressdo diferencial do gene srfAA,
gue compdem o operon de expressao da surfactina em B. subtilis.

Acredita-se que a aplicacdo do conhecimento gerado por esses métodos impulsionara
0s estudos acerca da conservacao genética desse operon em B. subtilis, dando suporte para a
utilizacdo da espécie como modelo de obtencdo e estudo desses biocompostos, além de
desenvolver novos caminhos para a manipulacdo biotecnoldgica do microrganismo. Diante
disso, este trabalho teve como objetivos avaliar a prevaléncia do operon de surfactina
(sfrAABCD) em estirpes de B. subtilis, bem como o repertorio pangenémico da espécie,

através de gendmica comparativa.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Biossurfactantes: Bacillus subtilis e a surfactina

Bacillus subtilis ¢ uma bactéria Gram-positiva cosmopolita que demonstra
adaptabilidade genética incomum, permitindo-lhe colonizar habitats altamente diversos.
Bacillus subtilis € uma espécie ndo patogénica que apresenta alta diversidade genética, mesmo
entre cepas da mesma espécie (KASPAR; NEUBAUER; GIMPEL, 2019). A especie é
comumente encontrada em solos, onde participa dos trabalhos detritivoros para a ciclagem de
carbono e nitrogénio no ecossistema. Correspondem a microrganismos aerobicos facultativos,
mesofilicos (25-37 °C) e apresentam coldnias com caracteristicas morfologicas variadas,
diferencas essas que dependem da composicdo do meio de cultivo do microrganismo.
Geralmente, apresentam-se em formas redondas ou irregulares, de coloragdo marrom ou
opaca (SERRA et al., 2014).

Por décadas, B. subtilis tem sido um modelo bioldgico vidvel para a compreensao das
premissas fundamentais de bactérias Gram-positivas formadoras de esporos e, na
biotecnologia, ja é empregada para a sintese de diversos compostos secundarios, tais como
vitaminas, aminoacidos, enzimas industriais e antibiéticos (HARWOOQOD et al., 2018). Além
disso, a espécie ganhou ainda mais atencdo apds ter potencial comprovado no controle
bioldgico, seja a partir do efeito antagdnico sobre fitopatdgenos, seja com o efeito inverso a
partir do crescimento favorecido (SHAFI; TIAN; JI, 2017).

Apbs ter sido muito subestimada perante seu potencial biossintético, estirpes selvagens
de varias fontes tém demonstrado arsenais complexos para a biossintese de, principalmente,

lipopeptideos ciclicos de uso industrial. Estima-se que 4-5% do genoma de B. subtilis é
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dedicado somente para a biossintese de produtos naturais a partir de inimeras fontes de
carbono e nitrogénio, tais como gordura animal, efluentes industriais, 6leo queimado, soro de
leite e aguas residuais com alto teor de amido (MADSEN et al., 2015).

Geralmente, os lipopeptideos produzidos por B. subtilis sdo formados a partir de
variacBes de heptapeptideos e cadeias de &cidos graxos hidroxilados. Esses biossurfactantes
sdo classificados em trés familias bastante conhecidas por possuirem propriedades
antimicrobianas, além da atividade tensoativa: surfactinas, iturinas (as quais incluem iturinas
A, B, C, D e E; bacilomicinas D, F e L; e micosubtilisina) e fengicinas (GUDINA et al.,
2013). Esses compostos tém atraido cada vez mais interesses biotecnoldgicos e farmacéuticos
por atuarem como biossurfactantes e antibidticos (COCHRANE; VEDERAS, 2016).

Surfactina é o Gnico membro da familia com conhecida atividade bioldgica e também
0 composto produzido por B. subtilis mais extensivamente estudado. Foi inicialmente
descoberta em caldo de cultivo para essa bactéria em especifico, em 1968, época em que se
descobriu seu potencial inibitério de coagulacdo de fibrina. Entretanto, apenas nos anos 80 o
composto chamou aten¢do como alternativa para substituir surfactantes quimicos (ARIMA et
al.,1968; BARROS et al., 2007). A surfactina biologica possui uma variedade de isoformas
que, dependendo de suas propriedades fisico-quimicas, podem apresentar mudangas no
tamanho da cadeia e na sequéncia de aminodcidos que compde os bioprodutos, o que
demonstra a plasticidade do complexo de peptideo sintetase ndo ribossomal (SEN, 2010).

A surfactina enquanto biossurfactante participa de uma ampla gama de aplicagdes,
desde tratamentos com antibioticos (por conta de suas propriedades de permeabilizacdo da
membrana), terapia de cancer e até em processos de recuperacdo de Gleo. A producdo em
larga escala industrial desse composto pode ser viavel através de cultivo em lote alimentado
de alta densidade celular, uma vez que excelentes rendimentos de mais de 1 g.L™ foram
relatados em processos biotecnoldgicos empregando Bacillus spp. (WILLENBACHER et al.,
2015; ZHI; WU; XU, 2017).

2.2 Meétodos moleculares: genémica aplicada a ecologia microbiana

Por muito tempo, os estudos de diversidade microbiana foram dominados por técnicas
de isolamento de culturas puras, o que rende até os dias de hoje a base para o avancgo das
pesquisas de fisiologia e genética microbiana. Porém, a atualizacdo dessas técnicas se tornou

necessaria a partir do momento em que se mostrou ineficaz na amostragem de uma
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comunidade microbiana no solo, recuperando ndo mais do que 10% de microrganismos
presentes nesse ambiente (AMANN; LUDWIG; SCHLEIFER, 1995).

Com isso, muitas tecnologias dentro da biologia molecular foram estabelecidas, tais
como a extracdo de DNA e RNA, a PCR, o sequenciamento de DNA, as andlises de
transcriptomas, a clonagem, entre outras. Essas técnicas permitiram o0 acesso a novos grupos
de organismos ndo cultivaveis presentes numa comunidade microbiana, 0s quais ndo seriam
acessados apenas por isolamento, devido as particularidades e exigéncias nutricionais de
especies (THIES et al., 2016).

A importancia de se estudar fatores evolutivos para entender a organizacdo de
organismos Vvivos € reconhecida, 0 que permitiu o seu avan¢o com o desenvolvimento da
genémica. O estudo de genomas, principalmente completos, provou ser Gtil para compreender
o funcionamento de microrganismos, aumentando substancialmente a compreensdo da
organizacdo dos genes participantes de seus processos adaptativos (ABBY; DAUBIN, 2007).
O acesso a informacdo gendmica se da em nivel computacional e tem se tornado uma parte
importante na descoberta de novos produtos naturais, expressos por centenas de genes
organizados em operons ou ndo. Hoje em dia, milhdes de sequéncias genémicas de bactérias
sdo publicamente disponibilizadas, bem como a disponibilidade online de clusters de
metabdlitos secundarios que aguardam conexdo com seus produtos naturais codificados
(ATANASOQV et al., 2021). Com o desenvolvimento de métodos de sequenciamento de alto
rendimento e a riqueza de dados de DNA disponivel, uma variedade de métodos e ferramentas
de manipulacdo gendmica foram surgindo para orientar a descoberta e caracterizacdo desses
genes e compostos (ZIEMERT; ALANJARY; WEBER, 2016).

Entre esses métodos, destacam-se as analises de comparagdes entre genomas, as quais
sdo capazes de revelar aspectos sem precedentes a respeito da fisiologia, além de revelar
extensa diversidade intraespecifica. A ideia de comparar multiplos genomas bacterianos para
detectar e priorizar clusters esta fortemente conectada a ideia de utilizar métodos filogenéticos
para encontrar genes que expressam compostos promissores. Isso fornece importantes
hipoteses acerca dos esforcos de expressdo génica e a funcdo ecoldgica dessas moléculas
(GRAZZIOTIN et al., 2021; HUG et al., 2016).

Além disso, esses e outros metodos moleculares se tornaram importantes ferramentas,
ndo apenas para detectar caracteristicas genéticas ou adaptacdes especificas, mas tambem para
melhorar nosso entendimento a respeito da taxonomia, auxiliando no delineamento das
espécies de procariotos. Por conta disso, avangos rapidos na ciéncia de genomas devem ser

complementados por investimentos em sistematica, a fim de desenvolver uma taxonomia mais
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fidedigna e adaptada as informacdes gendmicas (DIENE et al., 2013). Conceitos tradicionais,
como espécie, género e familia, ndo servem a sistematica microbiana, em que os problemas de
transferéncia horizontal de genes e mecanismos de especiacdo sdo variados e complexos.
Esses estudos precisam ser refinados para que a recuperacdo de dados gendmicos se torne
mais eficaz (STAHL; JAMES, 2002).

Estudos de gendmica comparativa tém revelado que cromossomos bacterianos estéo
sujeitos a pressao seletiva, o que molda profundamente sua organizacéo. Todos 0S processos
de replicacdo, transcricdo e regulacdo da expressao genética impactam a forma que 0s genes
se organizam ao longo do genoma. A organizagdo desses genes ocorre pela maneira
assimétrica que o cromossomo bacteriano é replicado, com uma fita principal e outra
posterior, uma questdo correlacionada com varias caracteristicas evolutivas entre as duas fitas,
como mutac@es e localizacdo de genes essenciais (LOBRY; SUEOKA, 2002).

Além dessas questdes de organizacdo do genoma, a gendmica comparativa revelou um
grau anteriormente inesperado de diversidade entre genomas procarioticos. Como por
exemplo, a comparacdo do conteido do gene dentro e entre espécies (ABBY; DAUBIN,
2007). Com o avanco dos métodos gendémicos, ocorreu uma transicdo em estudos, nos quais
as analises gendmicas passaram de um Unico ou poucos genomas para centenas a milhares,
englobando o que é conhecido hoje como andlises de pangenoma. Estas analises fornecem
uma estrutura para estimar a diversidade genémica do conjunto de dados em maos e prever o
nimero de sequéncias de genomas que seriam necessarias para caracterizar tal diversidade
(VERNIKOS et al., 2015).

Outra funcionalidade significante de analises pangenémicas € que estas podem prover
resolucdes superiores de reconstrugdo da filogenia de organismos de uma forma mais
confiavel do que outras analises baseadas em um ou varios genes. Para fins conceituais, um
pangenoma completo € definido como o nimero total de genes ndo-redundantes presentes em
um determinado clado, totalizando todo o repertério gendmico do mesmo. Neste tipo de
analise, geralmente sdo encontrados genes core, genes acessorios e genes unicos (especificos
de cada cepa), organizados em soft core, shell e genes cloud (STICE et al., 2018).

Em soft core s@o representados aqueles genes conservados presentes em ao menos 95—
99% de todos os genomas analisados, shell sdo aqueles presentes em 15-95% dos genomas e
cloud os presentes em 0-15%. Juntos, 0S genes core e soft-core, representam um pool de
genes altamente conservados, que podem fornecer informacdes a respeito da historia
evolutiva das espécies estudadas, ja os genes cloud sao aqueles especificos ou Unicos de cada

cepa presente na analise pangendmica, os quais sdo compartilhados no méaximo entre dois
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desses. Os restantes sdo genes moderadamente conservados, identificados como genes shell
que, junto com genes cloud, representam o subconjunto do genoma acessorio, responsaveis
por refletir o estilo de vida, adaptacdo e também a historia evolutiva das cepas em estudo
(SNIPEN et al., 2009; VERNIKOS et al., 2015).

Essa modalidade de comparagdo genémica demonstrou que varias espécies, incluindo
patdégenos humanos e bactérias ambientais exibem um pangenoma aberto. O que indica que
um numero grande e indeterminado de genomas adicionais seria necessario para identificar
todos 0s genes acessiveis as espéecies. Em contraste, para espécies com pangenoma fechado,
genomas adicionais sequenciados ndo fornecem novos genes para expandir o repertdrio
(VERNIKOS et al., 2015).

Lidar com todas as possibilidades disponiveis acerca de uma comunidade microbiana,
geradas por todos esses e outros métodos moleculares, ajuda a trazer a luz os segredos das
“caixas pretas” da ecologia microbiana, revelando a ocorréncia de genes funcionais e suas

correlagbes com o meio ambiente (DELMONT et al., 2011).

2.3 Meétodos moleculares: sequenciamento massivo de DNA e vantagens de abordagens
hibridas

Em resposta ao rapido avancgo nos estudos gendmicos, os sequenciamentos de DNA de
alta performance, também conhecidos como sequenciamento NGS, entram em um cenario
carregando a possibilidade de producdo de uma alta quantidade de dados, de forma rapida e
com custo abaixo do tradicional sequenciamento de Sanger (VASUDEVAN et al., 2020).

A primeira ferramenta NGS nasceu em meados dos anos 2000, utilizando
nanotecnologia e pirosequenciamento, sem a obrigatoriedade de processos de clonagem ou
transformacdes (WILLSON, 2021). Com o seu lancamento, foi documentada uma queda de
50.000 vezes o custo de sequenciamento desde o projeto Genoma Humano e, desde entdo, o
sequenciamento de genoma tém evoluido cada vez mais rapido com muitas tecnologias
capazes de produzir leituras em diferentes quantidades, qualidades e comprimentos (NEAL-
MCKINNEY et al., 2021).

Apesar dessa crescente evolucdo, algumas propriedades foram mantidas, afetando
mais especificamente a forma que os dados sdo organizados, bem como a integridade e
precisdo dos genomas resultantes. Porém, infelizmente, a cada tecnologia NGS que surge, 0s
problemas podem ser reduzidos ou novos podem ser criados, como € o caso das médias de

erros de 0,1-15% que sdo maiores e 0s comprimentos das leituras que sdo geralmente mais
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curtos que aqueles gerados pelo tradicional sequenciamento de Sanger, 0 que requer maiores
cuidados na analise dos resultados (GOODWIN; MCPHERSON; MCCOMBIE, 2016).

No final da dltima década, a tecnologia de sequenciamento de segunda geragdo
melhorou bastante, porém sendo capaz apenas de produzir genomas fragmentados. Combinar
0s contigs desses genomas €& quase impossivel nas tecnologias tradicionais baseadas em
leituras curtas (Figura 1.1A), além disso, o alto contetdo de GC e presenca de regides
repetitivas podem afetar drasticamente a montagem. Foram esses obstaculos que abriram
caminho para o desenvolvimento de tecnologias de sequenciamento de terceira geracao
(GOLDSTEIN et al., 2019; DEL ANGEL et al., 2018).

Embora o sequenciamento de leituras longas supere a limitacdo de comprimento de
outras abordagens NGS, a mesma ainda possui uma média de erros consideravel
(GOODWIN; MCPHERSON; MCCOMBIE, 2016) (Figura 1.1B). Para contrapor esse
problema, uma das alternativas é unir plataformas que geram leituras curtas e plataformas que
geram leituras longas, diminuindo os erros de cada um isoladamente e aumentando a
qualidade do genoma final (Figura 1.1C) (GOODWIN et al., 2015).

O PGM lonTorrent e plataformas da Oxford Nanopore Technology sdo exemplos de
equipamentos que podem realizar este tipo de trabalho. O PGM foi a primeira plataforma
NGS sem sensibilidade 6ptica. Em vez de gerar uma cascata enzimatica para o equipamento
registrar um sinal, 0 PGM detecta ions de H* que s&o liberados a cada vez que um dNTP é
incorporado na sequéncia. Essa atividade altera o pH do meio, sendo esse o sinal gerado pelo
equipamento. Entretanto, a mudanca de pH muitas vezes ndo é proporcional ao numero de
nucleotideos detectado, o que diminui a acuracia da leitura (GOODWIN; MCPHERSON;
MCCOMBIE, 2016; ROTHBERG et al., 2011).

Ja a Oxford Nanopore surge como algumas alternativas aos sequenciamentos de
segunda geracdo, capazes de produzir sequéncias longas em um curto espaco de tempo.
Possuem tecnologia nanopore integrada em chip eletronico que ajuda a detectar os dNTPs de
uma unica fita de DNA, oferecendo um fluxo de trabalho rapido e simples com o minimo de
tempo de preparacdo da amostra (TYSON et al., 2018). Outra vantagem, é que além da
geracdo de mais de 15 GB de dados em tempo real, o seu tamanho e baixo custo fazem o
equipamento se destacar e ganhar favoritismo entre as outras plataformas de sequenciamento
(GOLDSTEIN et al., 2019; VASUDEVAN et al., 2020).



19

Figura 1.1 — Conjunto de leituras curtas resultam em contigs sem informacéo estrutural do
genoma (A). Conjuntos de leituras longas resultam em um genoma completo
com muitos indels (B). Hibridizacdo das técnicas rende um genoma completo,
de alta acurécia e poucos erros (C).
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Fonte: Vasudevan et al. (2020)
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ARTIGO UNICO - GENOMA COMPLETO ALTAMENTE PRECISO DA CEPA
R14914 DE Bacillus subtilis E SUA GENOMICA COMPARATIVA
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Versao preliminar — Norma NBR 6022 (ABNT 2018)

Resumo

As bactérias do género Bacillus sdo amplamente exploradas por trés motivos: facil manuseio
em laboratorio, organismos modelos para o estudo de bactérias Gram-positivas e alto
potencial biotecnoldgico quanto a prospeccdo de metabdlitos secundarios. Neste ultimo, a
surfactina se destaca por ser um biossurfactante lipopeptidico comum a este género, produzida
principalmente por Bacillus subtilis e Bacillus anthracis. Para que a surfactina seja de fato
expressa pela bactéria, a ativacdo de uma cascata reguladora da expressao génica precisa
ocorrer, porem o operon responsavel por esta atividade, esteja ativo ou inativo, pode ser
encontrado conservado no material genético dos individuos, independente de diferencas de
cultivo ou habitat. Nesse contexto, o trabalho teve por objetivo avaliar a prevaléncia do
operon de surfactina (sfrAABCD) em estirpes de Bacillus subtilis, bem como o repertério
pangendmico da espéecie por meio de gendémica comparativa, além de sequenciar o genoma da
cepa R14914 de Bacillus subtilis através de abordagem hibrida de sequenciamento. Para isso,
as plataformas PGM lonTorrent e GridlON™ foram utilizadas para o sequenciamento e 153
genomas foram recuperados do NCBI, dos quais foram realizadas as analises de pangenoma e
MLST, além da andlise de prevaléncia do operon de surfactina (sfrAABCD). O genoma
obtido apresentou alta qualidade e boa acuracia, com completude de 98,84% e contaminacéo
de 1,10%. A anélise de gendmica comparativa evidenciou o perfil pangendmico aberto em B.
subtilis e prevaléncia da surfactina em todos os genomas analisados, demonstrando-se como
um carater distintivo dessa espécie.

Palavras-chave: Surfactina (sfrAABCD). Anéalise multilocus MLST. Abordagem hibrida de
sequenciamento.

HIGHLY ACCURATE COMPLETE GENOME OF THE Bacillus subtilis STRAIN
R14914 AND ITS COMPARATIVE GENOMICS

Abstract

Bacillus genus bacteria are widely exploited for three reasons: easy laboratory handling,
model organisms for the study of Gram-positive bacteria, and high biotechnological potential
for prospecting secondary metabolites. In the latter, surfactin can be highlighted,
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characterized as a common lipopeptide biosurfactant of the genus, produced mainly by
Bacillus subtilis and Bacillus anthracis. For the surfactin to be in fact expressed by the
bacteria, a cascade activation regulates gene expression needs to occur, but the operon
responsible for this activity, whether active or not, can be found conserved in the genetic
material of the belonging, regardless of differences in cultivation or habitat. In this context,
the study aimed to evaluate the prevalence of the surfactin operon (sfrAABCD) in Bacillus
subtilis strains, as well as the pangenomic repertoire of the species, through comparative
genomics. In addition, to sequencing the genome of the RI4914 strain of Bacillus subtilis
through of hybrid sequencing approach. Thereunto, PGM lonTorrent and GridIONTM
platforms were used for sequencing and 153 genomes were retrieved from the NCBI. Of
these, pan-genome and MLST analyzes were performed, in addition to the prevalence analysis
of the surfactin operon (sfrAABCD). The genome obtained showed high quality and good
accuracy, with completeness of 98.84% and contamination of 1.10%. The comparative
genomics analysis showed the open pangenomic profile in B. subtilis and surfactin prevalence
in all analyzed genomes, demonstrating it as a distinctive character of this species.

Keywords: Surfactin (sfrAABCD). Multilocus MLST analysis. Hybrid sequencing approach.

1 INTRODUCAO

As abordagens NGS (Next-generation sequencing) tém alcancado amplas
possibilidades nos estudos de sequenciamentos de genomas, exomas, RNA, micro-RNA,
sequenciamento de metilacdo e metagendmica. Isso colaborou para o alto crescimento,
proporcional a diminuicdo do custo de utilizacdo de tecnologias NGS. Com esse avanco,
tornou-se possivel classificar e organizar as plataformas NGS em segunda e terceira geracao,
sendo as plataformas de segunda geragéo todas aquelas que trabalhavam o sequenciamento de
material genético seguindo a utilizacdo de leituras curtas, e as plataformas de terceira geracdo
aquelas que trabalhavam a mesma funcdo, porém utilizando-se de leituras longas (SINGH;
BHATIA, 2020).

Como exemplos amplamente utilizados desta divisdo, tem-se a plataforma ION
Torrent, como sequenciador de leituras curtas, e a plataforma MinlON, da terceira geracao de
NGS. Ambas sdo utilizadas em diagnésticos de amostras clinicas, porém, as plataformas de
terceira geracdo oferecem maiores vantagens significativas, como a possibilidade de
sequenciamento sem a necessidade de PCR ou etapas de clonagem e também, o rendimento
de um genoma cuja qualidade é superior aos obtidos por plataformas de segunda, devido a
utilizacdo de leituras longas, pois as mesmas diminuem consideravelmente a taxa de erro
durante a montagem dos genomas (GULILAT et al., 2019).

Atualmente, plataformas de terceira geracdo como o MinlON, tém ganhado
popularidade em paises mais desenvolvidos devido ao custo, flexibilidade e praticidade que o
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equipamento possui. Entretanto, estudos recentes tém apresentado resultados superiores para
obtencdo de genomas completos quando leituras longas e leituras curtas sdo utilizadas em
conjunto. Essa técnica de abordagem hibrida de sequenciamento une as duas geracGes de
plataformas NGS a fim de gerar montagens de genomas completos fechados, de alta
qualidade e sem gaps.

Essa abordagem surgiu como forma de contrapor as limitaghes presentes nas
plataformas de segunda e terceira geracdo, como as altas taxas de erro presentes em ambas as
geracOes, a complexidade da montagem de genomas provenientes da alta fragmentacdo do
material genético das plataformas de leituras curtas e o alto nimero de gaps presentes em
plataformas de leituras longas. Portanto, este trabalho objetivou-se realizar abordagem de
sequenciamento hibrido para montagem do genoma da cepa de Bacillus subtilis R14914,
incorporando leituras curtas e longas para montar um genoma completo com alta precisao e
INDELS significativamente reduzidos. Além disso, também objetivou-se analisar o repertério
pangendmico da espécie quanto a prevaléncia do operon de surfactina (sfrAABCD), comum a
espécie. Ap6s a montagem, a mesma foi avaliada quanto a qualidade e integridade do genoma

e 0 repertorio pangendmico da espécie também foi avaliado.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencao e reativacado do isolado de Bacillus subtilis R14914

O isolado Bacillus subtilis R14914, caracterizado como produtor do biossurfactante
surfactina esta depositado na Colecdo de Culturas do Laboratério de Biotecnologia e
Biodiversidade para o Meio Ambiente, do Departamento de Microbiologia de Universidade
Federal de Vicosa (UFV). Esse isolado foi obtido a partir de amostras de dgua de producéao do
campo de exploracdo de petroleo da formacdo Rio Itaina, Conceicdo da Barra, Espirito Santo
e, previamente, caracterizado por Fernandes et al. (2016).

Para a reativacdo, o isolado foi cultivado em Agar Triptona de Soja (TSA), a 30 °C,
por 24 h e posteriormente, uma col6nia isolada foi transferida para um tubo contendo 5 mL de
Caldo Triptona de Soja (TSB), em triplicata. Os tubos foram incubados sob agitacdo de 200
rpm, a 30 °C, por 18 h.
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2.2 Condicdes de cultivo do Bacillus subtilis R14914 para avalia¢éo da producéo de
biossurfactante

Ap0s a reativacdo, uma aliquota do pré-indculo foi transferida para Erlenmeyers de
125 mL contendo 30 mL de meio mineral, contendo glicose (tratamento 1) ou glicerol
sintético (tratamento 2) como fonte de carbono, de modo a se obter uma densidade Optica a
600 nm equivalente a 0,05. A composicéo do primeiro tratamento foi de 13,9 g.L ™ de KHP,,
2,7 g.L* de KH,PO,, 0,05 g.L? de extrato de levedura, 4,24 g.L™* de NaNOs, 40 g.L™" de
glicose e 50 mL de solucdo de micronutrientes. A composicdo do segundo tratamento foi de
13,9 g.L™" de KoHP4, 2,7 g.L ! de KH,PO,, 0,05 g.L™ de extrato de levedura, 4,24 g.L™" de
NaNOs, 40 g.L™* de glicerol e 50 mL de solucio de micronutrientes. A composicdo da soluco
de micronutrientes foi de 0,5 g.L* de EDTA, 3,0 g.L* de MgS0O47H,0, 0,5 g.L* de
MnS0,.4H,0, 1,0 g.L™* de NaCl, 0,1 g.L™* de CaCl.2H,0, 0,1 g.L™ CaCl,.2H,0, 0,1 g.L™ de
CaCl,.6H,0, 0,1 g.L* de ZnSO,7H,0, 0,01 g.L? de CuSO45H,0, 0,01 gL' de
Na;M00,4.2H,0, 0,01 g.L* de NaO,Se, 0,01 g.L* de Na,WO,2H,O e 0,02 g.L™* de
NiCl,.6H,0. Essa solucéo foi preparada, autoclavada e, posteriormente, adicionada aos meios
de cultura esterilizados. Ambos os tratamentos foram incubados por 48 h, a 30 °C e sob
agitacdo constante de 200 rpm e avaliados em triplicata.

2.3 Teste de espalhamento de gota

Para execucdo do teste de espalhamento de gota, utilizou-se 500 puL do sobrenadante
das amostras centrifugadas (5 min. a 12.000 rpm, em tubos de Eppendorfs), 70 mL de agua
destilada, uma placa de Petri (150 x 20 mm) e 20 pL de petroleo. O processo seguiu 0 método
proposto por Morikawa, Hirata e Imanaka (2000) com modificaces, em que a placa de Petri
foi preenchida pela agua destilada juntamente com o petréleo adicionado a toda sua
superficie. A partir disso, o sobrenadante das culturas foi adicionado ao centro da placa de
Petri, formando um halo de coloracdo mais clara no filme de éleo que, ap6s 30 min. foram

medidos com auxilio de uma régua.

2.4 Extracéo de acidos nucleicos de Bacillus subtilis R14914

O DNA e RNA das culturas, para ambos o0s tratamentos, foram coextraidos no
Laboratorio de Ecologia Microbiana — UFLA, utilizando RNA PowerSoil® Total RNA
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Isolation Kit (MoBio Laboratories, Carlsbad, CA) e RNA PowerSoil® DNA Elution
Accessory Kit, seguindo o protocolado pelo fabricante. A qualidade dos &cidos nucleicos
extraidos foi avaliada por espectrofotometria com o auxilio do Nanodrop Lite (ThermoFisher
Scientific, Waltham, MA, USA) e a quantificacdo foi realizada por fluorometria em
equipamento Qubit 4.0 (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA), utilizando os Kits
dsDNA BR Assay Kit e Qubit RNA BR Assay Kit, para DNA e RNA, respectivamente.

2.5 Sequenciamento do genoma de Bacillus subtilis R14914, montagem e anotacéo

Uma subamostra do DNA gendmico, de aproximadamente 4 ug, foi tratado com Rapid
Sequencing Kit (SQK-RADO004; Oxford Nanopore Technologies, UK). A biblioteca resultante
foi sequenciada utilizando a plataforma GridION™, utilizando uma flowcell Spot-ON Mk1
(FLO-MIN 106, versdao R9; Oxford Nanopore Technologies, UK) e Library Loading Bead Kit
versdo R9 (EXP-LLBO001; Oxford Nanopore Technologies, UK). As sequéncias longas (long
reads) brutas foram obtidas com o auxilio do programa MinKNOW v3.5.6, em uma corrida
de 72 h e o basecalling foi realizado simultaneamente, utilizando o programa Albacore v2.0.2.

Outra subamostra do mesmo DNA foi sequenciado utilizando a plataforma PGM
lonTorrent (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA). A biblioteca foi preparada
utilizando lon Plus Fragment Library Kit e clonalmente amplificada no equipamento One
Touch 2 System (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA USA), utilizando o lon PGM™
Template Hi-Q OT2 400 Kit. A biblioteca amplificada foi carregada em um chip 316™ v.2 e
posteriormente sequenciada em plataforma PGM lonTorrent, utilizando o PGM Hi-Q
Sequencing 400 Kit.

As sequéncias longas, obtidas em GridlON, foram montadas por abordagem de novo,
utilizando o programa Canu v1.5 (KOREN et al., 2017), seguindo os parametros padrdo para
dados de Oxford Nanopore. A montagem de baixa qualidade obtida foi entdo corrigida
(polished) com o programa Racon (VASER et al., 2017), utilizando as sequéncias curtas
provenientes do sequenciamento no PGM lonTorrent. Para isso, as sequéncias curtas foram
mapeadas contra a montagem principal de sequéncias longas, utilizando a ferramenta de
alinhamento Burrows-Wheeler (LI; DURBIN, 2009). O procedimento com o Racon foi
realizado trés vezes, para a obtencdo de um genoma completo, circular e de alta qualidade.

A completude do genoma e o nivel de contaminacdo foram estimadas com programa
CheckM (PARKS et al., 2015), no modo “lineage wf”’. A qualidade do genoma foi estimada
com Quast (GUREVICH et al., 2013), utilizando Bacillus subtilis subsp. subtilis str. 168 -
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NC_000964.3 como o genoma de referéncia. A identidade média nucleotidica com base no
BLAST (ANIb) entre o genoma obtido e a sua referéncia foi determinada pelo programa
JSpecies (RICHTER; ROSSELLO-MORA, 2009); onde ANI > 95% indica que ambos 0s
genomas pertencem a mesma espécie (GORIS et al., 2007; RICHTER et al., 2016). Por fim, a
anotacdo do genoma foi feita com o programa PATRIC versdo 3.5.23 (WATTAM et al.,
2014) e com o NCBI Prokaryotic Genome Annotation Pipeline — PGAP (TATUSOVA et al.,
2016).

2.6 Gendmica comparativa

Todos os genomas completos de B. subtilis, disponiveis no banco de dados GenBank
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov) em 14 de maio de 2020, foram recuperados, resultando em
um total de 153 genomas (Apéndice A). As comparacOes das estimativas de hibridizacao
digital DNA-DNA (dDDH) e a identidade meédia nucleotidica (ANI) entre os genomas de B.
subtilis R14914 e sua referéncia B. subtilis subsp. subtilis str. 168 - NC_000964.3 foram
calculadas usando os webservers JSpeciesWS (RICHTER et al.,, 2016) e KostasLab
(RODRIGUEZ-R; KONSTANTINIDIS, 2014), respectivamente.

2.7 Andlises de reconstrucao filogenética

Sequéncias completas do gene rpoB, que codifica para a subunidade p da RNA
polimerase, foram recuperadas dos genomas em estudo e utilizadas para as analises
filogenéticas. O genoma de Bacillus amyloliquefaciens DSM7 (NC_014551.1) foi utilizado
como grupo externo para a analise. O alinhamento das sequéncias foi executado com o
programa Muscle (EDGAR, 2004). A analise de Inferéncia Bayesiana (BA) foi executada
utilizando o programa MrBayes (HUELSENBECK; RONQUIST, 2001) para fins de
reconstrucdo filogenética. Para isso, foram rodadas duas analises independentes, com quatro
cadeias cada, sendo uma fria e trés quentes, iniciadas com quatro diferentes arvores aleatorias,
em 10.000.000 de geracdes de Markov chain Monte Carlo - MCMC. A verossimilhanca das
topologias resultantes foi checada e 25% das arvores geradas foram eliminadas para garantir a
permanéncia apenas daquelas cujas areas apresentavam o0s melhores resultados de
verossimilhanga, finalizando assim a geracdo da arvore consenso. A robustez de cada né da
arvore foi obtida pela “probabilidade posterior”, que foi calculada pela frequéncia de cada nod

na arvore consenso.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/

30

2.8 Andlise de Pangenoma

A andlise de pangenoma dos 153 genomas foi executada com o auxilio do Roary
Package v3.11.2, utilizando os parametros padrdo (PAGE et al., 2015). Para isso, 0 programa
Prokka v1.14.6 foi usado para anotagdo das montagens que foram entdo usadas como dados
de entrada para o Roary, a fim de determinar os conjuntos de genes cores e de genes

acessorios de todos os genomas avaliados.

2.9 Andlise de Multilocus Sequence Typing (MLST)

A anélise de sequéncia multilocus (MLST) foi realizada utilizando o conjunto de genes
core gerados pela ferramenta Roary. Um total de 266 genes cores foram concatenados e
alinhados com o programa MAFTT (KATOH; STANDLEY, 2013) e manualmente checados.
As anéalises de MLST foram executadas por meio do método de Méxima Verossimilhanca,
utilizando o programa RAXML v.8.2.10, com os parametros padrdo. A robustez de cada n6 foi
estimada pelo teste de Bootstrap com 1.000 repeti¢es.

Similarmente, o operon responsavel pela biossintese da surfactina em B. subtilis,
srfAABCD de ~27 kb, foi recuperado dos genomas anotados e posteriormente utilizados para
analise de MLST pelo método de Inferéncia Bayesiana.

2.10 Avaliacdo da expressao do gene srfAA, relacionado a producéo de surfactina em

Bacilus subtilis, nos tratamentos avaliados

A expressao do gene srfAA, que codifica para a biossintese da proteina surfactina
sintetase subunidade 1, foi avaliada nos tratamentos avaliados. Oligonucleotideos iniciadores
especificos para o gene srfAA foram desenhados, utilizando como referéncia a lista dos genes
recuperados dos genomas de B. subtilis. Brevemente, as sequéncias anotadas pelo Prokka,
como srfAA foram recuperadas dos genomas obtidos no GenBank. Posteriormente, as
sequéncias em formato FASTA foram alinhadas com o Clustal X (LARKIN et al., 2007),
utilizando o programa MEGA X v 10.1.6. A ferramenta NCBI Conserved Domain Search
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi) foi utilizada para verificagcdo dos
dominios ativos e, em seguida, a ferramenta BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)
foi utilizada para verificar a identidade dos dominios com o genoma de referéncia — Bacillus

subtilis subsp. subtilis str. 168. As areas de dominio conservado foram respeitadas, de forma


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

31

que o produto da PCR fosse gerado sem esta parte. As sequéncias selecionadas foram
inseridas na ferramenta Primer-BLAST (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/)
para obtencdo dos oligonucleotideos iniciadores. Os parametros utilizados foram: PCR
Product Size 80 (min) e 150 (max), Primer melting temperatures: 57 (min), 60 (opt), 63 (max)
e 3 (Max Tqdiff). Cada primer gerado foi testado na ferramenta OligoAnalyzer™
(https://www.idtdna.com/calc/analyzer), para avaliar as formagOes de Hairpin, self-dimer e
hetero-dimer. Os parametros utilizados foram: Hairpin: DeltaG, quanto mais positivo, melhor;
temperatura: quanto menor, melhor; Self-dimer: DeltaG, menor do que 10% do DeltaG total.
Dois pares de oligonucleotideos iniciadores foram obtidos e sintetizados, mas um deles
(srfAA-F. AGGCGGGGATCTTTGACA e srfAA-R: TGAAGCGGAATCTCAATGC)
apresentou melhor eficiéncia e foi selecionado para a analise de RT-gPCR. O gene
codificador do rRNA 16S foi utilizado como controle enddgeno (16S - F:
CCTACGGGAGGCAGCAG e 16S - R: ATTACCGCGGCTGCTGG).

As amostras de RNA de ambos os tratamentos foram tratadas com o TURBO DNA-
free™ Kit (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA) para eliminacdo de DNA residual,
de acordo com as recomendacdes do fabricante para 5,0 pg de RNA. Para avaliar a
integridade do RNA tratado, as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose
(0,7%), corado com GelRed Nucleic Acid Gel Stain (Sigma Aldrich) e visualizado em
fotodocumentador UV-transiluminador (UVITEC FireReader XS D-77Ls-20. M). As
amostras foram novamente quantificadas utilizando-se o espectrofotdmetro NanoVue® (GE
Healthcare).

A sintese do cDNA foi realizada com o High Capacity cDNA Reverse Transcription
Kit (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA), seguindo as recomendacdes do fabricante
para reaces sem inibidor de RNAse (Tabela 1.1), e a ciclagem de cDNA seguiu a incubacéo

em termociclador por 10 min. a 25 °C, 120 min. a 37 °C e 5 min. a 85 °C.

Tabela 1.1 — Reacdo de sintese de cDNA.

Componente Volume
10X RT Buffer 2,0 uL
25X dNTP Mix (100 mM) 0,8 uL
10X RT Random Primers 2,0 uL
MultiScribe Reverse Transcriptase 1,0 uL
Nuclease-free H20 4,2 uL
Total per reaction 10,0 uL

Fonte: Da autora


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
https://www.idtdna.com/calc/analyzer

32

As reacOes de amplificacdo foram realizadas em termociclador Rotor-Gene Q Real-
Time PCR (Qiagen), com sistema de deteccdo SYBR® Green. O volume final da reacdo para
cada amostra foi de 15 pL, sendo 7,5 uLL de Master Mix SYBR Green (QuantiNova SYBR
Green PCR Kit - Qiagen), 1,5 uLL. de cDNA na dilui¢ao 1/5 e 1,5 uL de cada oligonucleotideo
iniciador e 3,0 pL agua livre de RNase. No controle sem DNA, agua livre de RNase foi
adicionada para um volume final de 15 pL.

Trés repeticdes biologicas de cada tratamento foram utilizadas, com triplicatas
técnicas para cada uma das repeticdes. As condicOes de ciclagem utilizadas foram: 5 min. a 95
°C para ativacdo da enzima, seguidos de 40 ciclos de 5 s a 95 °C e 10 s a 60 °C, com uma
rampa de melting para se avaliar a especificidade da rea¢do de 55 °C a 95 °C, com 0 aumento
de 1 °C a cada 5 s. A eficiéncia de amplificacdo dos oligonucleotideos iniciadores do gene
alvo e de referéncia foi determinada por meio de curva de diluicdo (Tabela 2.2). A andlise da
expressdo relativa foi calculada utilizando o método descrito por Pfaffl (2001), utilizando o
gene codificador do rRNA 16 como referéncia.

3 RESULTADOS

3.1 Sequenciamento, montagem e anotacdo do genoma do Bacillus subtilis R14914

Um total de 3,48 milhdes de sequéncias longas (20.69 GB) foram obtidas a partir de
sequenciamento na plataforma GridlON™ com o tamanho das sequéncias variando de 70 a
79.827 pb. As sequéncias maiores que 1.000 pb foram utilizadas para montagem de novo.
Similarmente, um total de 4,14 milhdes de sequéncias curtas, de alta qualidade (1.02 Gb, >
Q20), foram obtidas a partir do sequenciamento em plataforma lonTorrent, com tamanhos
variando de 25 a 381 pb. A montagem inicial com o Canu gerou um genoma completo, mas
de baixa qualidade [alta quantidade de CDSs (regibes de codificacdo)]. Ap6s a correcdo
utilizando as sequéncias curtas, o genoma final consistiu em um Unico cromossomo continuo
e circular, sem plasmideos detectados e de alta qualidade. O genoma apresentou tamanho de
4.100.952 pb e contetdo G+C de 43.48% (Figura 2.1A).

A completude do genoma e contaminagdo estimada pelo CheckM (PARKS et al.,
2015), foi de 98,84% e 1,10%, respectivamente, sendo classificado como um genoma
completo e de baixa contaminagdo. A avaliagio da montagem estimada pelo Quast
(GUREVICH et al., 2013) é apresentada no Apéndice B. A média da identidade nucleotidica
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baseada no BLAST (ANIb) entre o0 genoma obtido e sua referéncia foi de 98,26%, indicando
que ambos pertencem a mesma espécie (GORIS et al., 2007; RICHTER et al., 2016).

O dDDH calculado a partir da distancia Genoma/Genoma foi de 0,0157. A distancia
foi transformada em valores analogos a DDH, usando um modelo linear generalizado (GLM),
inferido a partir de banco de dados de referéncias empiricas, composta por valores reais de
DDH e sequéncias gendomicas. O valor obtido foi de 86,70% [84,1-88,9%], baseado na
formula recomendada pelo programa utilizado (identidades/comprimento de HSP). A
probabilidade de DDH > 70% (i.e., mesma espécie) e de DDH > 79% (i.e., mesma
subespécie) foram de 94,53% e 59,84% (a partir de regressdo logistica), respectivamente.
Além disso, a diferenca entre a porcentagem de conteido G+C foi de 0,03, reforcando que
ambos 0s genomas, o de referéncia e 0 em estudo, pertencem a mesma espécie.

Um total de 4,693 sequéncias codificadoras (CDS) e 116 RNAs nao-codificadores,
incluindo 86 tRNA e 30 rRNA (10 cépias completas do operon ribossomal) foram
identificados com o auxilio do webserver PATRIC. As funcGes foram classificadas em classes
de subsistemas pelo PATRIC (Figura 2.1B). A maioria das CDSs anotadas foram
classificadas como relacionadas ao “metabolismo”, seguido de “processos celulares” e
processamento de proteinas. Além disso, o PATRIC anotou 48 genes relacionados a

resisténcia a antibidticos, incluindo uma B-lactamase de classe D (Apéndice C).
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Figura 2.1 — (A) Visao gréafica circular do cromossomo de Bacillus subtilis R14914. (B)
Classe de subsistemas classificados pelo PATRIC. Da parte mais externa ao
centro do circulo: CDS (foward), CDS (reverse), caracteres de non-CDS,
mutacBes pontuais associadas a resisténcia, transportadores, drug targets,

contetido GC e viés GC.
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3.2 Reconstrucao filogenética de Bacillus subtilis

A confirmacéo da classificacdo dos 153 genomas obtidos foi realizada por meio de
analises de reconstrucdo filogenética. A hipotese de Inferéncia Bayesiana para a
reconstrucdo filogenética com base na sequéncia do gene rpoB ¢ ilustrada na Figura 2.2. O
gene rpoB € universal, altamente conservado entre bactérias e se apresenta em Unica copia,
sendo reconhecido como um bom marcador genético para comparacOes filogenéticas

(ADEKAMBI; DRANCOURT; RAOULT, 2009).

Figura 2.2 — Arvore obtida analise de Inferéncia Bayesiana, a partir de sequéncias do gene
rpoB. Os valores nos ramos representam probabilidade posterior. A sequéncia
recuperada Bacillus subtilis RI14914 estd marcada com uma estrela (em
destaque) e a de Bacillus amyloliquefaciens DSM7, grupo externo da analise,

estd marcado com um quadrado.

I~ CP051306, 4
‘v‘ AL009126‘3

0.02

Fonte: Da autora

O gene codificador de rRNA 16S apresenta diversas cOpias na maioria dos
genomas bacterianos e algumas dessas podem ser de pseudogenes, 0 que pode aumentar a
frequéncia de variacOes nas diferentes copias de um mesmo organismo. Como esperado, 0
gene rpoB apresentou alta conservagdo nos representantes de B. subtilis avaliados e,

provavelmente, as poucas variag0es observadas séo relativas aos erros durante 0s processos
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de montagem dos genomas. As sequéncias de genes rpoB ndo foram recuperadas de 2 dois
dos 153 genomas analisados. O genoma de Bacillus subtilis subsp. subtilis strain D12-5
(CP014858) apresentou problemas de anotagdo do gene, enquanto em Bacillus subtilis
subsp. subtilis strain BS155 (CP029052) se apresentou fora do quadro de leitura (erro de
frameshift). Essas falhas podem ocorrer por problemas na anotacéo e/ou em decorréncia de
baixa qualidade da montagem do genoma.

Em resumo, a partir da analise de Inferéncia Bayesiana foi possivel confirmar que a
estirpe R14914 de B. subtilis esta bastante proxima da referéncia Bacillus subtilis subsp.
subtilis str. 168 (NCBI: AL009126.3), isolada por Rasmussen et al. (2009).

3.3 Analise pangendmica

A analise pangenémica englobou todos os genomas completos, sem gaps (1
contig), classificados como B. subtilis, disponiveis no NCBI em 12 de maio de 2020. Nos
153 genomas avaliados foi recuperado um total de 28.774 genes, incluindo 263 genes core
(genes compartilhados por pelo menos 151 genomas). O genoma acessoério ficou composto
por 28.508 genes, dos quais 1.904 foram classificados como soft-core, 2.919 como shell e
23.688 genes cloud (Figura 2.3A). O pangenoma de B. subtilis foi classificado como
aberto, ja que o numero de genes Unicos contidos no pangenoma continuou a crescer, a

medida que um novo genoma era adicionado a analise (Figura 2.3B).

Figura 2.3 — (A) Pangenoma de Bacillus subtilis exibindo o nimero de core, soft-core,
shell e cloud genes. (B) Pangenoma aberto de Bacillus subtilis. O nimero de
genes no pangenoma aumenta com o0 ndumero de novos genomas
sequenciados.
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3.4 Analise de Multilocus Sequence Typing (MLST)

Os 263 genes core concatenados e alinhados com MAFTT foram utilizados para
analise multilocus e ilustrados conforme a Figura 2.4. A cepa de B. subtilis R14914 teve
melhor agrupamento com as cepas B. subtilis JAAA, isolada de agua estuarina (SHENG-
JIE et al., 2020), B. subtilis SRCM103581, isolado de alimento fermentado de soja (KIM,
2017) e B. subtilis PJ-7, isolado de Cheonggukjang, um alimento fermentado coreano
(HEO et al., 2019). Para andlise de agrupamento, a utilizacdo dos genes core se mostrou

mais eficiente do que as analises utilizando housekeepings, como o gene rpoB, quanto a
capacidade discriminatoria.

Figura 2.4 — Arvore da analise de tipagem molecular MLST para os genes core obtidos. A

cepa do estudo, Bacillus subtilis R14914, esta em destaque e marcada com
uma estrela.
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3.5 Avaliacdo gendmica da prevaléncia do operon codificador da producéo de

surfactina em Bacillus subtilis

O operon srfA completo — srfAA (Surfactina sintetase subunidade 1), srfAB
(Surfactina sintetase subunidade 2), srfAC (Surfactina sintetase subunidade 3), and srfAD
(Surfactina sintetase subunidade thioesterase) (Figura 2.5A), que codifica para a producao
de surfactina, um lipopeptideo sintetizado por sintetases de peptideos ndo ribossomais
(NRPS), foi recuperado de 146 dos 153 genomas avaliados. Isso demonstra que essa
funcdo € comum a essa espécie de Bacillus. A hipotese de Inferéncia Bayesiana para esse
operon é fornecida na Figura 2.5B. O operon srfA da estirpe de B. subtilis R14914 foi mais
proximamente relacionado ao de B. subtilis JAAA (CP0O45425.1), isolado de &gua
estuarina (SHENG-IJIE et al., 2020) e ao de Bacillus subtilis subsp. subtilis strain PJ-7
(CP032855.1), isolado de Cheonggukjang, um alimento fermentado coreano (HEO et al.,
2019). Observa-se que as sequéncias do operon srfA séo conservadas entre 0s genomas
analisados, porém mais estudos sdo necessarios para verificar se as variagdes observadas

s80 reais ou se sdo artefatos de montagem.

Figura 2.5 — (A) Representacdo do operon da Surfactina na cepa RI4924 de Bacillus
subtilis. (B) Arvore obtida por analise Bayesiana a partir dos genes core
concatenados. Os valores em cada ramo representam a probabilidade obtida

por analise BA. O B. subtilis R14914 estd marcado com uma estrela.
A

Bacillus subtilis strain RI4914 - srfAABCD operon
26.147 bp MSF transporter
Start franscriptional activator HxIR [ sr1AD] End
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Fonte: Da autora
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3.6 Producao de surfactina por Bacillus subtilis R14914 e analise da expressao
diferencial do gene srfAA, primeiro gene do operon de sintese da surfactina em
Bacillus subtilis

No ensaio de espalhamento de gota, o tratamento contendo glicose como fonte de
carbono apresentou os maiores halos (Figura 2.6). As repeticdes apresentaram resultado
homogéneo, sugerindo que nesse tratamento houve maior producdo de biossurfactante,
quando comparado ao tratamento contendo glicerol. E importante ressaltar que esses testes
foram realizados com o0s sobrenadantes brutos, isto é, sem passar por processo de
purificacdo e, possivelmente, o uso de sobrenadantes purificados devam gerar halos
maiores (Tabela 2.2).

Figura 2.6 — Teste de espalhamento de gota para cada tratamento (E1: Glicose/ E2:
Glicerol) e suas respectivas repeticdes (R1, R2 e R3).

E1: Tratamento com glicose
E2: Tratamento com glicerol

Fonte: Da autora

Tabela 2.2 — Medidas dos halos formados pelo espalhamento de gota em cada repeticdo de
ambos os tratamentos.

Glicose (cm) Glicerol (cm)
Repeticdo 1 3,9x3,9 09x1,0
Repetigéo 2 39x4 1,1x0,9
Repeticdo 3 3,3x3,8 0,9x0,9

Fonte: Da autora.

Para avaliar se 0 aumento da producédo de biossurfactantes no tratamento contendo
glicose se deu em decorréncia do aumento de producdo de surfactina, avaliou-se a

expressao diferencial do primeiro gene do operon srfAABCD (srfAA), por meio de RT-
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gPCR. Dois pares de oligonucleotideos iniciadores com algo no gene srfAA foram
desenhados e sintetizados para este estudo, além de um par para o gene rDNA 16S, que foi
utilizado como controle enddgeno (Tabela 1.). Porém, nos testes in vitro, apenas um dos
pares apresentou melhor qualidade para a quantificacdo. A porcentagem de eficiéncia foi
similar e satisfatoria para ambos os oligonucleotideos iniciadores (iguais ou superiores a
100%), entretanto, um deles apresentou valores de R? muito baixos, sem separacdo dos
pontos de curva e as amplificagfes foram tardias, no mesmo Ct que os NTCs (controle
negativo). Isso indica que os oligonucleotideos nao estavam anelando no gene alvo, mas

sim com ele mesmo, gerando dimeros (Tabela 1.).

Tabela 1.2 — Resultados do teste de eficiéncia de amplificacdo dos primer de referéncia
(16S) e os primer de srfAA testados. O utilizado para execugdo da qPCR foi 0
2srfAA.

Gene Concentracao R? Eficiéncia

rRNA 16S
F: CCTACGGGAGGCAGCAG
R: ATTACCGCGGCTGCTGG 1 nmol 0,99408 86%

1srfAA
F: AGGCGGGGATCTTTGACA
R: TGAAGCGGAATCTCAATGC 2 nmol 0,02015 100%

2srfAA
F: ATGGCTTCATTCGTTCGGA
R: GACGGTTCTCTTCAAGCC 2 nmol 0,98867 112%

Nota: os pares de oligonucleotideos destacados em negrito foram utilizados nas analises.
Fonte: Da autora.

A partir do resultado obtido pela RT-gPCR, observou-se aumento absoluto na
expressao do gene srfAA, no tratamento contendo glicose, quando comparado ao
tratamento contendo glicerol (Figura 2.7A). Porém, apesar da preferéncia por glicose para
a producdo deste biossurfactante ser maior, tornando a glicose uma boa candidata para
ensaios de otimizacdo da producéo, a diferenca de expresséo relativa ndo foi significante a
95% de confianca, para um p-valor de 0,0854, de acordo com o modelo linear estatistico

misto proposto por Steibel et al. (2009) (Figura 2.7B).
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Figura 2.7 — Expressdo relativa do gene srfAA da producdo de surfactina por Bacillus
subtilis R14914, quando cultivado em glicose e em glicerol (A). Log, de Fold
Change entre os tratamentos glicose e glicerol (B).
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Fonte: Da autora

4 DISCUSSAO

4.1 Montagem hibrida do genoma do Bacillus subtilis R14914

O desenvolvimento de plataformas de sequenciamento massivo de DNA,
conhecidas como Next Generation Sequencing (NGS), permitiu o avanco cientifico e
tecnologico (GOODWIN et al., 2016), com grande implicacdo na area de sequenciamento

de genomas completos (Whole Genome Sequencing — WGS). Atualmente, duas abordagens
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de NGS tém sido utilizadas de forma complementar, permitindo a obtencdo de genomas
completos e de alta qualidade (baixa taxa de erros) (VASUDEVAN et al., 2020). Neste
trabalho, utilizou-se as plataformas GridlON™ (Oxford Nanopore) para obtencdo de
sequéncias longas e 0 PGM lon Torrent (ThermoFisher) para a obtencdo de sequéncias
curtas. Ap6s a montagem, com as sequéncias do GridlON™ foi possivel obter um Gnico
cromossomo contiguo, porém o mesmo estava sujeito a uma alta taxa de erros, o que foi
confirmado pelo inesperado alto nimero de CDSs em decorréncia de erros do tipo
frameshift. Isso dificulta a acuracia da analise, bem como a identificacdo de genes
marcadores ou SNPs (single-nucleotide polymorphism), podendo gerar resultados
equivocados em analises de genémica comparativa (VASUDEVAN et al., 2020). Sendo
assim, a aplicacdo da abordagem hibrida de montagem permitiu a correcdo desses erros,
por meio do mapeamento de sequéncias curtas de alta qualidade ao genoma completo.

Em alguns casos, as leituras longas podem apresentar gaps pela falta de
complementaridade das sequéncias, em decorréncia de erros que a plataforma gera. A
hibridizacdo com sequéncias curtas de alta qualidade torna a montagem mais satisfatoria,
uma vez que as leituras curtas participam em sobreposicdo as leituras longas, reduzindo
indels e gaps (WICK et al., 2017). Vasudevan et al. (2020) também observaram melhora
na qualidade de genomas bacterianos de interesse clinico (maior completude e baixa
contaminagdo), ap6s mapeamento de sequéncias curtas obtidas de PGM lonTorrent em
montagens realizadas com sequéncias longas obtidas pela plataforma MinlON (Oxford
Nanopore). Essa estratégia também se mostrou melhor do que a aplicacdo de diversas
rodadas de polimento, apenas usando os dados brutos de sequéncias longas (arquivos no
formato FAST5).

Neste estudo, foram necessarias trés rodadas de polimento para obtencdo de um
genoma circular completo, o que forneceu uma completude de 98,84% e taxa
contaminacéo de 1,10%, gerando um genoma final completo de alta qualidade.

Goldstein et al. (2019) também utilizaram sequenciamento em diferentes
plataformas: Illumina para sequéncias curtas e MinlON para sequéncias longas,
individualmente e de forma hibrida, para determinac&o da melhor eficiéncia de montagem.
Esses autores também obtiveram melhores resultados quando as sequéncias de Illumina
corrigiram as montagens do MinlON e pontuaram a capacidade de sequéncias longas em
desambiguar regides gendmicas repetitivas, porém biologicamente importantes, como

clusters de genes biossintéticos de metabdlitos secundarios. De forma similar, Risse et al.
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(2015) obtiveram resultados similares quando utilizaram abordagem hibrida de montagem,
obtendo genomas completos sem gaps e com baixa taxa de erros.

Entretanto, Deschamps et al. (2016) obtiveram desempenho igualmente eficiente
quando as sequéncias longas de MinlON foram corrigidas com leituras curtas ou sem
correcdo (apenas sequéncias longas). Por conta disso, expressaram que a escolha de
montagem hibrida ou néo hibrida deve ser ditada baseada no tamanho e na complexidade
do modelo a ser sequenciado. Esses autores pontuam, por exemplo, que em genomas
grandes e complexos, sequéncias curtas podem alinhar de forma incorreta na montagem,
abrindo margem para que o0 proprio processo de correcdo possa criar leituras e

mapeamentos em multiplas regiGes do genoma.

4.2 Reconstrucdo filogenética de Bacillus subtilis

Neste trabalho, avaliou-se a filogenia de B. subtilis, por meio da comparagdo das
sequéncias do gene rpoB recuperadas de todas 0s representantes dessa espécie com
genoma completo depositado no NCBI. A partir dos resultados, pode-se observar o alto
grau de conservacdo do gene nessa espécie (Figura 2.2). O B. subtilis R14914, foco deste
estudo, apresentou 100% de similaridade do gene rpoB com a espécie-tipo, Bacillus
subtilis subsp. subtilis str. 168 (NCBI: AL009126.3). Estes resultados corroboram a correta
classificacdo desses genomas como pertencentes a espécie B. subtilis. Isso é de extrema
importancia, pois a inclusdo de bactérias, erroneamente classificadas, interfere
negativamente em estudos posteriores, como por exemplo, analises de pangenoma (WU;
WANG; GAO, 2021).

Anadlises filogenéticas e estudos taxondmicos bacterianos podem ser realizados
utilizando como alvos o gene rDNA 168, que codifica para o rRNA 16S e o gene rpoB, que
codifica para a subunidade p da RNA polimerase. O gene rpoB apresenta alta correlagédo
com dados de hibridizacdo DNA-DNA (DDH) e ANI. Similaridades de sequéncias desse
gene maior ou igual a 97,7%, correlacionam-se significativamente com valores de DDH
maiores que 70% e valores de ANI maiores que 94,3% — que indicam mesma espécie
(ADEKAMBI; DRANCOURT; RAOULT, 2009). O uso do gene rpoB apresenta algumas
vantagens sobre o rDNA 16S, a saber: (1) o rDNA 16S pode apresentar maltiplas copias no
genoma, sendo que esse numero de copias pode ainda variar de forma intraespecifica,
prejudicando a analise de frequéncias e anotacdo génica. 1sso ndo acontece com 0 gene

rpoB, pois esta presente no genoma em copia Unica; (2) divergéncias geneticas do rpoB se
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correlacionam melhor com a divergéncia gendmica geral, provendo melhor suporte
estatistico para reconstrucdo de filogenias; (3) o alto nivel de conservacdo do gene rDNA
16S pode ocultar variagbes intra e interespecificas e; (4) o gene rpoB é um gene
codificador de proteina e, por conta disso, os dados gerados por esse marcador sao0 mais
legiveis e melhor interpretados quando inseridos em uma estrutura de analise filogenética
(LOUCA; DOEBELI; PARFREY, 2018; VOS et al., 2012; ZAW; EMRAN; LIN, 2018).

Uma desvantagem do uso do gene rpoB para reconstrucdes filogenéticas se da pela
limitacdo na disponibilidade de sequéncias em bancos de dados. O gene rDNA 16S é mais
difundido, principalmente em decorréncia de alta facilidade de sequenciamento do gene
completo, que possui ~ 1.500 bp (3 vezes menor que o rpoB), 0 que o0 tornou popular para
esse tipo de estudo. Atualmente, em decorréncia do avango nas tecnologias de
sequenciamento de DNA, o numero de genomas completos depositados em bancos de
dados, e.g., NCBI cresceu bastante (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/statistics/),
permitindo a recuperacgdo de genes de interesse, a exemplo do rpoB.

Ao estudar a diversidade de Bacillus em ambiente marinho, KI, ZHANG e QIAN.
(2009) identificaram 9 espécies por meio de analises de sequéncias do gene rDNA 16S.
Entretanto, quando as sequéncias do gene rpoB foram sequenciadas, a resolucao
filogenética foi aproximadamente 4,5 vezes melhor que as previamente obtidas com o uso
do rDNA 16S, demonstrando que o polimorfismo do gene rpoB em Bacillus pode ser
utilizado para elucidar espécies desse género, provendo um esquema aprimorado de
identificacdo de Bacillus spp.

Ao se tratar de analises para relacdes filogenéticas, o uso do gene rpoB como
marcador é recomendavel, em decorréncia da sua maior correlacdo com a identidade média
de aminoacidos, o que reflete uma relacio em todo o nivel do genoma
(KONSTANTINIDIS; TIEDJE, 2005). Além disso, Adékambi et al. (2008) citam o gene
rpoB como Gtil no delineamento de espécies e, partindo desse critério, 0s mesmos
conseguiram confirmar a proximidade filogenética entre Borrelia recurrentis, bactéria
transmitida por piolho e que € causadora de febre recorrente em todo o mundo, e Borrelia
duttonii, também causadora de febre, porém transmitida por carrapatos na Africa Oriental.
Recentemente, Grazziotin et al. (2021) utilizaram o gene rpoB como marcador para estudar
0 género Erysipelothrix e confirmaram que esse gene foi o mais indicado para
delineamento filogenético dentro do género e elucidaram um possivel novo taxon ao

observarem que suas cepas alvo formavam um grupo monofilético altamente suportado.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/statistics/
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4.3 Analise pangendmica de Bacillus subtilis

O avango tedrico e tecnologico no sequenciamento de genomas tem expandido as
informacdes disponiveis acerca da extensa variagdo do contetdo génico de determinadas
espeécies, principalmente em procariotos. As analises pangenémicas englobam ferramentas
para o estudo da diversidade génica, utilizando conjuntos completos de genes centrais
(chamados de core), acessorios e unicos (INGLIN; MEILE; STEVENS, 2018). Os genes
core sdo aqueles presentes em todos os representantes de uma determinada espécie, 0s
acessorios sdo aqueles que variam dentro da propria espécie, e 0s Unicos sdo aqueles
especificos de cada representante (DOMINGO-SANANES; MCINERNEY, 2021).

Desses conjuntos completos de genes, usa-se para fins didaticos a divisdo em
subgrupos: softcore, shell e cloud, como forma de organizar a frequéncia dos genes core e
acessorios. O soft-core diz respeito agueles genes que estdo presentes em 95-99% dos
genomas isolados para estudo, shell sdo aqueles que estdo presentes em 15-95% dos
genomas e os genes cloud sdo os que fazem parte de 0—15% dos genomas isolados. Dentre
estes, 0 soft-core mais 0s genes core (presentes em pelo menos 99% de todos os genomas
estudados) formam o que sdo conhecidos como o0 genoma core e aqueles organizados em
shell e cloud formam juntos o genoma acessério (BEZUIDT et al., 2016). Esta organizacdo
pode ser verificada na Figura 2.3A.

Bacillus subtilis € uma espécie de bactéria Gram-positiva, de ampla distribuicdo e
comumente descrita no solo e na dgua (HARWOOD et al., 2018). O pangenoma de B.
subtilis foi classificado como “aberto”, visto que o nimero de genes totais continua a
aumentar a medida que novos genomas sdo incluidos na anéalise (Figura 2.3B). Esses
resultados caracterizam uma alta plasticidade génica e boa capacidade para incorporacao
de novas informacGes no genoma por representantes de B. subtilis, que podem ser
provenientes de transferéncia horizontal intra e interespecifica fornecendo a espécie maior
variabilidade genética, mesmo sujeita a processos de deriva e selecdo natural (ROULI et
al., 2015).

Essa capacidade é uma caracteristica marcante em espécies de procariotos com
potencial de colonizagdo em diferentes espacos, como no caso de B. subtilis, aumentando a
adaptacdo a esses ambientes (WU; WANG; GAO, 2021). Pode-se considerar que tais
condigdes estdo relacionadas com a funcionalidade, principalmente dos genes acessorios
que sdo adicionados, 0s quais podem ser neutros ou benéficos, mas que por processos de

recombinacdo e mutacdes no material genético, na maioria das vezes, conseguem fornecer
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caracteristicas novas, como resisténcia a antibidticos, mecanismos de sobrevivéncia em
situagdes de estresse ou até novos aspectos de viruléncia (COLEMAN et al., 2009).

Choi et al. (2020) encontraram perfil pangendmico similar em seu estudo com
estirpes de B. subtilis isoladas de alimentos fermentados, comercializados em paises do
leste asiatico. Esses autores usaram 61 genomas provenientes de cepas da mesma especie,
mas diferentes paises (29 cepas isoladas da China, 3 do Japdo e 24 da Coréia do Sul) e
mais 5 isoladas especificamente para o estudo. Eles obtiveram como resultado 2.098 genes
centrais entre as 61 estirpes e 3.275 entre as cinco geradas no estudo, além de 6.061 genes
unicos em um pangenoma aberto. Desta forma, o resultado de seu estudo comprovou e
demonstrou a diferenca genética presente dentro da espécie e, consequentemente, a
facilidade de permanéncia da mesma, por mais que fossem provenientes de diferentes
regides.

Alguns fatores podem interferir nas analises pangendmicas (WU; WANG; GAO,
2021), como a presenga de multiplos clones de uma estirpe na anélise, pois esta estirpe
contara com o seu arcabouco de genes especificos que provavelmente serd compartilhado
entre duas ou mais cepas, o que ocasionara na identificacdo equivocada de ‘“‘genes
acessorios”, diminuindo a acurécia da andlise. Outro fator € a presenga de estirpes com alta
proporcdo de pseudogenes (muitas vezes como um artefato de erros da montagem do
genoma), estes pseudogenes podem passar despercebidos e serem considerados genes
unicos. Porém, os programas utilizados para analise pangendmica podem verificar
facilmente a presenca desses erros e elimina-los da analise, bem como podem identificar e
excluir os representantes clonais (WU; WANG; GAO, 2021).

4.4 Avaliacao de prevaléncia do operon codificador da surfactina em Bacillus subtilis

O operon srfA possui ~27 kb e codifica os quatro genes da via de producdo da
surfactina em bactérias — srfAABCD (Figura 2.5A). Além disso, esse operon é requerido
para outras funcdes celulares em B. subtilis, como no desenvolvimento de competéncia e
no processo de esporulacédo e, sendo assim, nem sempre a sua ativacdo sera voltada para a
sintese do biossurfactante (NAKANO et al., 1991). A biossintese de surfactina é
dependente de alguns fatores, como a dependéncia de densidade celular (quorum sensing),
que garante a ativagdo prévia do sistema de transducdo de sinal ComP-ComA (NAKANO

et al., 1991). S80 esses genes que precisardo ser expressos para que o operon srfA seja



48

ativado e realmente produza o metabolito, garantindo que a biossintese ndo ocorra de
forma constante (COUTTE et al., 2010; SUN et al., 2009).

A andlise de gendmica comparativa permitiu avaliar a prevaléncia desse operon em
representantes de B. subtilis. Em sete dos 153 genomas analisados o operon srfA néo foi
automaticamente anotado pelo Prokka. Porém, por meio de busca manual baseada em
BLAST, foi possivel encontrar o operon nesses genomas (dados ndo mostrados), indicando
possiveis erros de montagem ou falhas na anotagio automatica. E importante ressaltar que
erros de montagens podem ocorrer por inUmeras razdes, como por exemplo, partes que sao
descartadas incorretamente como erros ou repeticdes, outras que sdo inseridas em locais ou
orientacOes erradas e, além disso, sequéncias repetitivas, polimorfismos, dados ausentes e
erros acabam por limitar o comprimento dos contigs que podem ser construidos,
comprometendo a analise (BAKER, 2012).

Por fim, esses resultados sugerem que a producdo de surfactina € um carater
comum a B. subtilis e, provavelmente, estava presente em seu ancestral.

A analise de reconstrucdo filogenética do operon indica a alta conservacdo dos
genes, 0 que é esperado para genes funcionais (Figura 2.5B). O operon de B. subtilis
R14914 apresenta maior proximidade aos operons de B. subtilis JAAA (CP0O45425.1),
seguido daquele obtido a partir do genoma do Bacillus subtilis subsp. subtilis strain PJ-7
(CP032855.1). Assim como o R14914, o JAAA foi isolado de sistemas aquéticos, sendo
isolado de agua estuarina (SHENG-IJIE et al., 2020) e o segundo, PJ-7 foi isolado de um
alimento fermentado coreano, o Cheonggukjang.

Evidéncias sobre prevaléncia génica em bactérias pode fornecer novas perspectivas
acerca da regulacdo metabdlica na espécie, como observado por Esmaeili et al. (2019), que
reportaram alta prevaléncia de genes associados a Metallo-p-lactamase em Pseudomonas
aeruginosa, fator que colabora para a ampliacdo da resisténcia a antibioticos. De formar
similar, Hsu et al. (2019), ao avaliarem a prevaléncia génica em Campylobacter showae,
notaram que os genes de viruléncia ndo sdo conservados e que sua prevaléncia é baseada
na regido de infeccdo, sendo que aqueles presentes em adenomas do célon ndo sdo 0s

mesmos presentes em inflamacdes do tecido intestinal humano.

4.5 Producdo da surfactina por e analise da expressao diferencial do gene srfAA em
B. subtilis R14914
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A capacidade de producdo de surfactina em culturas de B. subtilis RI4914
suplementadas com glicose e com glicerol foi avaliada por meio do método de
espalhamento de gota em 6leo (YOUSSEF et al., 2004) (Figura 2.6). Como esperado, 0s
sobrenadantes das culturas em meio contendo glicose apresentaram os maiores halos de
espalhamento, sugerindo que essa fonte de carbono foi capaz de proporcionar aumento na
producdo de surfactina. Veshareh et al. (2019) obtiveram resultados similares, observando
que o maior didmetro de halo formado foi proveniente do sobrenadante de B. subtilis
MJO01, também cultivado em glicose como fonte de carbono. Da forma similar, Sohail e
Jamil (2020) registraram comportamento similar de B. tequilensis MH142145 em 24 e 48 h
de cultivo em glicose e glicerol.

Além disso, este trabalho avaliou a expressdo diferencial do gene sSrfAA,
responsavel pela sintese da subunidade 1 da surfactina, em ambos os tratamentos de
cultivo. Nenhuma diferenca significativa foi observada na expressdao desse gene (p =
0,0854), mas houve uma forte tendéncia de aumento de expressao no tratamento com a
glicose (Figura 2.7), corroborando os resultados obtidos no teste do espalhamento de gota.
Possivelmente, o tempo de cultivo foi insuficiente para alterar a expressdo de forma
significativa, mas estudos posteriores sdo necessarios para confirmar.

Diferentes pares de oligonucleotideos iniciadores para avaliacdo da expressdo de
genes da surfactina foram testados no decorrer deste trabalho, porém, nenhum deles
apresentou capacidade de amplificacdo e/ou eficiéncia satisfatorios (dados ndo mostrados).
Os avancos nas tecnologias de sequenciamento, associados aos métodos aplicados ao
estudo de gendmica comparativa, permitiu o desenho de oligonucleotideos iniciadores
adequados (condicdes ideais pra RT-gPCR) para estudo da expressao do gene srfAA em B.
subtilis. O uso de diferentes condi¢des de cultivos, com alta e baixa taxa de producdo de
surfactina foi importante para validar o método.

Diversos trabalhos tém objetivado o aumento de producdo de surfactina por B.
subtilis. O estudo realizado por Abdel-Mawgoud, Aboulwafa e Hassouna (2008),
identificou o melaco como étima fonte de carbono alternativa e NaNO3 como fonte de
nitrogénio para otimizar a produgdo de surfactina por B. subtilis. J& Cheng et al. (2018)
conseguiram otimizar a sintese de surfactina enriquecendo o meio de cultura com uma
mistura de po de glicose, acucar mascavo, melago, farinha de soja, fermento e farinha de
peixe em processos fermentativos. Por fim, Ghribi e Chaabouni (2011) obtiveram maior
concentracdo de biossurfactantes quando o meio foi suplementado com 5 g.L ™" de ureia

como fonte de nitrogénio e quando houve suplementacdo de 2% de querosene no meio.
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Esses estudos sdo importantes, pois podem demonstrar a base para otimizagGes na
producdo do biossurfactante a partir de métodos convencionais de cultivo, porém, as bases
moleculares modulando essas alteracdes sdo ainda pouco conhecidas.

5 CONCLUSAO

O estudo de genémica comparativa de B. subtilis indicou a alta prevaléncia do
operon da surfactina (SrfAABCD) nas estirpes da espécie. Isso fornece suporte para a
utilizacdo de B. subtilis como microrganismo modelo em estudos genéticos sobre a
surfactina.

A utilizacdo de abordagem hibrida de sequenciamento e montagem foi essencial
para a obtencdo do genoma completo e acurado de B. subtilis R14914, sendo um método
que deve ser explorado com mais frequéncia, a fim de garantir a qualidade de estudos de
gendmica comparativa.

A analise de pangenoma das cepas de B. subtilis demonstrou um perfil
pangendmico aberto, indicando alta plasticidade genética da espécie, bem como carater
ndo exigente para assimilacdo de novos genes em seu material genético.

A reconstrucao filogenética do grupo, com base no gene rpoB recuperado dos
genomas completos assinados como B. subtilis, demonstrou a confiabilidade do banco de

dados utilizado para essa espécie.
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APENDICES

Apéndice A — Lista de genomas utilizados neste trabalho, juntamente com seus respectivos
cddigos de acesso.

Caodigo de acesso Identificacio

NCBI

AL009126.3 Bacillus subtilis subsp. subtilis str. 168
CP002183.1 Bacillus subtilis subsp. spizizenii str. W23
CP002468.1 Bacillus subtilis BSn5

AP011541.2 Bacillus subtilis subsp. natto BEST195 DNA
CP002905.1 Bacillus subtilis subsp. spizizenii TU-B-10
CP002906.1 Bacillus subtilis subsp. subtilis RO-NN-1
CP003783.1 Bacillus subtilis QB928

CP003695.1 Bacillus subtilis subsp. subtilis str. BSP1
CP004019.1 Bacillus subtilis XF-1

CP003329.1 Bacillus subtilis subsp. subtilis 6051-HGW
CP004405.1 Bacillus subtilis subsp. subtilis str. BAB-1
CP006881.1 Bacillus subtilis PY79

AP012496.1 Bacillus subtilis BEST7003 DNA
CP007800.1 Bacillus subtilis subsp. subtilis str. JH642 substr. AG174
CP008698.1 Bacillus subtilis subsp. subtilis str. AG1839
CP007409.1 Bacillus subtilis subsp. subtilis str. OH 131.1
CP005997.1 Bacillus subtilis TOA

CP009611.1 Bacillus subtilis strain Bs-916

CP009796.1 Bacillus subtilis strain SG6

CP010052.1 Bacillus subtilis subsp. subtilis str. 168
CP010053.1 Bacillus subtilis strain PS832

CP010314.1 Bacillus subtilis subsp. subtilis strain 3NA
LN649259.1 Bacillus subtilis genome assembly BS49Ch
CP011115.1 Bacillus subtilis KCTC 1028

CP007173.1 Bacillus subtilis HI5

CP011534.1 Bacillus subtilis strain UD1022

CP011882.1 Bacillus subtilis strain TO-A JPC
CP013654.1 Bacillus subtilis subsp. subtilis strain BSD-2
CP013984.1 Bacillus subtilis subsp. inaquosorum strain DE111
CP014166.1 Bacillus subtilis subsp. subtilis strain CU1050
CP014471.1 Bacillus subtilis subsp. natto strain CGMCC 2108
CP014858.1 Bacillus subtilis subsp. subtilis strain D12-5
CP015004.1 Bacillus subtilis strain SZMC 6179J
CP015975.1 Bacillus subtilis subsp. subtilis strain delta6
CP015375.1 Bacillus subtilis subsp. subtilis strain KCTC 3135
CP016852.1 Bacillus subtilis subsp. subtilis strain 168G
CP016894.1 Bacillus subtilis strain HJO-6

CP017112.1 Bacillus subtilis strain BS16045

CP017314.1 Bacillus subtilis strain BS38

CP015222.1 Bacillus subtilis strain HRBS-10TDI13
CP017676.1 Bacillus subtilis strain VV2

CP018295.1 Bacillus subtilis strain J-5

CP018173.1 Bacillus subtilis strain MJO1

CP018184.1 Bacillus subtilis strain KH2



CP017763.1
CP020102.1
CP020367.1
CP020722.1
CP021169.1
CP016767.1
CP021507.1
CP021498.1
CP021499.1
CP021889.1
CP021892.1
CP021921.1
CP021903.1
CP022287.1
CP022890.1
CP022891.1
CP023257.1
CP023755.1
CP025941.1
CP020023.1
CP029461.2
CP029465.1
CP020915.1
CP029052.1
CP032310.1
CP032315.1
CP032852.1
CP032855.1
CP032853.1
CP032860.1
CP032857.1
CP032867.1
CP032863.1
CP032861.1
CP032865.1
CP032872.1
CP035161.1
CP035162.1
CP035163.1
CP035164.1
CP035165.1
CP035166.1
CP035167.1
CP035191.1
CP026010.1
CP035226.1
CP035230.1
CP035231.1
CP035391.1
CP035390.1

Bacillus subtilis strain 29R7-12

Bacillus subtilis strain NCIB 3610

Bacillus subtilis strain GQJK2

Bacillus subtilis strain Bs-115

Bacillus subtilis strain TLO3

Bacillus subtilis strain CW14

Bacillus subtilis subsp. subtilis strain SRCM101441
Bacillus subtilis subsp. subtilis strain SRCM101444
Bacillus subtilis subsp. subtilis strain SRCM100757
Bacillus subtilis subsp. subtilis strain SRCM100761
Bacillus subtilis subsp. subtilis strain SRCM100333
Bacillus subtilis subsp. subtilis strain SRCM101392
Bacillus subtilis strain ge28

Bacillus subtilis strain SX01705

Bacillus subtilis strain DKU_NT_02

Bacillus subtilis strain DKU_NT_03

Bacillus subtilis strain TLO3

Bacillus subtilis subsp. subtilis strain NCD-2
Bacillus subtilis strain BJ3-2

Bacillus subtilis strain ATCC 21228

Bacillus subtilis strain QB61

Bacillus subtilis subsp. inaquosorum strain KCTC 13429
Bacillus subtilis strain 50-1

Bacillus subtilis subsp. subtilis strain BS155
Bacillus subtilis strain WB800ON

Bacillus subtilis strain MZK05

Bacillus subtilis subsp. subtilis strain GFR-12
Bacillus subtilis subsp. subtilis strain PJ-7

Bacillus subtilis subsp. subtilis strain MH-1
Bacillus subtilis subsp. subtilis strain SSJ-1
Bacillus subtilis subsp. subtilis strain 2RL2-3
Bacillus subtilis subsp. subtilis strain N4-2

Bacillus subtilis subsp. subtilis strain N2-2

Bacillus subtilis subsp. subtilis strain N1-1

Bacillus subtilis subsp. subtilis strain N3-1

Bacillus subtilis subsp. subtilis strain 2KL1
Bacillus subtilis strain SRCM103862

Bacillus subtilis strain SRCM103886

Bacillus subtilis strain SRCM103923

Bacillus subtilis strain SRCM104005

Bacillus subtilis strain SRCM103881

Bacillus subtilis strain SRCM103971

Bacillus subtilis strain SRCM104008

Bacillus subtilis strain SRCM104011

Bacillus subtilis strain ATCC 11774

Bacillus subtilis strain SRCM103517

Bacillus subtilis strain SRCM103551

Bacillus subtilis strain SRCM103571

Bacillus subtilis strain SRCM103689

Bacillus subtilis strain SRCM103641
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CP035394.1 Bacillus subtilis strain SRCM103696
CP035402.1 Bacillus subtilis strain SRCM103576
CP035395.1 Bacillus subtilis strain SRCM103697
CP035403.1 Bacillus subtilis strain SRCM103581
CP035397.1 Bacillus subtilis strain SRCM103773
CP035401.1 Bacillus subtilis strain SRCM103837
CP035400.1 Bacillus subtilis strain SRCM103835
CP035406.1 Bacillus subtilis strain SRCM103612
CP035413.1 Bacillus subtilis strain SRCM103629
CP035411.1 Bacillus subtilis strain SRCM103622
CP035414.1 Bacillus subtilis strain SRCM103637
CP026608.1 Bacillus subtilis strain HDZK-BYSB7
CP029609.1 Bacillus subtilis subsp. subtilis strain G7
CP033205.1 Bacillus subtilis strain MBI 600
CP039935.1 Bacillus subtilis strain H19
CP040528.1 Bacillus subtilis strain PR10

Bacillus subtilis subsp. subtilis NCIB 3610 = ATCC 6051 strain
CP034484.1 NCIB 3610
CP034943.1 Bacillus subtilis subsp. spizizenii ATCC 6633
CP021123.1 Bacillus subtilis strain SEM-9
CP041015.1 Bacillus subtilis strain FDAARGOS 606
AP019714.1 Bacillus subtilis subsp. subtilis NBRC 13719 DNA
CP044498.1 Bacillus subtilis strain ms-2
CP045425.1 Bacillus subtilis strain JAAA
CP031783.1 Bacillus subtilis strain MENO2
CP031784.1 Bacillus subtilis strain HMNig-2
CP045819.1 Bacillus subtilis strain MB9_B4
CP045820.1 Bacillus subtilis strain MB9_B1
CP045824.1 Bacillus subtilis strain MB8_B10
CP045821.1 Bacillus subtilis strain MB8_B7
CP045825.1 Bacillus subtilis strain 75
CP045823.1 Bacillus subtilis strain MB8_B1
CP045826.1 Bacillus subtilis strain 73
CP045816.1 Bacillus subtilis strain P5_B2
CP045817.1 Bacillus subtilis strain P5_B1
CP045818.1 Bacillus subtilis strain MB9_B6
CP045812.1 Bacillus subtilis strain P8_B3
CP045922.1 Bacillus subtilis strain P8_B1
CP045811.1 Bacillus subtilis strain P9_B1
CP046448.1 Bacillus subtilis strain ZD01
CP047325.1 Bacillus subtilis strain GOT9
CP023409.1 Bacillus subtilis strain 7PJ-16
CP047485.1 Bacillus subtilis strain BJQ0005
CP028201.1 Bacillus subtilis strain SRCM102753
CP028202.1 Bacillus subtilis strain SRCM102754
CP028209.1 Bacillus subtilis strain SRCM102745
CP028212.1 Bacillus subtilis strain SRCM102748
CP028213.1 Bacillus subtilis strain SRCM102749
CP028215.1 Bacillus subtilis strain SRCM102750

CP028217.1

Bacillus subtilis strain SRCM102751
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CP028218.1
CP031693.1
CP045672.1
CP026662.1
CP050532.1
CP051306.1
CP051462.1
CP051465.1
CP051466.1
CP051860.1
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Bacillus subtilis strain SRCM102756

Bacillus subtilis strain SRCM101393

Bacillus subtilis strain 2014-3557

Bacillus subtilis strain H1

Bacillus subtilis subsp. subtilis str. SMY

Bacillus subtilis strain R14914

Bacillus subtilis strain At3

Bacillus subtilis subsp. subtilis strain UCMB5121
Bacillus subtilis subsp. subtilis strain UCMB5021
Bacillus subtilis subsp. subtilis str. 168

Fonte: Disponibilizado em GenBank



Apéndice B — Estatistica gendmica estimada pelo Quast.
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Estatistica gendmica

B. subtilis R14914

Genome fraction (%)
Duplication ratio

Largest alignment

Total aligned length
NG50

NG75

NA50

NA75

NGA50

NGA75

LG50

LG75

LA5S0

LA75

LGA50

LGAT75

Misassemblies

# misassemblies

# relocations

# translocations

# inversions

# misassembled contigs
Misassembled contigs length
# local misassemblies

# scaffold gap ext. mis.

# scaffold gap loc. mis.

# unaligned mis. contigs
Unaligned

# fully unaligned contigs
Fully unaligned length

# partially unaligned contigs
Partially unaligned length
Mismatches

# mismatches

# indels

Indels length

# mismatches per 100 kbp
# indels per 100 kbp

# indels (<=5 bp)

# indels (> 5 bp)

#N’s

# N’s per 100 kbp
Statistics without reference
# contigs

# contigs (>= 0 bp)

# contigs (>= 1000 bp)

# contigs (>= 5000 bp)

# contigs (>= 10000 bp)

89.851
1
279465
3787178
4100930
4100930
77489
42356
77489
40907

1

1

14

31

14

33

96

96

0

0

1
4100930
63

0

0

0

0
0
1
311358

46635
1893
6069
1231.21
49.98
1685
208

0

0

B



# contigs (>= 25000 bp)

# contigs (>= 50000 bp)
Largest contig

Total length

Total length (>= 0 bp)
Total length (>= 1000 bp)
Total length (>= 5000 bp)
Total length (>= 10000 bp)
Total length (>= 25000 bp)
Total length (>= 50000 bp)
N50

N75

GC (%)

1

1
4100930
4100930
4100930
4100930
4100930
4100930
4100930
4100930
4100930
4100930
43.49
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Fonte: Da autora. Disponibilizado por Quast



Apéndice C — Genes previstos por PATRIC relacionados a resisténcia a antibidticos no genoma da cepa de B. subtilis R14914.
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Gene Produto Funcéo Classificacao PubMed
MurA UDP-N-acetilglucosamina 1- UDP-N-acetilglucosamina 1- alvo de antibiotico em espécies 8994972
carboxiviniltransferase (EC carboxiviniltransferase (EC 2.5.1.7) suscetiveis
2.5.1.7)
Subunidade beta 'da polimerase . , . g -~
moC de RNA dirigida por DNA (EC i_ul_:)u_r(ljldade Belgzd%péolzlr;e?r%se de RNA  alvo dg aptlblotlco em especies cooacoo
27.7.6) irigida por ( .1.7.6) suscetiveis
Sistema de resposta ao estresse  Sistema de resposta ao estresse do regulador modulando a 91899450"
LiaR do envelope celular LiaFSR, envelope celular LiaFSR, regulador de expressao de genes de 26020679’
regulador de resposta LiaR resposta LiaR (VraR) resisténcia a antibioticos
(VraR)
: - . A . teina que altera a carga da
Glicerofosforil diéster Glicerofosforil diéster fosfodiesterase pro
GdpD  tosfodiesterase (EC 3.1.4.46)  (EC 3.1.4.46) parede celular e confere 21899450
resisténcia a antibioticos
. . regulador modulando a
BceR Regulador de resposta de dois Regulador de resposta de dois expressio de genes de 95118291
componentes BceR componentes BceR e P
resisténcia a antibioticos
Proteina de membrana LiaF . :
. (VraT), inibidor especifico da Er_ot_elna de m?mbra”a I__|aF (\_/ra'l_'), « reguladgr modulando a 21899450;
LiaF : R inibidor especifico da via de sinalizacdo expressdo de genes de
via de sinalizagéo LiaRS . e s 26020679
LiaRS (VraRS) resisténcia a antibioticos
(VraRS)
EE-G Fator de~alongamento de Fator de alongamento de translacio G alvo dg antlblotlco em especies ;00604
translacéo G suscetiveis
19603075;
ANT(6)- Aminoglicosideo 6- Aminoglicosideo 6-nucleotidiltransferase  enzima de inativagédo de 20479200;
I nucleotidiltransferase (EC (EC 2.7.7.-) => ANT (6) -I antibiotico 2168151;
2.7.7.-) => ANT (6) -I 8293959
BceS Sensor de histidina quinase Sensor de histidina quinase BceS de dois  regulador modulando a 95118291

BceS de dois componentes

componentes

expressao de genes de



Lmr(B)

GdpD

S12p

inhA,
fabl

EF-Tu

BceA

LiaS

Alr
BceB

Alr

fabL

Tet(L)

Resisténcia a lincomicina,
bomba de efluxo MFS => Lmr

(B)

Glicerofosforil diéster
fosfodiesterase (EC 3.1.4.46)

Proteina ribossdmica SSU S12p
(S23e)

Enoil- [acil-proteina
transportadora] redutase
[NADH] (EC 1.3.1.9)

Fator de alongamento de
translagéo Tu

Bacitracina exporta proteina de
ligacdo de ATP BceA

Sistema de resposta ao estresse
do envelope celular LiaFSR,
sensor de histidina quinase LiaS
(VraS)

Alanina racemase (EC 5.1.1.1)

Bacitracina exporta proteina
permease BceB

Alanina racemase (EC 5.1.1.1)

Enoil- [acil-proteina
transportadora] redutase
[NADPH] (EC 1.3.1.104), FabL
Resisténcia a tetraciclina,
bomba de efluxo MFS => Tet

(L)

Resisténcia a lincomicina, bomba de
efluxo MFS => Lmr (B)

Glicerofosforil diéster fosfodiesterase
(EC 3.1.4.46)

Proteina ribossémica SSU S12p (S23e)

Enoil- [acil-proteina transportadora]
redutase [NADH] (EC 1.3.1.9)
Fator de alongamento de translacdo Tu

Bacitracina exporta proteina de ligacdo de
ATP BceA

Sistema de resposta ao estresse do
envelope celular LiaFSR, sensor de
histidina quinase LiaS (VraS)
Alanina racemase (EC 5.1.1.1)

Bacitracina exporta proteina permease
BceB

Alanina racemase (EC 5.1.1.1)

Enoil- [acil-proteina transportadora]
redutase [NADPH] (EC 1.3.1.104), FabL

Resisténcia a tetraciclina, bomba de
efluxo MFS => Tet (L)

resisténcia a antibioticos

bomba de efluxo conferindo
resisténcia a antibioticos

proteina que altera a carga da
parede celular e confere
resisténcia a antibioticos

alvo de antibi6tico em espécies
suscetiveis

alvo de antibi6tico em espécies
suscetiveis

alvo de antibiotico em espécies
suscetiveis

bomba de efluxo conferindo
resisténcia a antibioticos

regulador modulando a
expressao de genes de
resisténcia a antibioticos

alvo de antibi6tico em espécies
suscetiveis

bomba de efluxo conferindo
resisténcia a antibioticos

alvo de antibi6tico em espécies
suscetiveis

proteina de substitui¢do alvo de
antibiodtico

bomba de efluxo conferindo
resisténcia a antibioticos

15317768

21899450

7934937

18193820;
10869170;
8284673
364475;
9678602

25118291

21899450;
26020679

19748470;
24303782
25118291
19748470;
24303782

21185310

7628724,
7877638



gyrA

Ddl
EbrA

S10p

FosB

gidB

rpoB

RIMA(II
)

BceB

BcerC

dxr

Iso-
tRNA

gyrB

Subunidade A da girase de DNA
(EC 5.99.1.3)

D-alanina - D-alanina ligase
(EC 6.3.2.4)

Proteina EbrA de resisténcia a
maltiplas drogas

Proteina ribossémica SSU S10p
(S20e)

Macrolideo 2'-fosfotransferase,
putativo

Proteina FosB de resisténcia a
fosfomicina

16S rRNA (guanina (527) -N
(7)) - metiltransferase (EC
2.1.1.170)

Subunidade beta de RNA
polimerase dirigida por DNA
(EC 2.7.7.6)

23S rRNA (guanina (748) -N
(1)) - metiltransferase (EC
2.1.1.188)

Bacitracina exporta proteina
permease BceB
Undecaprenil-difosfatase BcrC
(EC 3.6.1.27), transmite
resisténcia a bacitracina
1-desoxi-D-xilulose 5-fosfato
redutoisomerase (EC 1.1.1.267)
Isoleucil-tRNA sintetase (EC
6.1.1.5)

Subunidade B da gyrase de
DNA (EC 5.99.1.3)

Subunidade A da girase de DNA (EC
5.99.1.3)

D-alanina - D-alanina ligase (EC 6.3.2.4)

Proteina EbrA de resisténcia a multiplas

drogas

Proteina ribossémica SSU S10p (S20e)

Macrolideo 2'-fosfotransferase, putativo

Proteina FosB de resisténcia a
fosfomicina

16S rRNA (guanina (527) -N (7)) -
metiltransferase (EC 2.1.1.170)

Subunidade beta de RNA polimerase
dirigida por DNA (EC 2.7.7.6)

23S rRNA (guanina (748) -N (1)) -
metiltransferase (EC 2.1.1.188)

Bacitracina exportadora de proteina
permease BceB
Undecaprenil-difosfatase BerC (EC
3.6.1.27), transmite resisténcia a
bacitracina

1-desoxi-D-xilulose 5-fosfato
redutoisomerase (EC 1.1.1.267)

Isoleucil-tRNA sintetase (EC 6.1.1.5)

Subunidade B da girase de DNA (EC
5.99.1.3)

alvo de antibiotico em espécies
suscetiveis

alvo de antibiotico em espécies
suscetiveis

bomba de efluxo conferindo
resisténcia a antibioticos

alvo de antibiotico em espécies
suscetiveis

enzima de inativacao de
antibidtico

enzima de inativacao de
antibidtico

gene que confere resisténcia via
auséncia

alvo de antibiodtico em espécies
suscetiveis

enzima modificadora de alvo de
antibiotico

bomba de efluxo conferindo
resisténcia a antibioticos

proteina de protecdo alvo
antibiotico

alvo de antibi6tico em espécies
suscetiveis

alvo de antibi6tico em espécies
suscetiveis

alvo de antibi6tico em espécies
suscetiveis

9293187

24303782;
24033232

17417881

26124155

14677948;
16399398

17238915

3050121;
15047531,
16723576

12514124,
18406425
25118291

12486040;
15778224,
15946938

16321944

7929087

21693461,
22279180;9293
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MprF

kasA

YkkCD

folA, Dfr

GdpD

EbrB
folA, Dfr
folP

rho

MurA

PgsA

Classe D beta-lactamase (EC
3.5.2.6)

L-O-lisilfosfatidilglicerol sintase
(EC 2.3.2.3)

3-oxoacil- [acil-carreadora-
proteina] sintase, KASII (EC
2.3.1.179)

Bomba de efluxo de mdltiplas
drogas de ampla especificidade
YkkC

Diidrofolato redutase (EC
1.5.1.3)

Glicerofosforil diéster
fosfodiesterase (EC 3.1.4.46)

Proteina EbrB de resisténcia a
maultiplas drogas

Diidrofolato redutase (EC
1.5.1.3)

Diidropteroato sintase (EC
2.5.1.15)

Fator de terminacéo de
transcricdo Rho
UDP-N-acetilglucosamina 1-
carboxiviniltransferase (EC
2.5.1.7)

Macrolideo 2'-fosfotransferase,
putativo

CDP-diacilglicerol - glicerol-3-
fosfato 3-fosfatidiltransferase

Classe D beta-lactamase (EC 3.5.2.6)

L-O-lisilfosfatidilglicerol sintase (EC
2.3.2.3)

3-oxoacil- [acil-carreadora-proteina]
sintase, KASII (EC 2.3.1.179)

Bomba de efluxo de multiplas drogas de
ampla especificidade YkkC

Diidrofolato redutase (EC 1.5.1.3)

Glicerofosforil diéster fosfodiesterase
(EC 3.1.4.46)

Proteina EbrB de resisténcia a multiplas
drogas

Dihydrofolate reductase (EC 1.5.1.3)
Diidrofolato redutase (EC 1.5.1.3)
Fator de terminacéo de transcricdo Rho

UDP-N-acetilglucosamina 1-
carboxiviniltransferase (EC 2.5.1.7)
Macrolideo 2'-fosfotransferase, putativo

CDP-diacilglicerol - glicerol-3-fosfato 3-
fosfatidiltransferase (EC 2.7.8.5)

antibiotic inactivation enzyme

proteina que altera a carga da
parede celular e confere
resisténcia a antibioticos

alvo de antibiotico em espécies
suscetiveis

bomba de efluxo conferindo
resisténcia a antibioticos

alvo de antibiotico em espécies
suscetiveis

proteina que altera a carga da
parede celular e confere
resisténcia a antibidticos
bomba de efluxo conferindo
resisténcia a antibidticos

alvo de antibi6tico em espécies
suscetiveis

alvo de antibi6tico em espécies
suscetiveis

alvo de antibi6tico em espécies
suscetiveis

alvo de antibi6tico em espécies
suscetiveis

enzima de inativacdo de
antibiotico

proteina que altera a carga da
parede celular e confere
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19289517;1672
3576

10428945

10735877

20169085;2528
8078

21899450

17417881

20169085;2528
8078

15673783

8466900

8994972

22238576




(EC 2.7.8.5)

resisténcia a antibioticos
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