Oliveira, L.A., Oliveira, J.G.S., Gasparotto, L., Bentes J.L.S.,
Rocha, L.C, Jesus, M.A., Andrade, S.L., Cruz, K.S., Souza, A.Q.L.
Diversidade Microbiana da Amazénia. vol. 4, 2024. Editora INPA

Mineragao genémica de Bacillus velezensis MPUR 51.6 voltada
a identificagao de genes relacionados ao biocontrole e

promocgao de crescimento vegetal

Amorim, Ana Beatriz Aratjo" Sousa, Thiago Fernandes % Silva, Gilvan Ferreira3

lnstituto Federal de Educacédo, Ciéncia e Tecnologia do Amazonas, 2Universidade
Federal do Amazonas, *Embrapa Amazénia Ocidental
E-mails: beatrizamorim51@gmail; thiago.f.sousa@ufv.br; gilvan.silva@embrapa.br

Resumo

Bactérias do género Bacillus constituem grande parte dos produtos para o
biocontrole de pragas e doencas em plantas, sendo de grande importancia para
a promocao de uma agricultura mais sustentavel pela minimizacdo de impactos
ambientais e pela substituicdo de pesticidas quimicos. Nesse sentido, Bacillus
velezensis FZB42 é reconhecido como uma linhagem modelo para biocontrole e
promocao de crescimento de plantas devido a alta producéo de fitormonios e de
potentes metabdlitos secundarios antifangicos. No presente trabalho, foi
analisado o potencial gendmico de MPUR 51.6 isolada de sedimento do rio
Purds. A analise filogendmica revelou proximidade com 91.8% de dDDH de
MPUR 51.6 com a linhagem FZB42 e a andlise de sintenia confirma a presenca
de clusters génicos biossintéticos (BGCs) para producdo dos antimicrobianos
macrolactina H, bacilaeno, bacilibactina, bacilisina, dificidina e surfactina. Além
disso, foi identificado um BGC especifico da linhagem MPUR 51.6 para producgéo
de um antibiotico tiopeptidico no qual ndo esta caracterizado nos bancos de
dados. Foram identificados genes relacionados ao metabolismo do acido indol-
3-acético (AlA) demonstrando o potencial da linhagem na producdo de
fitorménios. Por fim, os ensaios de antagonismo com MPUR 51.6 demonstrou
resultados positivos para inibicdo de Fusarium fabacearum CPAA 10621,
Colletotrichum scovilei INPA 2917 e Colletotrichum spaethianum INPA 2908.
Esses resultados confirmam o potencial de MPUR 51.6 aplicagdo na agricultura
e caracterizacdo de novos produtos naturais. Este trabalho também demonstra
0 uso de recursos geneéticos amazonicos para prospeccao de novos ativos
biolégicos.
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Introducao
Bacillus velezensis é uma bactéria Gram-positiva reconhecida como
modelo de agente de biocontrole, sendo alvo de inimeras investigacdes
recentes para melhor compreender suas propriedades (Fan et al. 2018). O

potencial antimicrobiano de B. velezensis € atribuido a producdo de compostos
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bioativos, como lipopeptideos, surfactantes e enzimas. Seu amplo espectro de
atividade contra diversos fitopatdbgenos torna B. velezensis uma alternativa
promissora aos pesticidas quimicos, contribuindo para uma agricultura mais
sustentavel e segura (Chowdhury et al. 2015).

Para se ter uma ideia do potencial metabdlico de B. velezensis, a linhagem
FZB42 produz sete moléculas fungicidas (fengicina, bacilomicina D,
bacilibactina, dificidina, bacilisina, amylocyclicina e plantazolicina). Esse isolado,
ja foi aplicado como biocontrolador de Fusarium graminearum em trigo,
Xanthomonas oryzeae em arroz, Phytophthora sojae em soja, Sclerotinia
sclerotiorum em tomate, Rhizoctonia solani em alface e muitas outras espécies
de importancia econémica (Erlacher et al. 2014; Wu et al. 2015; Farzand et al.
2019; Hanif et al. 2019; Han et al. 2021).

Além do potencial de biocontrole, B. velenzensis também tem potencial
para promoc¢ao de crescimento vegetal muito devido a vias alternativas para
producao de acido indol acético (AlA) (Myo et al. 2019). Analises com a delecéo
dos genes trpABDE (genes relacionados ao precursor de AlA triptofano), ysnE
(AIA transacetilase) e yhcX (nitrilase) mostram que nos mutantes houve tanto
uma diminuicdo drastica de AIA produzido quanto perda de capacidade em
promover o crescimento vegetal (Idris et al. 2007).

No presente trabalho, foi obtido 0 genoma completo de uma linhagem de
Bacillus velezensis dos sedimentos do rio Purds. As comparac¢des gendmicas
revelam alta similaridade com o isolado modelo de biocontrole FZB42. Nesse
sentido, focamos na analise de genes compartilhados entre esses isolados a fim
de identificar genes de interesse para o biocontrole e promog¢éao de crescimento,

bem como identificar variacdes entre esses isolados.

Material e Métodos
Obtencéo do isolado MPUR 51.6
1g de sedimento do rio Puris (Amazénia) foi diluido em 10 mL de agua
destilada ultrapura. 50 pyL dessa diluicdo foi plagueada em meio ISP2 por dois
dias a uma temperatura de 28°C. A colbnia foi isolada e conservada em ISP2 +

20% de glicerol.
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Sequenciamento do genoma completo, andlise filogenémica e andlise de
cluster génicos biossintéticos (BGCs)

A extracao de DNA foi realizada seguindo as recomendacdes do protocolo
CTAB 2%, e o sequenciamento foi realizado por meio da plataforma Illumina
usando 150 de pair ended. A analise filogendmica foi realizada pela plataforma
TYGS (https://tygs.dsmz.de/) e a identificacdo de clusters génicos biossintéticos
foi realizada por meio da plataforma antiSMASH

(https://antismash.secondarymetabolites.org/#!/start).

Analise comparativa via orthovenn e sintenia

A andlise de sintenia foi realizada usando o pipeline clinker &
clustermap.js (Gilchrist et al. 2021). Para isso, os arquivos Genbank de BGCs ja
caracterizados foram extraidos pelo repositério MIBIG. Os arquivos genbank dos
BGCs de MPUR 51.6 foram obtidos por meio do antiSMASH. A comparagao nos
BGCs e as buscas de similaridade foram baseadas no algoritmo TBLASTX em

clinker e a visualizacao da sintenia foi realizada pelo clustermap.js.

Analise de antagonismo in vitro

Placas contendo o meio BDA (200 g/L Batata; 20 g/L Dextrose; 15 g/L de
agar) foram inoculadas com o isolado MPUR 51.6 a uma distancia de oito
centimetros das bordas em conjunto com o fitopatdégeno, no qual foi inoculado
no centro da placa. Apés as inoculacdes as placas foram incubadas a 28°C por
sete dias. O controle foi realizado com a inoculagéo do fitopatdgeno no centro da
placa e sem a inoculagdo de MPUR 51.6. Os fitopatégenos testados foram:
Fusarium fabacearum CPAA 10621, Colletotrichum scovillei INPA 2910,

Colletotrichum spaethianum 2908.

Resultados e Discusséo
A andlise filogenémica permitiu a identificacdo de MPUR 51.6 como
pertencente a espécie Bacillus velezensis FZB42 com 91.8% de dDDH em
relacdo ao isolado FZB42 (Figura 1). A analise de cluster génico biossintético
revelou 15 BGCs correspondentes a quatro PKS, duas a producao terpenos, trés
hibridos, quatro NRPS, um RiPP e um BGC néo classificado (Other). 5 BGCs
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foram identificados com 100% de similaridade com BGCs relacionados a

producdo de macrolactina H, bacilaeno, bacilibactina, bacilisina, dificidina e

surfactina. As analises de sintenia confirmam o potencial para producédo desses

compostos que sdo em sua maioria antifangicos (Chowdhury et al. 2015) (Figura

2).
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Figura 1 - Filograma com base no genoma completo mostrando as rela¢cdes de MPUR 51.6
com isolados de Bacillus velezensis. O isolado obtido neste estudo estd marcado de

vermelho.
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Figura 2 - Andlise de sintenia de cluster génicos biossintéticos entre MPUR 51.6 e FZB42.
A) Sintenia de BGCs relacionados a producdo de bacilibactina; B) Sintenia de BGCs
relacionados a producéo de bacilisina; C) Sintenia entre BGCs relacionados a producéo de
dificidina; D) Sintenia dos BGCs relacionados a producéo de bacilaeno; E) Sintenia dos BGCs
relacionado a producédo de surfactina; F) Sintenia dos BGCs relacionado a producdo de

macrolactina H.

Além disso, foi identificado um BGC ndo compartilhado entre MPUR 51.6

e FZB42 relacionado a um peptideo ribossomal

pés traducionalmente

modificado. Esses resultados indicam que o isolado amazonico obtido nesse

trabalho, além das caracteristicas desejaveis de biocontrole, possui mais um

286



cluster biossintético no qual até o presente momento permanece nao identificado
e gue possui caracteristicas de um BGC relacionado a producao de antibiéticos

tiopeptidicos (Figura 3).
Bacillus velezensis FZB2
Bacillus:31664-51193

Bacillus velezensis MPUR 51.6
Mpur51.6:1-34566

b |
25kb 0 Identity (%) 100

Figura 3 - Analise de sintenia entre regides homologas de MPUR 51.6 e FZB42 revelando a
insercdo de um BGC organizado em operon (genes em cinza) para a producdo de
tiopeptideos no genoma de MPUR 51.6.

A analise comparativa entre MPUR 51.6 e FZB42 mostra 15 proteinas nao
compartilhadas. Quando realizado o blast para a identificagdo da funcdo foram
observados hit com proteinas de fagos nos scaffolds 2, 3 e 5 (Figura 4). Em
adicdo quando prospectados genes relacionados a producao de AlA, todos os
genes foram localizados, o que indica que o isolado MPUR 51.6 pode promover

o crescimento de plantas (Tabela 1).
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Figura 4 - Analise de proteinas ort6logas preditas com base no genoma dos isolados MPUR
51.6 e FZB42 mostrando 3148 proteinas compartilhadas e 31 proteinas especificas.
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Tabela 1- Genes de Bacillus velezensis FZB42 e Bacillus velezensis MPUR 51.6 associados
a biossintese de triptofano e ao metabolismo do acido indol-3-acético (AlA).

Acesso das proteinas

Cddigo da Identidade dos acessos

Funcéo predita do gene enzima de proteinas de FZB2
de FZB42 (EC)  com MPUR
51.6 (pb / identidade%)
Enzimas relacionadas a
produgdo de Triptofano
trpE CAL26225.1 Antranilato sintase 4.1.3.27 512/515 (99%)
tpD CAL26226.1 ~ Antranilato 24218  335/338 (99%)
fosforibosiltransferase
tpA CAL26231.1  |rptofano subunidade o 4 5 4 5o 564/065 (98%)
sintase
tpB CAL26229.1 ~|nptofanosubunidade B 45 450 3967400 (99%)
sintase
Proteinas homologas
envolvidas na
biossintese de AlIA
YedL CAL26203.1 N-acetiltransferase 2.3.1 170/173 (98%)
YozC CAL26192.1 ~ NADP-dependente indol-3-  , 4 4 67/67 (100%)
acetaldeido desidrogenase
YheX CAL26199.1 Nitrilase 3.5.5.1 511/512 (99%)

O ensaio de cultura pareada revelou a producédo de antifungicos, sendo

MPUR 51.6 capaz de inibir o crescimento micelial de todos os fitopatdgenos

testados, com destaque para a inibicdo de INPA 2910 no qual foi observada a

maior reducéo (Figura 5). Colletotricum scovillei INPA 2910 foi isolado como um

patdogeno causando podriddo de fruto em pimenta-de-cheiro (Capsicum

chinense), esse fitopatdbgeno representa ameaca a diversas variedades de

pimenta no mundo todo (Kanto et al. 2014; Oo et al. 2017).
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Figura 5 - Ensaio qualitativo do potencial para produgéo de antifiingico em Bacillus velezensis
MPUR 51.6 contra diferentes espécies de fitopatégenos.

Esses resultados em conjunto demonstram que o isolado amazdnico de
Bacillus velezensis possui caracteristicas para o biocontrole e promoc¢éao de
crescimento. Além disso, genes especificos foram identificados e podem ser a
chave para caracterizacado de novos produtos naturais bem como novos ativos

biotecnolégicos.

Conclusdes
O isolado MPUR 51.6 pertence a espécie Bacillus velezensis. A linhagem
possui 15 BGCs envolvidos na biossintese de produtos naturais. Com base nos
BGCs que apresentaram alta similaridade foi possivel predizer o potencial para
producdo de macrolactina H, bacilaeno, bacilibactina, bacilisina, dificidina e
surfactina. Um BGC especifico da linhagem MPUR 51.6 relacionado a

antibioticos tiopeptidicos foi identificado. Além disso, genes relacionados a
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producdo de AIA foram localizados no genoma, indicando que o isolado MPUR
51.6 pode promover o crescimento de plantas. Os testes de antagonismo contra

diferentes fitopatdgenos revelam a producéo de antifungicos.
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