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Resumo

Produzir alimentos com qualidade e em quantidade suficiente para atender ao
crescimento populacional tornou-se um grande desafio. Esta meta exige o
desenvolvimento de tecnologias racionais que otimizem o uso de recursos
naturais, ampliando a capacidade produtiva, além de estratégias para redugéo
das perdas de producédo. Visando isso, nos ultimos anos houve um grande
aumento de uso de bioprodutos, uma vez que apresentam vantagem para
atividades agricolas como controle de fitopatdogenos, sobretudo, bioprodutos a
partir de culturas bacterianas como o uso do género Bacillus, que ja possui
diversas aplicacdes no mercado. Com isso, neste trabalho propde a revisao do
genoma do isolado de Bacillus e testes de co-culltivo contra fitopatdgenos a fim
de avaliar seu potencial para atividades da industria agricola. Para
caracterizagao e filogenia foram utilizadas as ferramentas Antismash e TYGS,
enguanto para anotacdo do genoma foram usados o Rast, BLASTp, além de
testes contra fitopatégeno de culturas amazénicas Moniliophthora perniciosa
(Mp01), Fusarium decemcellulare (fdc 307), Fusarium sp. (MCT10621) e
Colletotrichum scovillei (2910). Em suma, a analise mostrou que o isolado B.
thunrigiensis possui potencial do uso em biorremediacdo de cadmio, producéo
de sideroforo e inibicdo contra fitopatbgenos de diferentes culturas.

Palavras-Chave: Fitopatégenos; Sideréforo; biorremediacao

Introducao

Bactérias do género Bacillus sdo microrganismos que habitam inUmeros
habitats, conhecidos como produtores de uma ampla gama de compostos
antagonistas, e possuem cerca de 5 a 8% do genoma total dedicado a
biossintese de metabdlitos secundarios (Fira et al. 2018). Além disso, muitas
espécies desse género sdo excelentes biocontroladores de pragas e doencgas
agricolas. (Albuguerque 2018).

A eficiéncia dos bioprodutos a base de Bacillus também esta relacionada
a capacidade de espécies em realizar biossolubilizacdo de nutrientes essenciais

como o fosforo, fixar nitrogénio e produzir substancias estimulantes (horménios

423



e agentes de biocontrole) (Fernandes e Oliveira et al. 2019). O manejo de
doencas mediadas por microrganismos apresenta-se como alternativa para a
reducao do uso de agroquimicos (Ryan et al. 2008; Alvindia et al. 2009; Zhang
et al. 2016; Albuquerque 2018), este manejo, de modo geral agem
significativamente por antibiose e, de maneira eventual, podem apresentar
comportamentos de parasitismo e competicao.

A antibiose produzida, geralmente, tém amplo espectro de a¢éo, de forma
que na inibicdo dos fungos a producgéo de substancias toxicas é mais efetiva do
que qualquer outro mecanismo de acdo envolvido (Kupper et al. 2003; Lanna
Filho et al. 2010), visando isso, atualmente é possivel identificar 14 bactérias e
12 fungos registrados na USEPA (U. S. Environmental Protection Agency)
destinados ao controle das enfermidades em plantas, a maioria destes
microrganismos sao atualmente comercializados em bioprodutos (Lanna Filho et
al. 2010).

Nesse sentido, 0 sequenciamento e analise de genomas completos de
microrganismos pode fornecer informagbes valiosas para triagem de
microrganismos com potencial para biocontrole ou promog¢éao de crescimento.
Andlises in silico via ferramentas de bioinformatica auxiliam na identificacéo de
vias metabdlicas relacionadas a producdo de horménios vegetais, metabdlitos
secundérios e detoxificagdo de metais pesados, permitindo o uso de
microrganismos conforme os potenciais identificados (Balbinot 2020).

Neste estudo, foi realizada a analise genémica de uma bactéria MAD 202
do sedimento do Rio Madeira (AM) usando filogenémica para identificacdo da
espécie e anotagdo e caracterizacdo de genes relacionados a producdo de
metabdlitos secundarios e genes de resisténcia a metais pesados.

O objetivo deste trabalho foi realizar a prospeccdo gendmica do isolado
Bacillus sp. MAD202 como potencial na industria agricola, com base na
identificacdo filogendmica da espécie, anotacdo e caracterizagdo de genes
relacionados a producdo de metabdlitos secundarios e genes de resisténcia a

metais pesados.
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Material e Métodos

Identificacdo e Mineracdo Gen6mica

A caracterizac&o do genoma do isolado foi realizada a partir da plataforma
antiSMASH (antibiotics and Secondary Metabolites Analysis SHell)
(https://antismash.secondarymetabolites.org/) conforme os padrdes (Blin et al.
2019) que visam a identificacdo de conjuntos de genes responsaveis por uma
via metabdlica com base em referéncias contidas do banco de dados MiBIG, em
conjunto as anotagdes genicas foram realizadas a partir da plataforma RAST
(Rapid Annotation using Subsystem Technology) (https://rast.nmpdr.org/) (Aziz
et al. 2008). O pipeline Clinker foi usado para as analises de sintenia.

A partir da notacao dos genes, as enzimas de interesse foram submetidas
e comparadas manualmente junto a ferramenta BLASTp
(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/) (Eric, Nicholas e Theophilus 2014). Ainda foram
realizadas analise taxonémicas visando a determinacéao linhagens monofiléticas
por meio da ferramenta TYGS (Type (Strain) Genome Server) com base no
parametro de hibridizacdo de DNA-DNA (Meier-Kolthoff e Goker 2019).

Avaliacéo da atividade antifungico fitopatégeno

Para avaliacdo do potencial antifingico foi realizado co-cultivo contra os
fitopatdgenos Moniliophthora perniciosa (Mp01 - fitopatbgeno de cultura do
cacau), Fusarium decemcellulare (Fdc 307 - fitopatégeno de cultura do guarana),
Colletotrichum scovillei (2910 - fitopatdbgeno de plantulas de pimentdo e
pimentas) e Fusarium sp. (MCT1062 - fitopatdgeno de fruto tomate) com base

na metodologia de (Anith, Nysanth e Natarajan 2021) por 15 dias.
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CR

CR

Onde CR (média de CR' e CR?) € o raio da coldnia fingica nas placas de
controle e R (média de R* e R?) raio da colénia fungica nas placas de
teste

Figura 1: método de co-cultivo modificado. Fonte DOI: 10.1111/lam.13495

Resultados e Discusséo
Identificacéo filogenética do isolado Bacillus sp MAD202

Com base na literatura, valores da metodologia hibridizacdo DNA-DNA
(dDDH) acima de 70% apontam equivaléncia de espécie. A analise de
filogenémica do isolado MAD 202 apresentou maior valor de dDDH na formula
d4 com a espécie tipo Bacillus thuringiensis ATCC 10792, com dDDH de 82.68%
e com Bacillus cereus ATCC 14579, com 70.5%, indicando que o isolado de
Bacillus thurigienses, pertencente ao grupo Cereus.

Este grupo inclui varias espécies de Bacillus com filogenia intimamente
relacionada. Os membros mais bem estudados do grupo, Bacillus anthracis, B.
cereus e B. thuringiensis, este ultimo devido a sua caracteristica inseticida
relacionada principalmente a presenca de cristais protéicos produzidos durante
seu processo de esporulacdo compostos principalmente por &-endotoxinas
conhecidas como proteinas Cry, as quais possuem acao inseticida contra insetos
pertencentes a diversas ordens, mas principalmente Coleoptera, Diptera,
Hymenoptera e Lepidoptera, sendo atualmente comercializada para uso de
biopesticidas (Horta et al. 2017). Baseado nisso foram feitas investigacdes
quanto ao uso isolado de Bacillus sp. MAD202 para uso de atividade agricola.

Entre as 6101 Sequéncias de Codificacdo no genoma do isolado MAD 202
apenas 23% (1381) foram classificadas em subsistemas na ferramenta de

anotacdo, em qual os recursos se distribuem em sua grande maioria entre
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Aminoé&cidos e derivados, carboidratos, metabolismo de proteina e cofatores,
respectivamente.
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Figura 2 - Arvore filogenética MAD 202 através do genoma Anotagdo de genoma e
caracterizacdo de BGCs

Subsystem Statistics | Features in Subsystems

Subsystem Coverage Subsystem Category Distribution Subsystem Feature Counts

Cofactors, Vitamins, Prosthetic Groups, Pigments (157)
Cell wall and Capsule (89)

Virulence, Disease and Defense (63)
Potassium metabolism (10)
Photosynthesis (0)

Miscellaneous (26)

Phages, Prophages, Transposable elements, Plasmids (17)
Membrane Transport (40)

Iron acquisition and metabolism (53)
RNA Metabolism (61)

Nucleosides and Nucleotides (114)
Protein Metabolism (191)

Cell Division and Cell Cycle (6)

Motility and Chemotaxis (8)

Regulation and Cell signaling (31)
Secondary Metabolism (9)

= DNA Metabolism (80)

Fatty Acids, Lipids, and Isoprenoids (69)
Nitrogen Metabolism (19)

Dormancy and Sporulation (110)
Respiration (77)

Stress Response (45)

Metabolism of Aromatic Compounds (10)
Amino Acids and Derivatives (374)
Sulfur Metabolism (6)

Phosphorus Metabolism (21)
Carbohydrates (272)

@
|
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|

Figura 3 - Classificacdo de subsistemas de Bacillus sp. (MAD 202)
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Subsystem Statistics | Features in Subsystems

Subsystem Coverage Subsystem Category Distribution Subsystem Feature Counts

@M Cofactors, Vitamins, Prosthetic Groups, Pigments (157)
@M Cell Wall and Capsule (89)
=M Virulence, Disease and Defense (63)
Adhesion (0)
Toxins and superantigens (0)
Bacteriocins, ribosomally synthesized antibacterial peptides (0)
@ Resistance to antibiotics and toxic compounds (49)
Copper homeostasis (7)
Cobalt-zinc-cadmium resistance (22)
Adaptation to d-cysteine (1)
Multidrug Resistance, 2-protein version Found in Gram-positive bacteria (3)
Streptothricin resistance (1)
Tetracycline resistance, ribosome protection type (2)
Resistance to fluoroquinolones (2)

23%

Beta-lactamase (2)
Cadmium resistance (1)
Resistance to chromium compounds (1)
Multidrug_Resistance Efflux Pumps (3)
Virulence, Disease and Defense - no subcategory (0)
Detection (0)

Invasion and intracellular resistance (14)
@M Potassium metabolism (10)
@® M Photosynthesis (0)
Miscellaneous (26)
@M Phages, Proph Tr: ble elements, Pl ids (17)
Membrane Transport (40)
@M Iron acquisition and metabolism (53)
RNA Metabolism (61)
@M Nucleosides and Nucleotides (114)
Protein Metabolism (191)
@M Cell Division and Cell Cycle (6)
Motility and Chemotaxis (8)
@M Regulation and Cell signaling (31)
Secondary Metabolism (9)
DNA Metabolism (80)
@ M Fatty Acids, Lipids, and Isoprenoids (69)
@M Nitrogen Metabolism (19)
@M Dormancy and Sporulation (110)
@® M Respiration (77)
W Stress Response (45)
Metabolism of Aromatic Compounds (10)
Amino Acids and Derivatives (374)
Sulfur Metabolism (6)
Phosphorus Metabolism (21)
Carbohydrates (272)

Figura 4 - Demonstragdo do subsistema de resisténcia

Por meio desta analise, é possivel identificar diversos genes relacionados
a resisténcia antimicrobianos e metais pesados, sobretudo de cadmio,
apresentando um gene de resisténcia e outros vinte e dois ligados a resisténcia
de cobalto, zinco e cadmio.

A destoxificagdo de cadmio se deve a uma ATPase (CadA), responsavel
pelo efluxo do metal para fora da célula. Este metal, no interior das células, causa
danos irrecuperaveis para a producao de espécies reativas de oxigénio, reducao
de taxa de crescimento, diminuicdo da densidade da parede da célula e causa
morte celular (Lee et al. 2001; Fidelis 2013). Além disso, o cadmio € um
contaminante ambiental e é capaz de se acumular na cadeia alimentar,
causando danos no aparelho digestorio dos infectados. Portanto, a identificacao
de genes de resisténcia a esses metais pode ajudar na elaboracao de estratégias
para a biorremediacdo de ambientes terrestres e aquaticos.

A analise de BGCs identificou 13 BGCs, relacionados a producédo de
NRPs (4), lanthipeptideos, laderano, Ripp, sideréforos, terpeno e betalactona.Os
BGCs relacionados aos sideréforos foram os Unicos que tiveram 100% de

similaridade com BGCs ja caracterizados no repositorio MIBIG. Esses foram
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relacionados a producéo de petrobactina (figura 5) e bacilibactina (figura 6) Os
demais BGCs apresentaram menos de 80%, demonstrando ser vias ainda néo
caracterizadas.

A producéo de sideroforos € benéfica para as plantas ao disponibilizar o
ion Fe, auxiliando na nutricdo (mecanismo direto) ou reduzindo a competitividade
dos patogenos transmitidos pelo solo ao limitar este nutriente (mecanismo
indireto), além de atuar também na biorremediacdo (Tank et al. 2012; Sah e
Singh 2015; Saha et al. 2015; Pahari et al. 2017; Veloso 2019).
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Figura 5: Sintenia entre os genes relacionados com a biossintese de petrobactina e BGCs
(biosythetic gene clusters) localizados em Bacillus thuringiensis MAD 202, Bacillus
thuringienses ATCC 10792 e Bacillus cereus ATCC 14579
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Figura 6: Sintenia entre os genes relacionados com a biossintese de bacillibactina e BGCs
(biosythetic gene clusters) localizados em Bacillus thuringiensis MAD 202, Bacillus
thuringienses ATCC 10792 e Bacillus cereus ATCC 14579

Avaliacao da atividade antifungico fitopatégeno

Os testes in vitro apresentaram resultados positivos quanto ao potencial
antifangico em co-cultivo contra os fitopatogenos Moniliophthora perniciosa
(Mp01), Fusarium decemcellulare (fdc 307), Fusarium sp. (MCT10621) e
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Colletotrichum scovillei (2910), sendo observado a inibicdo do crescimento

micelial via producé&o de metabdlitos secundarios.

M Fusaun Fusarium sp Colletotrichum scovillei
perniciosa &Mp01 )0 decemcellulare (fdc 307) - (MCT10621) - 28,52% (2910) - 42,47%
68,89% 51,11%

Figura 7 - Teste de co-cultivo MAD202 x Fitopatégenos

Conclusdes

O presente trabalho identificou que o isolado Bacillus sp MAD 202 € B.
thuringiensis. A analise gendmica revela potencial para resisténcia e
destoxificacdo do metal pesado cadmio, como também apontam clusters
voltados para a producao de sideréforos, enquanto a analise de antagonismo
mostrou atividades antifungicas de B. thuringiensis contra Moniliophthora
perniciosa (Mp01), Fusarium decemcellulare (fdc 307) e Colletotrichum scovillei
(2910).
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