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Uso de grupos ortdlogos e busca por ilhas de patogenicidade na identificacdo de trés
espécies de Bacillus
Thifany Vilela Purcenat!
Paulo Roberto Queiroz!
Priscila Grynberg?
Resumo

B. anthracis, o agente etioldgico da doenca antraz, B. cereus, uma bactéria que pode causar
infec¢Bes gastrointestinais e B. thuringiensis. produtora de cristais téxicos (Cry) que atuam
como inseticidas espécie-especificos naturais sdo bactérias muito parecidas geneticamente
entre si. Diferencia-las através de métodos moleculares € um grande desafio. O objetivo deste
trabalho foi aplicar abordagens de genémica comparativa para classificar estas espécies. Para
isso, as proteinas preditas de 45 genomas sendo 10 genomas de cada espécie disponiveis
publicamente no NCBI, 14 genomas de B. thuringiensis do banco de dados interno da
Embrapa e uma espécie outgroup foram usadas para a identificacdo de grupos ortélogos e
confeccdo de uma arvore filogenética, totalizando 268.898 proteinas. A andlise filogenética
separou, em termos gerais, B. anthracis das demais, ainda que as trés espécies se misturem
entre si em maior ou menor grau. Cepas de B. thuringiensis com agéo bio-inseticidas de
lepidopteros ficaram separadas daquelas que atuam em coleépteros. B. anthacis é a espécie
gue apresenta, em média, 0 menor nimero e B. thuringiensis, o maior nimero de ilhas de
patogenicidade por genoma. Este trabalho mostrou que através da classificacdo em grupos
ortélogos e andlise de ilhas de patogenicidade é possivel melhorar a classificacdo destas trés
espécies baseado em dados moleculares.

Palavras-Chave: Bacillus thuringienses, Bacillus cereus, Bacillus anthracis, ortologia,
filogenia, genes marcadores

Use of orthologue groups and search for pathogenic islands in the identification of three
Bacillus species

Abstract

Bacillus anthracis, the etiological agent of Anthraz disease, B. cereus, a bacterium which
causes gastrointestinal infections and B. thuringiensis, a producer of toxic crystals (Cry)
proteins that act as natural species-specific insecticides are bacteria very similar to each other.
The identification of these species through molecular methods is a big challenge. We aim to
test comparative genomics approaches to correctly classify them. The predicted proteins of 45
genomes related to 10 genomes of each species available on the NCBI, 14 genomes of B.
thuringiensis from Embrapa's internal database and an outgroup species were used to identify
orthologous groups and make a phylogenetic tree totaling 268,898 proteins. Phylogenetic
analysis generally separated B. anthracis from the others, even though the three species are
mixed to a greater or lesser degree. Strains of B. thuringiensis with bioinsecticidal action by
lepidopterans were separated from those that act on coleopterans. B. anthacis is the species
that presents, on average, the lowest number and B. thuringiensis, the highest number of
islands of pathogenicity by genome. This work showed that through the classification in
orthological groups and analysis of islands of pathogenicity it is possible to improve the
classification of these three species based on molecular data.

Keywords: Bacillus thuringienses, Bacillus cereus, Bacillus anthracis, orthology,
phylogeny, molecular markers
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1. Introducéo

O grupo Bacillus cereus sensu lato € formado por bactérias do filo Firmicutes, gram-
positivas, que possuem baixo contetdo GC em seus genomas. S&o encontradas no solo, em
vegetais e em aguas (ALTAYAR; SUTHERLAND, 2006; EHLING-SCHULZ; LERECLUS;
KOEHLER, 2019), podem colonizar insetos e mamiferos (CEUPPENS; BOON;
UYTTENDAELE, 2013), formam esporos, sdo aerdbicas ou anaerbbicas facultativas e
possuem formato de bastonetes. Ao menos oito espécies fazem parte deste grupo: Bacillus
anthracis, Bacillus cereus, Bacillus thuringiensis, Bacillus mycoides, Bacillus
pseudomycoides, Bacillus weihenstephanensis, Bacillus cytotoxicus e Bacillus toyonensis. Ha
mais quatro espécies que podem fazer parte desse grupo: Bacillus gaemokensis, Bacillus
manliponensis, Bacillus bingmayongensis e Bacillus wiedmannii. As espécies de maior
importancia na sallde humana, na industria de alimentos e na agricultura sao B. anthracis, B.
cereus e B. thuringiensis (RASKO et al., 2005).

B. cereus ou B. cereus sensu stricto (s.s) € um patdgeno oportunista associado com
intoxicacao alimentar, que pode ser emética ou diarreica. Geralmente estas intoxicacdes
alimentares sdo autolimitantes, ainda que ha relatos de mortes em recém-nascidos e pessoas
com imunodeficiéncias (GLASSET et al.,, 2018). A sindrome emética é o resultado da
intoxicacdo causada pela toxina cereulida depsipeptidea, pré-formada em alimentos
contaminados. Ja a sindrome diarreica tem sido associada com diferentes enterotoxinas, que
possivelmente sdo produzidas apds o consumo de esporos que crescem e acabam sendo
ativados no intestino delgado (MENDES et al., 2004).

Os esporos do B. cereus sdo utilizados na industria de alimentos por serem
termorresistentes e, por isso, capazes de sobreviver a processamentos térmicos. Em
condi¢cOes favoraveis eles podem germinar e se multiplicar nos alimentos (MAZIERO, 2011).
Porém nédo séo todas as cepas de B. cereus que produzem estas toxinas (EHLING-SCHULZ;
LERECLUS; KOEHLER, 2019a). Uma cepa de B. cereus, por exemplo, ndo é patogénica e é
capaz de produzir varias enzimas de interesse econémico, como a metaloprotease alcalina,
de natureza ndo colagenolitica e ndo queratinolitica, com possivel aplicacdo na industria do
couro (NILEGAONKAR et al., 2007).

B. anthracis, o agente causado da doenga antraz, € mencionado em documentos
histéricos antes mesmo da era comum, mas comecou a ser estudado apenas no século XIX,
guando pela primeira vez pesquisadores associaram uma doenga a um microorganismo
(TURNBULL, 2002). As cepas altamente virulentas carregam, obrigatoriamente, dois grandes

plasmideos: pX01, que codifica as toxinas anthrax e pX02, que codifica as enzimas para a
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biossintese da cépsula (GREEN et al., 1985; MIKESELL et al.; 1983). Ambos sao
considerados os principais fatores de viruléncia de B. anthracis. A toxina é tripartida, ou seja,
composta por trés proteinas: antigeno protetor (AP), fator letal (FE) e fator de edema (FL)
(BROSSIER; MOCK, 2001). O antigeno protetor facilita a entrada do fator de edema e o fator
letal nas células hospedeiras. Juntas essas toxinas desabilitam o sistema imunoldgico
adaptativo do hospedeiro para induzir a doenca letal (BHATNAGAR; BATRA, 2001). Estudos

identificaram trés genes que codificam a capsula: capB, capC e capA, nesta ordem.

Descoberto em 1911 na provincia de Thuringia na Alemanha por Ernst Berlin, B.
thuringiensis passou a ser utilizada como agente de controle de insetos na Franga em 1938 e
na década de 1950 nos Estados Unidos (SA, 2015). As estirpes de B. thuringiensis produzem
inclusdes cristalinas parasporais também conhecidas como &-endotoxinas. As 6-endotoxinas
correspondem as proteinas que formam cristais (Cry) e citoliticas (Cyt). Essas proteinas com
potencial téxico sdo produzidas na fase de esporulacédo de crescimento da bactéria (PALMA
et al., 2014). Algumas cepas de B. thuringiensis sdo capazes de produzir proteinas sollveis
gue sao secretadas no meio extracelular. Essas proteinas correspondem as Proteinas
Inseticidas Vegetais (vip) que sdo produzidas e secretadas durante a fase vegetativa. Convém
ressaltar que as proteinas Cry e Vip possuem sequéncias de aminoacidos diferentes e sao
produzidas em fases diferentes do crescimento do B. thuringiensis em meio de cultura
(EHLING-SCHULZ; LERECLUS; KOEHLER, 2019b).

As proteinas Cry despertam interesse biotecnol6gico devido ao seu potencial de acao
téxica contra varias ordens de insetos (Coleoptera, Diptera, Hemiptera e Lepidoptera) e outros
organismos como, por exemplo, nematdides e fungos (Palma et al., 2014). As toxinas vip
atuam contra coledpteros e lepidopteros, enquanto as proteinas Cyt apresentam atividade
inseticida contra dipteros (CRICKMORE, 2018). Além das proteinas citadas anteriormente,
algumas cepas de B. thuringiensis podem produzir as toxinas Sip (Proteina Inseticida
Secretada) que possuem toxicidade contra larvas de coledptero. Com relagdo ao modo de
acdo dessas toxinas, ja é conhecido que as toxinas Cry séo responsaveis pela formacéo de
poros na membrana da célula que forma o epitélio intestinal do inseto. O resultado dessa agao
€ choque osmotico e consequentemente lise celular. As proteinas Cyt possuem mecanismo
semelhante de acdo as toxinas Cry. J& para as proteinas Vip e Sip 0 mecanismo de acao

ainda ndo é completamente esclarecido (DONOVAN et al., 2006).

A acdo dessa toxina € por meio da interac@o especifica com receptores especificos,
(aminopeptidade, fosfatase alcalina e caderina) encontrados no intestino médio do inseto. A
acdo do pH alcalino no intestino médio do inseto resulta na ativacdo das toxinas Cry e Cyt

consequentemente na morte, devido a formacao de edema e ruptura das células (BRAVO;
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GILL; SOBERON, 2007; PARDO-LOPEZ, SOBERON; BRAVO, 2013; ZHANG et al., 2006).
Outros organismos invertebrados, mamiferos, passaros, répteis e anfibios ndo séo sensiveis
a estas toxinas (BETZ; HAMMOND; FUCHS, 2000).

A diferenciacéo das espécies pertencentes ao grupo B. cereus lato sensu € complexa
em funcdo da proximidade filogenética entre elas. Abordagens fenotipicas e genéticas,
incluindo métodos moleculares tém sido usadas na tentativa de diferenciar e classificar
corretamente sequéncias de B. anthracis, B. cereus e B. thuringiensis. Um trabalho buscou
classificar B. cereus e B. thuringiensis de acordo com a origem do isolado (alimento, médico
ou bio-pesticida) mas nenhuma metodologia foi capaz de separar satisfatoriamente as
amostras baseadas em suas origens ambientais (MANZANO et al., 2009). Outra tentativa foi
através da amplificacdo da regido espacadora intergénica polimérfica 16S-23S, mas falhou
ao nao conseguir diferenciar B. cereus de B. thuringiensis (ANTOLINOS et al., 2012;
VOLOKHOV et al., 2012).

A subunidade 16S do RNA ribossomal também ja foi largamente testada. Apesar se
ser um 6timo marcador molecular capaz de identificar bactérias em nivel de espécie em outros
géneros, este método se mostrou ineficiente em classificar as trés espécies de Bacillus
corretamente (ASH; COLLINS, 1992; VOLOKHOV et al., 2012). Um trabalho chegou a
analisar 1007 sequéncias de 16S rRNA de espécies pertencentes ao grupo B. cereus
concluindo que a resolucdo deste gene € muito baixa para discriminar espécies muito
préximas entre si (LIU et al.,, 2015). Assim, buscou-se novos marcadores moleculares
(YAMADA et al., 1999). O gene codificador da subunidade beta da RNA polimerase (rpoB)
também ja foi bastante explorado em tentativas de determinar um bom marcador molecular
(VOLOKHOQV et al., 2012).

Outros trabalhos usaram iniciadores (primers) para a amplificacdo dos genes Cry,
presentes apenas em B. thuringiensis (NOGUERA; IBARRA, 2010). No entanto, essa
abordagem é limitante porque a presenca confirma que a amostra € B. thuringiensis, mas a
auséncia ndo confirma que a amostra ndo é. Seguindo a mesma linha, o gene codificador da
toxina cereulide, produzidas por cepas patogénicas de B. cereus, foi amplificado para
identificar esta espécie. O uso deste gene como marcador molecular ndo identifica cepas de
B. cereus ndo patogénicas. O mesmo ocorre em B. anthracis e seus genes codificadores de
toxinas que estéo presentes no plasmideo pX01. Se a cepa de B. anthracis ndo possuir este

plasmideo néo é possivel distingui-lo com os demais Bacillus.

A facilidade em se obter genomas completos de bactérias em funcdo dos métodos

atuais de sequenciamento abriu espaco a genémica comparativa onde podemos explorar os
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grupos de genes ortdlogos para realizar inferéncias filogenéticas e filogenémicas entre
amostras. Com a descoberta da molécula de DNA e todo o conhecimento de genética antes
e apos a esse fato, podemos considerar que genes homologos séo aqueles que compartilham
um ancestral comum (SHEIKHIZADEH ANARI et al., 2018). Devido a isso, a homologia n&o
apresenta niveis intermediarios pois esta relacionada a evolucao: € ou nao é (REECK et al.,
1987).

Existem trés classes distintas de genes homodlogos: ortélogos, pardlogos e os
xendlogos. Genes ortélogos sdo genes homaologos que divergiram através da especiacéo. Por
isso sdo 0s objetos ideais para a reconstrucdo de relagfes filogenéticas entre espécies e
estudar a evolucdo de genomas. Genes paralogos sao aqueles que descendem de um evento
de duplicacédo, independentemente de eventos de especiacdo. Genes xendlogos sdo aqueles
adquiridos por transferéncia horizontal, ou seja, o gene em algum momento foi absorvido do
meio para dentro do genoma do organismo (através de virus, por exemplo) (CALDART et al.,
2018; DESCORPS-DECLERE et al., 2008).

Os plasmideos exercem um papel fundamental na viruléncia destas espécies pois eles
carregam muitos genes codificadores das toxinas citadas anteriormente. O material genético
plasmidial € muito suscetivel a transferéncia horizontal génica (HGT — horizontal gene
transfer), que pode ocorrer ainda por outros mecanismos como transposons e classes nao
candbnicas de elementos genéticos méveis (MGE — mobile genetic elements) (BELLANGER
et al., 2014). Os MGEs que carregam tracos adaptativos sdo comumente chamados de ilhas
genbmicas. Acredita-se que elas contribuam para a diversificagdo e adaptacdo dos
microrganismos, tendo um impacto na plasticidade e evolu¢cdo do genoma, na disseminacao
de resisténcia a antibidticos, de genes de viruléncia, e na formacédo de vias catabdlicas
(JUHAS et al., 2009). As ilhas genbmicas podem ser subclassificadas em ilhas de resisténcia,
ilhas metabdlicas, ilhas simbiéticas, ilhas fithess e ilhas de patogenicidade (DOBRINDT et al.,
2004; SCHMIDT; HENSEL, 2004).

As ilhas genémicas, em geral, fazem parte do pool genético flexivel ou dos conjuntos
de genes que codificam caracteristicas que podem ser favoraveis sob certas condigbes
ambientais. Elas podem variar muito em sequéncia e composi¢cao de uma espécie bacteriana
para outra, e mesmo dentro de uma espécie. Essa variabilidade e plasticidade permitem que
as bactérias se adaptem a varios ambientes (DOBRINDT ET AL., 2004). Além disso, as ilhas
gendmicas fazem parte de um grupo maior chamado elementos genéticos méveis, que séo
segmentos de DNA capazes de se mover dentro de um genoma e, também, de serem

transmitidos entre células bacterianas individuais. Novas ilhas genémicas podem integrar-se



no genoma bacteriano central ou em um plasmideo pré-existente (HALLSTROM;
MCCORMICK, 2014).

A diferenciacéo das espécies pertencentes ao grupo B. cereus lato sensu é complexa
em funcdo da proximidade filogenética entre elas. Abordagens fenotipicas e genéticas,
incluindo métodos moleculares tém sido usadas na tentativa de diferenciar e classificar
corretamente sequéncias de B. anthracis, B. cereus e B. thuringiensis. No passado, as
bactérias deste grupo eram classificadas em diferentes espécies de acordo com as
sequéncias de 16S rRNA e caracteristicas como a presenca ou auséncia de plasmideos
contendo genes de viruléncia e caracteristicas patogénicas (AGATA; OHTA; MORI, 1996;
RASHO et al., 2005). Um trabalho buscou classificar B. cereus e B. thuringiensis de acordo
com a origem do isolado (alimento, médico ou bio-pesticida) mas nenhuma metodologia foi
capaz de separar satisfatoriamente as amostras baseadas em suas origens ambientais
(MANZANO et al., 2009). Outra tentativa foi através da amplificacdo da regido espacadora
intergénica polimérfica 16S-23S, mas falhou ao ndo conseguir diferenciar B. cereus de B.
thuringiensis (ANTOLINOS et al., 2012; VOLOKHOQV et al., 2012).

Ao longo dos ultimos seis anos, 14 estirpes de B. thuringiensis foram sequenciadas
pelo grupo de prospeccdo de genes tdxicos a insetos em estirpes de B. thuringiensis. O
Laboratério de Bioinformatica da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia foi
responsavel por analisar estes genomas: identificar plasmideos e ao menos 90 genes
codificadores de toxinas, como as Cry (crystal toxin), Cyt (cytotoxin), Vip (vegetaive insectidal
protein) e Sip (secreted insectidal protein), além de outros marcadores moleculares através
do desenvolvimento de uma metodologia de mineracao de dados. Porém, todo o trabalho foi
realizado analisando as estirpes individualmente. Algumas perguntas surgiram nesse caminho
gue nos levaram a desenvolver este trabalho: hd genes especificos das espécies que
compdem do grupo B. cereus sensu lato que podem ser usados como marcadores
moleculares para a correta identificacdo das espécies? A proximidade filogenética das
estirpes de B. thuringiensis reflete nos insetos-praga alvos? A presenca e organizagédo das
ilhas patogénicas podem trazer informacdes relevantes que auxilie no desenvolvimento de

uma metodologia que aprimore a identificacdo e classificacdo destas espécies?

Assim, objetivamos testar trés abordagens diferentes e complementares, sendo
elas a busca por genes candidatos a marcadores moleculares, a genbmica comparativa por
grupos ortologos e a identificagdo de ilhas de patogenicidade para compreender melhor o

potencial destes métodos para a correta classificagdo molecular destas espécies.



2. Material e Métodos

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Bioinformatica da Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia.

2.1. Buscapor genes candidatos a marcadores moleculares

Os genes 16S rRNA, gyrB e rpoB, CapA, CapB e CapC, toxina anthrax e Cry foram
escolhidos para serem testados como marcadores moleculares para diferenciar B. cereus, B.
anthracis e B. thuringiensis. Para isso, sequéncias nucleotidicas e de proteinas dos oito genes
das trés espécies foram obtidas no site NCBI para a criagdo de um banco de dados local, que
foi criado com o programa makeblastdb com os seguintes parametros: “makeblastdb -in -
dbtype [nucl ou prot] -parse_seqids -out -title "Database title". A busca desses genes
candidatos nos genomas de interesse foi feita através dos programas blastp e blastn e por
meio de linha de comando, com e-value de 10E20 e output nos formatos de alinhamento e

tabular. O resultado foi analisado em funcdo das métricas de identidade e e-value obtidos.

2.2.  Genbmica comparativa usando o OrthoFinder

Estudos de gendmica comparativa foram feitos com o programa OrthoFinder V.2.3.3
(EMMS E KELLY, 2019) através da busca por ortogrupos e genes ortélogos. Para
compreender melhor como as trés espécies se relacionam entre si, 10 proteomas
cromossomais e plasmidiais de B. cereus, 10 de B. anthracis e 24 de B. thuringiensis (sendo
10 do NCBI e 14 cepas internas da Embrapa) e um genoma outgroup (Vulcanibacillus
modesticaldus) foram incluidas nesta analise (Tabela 1), totalizando 264.060 proteinas. As
estipes selecionadas para esta analise foram as que possuiam proteomas preditos
(sequéncias de proteinas na base de dados do NCBI). O programa foi rodado com os

seguintes parametros: -t 10 -M mas -1 1.8.

O alinhamento mudltiplo entre as sequéncias dos ortogrupos foi feito pelo MAFFT
(ROZEWICKI ET AL., 2019). A inferéncia filogendmica foi feita pelo software 1Q-Tree
(TRIFINOPOULOS ET AL., 2016), cujo input foi o output obtido pelo MAFFT. O arquivo de
saida foi carregado e visualizado na plataforma web iTOL (LETUNIC E BORK, 2019).
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Tabela 1: Numero de acesso do NCBI dos genomas usados na andlise de ortologia

Numero de Nimero de acesso
Cepas acesso no NCBI | Cepas no NCBI
B. anthracis MCCC 1A01412 CP031643.1 B. thuringiensis s gallerie  CP010089.1
B. anthracis MCCC 1A2161 CP031642.1 B. thuringiensis s kurstaki CP004870.1
B. anthracis Strain 200031021  CP007618.1 B. thuringiensis HD 1011  CP009335.1
B. anthracis Strain 2002013094 CP009902.1 B. thuringiensis HD771 CP018500.1
B. anthracis Ames CP003997.3 B. thuringiensis HD12 CP014847.1
B. anthracis Strain CDC 684 CP012581.1 B. thuringiensis HD73 NC_020238.1
B. anthracis Friedrick CP023001.1 B. thuringiensis s indiana CP010106.1
B. anthracis SK-102 CP009464.1 B. thuringiensis HD789 CP018508.1
B. anthracis Sterne CP005945.1 Strain 1930 NCBI (submetido)
B. anthracis Vollum CP007666.1 Strain 2205 NCBI (submetido)
B. cereus ATCC 14579 INRA CP004722.1 Strain 2728 NCBI (submetido)
B. cereus ATCC 14579 Zhejiang  CP034551.1 Strain 2795 NCBI (submetido)
B. cereus Strain 03BB87 CP009941.1 Strain 2744 NCBI (submetido)
B. cereus Strain CMCC P0021 CPO11151.1 Strain 2193 NCBI (submetido)
B. cereus Strain G1-1 CP042929.1 Strain 1905 NCBI (submetido)
B. cereus GMCC 0460.4 CP011153.1 Strain 1785 NCBI (submetido)
B. cereus Hebei University CP023245.1 Strain 1287 NCBI (submetido)
B. cereus Strain M13 CP016360.1 Strain 1307 NCBI (submetido)
B. cereus Strain MLY 1 CP024655.1 Strain 601 NCBI (submetido)
B. ceureus Strain ZB201708 CP030982.1 Strain 908 NCBI (submetido)
B. thuringiensis HD 571 CP009600.1 Strain 906 NCBI (submetido)
B. thuringiensis HD 682 CP009720.1 Strain 907 NCBI (submetido)

2.3. Predicao de ilhas patogénicas

A predicdo de ilhas patogénicas foi feita com o programa web IslandViewer v.4
(BERTELLI et al., 2017). Este programa integra quatro métodos diferentes de predicdo de
ilhas patogénicas: IslandPick, IslandPath-DIMOB, SIGI-HMM e Islander. Todos os genomas
completos de bactérias e arquebactérias disponiveis para download no NCBI ja sdo pré-
computados nesta plataforma. Assim, para as estirpes usadas neste trabalho que foram

baixadas do NCBI, fizemos o download direto dos resultados.

Os genomas das estirpes da Embrapa foram carregados na plataforma. O programa
exige a escolha de um genoma de referéncia para fazer a predigdo. Assim, para cada estirpe
interna escolhemos como referéncia a mais proxima filogeneticamente de acordo com o
resultado do OrthoFinder (Tabela 2).
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Tabela 2: Genoma de referéncia escolhido para a predicdo de ilhas patogénicas pelo programa
IslandViewer 4

Estirpe Embrapa Genoma de referéncia
Strain 1930 B. thuringiensis kurstaki HD1
Strain 2205 B. cereus strain 03BB81
Strain 2728 B. thuringiensis kurstaki HD1
Strain 2195 B. thuringiensis kurstaki HD1
Strain 2744 B. thuringiensis kurstaki HD1
Strain 2193 B. thuringiensis s galleriae
Strain 1905 B. thuringiensis kurstaki HD1
Strain 1785 B. thuringiensis HD 789
Strain 1287 B. thuringiensis HD 12
Strain 601 B. thuringiensis kurstaki HD1
Strain 908 B. thuringiensis kurstaki HD1
Strain 906 B. thuringiensis kurstaki HD1
Strain 907 B. thuringiensis kurstaki HD1
Strain 1307 B. thuringiensis kurstaki HD1

O programa gera uma tabela com as localizacbes gendmicas de cada ilha, assim como
0S genes presentes em cada uma delas.

3. RESULTADO

3.1. Genes candidatos a marcadores para auxiliar a diferenciacdo das trés espécies

por métodos moleculares

Duas classes génicas foram escolhidas para serem testadas com o objetivo de diferenciar
as trés espécies entre si, e em especial, identificar corretamente cepas de B. thuringiensis:
genes housekeeping, ou seja, genes conservados e presentes em todas as espécies de
bactérias e genes codificadores de toxinas, de expressdo mais especifica. Os genes
housekeeping selecionados foram a subunidade 16S do RNA ribossomal (16S rRNA), a
subunidade beta da girase (gyrB) e a subunidade B da RNA polimerase (rpoB). Os resultados
mostraram que estes genes ndo sdo apropriados para serem usados como marcadores
moleculares, pois possuem uma resolucdo muito baixa. Encontramos identidades de entre
99% e 100% entre genes de espécies diferentes, ou seja, S0 muito conservados entre si
(Tabela 3).
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Tabela 3: Identidade (%) encontrada nos alinhamentos dos genes housekeeping em cada espécie

Gene B.thuringiensis B. cereus B. anthracis
B. anthracis

gyrB 99% 99% 100%
rpoB 100% 100% 100%
16S rRNA 99% 99% 100%
B. cereus

gyrB 99% 100% 99%
rpoB 100% 100% 100%
16S rRNA 100% 100% 99%
B. thuringiensis

gyrB 100% 99% 99%
rpoB 100% 100% 100%
16S rRNA 100% 100% 99%

Em face dos resultados pouco esclarecedores, exploramos a capacidade discriminatéria
dos genes espécie-especificos capA, capB, capC, toxina antrax e os genes cry. O gene da
CapA é conservado em todas as cepas de B. anthracis com identidades entre 92% e 96%. Ja
nas demais espécies este gene pode ser ausente, ser pouco ou bastante conservado (Tabela
4). O gene CapB, por outro lado, foi encontrado em apenas trés cepas de B. anthracis com
100% de identidade. Esse gene curiosamente foi encontrado em uma cepa da Embrapa
(Strain 1338) com 65% de identidade. O gene CapC foi o menos conservado, com identidades
entre 88 e 89% em B. anthracis. Ja a cepa da Embrapa Strain 1338, esse gene teve 65% de

identidade.

Conforme era esperado, 0s genes cry sao conservados nas B. thuringiensis, presentes
em guase todas as cepas anotadas como tal incluindo as cepas da Embrapa, com valores
entre 99 e 100% de identidade. No entanto, algumas cepas anotadas como B. thuringiensis
apresentaram proteinas pouco conservadas (36-37% de identidade), ou nao foi encontrado
nenhuma proteina similar com toxinas cry (0%) (Tabela 4). O gene Cry é um marco fenotipico
dessa bactéria, e logo deveria estar presente em todas as cepas classificadas como B.
thuringiensis. Algumas cepas de B. cereus e B. anthracis possuem tragos de proteinas cry,
com baixa identidade (35% e 36%).

A toxina Anthrax é especifico da B. anthracis. No entanto as nossas analises mostraram
gue nem todas as cepas a possuem como por exemplo B. anthracis MCCC 1A01412 e B.
anthracis Sterne. Nas demais o gene foi encontrado com identidades entre 92% e 96%.
Curiosamente, a cepa de B. cereus Strain 03BB87 possui este gene, com 95% de identidade.
Outras cepas, tanto de B. cereus quanto de B. thuringiensis apresentaram tracos desta

proteina (Tabela 4).
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Tabela 4: Identidade (%) dos genes capA, capB, capC, Cry e toxina Antraz encontrados

Toxina
Cepas CapA CapB CapC Cry Antraz
B .anthracis MCCC 1A01412 96% 0% 0% 36% 0%
B. anthracis MCCC 1A2161 96% 0% 0% 33% 0%
B. anthracis Strain 200031021 92%  100% 88% 36% 0%
B. anthracis Strain 2002013094 92%  100% 88% 36% 96%
B. anthracis Ames 96% 0% 0% 36% 0%
B. anthracis Strain CDC 684 96%  100% 89% 36% 96%
B. anthracis Friedrick 96%  100% 89% 36% 92%
B. anthracis SK-102 96%  100% 89% 36% 92%
B. anthracis Sterne 96% 0% 0% 36% 0%
B. anthracis Vollum 96% 100% 89% 36% 92%
B. cereus ATCC 14579 INRA 90% 0% 0% 0% 0%
B. cereus ATCC 14579 Zhejiang 90% 0% 0% 0% 0%
B. cereus Strain 03BB87 0% 0% 0% 34% 95%
B. cereus Strain CMCC P0021 90% 0% 0% 35% 0%
B. cereus Strain G1-1 89% 0% 0% 0% 0%
B. cereus GMCC 0460.4 90% 0% 0% 35% 0%
B. cereus Hebei University 90% 0% 0% 0% 0%
B. cereus Strain M13 90% 0% 0% 0% 0%
B. cereus Strain MLY 1 27% 0% 0% 0% 32%
B.ceureus Strain ZB201708 90% 0% 0% 35% 0%
B. thuringiensis HD 571 92% 0% 0% 36% 0%
B. thuringiensis HD 682 96% 0% 0% 0% 0%
B. thuringiensis s gallerie 89% 0% 0% 100% 0%
B. thuringiensis s kurstaki 90% 0% 0% 99% 0%
B. thuringiensis HD 1011 96% 0% 0% 36% 0%
B.thuringiensis HD 789 91% 0% 0% 100% 0%
B.thuringiensis HD 771 27% 0% 0% 100% 0%
B.thuringiensis HD 12 90% 0% 0% 99% 33%
B.thuringiensis 73 90% 0% 0% 100% 0%
B.thuringiensis s indiana 88% 0% 0% 100% 0%
Strain 601 33% 0% 0%  100% 33%
Strain 1785 0% 0% 0%  100% 0%
Strain 2193 0% 0% 0%  100% 0%
Strain 2205 0% 0% 0% 0% 0%
Strain 908 90% 0% 0%  100% 36%
Strain 906 90% 0% 0%  100% 35%
Strain 907 90% 0% 0%  100% 29%
Strain 1287 27% 0% 0%  100% 31%
Strain 2195 27% 0% 0% 99% 0%
Strain 1905 27% 0% 0% 100% 0%
Strain 1930 92% 0% 0% 29% 0%
Strain 1338 33% 65% 65% 0% 0%
Strain 1307 0% 0% 0%  100% 0%
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Strain 2728 93% 0% 0% 37% 0%
Strain 2744 27% 0% 0% 37% 0%

3.2. Andlise de ortologia em uma abordagem de genémica comparativa

Com o objetivo de compreendermos melhor as relagBes filogenéticas entre B.
anthracis, B. cereus e B. thuringiensis, foi realizado uma analise de genémica comparativa
utilizando o software OrthoFinder (EMMS; KELLY, 2019). Para isso 45 proteomas, totalizando
268.898 proteinas, foram utilizados sendo um de uma espécie distante filogeneticamente
(outgroup) para auxiliar na topologia da arvore. Destas, 98,9% (265.880) foram incluidas em
um dos 11.839 ortogrupos definidos pelo programa. Um total de 516 proteinas estdo inseridas
em 198 ortogrupos espécie-especificos, ou seja, compostos por proteinas de uma Unica

espécie. Ha 914 ortogrupos formados por uma Unica copia génica (Tabela 5).

O total de 1.197 ortogrupos contém proteinas de todas as espécies analisadas,
incluindo o outgroup. Na auséncia da espécie V. modesticaldus, esse nUmero sobe para
1.705. Estes ortogrupos contém o core genes, ou pan-genoma, que seria o genoma formado
por todos os genes de todas as cepas de um clado. Por fim, 3.018 genes ndo foram
classificados em nenhum ortogrupo (Tabela 5). Os himeros minimos e maximos encontrados

ao analisar as espécies individualmente encontram-se na Tabela 5.

Tabela 5: Informacfes gerais sobre o resultado da andlise de ortologia

Informacado Numero total (%) Min-Max
Espécies 45
Genes 268898 5319-7096
Genes em ortogrupos 265880 (98,9%) 5270-7089
Genes sem classificacdo 3018 (1,1%) 5-263
Ortogrupos 11839 5056-6784
Ortogrupos espécie-especifico 198 0-39
Genes em ortogrupos espécie-especifico 516 (0,2%) 0-121
Ortogrupos com todas as espécies 1197
Ortogrupos com todas as espécies exceto outgroup 1705
Ortogrupos com um Unico gene 914

As sequéncias proteicas incluidas nesta andlise foram alinhadas e as inferéncias
filogenbmicas foram visualizadas em uma arvore filogenética (Figura 1). A arvore foi enraizada
na espécie V. modestiscaldus. Os valores de boostrap foram, no geral, altos (acima de 90%),
0 que suporta a topologia encontrada. As cepas foram classificadas, principalmente, em dois

grandes clados. O primeiro clado contém todas as cepas de B. anthracis juntamente com B.
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thuringiensis HD571, HD682, HD1011, formando um sub-clado (linhas laranjas) e B. cereus
03BB87 e a cepa da Embrapa 2205, formando o segundo sub-clado (linhas verdes).

NGs entdo analisamos 0s nossos resultados prévios da busca por genes marcadores
moleculares dentro na arvore filogenética, e obtivemos informacgfes interessantes. O gene
capA foi encontrado em todas as cepas do subclado laranja, além de outras cepas dos demais
clados e sub-clados, indicando que este gene provavelmente esta presente no ancestral
comum a todas as espécies. Os genes codificadores da capsula capB e capC, e o0 gene

codificador da toxina antrax estdo presentes apenas em cepas de B. anthracis.

A B. anthracis 2000031021 ndo apresentou 0 gene da toxina. Isso pode indicar
auséncia do plasmideo pX01. A B. anthracis Ames possui genes pouco conservados da toxina
antrax, capB e capC. As cepas B. anthracis Steme, MCCC 1A02161 e MCCC 1A01412 n&o
possuem o gene da toxina nem capB e capC, indicando auséncia de ambos os plasmideos.
Junto com as cepas de B. anthracis encontramos trés cepas de B. thuringiensis. Duas cepas
possuem genes pouco conservados para as toxinas cry, e a terceira ndo possui nenhuma
sequéncia minimamente similar. Hipotizamos que estas cepas séo B. thuringiensis-like ou
outra espécie. No outro sub-clado encontramos a toxina antrax conservada em uma cepa de
B. cereus. As cepas 1930 e 2205, sequenciadas pelo nosso grupo, em funcédo da posicdo na
arvore e pelos genes conservados presentes ou ndo, possivelmente sdo outra espécie do

grupo B. cereus.

O segundo clado pode ser sub-dividido em trés sub-clados. O primeiro sub-clado, com
linhas roxas, é formado apenas com cepas de B. cereus. Todas apresentam o gene capA
conservado e nenhum resquicio dos demais genes analisados. O segundo sub-clado (linhas
vermelhas) foi formado por cepas de B. thuringiensis, sendo sete sequenciadas pelo nosso
grupo. Todas as cepas da Embrapa, além da HD73 e Kurstaki HD1 que foram retiradas do
NCBI, possuem toxinas cry que atuam como bio-inseticidas de lepidépteros. Podemos supor
gue as demais cepas também podem ter a mesma acao bio-inseticida contra esta ordem de
insetos. Todas as cepas deste sub-clado, com excecdo da 2728 e 2744, possuem genes cry
conservados. As cepas 2728 e 2744, diferentemente das demais, apresentou genes cry pouco
conservados, e atividade contra lepdépteros (2744) e coleGpteros (2728 e 2744). Por isso elas
foram classificadas como B. thuringiensis-like porque ha questdes que ainda precisam ser

compreendidas.

Por fim, o terceiro sub-clado (linhas azuis) foi formado por cepas de B. thuringiensis,
incluindo sete sequenciadas pela Embrapa e quatro cepas de B. cereus. Todas as B.

thuringiensis apresentaram genes cry conservados, enquanto de trés das quatro B. cereus
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apresentaram genes cry pouco conservados. As cepas da Embrapa apresentaram acéo bio-

inseticida contra coledpteros. E importante ressaltar que nenhuma cepa fora do sub-clado das

B. thuringiensis e nenhuma B. cereus dentro deste sub-clado apresentou genes cry

conservados.
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Figura 1: Arvore filogenética de 44 cepas de B. anthracis, B. cereus e B. thuringiensis com valores de
bootstrap. As espécies estao preenchidas com cores distintas. As barras azuis representam o nimero
de ortogrupos encontrados para cada cepa. Os quadrados representam a presenc¢a conservada (cores
preenchidas), presenga pouco conservada (quadrados vazios) ou auséncia absoluta de genes

codificadores para toxinas.
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3.3. Identificacao de ilhas genémicas contendo genes associados a patogenicidade

Para verificar a hiptese de que os genes codificadores para toxinas se localizam em
ilhas genbmicas, e, por conseguinte, sdo produtos de transferéncia horizontal de genes,
identificamos as ilhas de patogenicidade em B. anthracis, B. cereus e B. thuringiensis e
verificamos os genes de interesse. A andlise das ilhas de patogenicidade trouxe informacbes
interessantes. Observamos que ha diferencas tanto na quantidade de ilhas patogénicas,
guanto na quantidade de genes de interesse entre as proprias espécies (exemplo, B. anthracis
Strain SK-102 e B. anthacis Strain Vollum) e entre espécies diferentes (B. anthacis Strain
Vollum e B. thuringiensis HD57).

Os dados mostraram que B. anthacis € a espécie que apresenta, em média, 0 menor
namero de ilhas de patogenicidade (19 por genoma) com média aproximada de dois genes
de cada categoria por ilha (Figura 2 e Tabela 6). Os genomas de B. cereus possuem em média
26 ilhas por genoma, sendo que cada ilha apresenta em média cinco genes de esporulacao
e apenas um das demais categorias. B. thuringiensis foi a espécie que apresentou o maior
namero médio de ilhas de patogenicidade por genoma (33), e como era esperado, 0 maior
numero médio de genes de toxina (quatro por ilha). Esta espécie também apresentou em
média 4,5 genes de esporulacdo por ilha. Esses resultados mostraram que cada espécie
possui um padrao muito diferente de ilhas de patogenicidade, fato que pode ser mais um fator

a ser considerado para classifica-las.

Numero médio de genes
w
Numero médio de ilhas
patogénicidade

[any

B. anthracis B. cereus B. thuringiensis

I Toxinas W Esporulagdo Secregdao Ilhas de Patogenicidade

Figura 2: Numero médio de genes de toxinas, esporulacdo e secrecdo por ilha de
patogenicidade e nimero médio de ilhas de patogenicidade encontrados em cada espécie
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Tabela 6: Quantidade de ilhas de patogenicidade e de genes de toxina, esporulacdo e secre¢éo, assim
como o nimero de genes totais encontradas nas cepas de B. anthracis, B. cereus e B. thuringiensis

Cepas P lIhas _d(_e Toxina Esporulagdo  Secrecéo Total de
atogenicidade genes

B. anthracis Strain MCCC 1A01412 30 0 2 1 298
B. anthracis Strain MCCC 1A02161 8 1 0 0 130
B. anthracis Strain 2000031021 18 1 3 4 263
B. anthracis Strain 2002013094 22 1 1 1 347
B. anthracis Strain Friedrich 22 1 1 3 264
B. anthracis Strain Ames 14 1 0 2 172
B. anthracis Strain Sternes 14 0 0 0 188
B. anthracis Strain SK-102 20 4 5 2 341
B. anthacis Strain Vollum 26 4 4 3 389
B. anthacis Strain CDC 684 16 7 5 3 347
B. cereus Strain 03BB87 24 2 7 2 388
B. cereus Strain Hebei University 20 2 5 1 303
B. cereus Stain M13 26 3 4 0 358
B. cereus Strain G1-1 40 2 5 1 405
B. cereus Strain ATCC 14579 INRA 20 0 3 0 207
ghej(i:aerzgus Strain ATCC 14579 18 0 3 0 295
B. cereus Strain ZB201708 18 0 3 4 276
B. cereus Strain MLY1-1 38 1 11 1 467
B. cereus Strain GMCC0460.4 30 0 6 1 318
B. cereus Strain CMCC P0021 28 0 6 2 423
B. thuringiensis HD571 20 2 3 3 194
B. thuringiensis HD682 12 1 1 1 174
B. thuringiensis HD1011 4 0 0 0 467
B. thuringiensis s indiana 32 3 1 1 437
B. thuringiensis s galleriae 50 4 7 2 575
B. thuringiensis HD73 42 1 7 3 407
B. thuringiensis s Kurstaki HD1 50 6 3 2 619
B. thuringiensis HD789 20 1 4 1 680
B. thuringiensis HD12 44 5 8 4 652
B. thuringiensis HD771 36 2 8 0 406
Strains 1930 34 4 6 0 515
Strains 2205 34 2 11 3 399
Strains 2728 30 3 7 2 390
Strains 2195 0 0 0 0 0
Strains 2744 30 1 5 0 415
Strains 2193 58 10 3 1 775
Strains 1905 50 4 6 2 700
Strains 1785 28 0 4 2 390
Strains 1287 42 10 0 1 557
Strains 1307 50 11 6 2 932
Strains 601 32 5 3 682
Strains 908 32 8 5 3 765
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Strains 906 32 9 4 2 715
Strains 907 32 6 4 3 778

Alguns resultados nos chamaram a atencdo, como a Strain 2195 que ndo apresentou
nenhuma ilha patogénica e B. thuringiensis HD1011, que possui quatro ilhas (enquanto a
média foi de quase 35) e B. anthracis Strain Sternes que possui 14 ilhas (enquanto a média
para esta espécie foi de aproximadamente 3), mas ambas ndo apresentaram nenhum gene

de interesse.
4. DISCUSSAO

Os resultados mostraram que a tentativa de classificar as trés espécies baseado em
genes candidatos a marcadores moleculares néo foi efetivo porque eles mostraram-se muito
conservados intra e entre espécies. Os nossos resultados corroboram com diversos trabalhos
ja publicados. Liu e colaboradores viram que os niveis de divergéncia do gene 16S rRNA se
sobrepbe entre as comparacdes inter (97,34%-100%) e intra-espécies (99,14-100%), ao
comparar 1007 sequéncias de 223 cepas do grupo B. cereus, indicando que a resolucao deste
gene foi muito baixa para ser usado como marcador molecular (LIU et al., 2015). De fato,
desde a década de 90 que este gene ja estava na berlinda como possivel marcador (FOX;
WISOTZKEY; JURTSHUK, 1992). Resultados semelhantes foram encontrados em outros
géneros de bactérias, como Aeromonas, Pseudomonas e Vibrio (ARIAS, OLIVARES-FUSTER
E GORIS, 2010; BODILIS ET AL., 2012; ROGER ET AL., 2012). Os genes gyrB e rpoB
mostraram-se ser bons em separar corretamente B. anthracis das demais, mas falharam em
separar B. cereus de B. thuringiensis (BAVYKIN et al., 2004; KI, ZHANG E QIAN, 2009).

Os resultados dos genes espécie-especificos capA, capB, capC e toxina antrax de B.
anthracis, e os genes cry de B. thuringiensis nos fizeram pensar na possibilidade de aquisicao
via transferéncia horizontal génica, com a aquisi¢io do plasmideo pXO1-like. E sabido que os
trés genes da biossintese da capsula se localizam no plasmideo pXO2 e o gene da toxina, no
px0O1, que algumas cepas de B. anthracis ndo apresentam ambos os plasmideos, e isso afeta
diretamente a viruléncia desta espécie. O uso destes genes como marcadores moleculares
teriam uma alta especificidade, porém a sensibilidade seria limitada. Curiosamente, a cepa B.
cereus 03BB87 possui a toxina antrax conservada, mas nenhum gene codificador da capsula.
Uma explicacdo seria que esta cepa adquiriu o plasmideo apenas pXOL1. Ainda questiona-se
se ela é de fato B. cereus, e ndo outra espécie do grupo B. cereus. Erros de identificacdo sédo
comuns de ocorrerem. Foi visto que 149 de 224 genomas depositados no GenBank podem
estar com erros de identificagdo de acordo com uma analise de dDDH (digital DNA: DNA
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hybridization), uma quantidade surpreendente e assustadora (LIU ET AL., 2015). Esse
resultado é um forte indicativo de um ganho mais recente destes genes em termos de

evolucéo.

O uso de metodologia de andlise de grupos ortélogos em uma estratégia de genémica
comparativa trouxe resultados muito interessantes, ainda que nao tenha resolvido totalmente
a classificacdo de B. anthracis, B. cereus e B. thuringiensis. A topologia da arvore filogenética
encontrada por nés esta de acordo com outros trabalhos que usaram desde genes individuais
a abordagens de pan-genomas. Em todos os estudos, as trés espécies se misturam entre si
em maior ou menor grau (BAZINET, 2017; LIU ET AL., 2015), mostrando a enorme
complexidade em diferencia-las. De fato, ha alguns grupos que defendem que as trés
espécies deveriam ser consideradas apenas uma em funcdo da grande dificuldade de

diferencia-las pelos mais diversos métodos laboratoriais (HELGASON ET AL., 2000).

As andlises de ilhas genémicas também revelaram informa¢es importantes e Uteis
gue podem colaborar com a classificacao corretas das espécies de Bacillus de interesse deste
trabalho. O alto nimero médio de ilhas de patogenicidade encontradas em B. thuringiensis
pode estar relacionado com o fato de esta espécie ser a que apresenta a maior quantidade
média de plasmideos em seus genomas: 6,4 (11,2% de DNA plamidial) contra 2 (4,2% de
DNA plasmidial) nas demais espécies. O B. thuringiensis também apresenta a maior
guantidade de transposases da familia 3 (IS3), com média de 14,3 elementos por genoma
contra 5,5 em B. cereus. Sabe-se que elementos transponiveis estdo associados com fatores
de viruléncia (MAHILLON ET AL., 1985), e isso pode explicar os achados em B. thuringiensis.
De fato, um fator de correlacdo de 0,91 foi encontrado entre a porcentagem de elementos
transponiveis em genomas e a quantidade média de plasmideos encontrados, indicando que
0s elementos ISs e Tn3-like possui um papel importante na plasticidade plasmidial (FAYAD,
KALLASSY AWAD E MAHILLON, 2019).

Isso tem uma importancia grande no caso de B. thuringiensis onde seu estilo de vida
particular depende da presenca, diversidade, combinacéo e do embaralhamento de diferentes
genes de entomotoxinas (FAYAD, KALLASSY AWAD E MAHILLON, 2019). Com isso,
acreditamos que B. thuringiencis é mais permissiva a transferéncias horizontais génicas do
gue as demais. O que fez com que esta espécie adquirisse mais ilhas patogénicas como forma

de adaptagéo devido ao estresse que sofreu ho ambiente em que vive.
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5. CONCLUSOES

Neste trabalho buscamos identificar genes marcadores conservados ou espécie
especificos que pudessem ser usados para auxiliar na identificagcdo das trés espécies de
Bacillus. Os genes housekeeping possuem baixa resolucdo, ndo sendo interessantes para
serem usados como método de diferenciacdo entre as espécies. Os genes codificadores de
toxinas foram mais promissores, mas vimos que entre todas as espécies ha excecgbes. A
analise de gendmica comparativa através dos grupos ortélogos foi eficiente em separar B.
anthracis das outras duas espécies. B. cereus e B. thuringiensis ndao formaram grupos
idependentes. No entanto, esta analise evidenciou que as cepas de B. thuringiensis toxicos a
coledpteros foram um sub-clado diferente e independente das cepas toxicas a lepdépteros,
com excecdo de duas estirpes andmalas (auséncia de genes cry). As analises das ilhas
patogénicas foram bem elucidativas com relacéo a diferenca entre as espécies com relacéo
ao numero e configuracdo das ilhas de patogenicidade, mas sempre ha casos que ndo fogem
a regra. Mas os nossos resultados foram bastante clarificantes com relacdo ao papel dos

eventos de transferéncia horizontal génica na diversidade de genes de toxinas.
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