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Resumo

A endoesporulacdo constitui a estratégia de resisténcia mais eficiente para uma célula. Bactérias
aerébias formadoras de enddsporos (Bafes) sao isoladas dos mais diversos ambientes e acredita-se
que tenham papel fundamental na ecologia destes sitios. As Bafes estdo distribuidas em mais de 44
familias e 420 géneros dentro do filo Firmicutes, que abriga bactérias Gram positivas com baixo
conteudo G+C e parede celular muito rigida. Apesar da relevancia na ecologia ambiental, da
importancia médica e do alto potencial tecnol6gico as Bafes sdo pouco caracterizadas. A maior parte
dos estudos sobre esses microrganismos concentra-se nos modelos Bacillus subtilis e espécies do
grupo do B. cereus. Esses resultados tém sido extrapolados para outras linhagens de Bafes, e nem
sempre reflete a diversidade do grupo. As linhagens analisadas neste trabalho compdem a Colecdo
de Bactérias aer6bias formadoras de endésporos (CBafes) da Universidade de Brasilia. Atualmente,
a CBafes dispdoe de um acervo de 312 linhagens selvagens designadas SDF0001-SDF0312, que
estdo estocadas a temperatura ambiente, em forma de esporos. Neste trabalho, foi analisada a
filogenia de linhagens SDF com base na comparacao de sequéncias consenso de rDNA 16S e
genomas completos de linhagens selecionadas. A presenca de uma assinatura para
psicrotolerancia e/ou termotolerancia, dentro da sequéncia de rDNA 16S, foi verificada e os
resultados obtidos foram relacionados com o crescimento em diferentes temperaturas. Foi

realizado, ainda, um inventario do perfil plasmidial de linhagens selecionadas.



Abstract

Endosporulation is the most efficient resistance strategy for a bacterial cell. Aerobic endospore
forming Bacteria (AEFB) are isolated form diverse environments and it is believed that they play a
major role in the ecology. AEFB are distributed among more than 45 families and 420 genera in
Firmicutes phylum, which allocates Gram positive Bacteria with low G+C content and a very thick
cell wall. Despite the relevance in environmental ecology, medical importance and technological
potential, the AEFB are poorly characterized. Most studies about these microrganisms is based on
model species such as Bacillus subtilis and Bacillus cereus. These results are extrapolated to other
AEFB lineages, and not always reflect the diversity of the group. The strains analyzed in this work
are deposited at the AEFB Collection (CBafes) from University of Brasilia. CBafes comprises 312
wild lineages assigned as SDF0001-SDF0312, maintained at room temperature as dry spores. In
this work, 16S rDNA consensus sequences were used to establish SDF lineages phylogeny. A
molecular signature in the 16S rDNA sequence for psicrotolerance and/or thermotolerance was
assessed, and the results were correlated to those obtained from growing lineages in different

temperatures. The plasmid profile of selected lineages was also assessed in this work.
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I. Revisao bibliografica
1.  Filo Firmicutes

Em razdo do avango de técnicas moleculares, a taxonomia é uma area em constante
adaptagdo. Dentro do filo Firmicutes as mudangas que ocorreram ao longo dos anos culminaram na
classificacdo adotada atualmente pelo Manual de Bergey (de Vos et al., 2009). A classificacao
anterior a dltima edicdo do Manual considerava que o filo era composto por trés classes — Bacilli,
Clostridia e Mollicutes (Garrity, 2005). Entretanto, a maioria dos membros alocados na classe
Mollicutes tem baixa relacao molecular com os representantes de outras classes, além de apresentar
caracteristicas fenotipicas unicas dentro do filo — como a auséncia de parede celular (PC) rigida (de
Vos et al.,, 2009). Por essas razdes, a classe foi removida do filo Firmicutes. A familia
Erysipelotrichaceae, inicialmente alocada na classe Mollicutes, originou uma nova classe do filo,
denominada Erysipelotrichia (Galperin, 2013; de Vos et al.,, 2009). Mais quatro linhagens de
Firmicutes foram elevadas ao nivel de classe: Thermolithobacteria, Negativicutes, Limnochordia e

Tissierellia (Galperin, 2013; List of prokaryotic names with standing in literature, LSPN;

www.bacterionet.com, 10/05/2018).
Atualmente, o filo Firmicutes consiste em sete classes — Bacilli, Clostridia, Erysipelotrichia,
Negativicutes, Limnochordia, Tissierellia e Thermolitobacteria — dentro das quais estdo alocadas

pelo menos 45 familias e 420 géneros (List of approved bacterial names; www.bacterionet.com,

10/05/2018). Uma caracteristica marcante do filo é a presenca de PC altamente rigida (Hutchison
et al., 2014; Galperin, 2013; de Vos et al., 2009; Fritze, 2004). O filo também ¢é fenotipicamente
diverso, com células esféricas, retas, curvas, bastoes, helicoidais ou sarcinas, podendo ou ndo
apresentar flagelos. Firmicutes compreende espécies aerobias, facultativas e anaerobias. Embora a
maioria das espécies seja mesofila, observa-se crescimento em ampla faixa de temperatura em
alguns organismos, que podem ser classificados como psicrotolerantes e/ou termotolerantes. Poucas

espécies sdo termofilas. Apesar de a maioria ser quimio-organotréfica, alguns membros sao
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fotoheterotroficos anoxigénicos. O crescimento étimo in vitro da maior parte das espécies se da em
pH neutro, mas podem ser encontradas espécies acidéfilas ou alcalifilas. Em geral, os genomas
apresentam conteudo de G+C <50%.

A formacdo de enddsporos (deste ponto designados esporos) é uma caracteristica
exclusiva de membros de Firmicutes e é observada na maioria das linhagens do filo, tanto
aerébias quanto anaerobias, (Galperin, 2013; de Vos et al., 2009; Logan et al., 2009; Garrity,
2005; Fritze, 2004). Entretanto, a endoesporulagdao nao constitui uma caracteristica universal.
Todas as linhagens alocadas na classe Thermolithobacteria sao asporogénicas. Nas demais
classes, espécies formadoras de end6sporos coexistem com ndo formadoras, sendo que um
mesmo género pode incluir espécies esporulantes e asporogénicas. Contudo, os membros
capazes de formar endoésporos compartilham um conjunto minimo de genes homédlogos
envolvidos na esporulacdo (Galperin, 2013; Fritze, 2004). MutacOes nesses genes, podem
interromper o processo em diversas etapas, diminuir a fracdo de células que podem esporular
ou resultar em mutantes asporogénicos. E importante ressaltar que ndo existe um gene
especifico presente no genoma de todas as espécies esporulantes e ausente nas asporogénicas
que possa ser utilizado como marcador universal da esporulagcdo. Aparentemente, a habilidade
de formar esporos foi perdida por algumas linhagens ao longo da evolucao, sugerindo que a
sobrevivéncia ambiental baseada na produc¢ao de um esporo viavel tenha um custo elevado.

Ferdinand Cohn foi o primeiro a descrever o processo de esporulacdao e iniciou a
mudanca da nomenclatura de algumas espécies, como é o caso do Vibrio subtilis, que foi
renomeado Bacilllus subtilis, em 1872 (apud Verbaendert e de Vos, 2011), e se tornou, desde
entdo, o paradigma da endoesporulacdo. A partir dai outras espécies, tais como o B. anthracis,
foram alocadas no novo género Bacillus (Galperin, 2013; Logan et al., 2009; Fritze, 2004).

Inicialmente, a Unica caracteristica utilizada para agrupar espécies no género Bacillus

era a morfologia celular em bastdo, naquele momento a tnica forma bacteriana conhecida

11



(Galperin, 2013; Logan et al., 2009; Fritze, 2004). Todavia, a partir do desenvolvimento de
métodos mais eficientes de isolamento, da compreensdo das necessidades nutricionais e do
desenvolvimento e aprimoramento de métodos de identificacdao e classificacdo foi possivel
nomear e classificar os microrganismos de maneira mais adequada e, consequentemente,
estabelecer uma hierarquia taxon6mica mais apropriada (Fritze, 2004). Atualmente, as
espécies de bactérias aerdbias formadoras de endésporos (Bafes) estdo distribuidas em mais

de 40 familias e 400 géneros dentro do filo Firmicutes (www.bacterionet.com, 10/05/2018).

2. Bactérias aerédbias formadoras de endésporos

A diversidade genética e fisiologica das Bafes se reflete na variedade de habitats colonizados
por esses organismos. As Bafes sdo ubiquas e representam a maior parte da microbiota em muitos
ambientes naturais (Galperin, 2013; Hong et al., 2009; Reva et al., 2001). Acredita-se que o solo
seja o principal reservatorio desses organismos (Logan e de Vos, 2011; Gardener, 2004), onde sdo
considerados de extrema importancia, pois o habito sapréfita da maioria das linhagens sugere um
papel na ciclagem de carbono e nitrogénio (Mandic-Mulec e Prosser, 2011). A capacidade em
crescer em uma ampla faixa de temperatura e a presenca de espécies alcalifilas, neutrofilas e
acidofilas contribuem para a ubiquidade desses microrganismos (de Vos et al, 2009). Outro fator
importante que permite algumas espécies de Bafes colonizar uma grande diversidade de ambientes
é a secrecao de proteases e outras hidrolases, caracteristica que tem sido largamente explorada para
fins biotecnoldgicos (de Vos et al, 2009; Hong et al., 2009). Além da diversidade metabdlica, a alta
resisténcia dos esporos é de extrema relevancia para a ubiquidade das Bafes (Galperin, 2013).

Apesar de serem descritas outras técnicas seletivas empregando agentes quimicos e
meios de cultura especificos, 0 método mais utilizado para o isolamento de Bafes ainda é a
selecdo térmica de esporos, apds a destruicdo de células vegetativas de linhagens nao

termofilas (Logan e de Vos, 2011; Mandic-Mulec e Prosser, 2011). Em condigdes fisico-
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quimicas apropriadas, os esporos viaveis germinam e a célula resultante se divide por fissao
binaria.

As aplicacGes das Bafes sdo muito diversas, porém, a despeito dos beneficios, algumas
espécies podem representar um problema para a satde e industria. Por exemplo, o B. cereus é um
agente causador de intoxicacdo alimentar, constantemente associado a produtos alimenticios
industrializados ou in natura (Van der Auwera, et. al, 2007). Outra espécie considerada um
problema para a satde e biodefesa é o B. anthracis, agente causador do antraz e utilizado como
arma bioldgica (Jensen, et. al, 2003).

Apesar das caracteristicas notaveis das Bafes, o conhecimento sobre a Biologia destes
microrganismos € extrapolado a partir do conhecimento de poucas espécies, notadamente, o B.
subtilis e alguns membros do grupo do B. cereus (Hutchison et al., 2014; Galperin, 2013; Logan e

de Vos, 2011; Van der Auwera et al., 2007; Fritze, 2004).

3. Taxonomia de Bafes

Dentro do filo Firmicutes, as Bafes estdo alocadas na classe Bacilli, onde a ordem Bacillalles
€ constituida por nove familias, das quais sete incluem géneros de Bafes: Bacillaceae,
Alycicobacillaceae, Paenibacillaceae, Pasteuriacea, Planococcaceae, Sporolactobacillaceae e
Thermoactinomycetaceae (Logan e Halket, 2011). Em razdo de abrigarem o maior nimero de
espécies descritas, as principais caracteristicas das familias Bacillaceae e Paenibacillaceae, serao

detalhadas a seguir, com énfase nos géneros com maior nimero de espécies conhecidas.

3.1 Familia Bacillaceae
A familia Bacillaceae abriga géneros compostos por espécies aerdbias ou facultativas,
quimiorganotroficas, com PC Gram positiva tipica e, em maioria, formadoras de esporos

(Mandic-Mulec et al.,2015; de Vos et al., 2009).
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Até os anos 1990, os membros da familia eram todos acomodados, erroneamente, no
género Bacillus (Mandic-Mulec et al., 2015; Verbaendert e de Vos, 2011). A partir deste
periodo, ocorreram diversas mudancas taxonomicas decorrentes de analises baseadas em
sequéncias de genes de rRNA 16S, e diversos novos géneros foram propostos para realocar
estas espécies de maneira apropriada (Mandic-Mulec et al., 2015; Galperin, 2013; de Vos et
al., 2009). Novos géneros sdo continuamente descritos como resultado de uma enorme
variedade de isolados provenientes dos mais diversos ambientes. Alguns desses novos géneros
sdo propostos com base na descricdo de apenas uma espécie e a partir de um unico isolado

(Mandic-Mulec et al., 2015; www.bacterionet.com, 10/05/2018).

3.1.1. Género Bacillus

O género Bacillus foi criado por Ferdinand Cohn em 1872 que classificou a espécie
tipo, o B. subtilis, como um bacilo quimioheterotréfico, aerébio e formador de esporo
(Mandic-Mulec et al., 2015; Verbaendert e de Vos, 2011).

Dentro da familia Bacillaceae, o género Bacillus acomoda, pelo menos, 370 espécies, o
que representa o maior nimero de espécies de Bafes conhecidas e melhor estudadas

(www.bacterionet.com, 10/05/2018). Segundo o Manual de Bergey Firmicutes (de Vos et al.,

2009), a grande maioria das espécies é aerobia ou facultativa. A morfologia e o tamanho das
col6nias variam entre as espécies e as células se apresentam em forma de bastdo reto ou
curvado, que podem estar isoladas, ou associadas em pares ou cadeias (estreptobacilos), de
tamanhos variados. A ligacdo cruzada mais comumente encontrada entre as diversas camadas
de petidoglicana (PG) envolve residuos de acido meso-diaminopimélico (meso-DAP) na
terceira posicdo (Figura 1). Esses organismos podem apresentar motilidade por flagelos
peritriquios, ou ser imdveis. Sdo isolados principalmente do solo e em geral crescem em

meios de cultura complexos utilizados rotineiramente. Os esporos altamente resistentes a
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diversos agentes fisicos e quimicos fazem dos organismos pertencentes a esse género
possiveis contaminantes, principalmente, na industria alimenticia. A maioria das espécies nao

apresenta potencial patogénico.

A OH B OH
OH ¢ OH
_-0

N

e “Yo—\>

O —T—\ - T .
HO o -0 HO S ~0—\—0
f?H 0——T—\, NH 02—\,
| tr | | 1 2
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Figura 1. Estruturas de peptideoglicano. O peptideoglicano é um
polimero de N-acetilglicosamina (GIcNAc) e acido N-
acetilmuramico (MurNAc) unidos por ligagdes [-1,4 e com cadeia
lateral tetrapeptidica ligada aos residuos de MurNAc. As cadeias
peptidicas adjacentes sdo unidas por uma ligacao cruzada direta ou
indireta, mediada por uma ponte de peptideos. O aminoacido da
terceira posicdo estd indicada por setas. (A) Estrutura de PG
contendo meso-DAP, tipica de género Bacillus. (B) Estrutura de PG
contendo L-lisina (L-Lys), tipica do género Lysinibacillus.
Adaptado de Royet e Dziarski, 2007.

3.1.1.1. Grupo do B. cereus

O grupo do B. cereus ou B. cereus sensu lato (sl) é um cluster homogéneo, ou seja,
formado por espécies altamente relacionadas taxonomicamente (Guinebretiére et al., 2012;
Kglsto et al., 2009; Jensen et al., 2003). Este grupo € composto pelas espécies B. cereus sensu
stricto (ss), B. thuringiensis, B. anthracis, B. mycoides, B. pseudomycoides e B.
weihenstephanensis. Recentemente, o B. cytotoxicus (Guinebretiere et al., 2012) e o B.
toyonensis (Jiménez et al., 2013) foram propostos como sétima e oitava espécies do grupo,
respectivamente. Curiosamente, o B. toyonensis foi descrito primariamente como uma
subespécie do B. cereus ss e € utilizado como probiético (Kozasa et al., 1977). Porém, novos
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dados oriundos de estudos taxondmicos polifasicos levaram a proposicao da nova espécie
(Jiménez et al., 2013).

B. cereus ss é associado a intoxicacdo alimentar que pode se manifestar de duas formas
distintas: diarreia e dor abdominal ou nausea e vomito (Ehling-Schulz et al, 2005; Kglsto et
al., 2009; Jensen et al., 2003). Essa espécie esta presente em muitos produtos alimenticios e,
por esta razdo, € ingerida em pequenas quantidades contribuindo para a microbiota intestinal
transitéria (Jensen et al., 2003). Além da intoxicacdo alimentar, casos de periodontite e
oftalmite também foram associados a essa espécie (Van der Auwera et al., 2007; Ehling-
Schulz et al, 2005).

O B. anthracis é o agente causador do antraz e a viruléncia esta associada a presenca de
dois megaplasmideos — pXO1 e pXO2 — que codificam os fatores toxicos (toxina tripartida) e
a pouco usual capsula formada por um polimero de 4cido D-glutdmico, respectivamente
(Kaglsto et al., 2009; Jensen et al., 2003). Por isso, ndo é surpreendente que a perda de pXO2
resulte em um mutante incapaz de estabelecer infeccdo.

O B. thuringiensis, produz cristais parasporais constituidos de proteinas Cry e/ou Cyt,
utilizadas por mais de 70 anos como controle de insetos de diversas ordens e outros
invertebrados (Sansinenea e Ortiz, 2011; Joung e Coté, 2001; Schnepf, 1998). Uma familia de
proteinas Cry, denominadas parasporinas, possui toxicidade especifica para células cancerigenas
de diversas origens, incluindo humanas (Ohba et al., 2009).

As espécies B. mycoides e B. pseudomycoides, frequentemente, apresentam crescimento
do tipo rizoide (Tourasse et al., 2006; Jensen et al., 2003). Alguns isolados apresentam
atividade contra espécies flingicas ou inibicdo do crescimento de patégenos de animais,
incluindo humanos, por exemplo Listeria monocytogenes (Tourasse et al, 2006).

Apesar de ser um grupo de bactérias mesofilas, o B. cereus sl ainda inclui o B.

weihenstephanensis, um membro psicrotolerante (Guinebretiere et al., 2008; Tourasse et al.,
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2006; Jensen et al., 2003), e a espécie B. cytotoxicus, isolada pela primeira vez na Franca
(1998) a partir de um surto de intoxicacdo alimentar (Guinebretiére et al., 2012). Essa tltima
espécie é termotolerante e produz uma enterotoxina denominada citotoxina K.

Apesar de ser um dos grupos de bactérias mais estudados, a filogenia dos membros de
B. cereus sl ainda é alvo de grande debate (Maughan e Van der Auwera, 2011; Kglsto et al.,
2009; Jensen et al., 2003). Acredita-se que as diferentes linhagens possam ser ecotipos e
patotipos originados de um ancestral comum, cujo genoma passou por uma série de rearranjos
mediados por elementos genéticos méveis (transposons, sequéncias de insercao e fagos), em

sinergia com diversos mecanismos de transferéncia génica horizontal (TGH).

3.1.1.2. Grupo do B. subtilis

O B. subtilis sl compreende as espécies: B. subtilis ss, B. licheniformis, B.
amyloquefaciens, B. atrophaeus, B. mojavensis, B. vallismortis e B. sonorensis (Wang et al.,
2007). Assim como o B. cereus sl, as espécies desse grupo sao estreitamente relacionadas, nao
sendo possivel fazer a distincdo entre as diferentes linhagens baseando-se somente em
analises de sequéncias de rDNA/rRNA 16S (de Vos et al., 2009; Wang et al., 2007; Wattiau et
al., 2001).

As espécies desse grupo ndo sdo patogénicas e apresentam grande potencial
biotecnoldgico (Streshinskaya et al., 2011). As principais aplica¢cbes na industria sdo a
producdo de enzimas (proteases, amilases e celulases, dentre outras hidrolases), antibidticos,
fermentacdo de alimentos, vitaminas etc (Jeyaram et al., 2011; Wang et al., 2007). Além da
importancia relacionada a producdo de hidrolases e outros metabolitos, o B. subtilis ss
participa da formacdo de biofilmes que previnem infec¢des causadas por patégenos de plantas
(Park et al., 2009) e, também é explorado como fator de crescimento vegetal (Lugtenberg e

Kamilova, 2009; Kloepper et al., 2004).
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3.1.2. Género Lysinibacillus

Até 2007, as espécies do género Lysinibacillus eram alocadas no género Bacillus,
quando Ahmed e cols. propuseram a criacio de um novo género para o quel foram
transferidas. A principal caracteristica que distingue Lysinibacillus spp. de outras Bafes é a
presenca de L-lisina, como terceiro residuo de aminoacido na PG da PC, conforme ilustrado
na figura 1 (Nam et al., 2012; Ahmed et al., 2007). Comumente, o aminoacido de terceira
posicao da PC de Bacillus spp. é o meso-DAP, como ja mencionado (Figura 1, pag. 9).

No artigo de proposicdo do género Lysinibacillus (Ahmed et al., 2007), os autores
descrevem a morfologia da célula vegetativa em forma de bastdo e os enddsporos, com
morfologia esférica ou eliptica localizados em posicdo terminal de um esporangio deformado.
Podem apresentar motilidade. A espécie tipo do género é L. boronitolerans. Algumas
linhagens de L. sphaericus produzem um cristal parasporal, depositado no inter espagco —
espaco entre o exosporio e a capa externa do esporo (ver Figura 3, pag. 19) — e é utilizado

em controle biologico de insetos da ordem Diptera (Lacey et al, 2015; Berry, 2002).

3.1.3. Género Geobacillus

A maioria dos termoéfilos alocados no género Bacillus foi transferida para um novo
género designado Geobacillus, que tem como espécie tipo o G. stearothermophilus (Logan e
Halket, 2011). Linhagens desse género apresentam crescimento em faixa de temperatura de 35
°C a 75 °C, mas o crescimento 6timo se da entre 55 °C e 65 °C (de Vos et al., 2009). A maioria
das espécies ndo necessita de fatores de crescimento, Na, K ou vitaminas e utiliza n-alcanos

como fonte de C e energia.
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3.2. Familia Paenibacillaceae
Na familia Paenibacillaceae, o género Paenibacillus, com mais de 230 espécies
descritas, é o segundo género em numero de espécies conhecidas de Bafes

(www.bacterionet.com.br; 10/05/2018). As espécies podem ser aerébias, microaerofilas,

facultativas ou anaerdbicas. As células vegetativas podem responder a coloracao de Gram de
forma positiva, negativa ou variavel. A motilidade por flagelos peritriquios é comum, embora
algumas espécies sejam atriquias. Uma das principais caracteristicas fenotipicas dos
organismos descritos nesta familia é o enddsporo oval, ou elipsoidal com esporangio

deformado (de Vos et al., 2009).

3.2.1. Género Paenibacillus

No Manual de Bergey Firmicutes (de Vos et al., 2009), as espécies alocadas no género
Paenibacillus sdao descritas como organismos em forma de bastdo com PC apresentando
estrutura tipica de Gram positivos, mas que quase sempre respondem como Gram negativos
sendo, portanto, Gram varidveis. Quando ha motilidade, esta é mediada por flagelos
peritriquios.

As colbnias formadas sdo geralmente pequenas, transliicidas e sem pigmento na maioria
das espécies (de Vos et al., 2009). Quando as condicoes de crescimento sao sub-6timas — por
exemplo, baixa concentragdao de nutrientes ou concentragoes sub-toxicas de antibioticos — o
padrdo das coldnias pode ser quiral ou em vértices. A maioria dos organismos cresce em agar
nutriente e pH neutro, mas fontes de C fermentaveis aumentam a taxa de crescimento. Uma
caracteristica notavel de organismos deste género é a capacidade de hidrolisar carboidratos
complexos, dentre estes, carboximetil celulose, quitina, xilano e amido.

Nao foram descritas espécies patogénicas para humanos e outros mamiferos, mas

algumas espécies podem provocar septicemia em insetos (de Vos et al., 2009). O ambiente
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onde estas linhagens sdao mais comumente encontradas € o solo, principalmente aqueles ricos
em humus e material vegetal hidrolisaveis por exoenzimas que processam carboidratos. A

espécie tipo € P. polymyxa.

4. Endoesporulacao

A diferenciacdo celular é um processo biolégico que envolve a coordenagdo e o
estabelecimento de programas distintos de expressao génica, que resultam em mudangas
morfologicas e fisioldgicas nos diferentes tipos celulares envolvidos (Hilbert e Piggot, 2004;
Driks, 1999).

A endoesporulagdo (deste ponto designada esporulacao), ou formacdo de esporos, em B.
subtilis ss € um sistema primitivo de diferenciacao celular, que tornou-se o paradigma para o
estudo deste processo (Hutchison et al., 2014; Hilbert e Piggot, 2004). Apesar da
compreensao sobre a esporulacdo em B. subtilis ser extrapolado para outras espécies, ndo se
conhece alguns aspectos fundamentais do processo para outras linhagens. Mais
frequentemente, a esporulacdao é observada em bactérias em forma de bastdo, mas o evento
também pode ocorrer em células helicoidais e sarcina (Hutchison et al., 2014).

A gendmica comparada tem revelado um conjunto de genes e alguns aspectos
estruturais do programa que parecem ser universalmente conservados entre as linhagens
formadoras de enddsporos de Firmicutes (Hutchison et al., 2014; Galperin, 2013; Hilbert e
Piggot, 2004). Isto sugere que um programa de diferenciacdo celular robusto e sofisticado
estava presente no ultimo ancestral comum de todos os membros de Firmicutes, que
produzem descendentes ou esporos no interior do esporangio.

O modelo da esporulacao representado pela espécie B. subtilis, tem como principal funcao
garantir a sobrevivéncia em condi¢Oes inadequadas para a viabilidade de células vegetativas ja que o

esporo é uma forma celular altamente resistente (Hutchison et al., 2014; Moeller et al., 2014;
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Setlow, 2007; Hilbert e Piggot, 2004; La Duc et al., 2004; Vreeland et al., 2000; Cano e Borucki,
1995). Em adicdo, sabe-se que, em algumas espécies, as vias metabolicas de esporulacao
evoluiram para novos sistemas reprodutivos, porém os detalhes ainda permanecem pouco
conhecidos (Hutchison et al., 2014). Assim, algumas espécies sdo capazes de formar células
descendentes, que permanecem no interior do citoplasma em diversas linhagens de
Firmicutes, como Epulopiscium spp. e de géneros correlatos.

Mesmo na presenca de umidade, os esporos nao apresentam metabolismo detectavel e podem
sobreviver a diferentes tratamentos fisicos e quimicos que inviabilizariam rapidamente uma bactéria
em fase vegetativa (Setlow, 2007). Dentre esses tratamentos, podem ser citados aqueles que
empregam calor seco e umido, radiagdes y e ultravioleta (UV), dessecacdo ou compostos quimicos
altamente t6xicos, como o peréxido de hidrogénio. A partir deste ponto, as etapas e demais
caracteristicas do processo de esporulacdo descritas sao baseadas na espécie modelo B.
subtilis.

A metamorfose de células vegetativas em células dormentes ocorre dentro do
esporangio que é composto por dois compartimentos e esta resumida na figura 2 (Driks, 1999;
Cutting et al., 1990). O compartimento maior ¢ denominado célula mde e o menor pré-esporo
(Piggot e Hilbert, 2004; Phillips e Strauch, 2002; Driks, 1999).

A formacdo de um esporo ocorre durante a fase estaciondria e pode ser dividida,
didaticamente, em sete estigios morfologicos intimamente associados as mudancas na
expressao génica (Setlow, 2007; Hilbert e Piggot, 2004; Driks, 1999). Os principais eventos
morfoldgicos, bioquimicos e da regulacdo da expressdo génica que ocorrem durante cada

estagio do evento estdo resumidos a seguir e na figura 2:
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+ Estagio 0 — Célula em estado vegetativo, com genoma duplicado;

+ Estagio I — Formacdo de um filamento axial, onde as duas copias do genoma se
condensam e alongam para formar um filamento distribuido ao longo do eixo celular;

» Estagio II — Formacdo do septo assimétrico que divide a célula em diferenciacdo
(esporangio) em dois compartimentos, o0 menor (pré-esporo) e o maior (célula mae);

» Estagio III — Engolfamento do pré-esporo;

» Estagio IV — Sintese do cértex: deposicdo de camadas de PG modificada, ligadas
frouxamente, no espaco entre as membranas que envolvem o cerne do, entdo, pré-esporo;
+ Estagio V— Formacao da capa;

+ Estagio VI — Maturacao do esporo;

» Estagio VII — Lise do esporangio e liberacdo do esporo maduro para o meio externo.

O esporo maduro resultante do processo de diferenciacdo é composto por um conjunto
de estruturas de protecdo arranjadas em camadas concéntricas (Piggot e Hilbert, 2004; Phillips
e Strauch, 2002; Driks, 1999). Em conjunto com os componentes do citoplasma, ou cerne do
esporo, cada uma dessas estruturas contribui para a resisténcia da célula, que pode ser viavel
por milhdes de anos (Moeller et al., 2014; La Duc et al., 2004; Driks, 2003; Vreeland et al.,
2000; Cano e Borucki, 1995). Um estudo de 1995 relatou a recuperacao de esporos viaveis de
B. sphaericus (atualmente denominado Lysinibacillus sphaericus — Ahmed et al., 2007) do
trato gastrointestinal de fosseis de uma espécie extinta de abelha, preservados em ambar
(Cano e Borucki, 1995). A idade desses esporos foi estimada entre 25 e 40 milhdes de anos.
Em 2000, Vreeland e cols. divulgaram o isolamento de esporos de Virgibacillus spp. de
amostras de cristais de cloreto de sodio do periodo Permiano, datadas com mais de 250

milhdes de anos. Essas descobertas corroboram a extrema resisténcia desses esporos.

22



Os mesmos fatores chave de regulacdo ativos em B. subtilis foram identificados em
diversas outras espécies formadoras de endésporos, com genomas inteiramente sequenciados,
inclusive B. anthracis e a espécie anaerébia Clostridioides difficile, anteriormente classificada
como Clostridium difficile (Lawson et al. 2016; Hilbert e Piggot, 2004). As conclusdes
obtidas a partir de estudos fundamentados em B. subtilis sdo geralmente validas para os
membros da familia Bacillaceae, além de outras, e representam as caracteristicas gerais deste
processo de diferenciacao celular.

A decisdao de uma populacdao em esporular é tomada em resposta ao quorum sensing
(Hilbert e Piggot, 2004; Driks, 2003). Em conjunto a alta densidade celular, moléculas
sinalizadoras e outros sinais ambientais, principalmente baixas concentracoes de carbono e
nitrogénio ou, em algumas circunstancias, fésforo, disparam a esporulacao (Setlow, 2007;
Barak et al., 2005; Hilbert e Piggot, 2004; Grossman e Losick, 1988). Portanto, as bactérias
capazes de esporular possuem vias complexas de transducdo de sinal que monitoram e
respondem rapidamente aos diversos sinais ambientais (Barak et al., 2005; Haldenwang,
1995).

Antes do evento de diferenciacdo ser disparado, o genoma da célula em final de fase
logaritmica é duplicado (Hilbert e Piggot, 2004; Fujita e Losick, 2003; Driks, 1999. Figura 2).
Em seguida, um mecanismo particular de segregacao cromossomal garante que as regioes
onde estdo localizadas cada uma das duas origens de replicacdao (oriC) sejam arrastados para
os polos opostos da célula produzindo uma estrutura alongada denominada filamento axial,
que estende-se ao longo do citoplasma do esporangio, tornando a célula em diferenciacao

maior que a célula vegetativa (Ramamurthi e Losick, 2008; Barak et al., 2005. Figura 2).
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Figura 2. Representacdo dos estagios da esporulacao. As principais caracteristicas
morfoldgicas e bioquimicas em cada estdgio estdo indicadas abaixo da representacdo

grafica da evolucao do processo. Fonte: adaptado de Hilbert e Piggot, 2004.

Uma vez formado o filamento axial, o proximo passo da esporulacdo é a formagao do
septo assimétrico (Hilbert e Piggot, 2004; Driks, 1999. Figura 2). A septagao torna o processo
de esporulacao irreversivel. Logo apos a formacdo do septo, dois programas de expressao
génica diferentes, mas interdependentes, sdo iniciados primeiramente no compartimento do
pré-esporo e em seguida no da célula mae (Figura 3), dirigidos por dois fatores o distintos, e
especificos da esporulagdo, localizados em ambos os compartimentos (Barak et al., 2005).
Sendo assim, durante esporulacdo a expressdo génica é regulada espacial e temporalmente
(Hilbert e Piggot, 2004, Driks, 1999). Os dois compartimentos do esporangio se comunicam
durante o processo, principalmente durante os pontos de inspecdo (checkpoints), garantindo
que a expressao génica em ambos compartimentos permaneca coordenada (Setlow, 2007).

Ap6s o engolfamento (estagio I1I) do pré-esporo pelo envelope celular do esporangio (Figura
2), ocorre a sintese de uma espessa camada de PG com ligacoes cruzadas frouxas, depositada entre
as membranas interna e externa do pré-esporo (Setlow, 2007, Driks, 1999. Estagio IV — Figura 2).
Essa camada de PG atipica que circunda o cerne do esporo recebe o nome de cortex (Driks, 2003) e
regula a capacidade de contracao e distensdo do esporo em resposta a umidade relativa do ambiente,
sem romper com a estrutura funcional da célula. Entre os estagios IV e V, o pré-esporo absorve

grandes quantidades de acido dipicolinico (DPA) produzido pela célula made. O DPA é quelado por
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ions de calcio formando o polimero dipicolinato de céalcio (Ca-DPA), que contribui para a
resisténcia do esporo ao calor seco e imido e peroxido de hidrogénio, correspondendo a cerca de
20% do peso seco do nucleo. A presenca de Ca-DPA causa a diminui¢do da quantidade de agua no
interior do pré-esporo, resultando em 20% a 30% do volume original (Setlow, 2007). As pequenas
proteinas acido-soltiveis (do inglés, SASP) estdo presentes em altos niveis (5-10% de proteinas
totais) e acidificam o cerne (pH 5,0-6,0). Em conjunto com a baixa quantidade de agua, o pH acido
contribui para baixar a taxa metabolica do esporo a niveis ndo detectaveis. As SASP estao
envolvidas na protecao do DNA, principalmente contra os efeitos da radiacdo UV (Setlow, 2007).
Nos estagios finais da esporulacdo camadas proteicas complexas, denominadas capas
interna e externa do esporo (Figura 3), sao depositadas sobre o cortex (Setlow, 2007). Uma
camada mais externa da capa do esporo, a crosta, foi descrita em B. subtilis por McKenney e
cols (2010). Embora ausente em B. subtilis, algumas espécies podem apresentar uma camada
adicional denominada exospério (Figura 3B), cuja funcdo ainda ndo foi completamente
caracterizada, podendo, entre outras indicacOes, estar envolvida em adesdao a superficies
(Driks, 2003). A ultraestrutura de esporos maduros, obtida por microscopia eletrénica de

transmissao (MET), esta ilustrada na figura 3.

Figura 3. Ultraestrutura de esporos. Micrografia de esporos
observado por MET. (A) B. subtilis: cerne (Co); cortex (Cx); capa
interna (IC); capa externa (OC); crosta (Cr). Fonte: adaptado de
McKenney et al., 2010. (B) B. anthracis: (Cr), nicleo; (Cx), cortex;
(Ct), capa; (IS), espaco entre a capa e 0 exosporio; (Exo), exosporio.
Fonte: adaptado de Driks, 2009.
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O esporo maduro ou livre resultante desse processo, bem como o esporo em formacao
(endésporo) sdo estruturas altamente refrataveis e vistas com um brilho tipico sob
microscopia de contraste de fase (MCF), como pode ser observado na figura 4 (de Vos et al.,
2009; Hilbert e Piggot, 2004). Os tipos morfolégicos — esféricos, ovalados ou fusiformes —
bem como a localizacdo — central, subterminal, terminal ou lateral — e a observacdao da
capacidade de deformar ou ndo o esporangio durante a formacdo, sdo utilizados como

parametros de classificacdo de espécies formadoras de enddsporos.

Figura 4. Células de B. subtilis em esporulacao. Células em estagios

avancados da esporulagdo observadas por MCF, onde é possivel

visualizar os esporos ovalados em formacdo com o brilho caracteristico

na porcao terminal dos esporangios. Fonte: adaptado de Eijlander et al.,

2014.
5. Plasmideos de Bafes

A TGH é a forma mais simples de propagar um grande repertério de genes e,

consequentemente, aumentar a diversidade genética de populacdes procariéticas (Polz et al.,
2013; Llosa e de la Cruz, 2005; Hu e Mahillon, 2004). A TGH é mediada por transdugao,
transformacao ou conjugacao. Dentre estes, a conjugacdo é o evento de transferéncia génica
mais efetivo e disseminado e, provavelmente, o que mais contribui para a diversidade genética

no mundo procariético (Baltrus, 2014; Wegrzyn, 2005; Llosa e de La Cruz, 2005). Tal

diversidade é resultante, dentre outros eventos, da propagacdo de genes de viruléncia,
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incluindo aqueles com produtos envolvidos em resisténcia a antimicrobianos.

A conjugacdo é um processo bioldgico altamente especifico e requer a fusdo de
envelopes das células envolvidas (Wegrzyn, 2005; Llosa e de La Cruz, 2005; Grohmann,
2003). Durante a ocorréncia deste evento, mediado estritamente pela expressao de informacao
plasmidial, o DNA é transferido de uma célula doadora para uma receptora com auxilio de um
complexo multiproteico, denominado aparato de conjugacdo (Llosa e de La Cruz, 2005;
Grohmann et al., 2003). A habilidade em disseminar informagdo genética por conjugacao
também inclui a transferéncia de parte da informacdo cromossomal e co-transferéncia de
outros elementos extra cromossomais nao conjugativos (Baltrus, 2014).

O termo plasmideo foi introduzido por Joshua Lederberg (1952) e hoje é definido como
uma particula genética extra cromossomal de replicacdo autonoma (Wegrzyn, 2005; Funnel e
Phillips, 2004; Thomas, 2000; Lederberg, 1997). Outra caracteristica relevante destes
elementos refere-se ao conteido de informagdes relacionadas a viruléncia, incluindo
resisténcia a antimicrobianos, degradacdo de compostos t6xicos e resisténcia a metais pesados
(Rosso e Vary, 2005). Portanto, os plasmideos sao elementos genéticos que promovem a
variedade e, consequentemente, a adaptacao das espécies portadoras (Thomas, 2000). Assim,
o conhecimento amplo sobre o perfil plasmidial das linhagens de Bafes é importante para iniciar a
investigacao sobre a real contribuicdao desses elementos genéticos para a Biologia do grupo (Van der
Auwera et al., 2013; Papazisi et al., 2011; Kglsto et al., 2009; Andrup et al., 2008; Rasko et al.,
2007; Reyes-Ramirez e Ibarra, 2007; Schnepf et al., 1998).

Ao longo do ciclo celular, os plasmideos bacterianos regulam a iniciacao da prépria
replicacdo, de modo que, em um hospedeiro em particular e sob condic¢oes especificas de
crescimento, estdo presentes em um numero definido de cépias por cromossomo, que pode
variar, significativamente — de uma a centenas —, dentre os diferentes plasmideos (Praszkier

e Pittard, 2005; Schnepf et al., 1998). Como os plasmideos sao incapazes de replicar fora do
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hospedeiro, sendo, portanto, parasitas obrigatdrios, estes elementos estao sob pressao seletiva
constante. A pressdao de selecao é necessaria para minimizar efeitos deletérios que a presenca
desses elementos possa causar na habilidade da célula hospedeira em competir com outras nao
portadoras de plasmideos (Silva et al., 2011; Bouma e Lenski, 1988).

Pelo que foi exposto, os plasmideos apresentam papel importante na Biologia de
espécies de Bacillus e outras Bafes. Em conjunto com elementos moveis, tais como
bacteriéfagos, transposons e sequéncias de insercdo, essas estruturas permitem alta eficiéncia
de TGH entre essas linhagens, fomentando a diversidade genética no grupo (Van der Auwera
et al., 2013; Papazizi et al., 2011; Kglsto et al., 2009; Rasko et al., 2007; Reyes-Ramirez e
Ibarra, 2007; Schnepf et al., 1998).

O DNA plasmidial pode constituir quantidade substancial do genoma bacteriano, no
caso do B. thuringiensis, pode representar até 20% do genoma total (Schnepf et al., 1998). A
maioria das linhagens do grupo do B. cereus carrega plasmideos em numeros variaveis,
mais comumente de 1 a 12, com tamanho variando de 2 a 600 kb, muitos destes
conjugativos e portadores de elementos moveis diversos (Kglsto et al., 2009; Andrup et al.,
2008; Reyes-Ramirez e Ibarra, 2007; Lereclus et al., 1982). O nimero e o tamanho sugerem
que esses plasmideos constituem um grande reservatorio de novos genes, contribuindo para
a aptidao ou o valor adaptativo (fitness) das espécies em uma grande variedade de nichos
(Papazisi et al., 2011; Kglsto et al., 2009; Schnepf et al., 1998).

E importante ressaltar que a maioria das caracteristicas fenotipicas que distinguem
espécies dentro do grupo do B. cereus é codificada por plasmideos (Kglsto et al., 2009;
Fritze, 2004). Apesar da maioria desses elementos permanecer criptica, diversos fenotipos e
propriedades especificas para os ecotipos e patotipos de Bafes, notadamente no caso do grupo do B.
cereus, sao diretamente relacionados a presenca ou auséncia de plasmideos portadores destas

informagdes. Muitos desses elementos sdo conjugativos e apresentam capacidade de
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mobilizacdo de outros plasmideos nao conjugativos (Van der Auwera e Mabhillon, 2008; Van
der Auwera et al., 2007; Jensen et al., 2003; Schnepf et al., 1998). As trés espécies
comprovadamente patogénicas do grupo — B. anthracis, B. thuringiensis e B. cereus ss —
apresentam a maioria dos genes de viruléncia localizada em plasmideos (Ehling-Schulz e
Messelhduser, 2013; Van der Auwera e Mahillon, 2008; Van der Auwera et al., 2007; Jensen
et al.,, 2003; Wilcks et al., 1998). Como citado anteriormente, em B. anthracis, a
patogenicidade é mediada pela presenca dos plasmideos pXO1 (182 kb) e pXO2 (96 kb) que
codificam as toxinas e a capsula, respectivamente (Kglsto et al., 2007; Van der Auwera et
al., 2007; Jensen et al., 2003). Em B. thuringiensis, os genes cry e cyt, codificadores das
toxinas Cry e Cyt, respectivamente, presentes no cristal parasporal, estdao localizados em
plasmideos de pelo menos 30 kb (Kglsto et al., 2009; Villas-Bdas et al., 2007; Jensen et al.,
2003; Schnepf et al., 1998).

Em B. cereus, as fosfolipases e enterotoxinas sao fatores de viruléncia codificados por
genes cromossomais, porém a via de producdo de cereulideo — que causa a sindrome emética
— é codificada por um grande plasmideo (208 kb) de viruléncia denominado pCEREO1
(Ehling-Schulz e Messelhduser, 2013; Van der Auwera et al., 2007).

Diversas evidéncias que apontam para a ocorréncia de TGH entre as espécies do grupo
do B. cereus (Maughan e Van der Auwera, 2011; Van der Auwera et al., 2007). Por exemplo,
alguns casos graves de infec¢do pulmonar, semelhantes a infec¢oes atribuidas ao B. anthracis,
na realidade foram causados por B. cereus. As linhagens de B. cereus responsaveis por essas
infeccOes portam um plasmideo contendo 99,6% de identidade com o plasmideo pXO1 de B.
anthracis (Hoffmaster et al., 2004). Essas linhagens também apresentam um outro plasmideo
que codifica atividades envolvidas na via de producao de capsula polissacaridica, ao contrario
da capsula tipica de B. anthracis, composta por homopolimero de acido D-glutamico.

A espécie B. thuringiensis, amplamente utilizada em controle biologico de insetos, €
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categorizada como classe de risco biologico I. Porém em 1998, Hernandez e cols., relataram
um caso de superinfeccdo em humanos causada por B. thuringiensis subsp. konkukian,
portador de um plasmideo altamente relacionado ao pXO2 de B. anthracis, mas desprovido
dos genes que codificam a via de producdo de cipsula. Essa alta similaridade também foi
observada no plasmideo pAW63 de B. thuringiensis subsp. kurstaki, bastante estudado em
razao das propriedades conjugativas (Van der Auwera e Mahillon, 2008; Van der Auwera et
al., 2007).

Em adicdo, é importante ressaltar que, as informacGes plasmidiais de viruléncia
encontradas em linhagens do grupo do B. cereus podem ser encontradas em outras espécies
alocadas dentro e fora do género Bacillus (Van der Auwera et al., 2013; Ehling-Schulz e
Messelhduser, 2013; Rasimus et al.,2012; Fritze, 2004; Phelps e McKillip, 2002).

Estas e outras descobertas levantam a questdo de qudo adequadas e seguras sao as
distingGes utilizadas para definir as espécies B. cereus, B. thuringiensis e B. anthracis
(Maughan e Van der Auwera, 2011; Rasko et al., 2007; Jensen et al., 2003), por exemplo.
Esses organismos compartilham um contelddo genético associado a viruléncia, que ndo pode

ser delineado pelas limitagoes das classificacoes tradicionais de espécies.

6. Resposta a mudancas de temperatura

As bactérias sdo notorias por habitarem diferentes tipos de ambiente, onde estdo sujeitas a
variagOes regulares e repentinas da temperatura (Eriksson et al. 2002; Grauman et al., 1996). As
temperaturas nos nichos ocupados por microrganismos podem variar consideravelmente, tanto ao
longo de um dia, quanto ao longo das estacoes (Eriksson et al. 2002). Sendo assim, 0s processos
biologicos sofrem alteracbes para que a célula possa se adaptar as frequentes variagdes de

temperatura (Eriksson et al. 2002; Priiss et al., 1999; Jones e Inouye, 1994).
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E importante notar que as temperaturas cardinais — temperaturas minima, maxima e 6tima de

crescimento — variam entre as espécies e que os organismos podem ser classificados de acordo com

a habilidade em crescer em diferentes faixas de temperatura (Madigan et al., 2016):

vi)

Psicrofilo: é um organismo com temperatura 6tima de crescimento de 15 °C ou
inferior e temperatura maxima abaixo de 20 °C.

Psicrotolerante: capaz de crescer a temperaturas baixas, mas tendo temperatura 6tima
acima de 20 °C.

Meso6filo: um organismo que cresce melhor a temperaturas entre 20 e 40 °C
Termotolerante: capaz de crescer a temperaturas altas, mas tendo temperatura 6tima
entre 20 °C e 45 °C.

Termofilo: um organismo cuja temperatura 6tima de crescimento reside entre 45 e 80
°C.

Hipertermofilo: um procarioto que apresenta temperatura 6tima de crescimento de 80

°C ou superior.

As principais respostas celulares as variagcdes de temperatura sdo as mudangas na fluidez da

membrana plasmatica e alteragdes de conformacdo da estrutura funcional de 4cidos nucleicos e

proteinas (Brillard et al., 2010; Eriksson et al. 2002). Para que estas adaptacOes acontecam, €

necessario que ocorram mudancas no padrdo da expressao génica, que responde as diferentes faixas

de temperatura. Tais mudangas requerem a ativacdo de sensores celulares, que monitoram o

ambiente e induzem a resposta (Mazzon et al., 2012; Eriksson et al. 2002).

van Bogelen e Neidhart (1990) propuseram que os ribossomos podem funcionar como

sensores primarios de mudancas de temperatura e que a atuacao dessas estruturas celulares envolve:

(i) o estado fisico da particula, ou a natureza de algum produto da traducao que sinaliza a mudanca de
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temperatura e ativacdo da expressao de genes de resposta a esse estimulo ambiental e (ii) o
direcionamento das alteragdes na traducdo em resposta a mudanca de temperatura.

Considerando o papel dos ribossomos na resposta as variagoes de temperatura, Priiss e cols.
(1999) correlacionaram a presenca de sequéncias assinaturas em genes de rRNA 16S em linhagens
mesofilas e psicrotolerantes do grupo do B. cereus com a capacidade de crescimento em diferentes
temperaturas e observaram divergéncias nas sequéncias desses ortélogos.

Além da sugestaio do papel do ribossomo na regulacdo da resposta as mudancas de
temperatura, também existem diversas proteinas com fun¢des adaptativas para a variacdo de
temperatura (Mazzon et al., 2012; Eriksson et al. 2002). A expressao de proteinas contendo dominio
choque frio (designadas CSD, do inglés cold shock domain) é induzida em baixas temperaturas e/ou
em fase estaciondria. Em tais condi¢des, as proteinas CSD auxiliam na tradu¢do atuando como
chaperonas de RNA mensageiro (mMRNA), e, também, como reguladoras da expressao de diversos
genes.

A principal proteina de resposta ao choque frio, CspA, foi primeiramente identificada em
Escherichia coli (Eriksson et al. 2002; Stanfors e Granum, 2001). A CspA aumenta a transcri¢do de
outros genes expressos em resposta a baixas temperaturas, sugerindo que esta proteina possa agir
como um ativador geral da transcricao do regulén de resposta ao choque frio. Estruturas homélogas
também foram observadas em diversas linhagens de bactérias, como a CspB de B. subtilis
(Grauman et al. 1996).

A resposta de choque de calor foi descrita primeiramente em Drosophila e, atualmente, é
considerada uma resposta celular universal a elevacao de temperatura do ambiente (van Bogelen e
Neidhart, 1990). A resposta envolve atividades de proteinas denominadas HSP, do inglés heat shock
proteins. A expressao das HSP pode ser reprimida quando ha uma diminuicdo na temperatura. Além

da temperatura, um subconjunto dessas proteinas pode ser ativado sob outras condigoes de estresse.
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7. Filogenia molecular

Filogenia molecular é o estudo das relagdes evolutivas entre organismos, genes ou
proteinas combinando o conhecimento em Biologia Molecular com técnicas estatisticas
(Polanski e Kimmel, 2007). Os diferentes métodos utilizados para identificar os membros
distintos de uma comunidade podem ser utilizados para a realizagdo de estudos filogenéticos.
Por exemplo, quando se trata de uma familia de sequéncias — de genes ou proteinas — a
analise filogenética determina quanto essas sequéncias podem ter derivado durante a evolugao
(Mount, 2004). Os dados que descrevem as relacoes evolutivas sdo utilizados para construir
um grafico bidimensional denominado arvore evolutiva (Dagan, 2011; Polanski e Kimmel,
2007; Mount, 2004).

Para usar os dados moleculares na reconstrucao da histdria evolutiva sdao necessarias
algumas suposi¢oes (Xiong, 2006). A primeira é que as sequéncias moleculares usadas nas
analises sao homologas, ou seja, que descendem de um ancestral comum. Assume-se ainda
que a divergéncia filogenética é uma bifurcacdao onde um galho parental se divide em dois
galhos filhos em um dado momento. Outra suposicdo é que cada posicdo em uma sequéncia
evolui independentemente e que a variabilidade entre as sequéncias é suficientemente

informativa para a construcao de arvores filogenéticas sem ambiguidade.

7.1. Base evolutiva

A evolucao pode ser definida como o desenvolvimento de uma forma bioldgica a partir
de outra preexistente (Portin, 2015; Xiong et al., 2006). A forca motriz da evolucdo é a
selecdo natural, onde formas ndo adaptadas tendem a ser eliminadas pelas condi¢Ges
ambientais ou selecdo sexual (Portin, 2015; Xiong, 2006). O mecanismo por tras da evolugao

sdao mutacOes genéticas que ocorrem ao acaso e fornecem diversidade biolégica a uma
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populacdo, ou seja, a variabilidade que contribui para o sucesso na sobrevivéncia de uma
populacao (Skinner, 2015).

O DNA e as proteinas sdao produtos da evolucdo. Os nucleotideos e aminoacidos podem
ser considerados fésseis moleculares ja que codificam a histéria de milhdes de anos de
evolucdo (Xiong, 2006). Ao longo dos anos as sequéncias sofreram muta¢Ges randomicas e
algumas dessas foram selecionadas pelo processo de evolugdo. Tais sequéncias acumulam
gradualmente as mutacoes e divergem com o passar do tempo, porém, tracos da evolucao
podem permanecer em certas por¢oes, o que permite a identificacdo de um ancestral comum
(Skinner, 2015; Xiong, 2006). A manutencao dessas porcoes se deve ao fato de que alguns
residuos tém papel crucial para a estrutura ou funcdo e, por isso, sdo perpetuados ao longo das
geracoes. Outras regides com papeis menos cruciais podem sofrer mutagdes com maior
frequéncia. Assim, comparando sequéncias de DNA ou proteinas é possivel identificar

padroes de conservacao e variacao.

7.2. Alinhamento de sequéncias

O alinhamento de sequéncias é o processo de comparacdo de duas (alinhamento de
pares) ou mais (alinhamento multiplo) sequéncias onde se busca uma série de caracteres
individuais ou padrdes de caracteres comuns para que se estabeleca uma correspondéncia
entre os residuos das sequéncias relacionadas (Xiong, 2006; Mount, 2004). Além da busca por
padrdes, é necessario que sejam inseridos espagos ou lacunas (gaps) nas sequéncias para
tornar o tamanho equivalente (Souza, 2010). Assim é possivel sobrepor o conjunto analisado e
comparar as bases.

Existem dois tipos de alinhamento, o global e o local (Figura 5). No alinhamento global
assume-se que duas sequéncias sdo similares ao longo de todo o comprimento (Xiong, 2006;

Mount, 2004). O alinhamento é feito do inicio ao fim das sequéncias para encontrar o melhor
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alinhamento possivel. Este método é o mais adequado para sequéncias relacionadas e com
tamanhos semelhantes. Ja o alinhamento local busca regides com altos niveis de similaridade
e prioriza esses locais sobre o restante da sequéncia (Xiong, 2006; Mount, 2004). Esse
método pode ser usado em sequéncias com maior grau de divergéncia para encontrar padrées

conservados entre essas.

LGPSSKQTGKGS-SRIWDN

| | | | | | | <—  Alinhamento global
LN- I TKSAGKGAIMRLGDA

GKG
| | | - Alinhamento local
GKG

Figura 5. Distin¢do entre os alinhamentos global e local de duas sequéncias.
Fonte: adaptado de Mount, 2004.
O alinhamento global 6timo de duas sequéncias foi realizado primeiramente utilizando
o algoritmo Needleman-Wunsch (Needlemand e Wunsch, 1970). A nocdo de alinhamento
local 6timo entre duas sequéncias foi introduzida em 1981 pelo algoritmo de Smith e
Waterman. Ambos algoritmos se baseiam no método de programacao dinamica, onde o
alinhamento 6timo é obtido pela combinacdo de todos os pares de caracteres possiveis entre
as sequéncias analisadas (Xiong, 2006; Koonin e Galperin, 2003). Esse método cria uma
matriz bidimensional, cujos eixos sdo as sequéncias, e atribui valores coincidentes (matches) e
ndo coincidentes (mismatches). A maior pontuagcao nessa matriz indica o melhor alinhamento
possivel. Os dois algoritmos citados sdo O(n?), ou seja, o tempo e a memaria requeridos para
gerar o alinhamento 6timo sdao proporcionais ao produto do comprimento das sequéncias
comparadas (como conveniéncia, assume-se nesta notacdo que as sequéncias tém igual
tamanho n). Algoritmos 6timos para multiplas sequéncias tem complexidade O(n*), onde k é o

numero de sequéncias comparadas. Tais algoritmos podem ndo ser computacionalmente
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viaveis dependendo do valor de n e/ou k. Portanto os métodos para alinhamentos multiplos de
sequéncias fornecem apenas uma aproximacdo e nao garantem o alinhamento 6timo (Koonin
e Galperin, 2003).

Para que o melhor alinhamento seja obtido € necessaria a adicdo de gaps que
correspondem as inser¢oes ou delecoes (indels) que ocorrem ao longo do processo evolutivo
(Souza, 2010; Mount, 2004). Naturalmente, a ocorréncia de indels é mais rara que as
substituicoes, por isso a adicao de gaps deve ser computacionalmente limitada (Xiong, 2006).
A determinacdo de penalidade para gaps pode ser arbitraria, ja que ndo existe uma teoria
evolutiva que estabeleca o custo especifico da existéncia de indels (Koonin e Galperin, 2003).
Para evitar alinhamentos que ndo refletem a realidade, os programas utilizados para este fim
apresentam valores padrdes obtidos a partir de estudos com proteinas globulares (Xiong,
2006). Outro fator a ser considerado é a diferenca no custo para a abertura e para a extensao
de um gap. Caso ocorram indels, é provavel que outros residuos sejam inseridos ou deletados
em conjunto. Desta forma, o custo de abertura de um novo gap deve ser maior que o custo de
extensdo de um gap ja existente.

O alinhamento é o passo crucial para a construcdo de uma darvore filogenética, pois
estabelece as divergéncias que podem ter surgido ao longo da evolucao (Mount, 2004). Assim,
apenas o alinhamento correto produz a filogenia correta porque assume-se que as posicoes

alinhadas tém relacdo evolutiva (Xiong, 2006).

7.4. Arvores filogenéticas

Uma arvore filogenética é composta por n6s mais externos — ou folhas — noés e galhos,
que representam as diferentes categorias taxondmicas, ou taxa, e as relacdes entre essas
(Mount, 2004), como ilustrado na figura 6. Os nds em arvores filogenéticas sdo chamados de

unidades taxondmicas (TU; do inglés, taxonomic units) e, geralmente, sdo representados por
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sequéncias de acidos nucleicos ou aminodacidos (Polanski e Kimmel, 2007). Os galhos de uma
arvore indicam relagdes de ancestralidade ou descendéncia entre as TU (Polanski e Kimmel,
2007; Mount, 2004). As folhas representam as unidades taxonémicas operacionais (OTU; do
inglés, operational taxonomic unit) e os nds internos sao denominados TU ancestrais. A raiz
de uma arvore é o n6 que representa o ancestral comum a todas as TU em estudo. A topologia
é o padrdo de ramificacdo de uma arvore.

A arvore filogenética pode ser construida com raiz ou sem raiz. Uma arvore sem raiz
ndo assume o conhecimento de um ancestral comum, apenas posiciona os diversos taxa entre
si para ilustrar a relacao (Xiong, 2006; Buso, 2005). Como ndo ha indicacdo de um ancestral
comum, nao ha uma direcdao do caminho evolutivo. Em uma arvore com raiz, todas as
sequéncias em estudo tém um ancestral comum a partir do qual um caminho evolutivo leva
até os nos.

A maioria dos métodos de construcdo produz arvores filogenéticas ndo enraizadas
(Buso, 2005). Como é virtualmente impossivel determinar o ancestral comum, a raiz de uma
arvore pode ser determinada de duas formas. A primeira é o uso de um grupo externo
(outgroup), que deve ser uma sequéncia homodloga, mas evolutivamente separada das
sequéncias testadas (Xiong, 2006; Buso, 2005, Mount, 2004). Outro meio para criar a raiz é a
abordagem do enraizamento em ponto central, que considera como raiz um ponto central dos
dois grupos mais divergentes. Esse tipo de enraizamento assume que a divergéncia da raiz até
as pontas dos galhos é igual e segue a hipotese do relégio molecular. Nessa hipotese supde-se
que as sequéncias evoluam a uma taxa constante, de forma que a quantidade de mutacdes
acumuladas é proporcional ao tempo evolutivo (Xiong, 2006).

O objetivo da andlise filogenética é identificar as relacdes entre os galhos de uma arvore

e o comprimento desses galhos (Mount, 2004). Para estabelecer estas relacbes podem ser

37



utilizadas diferentes abordagens na construcdo de uma 4arvore filogenética (Polanski e

Kimmel, 2007).

Galho

1
—

o om »

v v
Né  No externo ou
folha

Figura 6. Representacio de uma arvore filogenética. Cada no
representa uma divisdo no caminho evolutivo. O comprimento dos
galhos até o no seguinte representa o niimero de variacdes que ocorreu
antes do proximo nivel de bifurcacdo. A, B, C e D representam as
OTUs. Fonte: adaptado de Mount, 2004.

7.5. Métodos de construgdo de drvores filogenéticas

A construcao de arvores filogenéticas envolve os seguintes passos: i) a escolha de
marcadores moleculares adequados; ii) o alinhamento multiplo de sequéncias; iii) a escolha de
um modelo de evolucdo; iv) a determinacdo do método de construcdo da arvore, e v) a
avaliacdo da confiabilidade da arvore resultante (Xiong, 2006).

De maneira geral, trés métodos — maxima parcimonia, distancia entre vizinhos e
maxima verossimilhanca — sdao mais utilizados para encontrar a arvore evolutiva que melhor
se adequa as variacOes observadas em um determinado grupo de sequéncias (Mount, 2008).
Em virtude do numero de topologias possiveis ser muito grande, esses métodos podem
produzir mais de uma arvore que se encaixe em um critério escolhido (Polanski e Kimmel,
2007; Mount, 2008). Os padroes de ramificacdo das arvores podem ser comparados para

encontrar os galhos compartilhados e, assim, melhor suportados pelos dados.
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O método da méaxima parcimonia — do inglés maximum parsimony (MP) — prediz a
arvore evolutiva que minimiza o nimero de passos requeridos para gerar a variacao observada
nas sequéncias (Mount, 2008). Este método considera todas as topologias possiveis para
definir a arvore adequada. Portanto, o nimero de arvores nao enraizadas aumenta rapidamente
com o aumento do numero de taxa presentes nas amostras analisadas (Buso, 2005). Sendo
assim, o numero de topologias possiveis é arbitrariamente grande, o que torna a aplicacdao
desse método limitada para um conjunto grande de dados (Polanski e Kimmel, 2007; Mount,
2004).

Nos métodos de distancia entre vizinhos — do inglés neighbor joining (NJ) — a arvore
é construida pela aproximacao de sequéncias, com a menor distancia entre essas (Polanski e
Kimmel, 2007). O NJ comega com uma arvore nao resolvida em forma de estrela que agrupa
todas os taxa, ou clados, em um tunico no. Essa arvore é progressivamente decomposta pela
selecdo de pares com a menor distancia corrigida. Isso permite que os taxa com as menores
distancias corrigidas sejam unidas como um nd. Apos a construcao do primeiro né, um grupo
(cluster) recém-criado reduz a matriz em um taxon e permite que o proximo taxon mais
relacionado seja agrupado proximo ao primeiro né. Os ciclos se repetem até que 0s n0s mais
internos sejam resolvidos. O outgroup deve ser definido com base em conhecimentos
externos. Uma das desvantagens do NJ é que o método gera apenas uma arvore, sem
comparar outras topologias que poderiam surgir (Xiong, 2006).

Para encontrar uma arvore que suporte e represente os dados gendémicos de maneira mais
adequada, no método da méaxima verossimilhanca — do inglés maximum likelihood (ML) — é
assumido um modelo evolutivo probabilistico (Polanski e Kimmel, 2007; Buso, 2005). A
abordagem utilizada por este método é especialmente acurada e alguns estudos apontam que esse
método pode recuperar a arvore correta com maior frequéncia que outros métodos de construgao de

arvores filogenéticas (Guindon e Gascuel, 2003).
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Um dos aspectos mais significativos resultantes de analise filogenética é a possibilidade
de realizar predicOes relativas a arvore da vida (Mount, 2004; Woese, 2000). Para esse
proposito, o gene selecionado para a analise deve estar universalmente presente e ser
facilmente reconhecivel pela conservacdo de sequéncia entre as espécies. Ao mesmo tempo,
deve haver variabilidade suficiente na sequéncia, que permita determinar quais grupos de
organismos dividem a mesma origem filogenética (Fritze, 2004; Mount, 2004; Xu e Coté,
2003). Dentre as sequéncias que atendem esses pré-requisitos, os genes que codificam rRNA
16S, em procariotos, e os genes que codificam o rRNA 18S, em eucariotos, sdo 0s mais
amplamente utilizados.

Essas macromoléculas sdo consideradas crondometros moleculares apropriados porque:
i) estdo presente nos ancestrais de todos os seres vivos (16S em procariotos e 18S em
eucariotos); ii) estdo distribuidas universalmente; iii) tém funcdo essencial; iv) sdo
suficientemente conservadas, mas apresentam regides de variabilidade interespécies e v)
apresentam tamanho adequado para permitir uma visdo estatisticamente consistente da
evolucdo englobando todos os seres vivos (Maughan e Van der Auwera, 2011; Clarridge,
2004; Woese, 1987). A informacdo que identifica os diferentes taxa é encontrada nas regioes

variaveis do rDNA 16S (Vinje et al., 2014).

8. Genes de rRNA 16S

Com o desenvolvimento do pensamento evolutivo (Pace et al., 2012), em 1965, Dubnau e
cols. observaram uma conservacao entre sequéncias de rDNA 16S de espécies de Bacillus e que é
possivel estabelecer uma relacdo entre esses organismos baseando-se nessas sequéncias. Em
conjunto, essas observacdes permitiram Carl Woese iniciar nos anos 1970, um trabalho pioneiro
de classificacdo de seres vivos (Clarridge, 2004; Woese, 1987; Woese e Fox, 1977). O grupo de

pesquisadores liderado por Woese mostrou que as relagoes filogenéticas entre todos os
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organismos poderiam ser determinadas a partir da comparacao de porgoes estaveis do codigo
genético (Vinje et al., 2014; Clarridge, 2004; Woese, 1987). A figura 7 mostra a arvore universal

da vida baseada na relacao entre as sequéncias de genes rRNA 16S e 18S.

Bacteria Archaea Eucarya

Animals

Fungi

Euryarchaeota
Ty Plants

Crenarchaeota

Figura 7. Arvore filogenética universal. As relacdes entre os trés
dominios da vida foram baseadas em comparacGes de sequéncias de genes
de rRNA 16S e 18S, de organismos procariotos e eucariotos,
respectivamente. Fonte: adaptado de Woese, 2000.

As sequéncias de rDNA e rRNA 16S possuem cerca de 1.600 pares de base (pb) ou
nucleotideos (nt), respectivamente, e sdo compostas por regioes conservadas e variaveis
(Clarridge, 2004).

Uma das caracteristicas que torna o rDNA 16S procaridtico imprescindivel para a
viabilidade celular é a complementariedade da regidao 3’ do rRNA 16S a extremidade 5’, ndo
traduzivel, do mRNA denominada sequéncia de Shine-Dalgarno, ou sitio de ligacdo ao
ribossomo (SLR). Tal complementariedade permite que a subunidade menor do ribossomo
permaneca unido a fase de leitura do mRNA. Sendo assim, a sequéncia complementar ao SLR
€ uma das caracteristicas mais significativas e mais conservadas nos genes de rRNA 16S
(Rajendhran e Gunasekaran, 2011).

A analise das sequéncias de genes de rRNA 16S é usada em duas aplicagdes principais

em procariotos na: (i) identificacdao e classificacdo de espécies em culturas puras e (ii)
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estimativa da diversidade em amostras ambientais por metagendmica (Rajendhran e
Gunasekaran, 2011).

A medida que os niimeros de sequéncias de rDNA 16S depositadas em bancos de dados
aumentaram, novos grupos taxondmicos foram descobertos (Baker et al., 2003) e esse fato
representa um grande avango nos estudos de Ecologia de procariotos. Os principais bancos de
sequéncias de rDNA 16S — GenBank, Greengenes, Ribosomal Database Project (RDP) e
SILVA — oferecem ferramentas de alinhamento e andlise de sequéncias de genes de rRNA de
linhagens dos dominios Bacteria e Archaea (Vinje et al., 2014; Maughan e Van der Auwera,
2011; Cole et al., 2009). Uma das ferramentas de analise disponiveis pelo RDP, o Classifier, é
utilizada para garantir o posicionamento de cada organismo em taxa apropriados e tem
sensibilidade em nivel de género (Wang et al., 2007).

Embora amplamente empregada, a metodologia que utiliza genes de rRNA 16S como
marcador filogenético tem recebido diversas criticas, que apontam para a superestima¢ao da
relevancia em utilizar uma tnica molécula como marcador genémico para estabelecer a
histéria evolutiva de uma espécie (Ludwig, 2007). A presenca de multiplas cépias dos operons
de genes de rRNA e a heterogeneidade de sequéncias de rDNA 16S intra-espécie, em muitos
casos, sdo fatores limitantes para o uso desses genes na identificacdo de espécies (Rajendhran
e Gunasekaran, 2011; Dahlléf et al., 2000). Também ha criticas em relacdo aos
oligonucleotideos iniciadores (primers) utilizados na amplificagdo dos genes de rRNA 16S
(Baker et al., 2003). Alega-se que os primers complementares as regioes conservadas das
sequéncias relativas aos grupos presentes na arvore filogenética universal ndo sdo,
necessariamente, complementares a todos as sequéncias de filotipos existentes.

Em adicdo, para espécies estreitamente relacionadas, o uso do rDNA 16S se mostra

limitado. Por exemplo, dentro dos grupos do B. cereus e B. subtilis o baixo nivel de
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divergéncia entre essas moléculas limita a resolugdo das relacGes entre as espécies (Maughan
e Van der Auwera, 2011).

Apesar das criticas, as sequéncias de rDNA 16S ainda sdo aceitas como o padrao ouro
em estudos filogenéticos e inferéncias evolutivas, sendo a base para a taxonomia no Manual
de Bergey (Rajendran e Gunasekaran, 2011; de Vos et al., 2009; Tringe e Hugenholtz, 2008).
Nas ultimas décadas, além de determinar as relacdes filogenéticas entre as Bafes, as
sequéncias de rDNA 16S tiveram papel importante para proposicdo de novas familias e

géneros dentro da ordem Bacillales.

9. Colecao de Bactérias aerdbias formadoras de endésporos da Universidade de
Brasilia

As amostras coletadas para o desenvolvimento de uma pesquisa tém imenso valor para 0s
pesquisadores que realizaram a coleta. Desta forma é imprescindivel que a comunidade cientifica
desenvolva estratégias para o arquivamento dessas amostras de forma que fiquem adequadamente
preservadas e disponiveis para futuras andlises (Cary e Fierer, 2014). Com microrganismos a
necessidade de armazenar a informagdo ndo é diferente. O arquivamento de amostras permite que a
comunidade cientifica reanalise dados publicados e faca uma comparacdo direta dos resultados.

Existe uma demanda crescente para a disponibilizacdo de recursos biologicos. Tal fato
justifica a criagdo de novos Centros de Recursos Bioldgicos para o armazenamento de amostras e
implementacdo de novas colecoes (OECD, 2001).

A Colecao de Bactérias aerdbias formadoras de endésporos (CBafes) da Universidade de
Brasilia/Instituto de Ciéncias Biolégicas/Departamento de Biologia Celular esta localizada no
Laboratério de Microbiologia/L.aBafes e é especializada em linhagens de interesse cientifico e com

potencial tecnologico para os setores médicos (humano e veterinario), agropecuario, ambiental e
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industrial. Atualmente a colecdo dispde de um acervo de 312 linhagens selvagens de Bafes, isoladas
do solo do Distrito Federal (SDF) e designadas SDF0001-0312.

As linhagens SDF estdo sendo inspecionadas por uma abordagem polifasica para fins
taxondmicos. Além de métodos microbiologicos classicos, o acervo da CBafes estd sendo
caracterizado por andlises filogenética (rDNA 16S e genomas completos), filoproteGmica
(espectrometria de massa MALDI-TOF), perfil plasmidial, termo resisténcia de esporos e MET de
células vegetativas, esporangios, esporos livres e presenca de cristais parasporais (Cavalcante, 2014)

Em conjunto com outras caracteristicas fenotipicas avaliadas por métodos classicos e
ultraestrutura de esporos por MET (Cavalcante et al., 2014), além da andlise de perfil plasmidial
(Orem, 2014) esses dados apontam para uma consideravel diversidade de linhagens SDF. A
filogenia baseada em sequéncias de rDNA 16S (Orem, 2014) e corroboram esses dados.

O acervo da CBafes inclui ainda a linhagem B. cereus FT9, isolada de uma fonte termal, com
genoma completo sequenciado (Raiol et al., 2014) e linhagens recombinantes expressando uma
proteina de fluorescéncia verde (GFP), sendo oito B. thuringiensis (Parente et al., 2008) e mutantes
derivados, além de uma B. circulans (Sinotti et al., 2014). Culturas tipo e mutantes de B.
thuringiensis totalmente curado de plasmideos (Cry-; hospedeira para expressao heterloga)

provenientes de centros de referéncia, dentre outras, completam a cole¢do atual.
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I1. Justificativa

O desenvolvimento de novas técnicas para deteccdo, isolamento e caracterizacao de
microrganismos proporcionou um conhecimento mais real da diversidade do mundo microbiano.
Ainda assim, muitas vezes os novos taxa propostos nao refletem a diversidade de uma espécie, pois
a caracterizacdo é baseada em apenas uma unica linhagem (Fritze, 2004). Tal fato pode provocar
emendas taxonomicas apos novos isolamentos.

Por muitas décadas a taxonomia do género Bacillus mostrava-se bem estabelecida,
considerando as caracteristicas fenotipicas como chave para caracterizacdo (Logan et al., 2009;
Fritze, 2004). Entretanto, desde os anos 1990, espécies do género tém sido frequentemente
realocadas em novos géneros criados para esse proposito e, também, para alocar as novas espécies
descritas (Galperin, 2013; de Vos et al., 2009). Consequentemente, na literatura especializada, o
nome do género Bacillus esta frequentemente associado ao termo “e outras espécies relacionadas”.
A compreensao sobre a diversidade do grupo relacionado ao género Bacillus resultou na ampliacao
do termo para Bactérias aerébias formadoras de end6sporos ou Bafes.

A necessidade de subdividir o género foi reconhecida imediatamente a partir da faixa de
conteudo de G+C no genoma de Bacillus spp., que varia entre 32-50%, em conjunto com a
taxonomia baseada apenas em dados fenotipicos (Logan et al., 2009; Fritze, 2004). No entanto, esta
adequacdo da taxonomia estd ocorrendo, de maneira mais significativa, gracas as andlises de
sequencias de genes de rRNA 16S, que permite reconhecer maior diversidade entre géneros. Por
esta razao, o ritmo de mudanca na taxonomia tem sido intenso.

Assim, existe uma demanda crescente para identificacdo efetiva de Bafes, por razdes que
incluem conhecimento bésico sobre a diversidade, taxonomia apropriada, saide publica, biodefesa,

exploracao do potencial tecnologico, dentre outros
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ITI. Objetivos

Visando a contribuicao para o conhecimento basico acerca das espécies de Bafes ambientais,
este trabalho tem como objetivos gerais a classificacdo e o estabelecimento das relacoes
filogenéticas das linhagens SDF, bem como avaliar o crescimento em diferentes temperaturas e o

conteudo plasmidial de linhagens selecionadas.

Objetivos especificos:

¢ (lassificar 252 linhagens SDF por andlise de sequéncias de rDNA 16S.

¢ Estabelecer a relacao filogenética entre 192 linhagens SDF com base em sequéncias
consenso de rDNA 168.

¢ Estabelecer a faixa de temperatura apropriada ao crescimento de 312 linhagens SDF.

o Em sequéncias de rDNA 16S, avaliar a presenca de sequéncias assinatura
correlacionadas com a faixa de temperatura de crescimento.

e Extrair DNA total para sequenciamento dos genomas completos de oito linhagens
SDF selecionadas.

¢ Realizar um inventério do perfil plasmidial de linhagens selecionadas.

e (Correlacionar os dados obtidos.
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IV. Metodologia

Declaracao de conduta ética. As permissoes especificas requeridas para a coleta e isolamento de
linhagens de Bafes usadas nesse trabalho foram endossadas pelo CNPq: Autorizagdo de Acesso e
Amostra do Patriménio Genético nimero 010439/2015-3. A coleta ndo envolveu espécies
ameacadas ou protegidas.

Amostras de solo e isolamento de linhagens SDF. As 312 linhagens SDF analisadas durante este
plano de trabalho estdo depositadas na CBafes localizada no UnB/LaBafes. As amostras de solo
foram coletadas entre 5 e 8 cm de profundidade em éreas randomicas do Distrito Federal. As
linhagens SDF foram isoladas pela adicdo de 1 g de solo em 10 mL de solugdo salina (0,9% NaCl,
p/v) e homogeneizadas em vortice por 2 min. Um mL da suspensao foi incubada a 65, 70 ou 80 °C
por 10 min, seguido de incubacdo em gelo por 5 min e 0,1 mL foi inoculado em &gar nutriente
(1,8% p/v; Acumedia), pH 7,2. Ap6s incubacdo a 28 °C por 1/21 dias, as Bafes foram analisadas
quanto a presenca de esporos por MCF (Axiolab, Zeiss) com aumento de 1.000X e transferidas para
placas com meio fresco. Apds incubacdo nas mesmas condigcdes, colonias isoladas foram
reexaminadas quanto a presenca de esporos e transferidas para caldo nutriente (Acumedia, pH 7,2, e
incubadas a 28 °C e agitacdo (200 rpm). Apos, pelo menos, 90% da populacao ter esporulado
(esporos livres no meio), 1 mL da cultura passou por choque térmico, de acordo com a temperatura
de isolamento, por 10 min seguido de gelo por 5 min. Entre 250-300 pL da suspensdo de esporos
foram transferidos para 5 tubos de preservacdo contendo tiras de papel filtro. As amostras foram
levadas para secar em estufa a 37 °C, os tubos selados com Parafilm™ e armazenados a temperatura
ambiente até a utilizagdo.

Crescimento das linhagens SDF para obtencao de DNA total ou plasmidial. Para obtencao
de DNA total ou plasmidial, células de uma col6nia isolada (meio LB solido, incubado a 28

°C por 24 a 48 h) das linhagens de interesse foram inoculadas em meio LB liquido
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suplementado com L-treonina 20 mM e a cultura foi incubada a 28 °C com aeracao (200 rpm).
O ciclo celular das linhagens SDF foi acompanhado por MCF (Axioshot, Zeiss).

Andlise de faixa de temperatura de crescimento. Células provenientes de colonias isoladas das
312 linhagens SDF (Tabela II) foram inoculadas em meio LB e incubadas a 7 °C, com agitacao
(200 rpm) por 21 dias ou até que o crescimento fosse observado. Esporos das linhagens SDF foram
inoculados em meio LB sélido e incubados a 48 °C, 55 °C e 60 °C. O controle positivo foi realizado
a 28 °C.

Amplificacao de sequéncias de rDNA 16S. Células provenientes de colonias isoladas foram
crescidas em meio LB, suplementado com L-treonina 20 mM, a 28 °C sob agitacao (200 rpm)
até atingir Agyp entre 5 e 6 U. O DNA total foi extraido e purificado utilizando o kit Wizard
Genomic SV (Promega) de acordo com as instru¢des do fabricante, e armazenado em agua
livre de nucleasse a -20 °C até andlises futuras. Um termociclador com tampa aquecida
MiniCycler (MJ Research, Inc.) foi empregado para amplificar o DNA: 1 puL. do DNA total de
cada linhagem SDF de interesse (Tabela IV) diluido em 1:100 foi adicionado a mistura de PCR
contendo 0,4 pmol de cada primer 27F (5 AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG 3’; Lane, 1991
apud Hayashi et al., 2004) e 1492R (5’ GGY TAC CTT GTT ACG ACT T 3’; O’Sullivan et al.,
1992 apud Hayashi et al., 2004); 1,5 U de Taq (Invitrogen); 0,15 mM de ¢NTPs; 3mM de MgCl,;
tampao 1X em um volume total de 25 pL. O DNA alvo foi amplificado utilizando as seguintes
condicoes: 94 °C por 30 s; 52 °C por 30 s; 72 °C por 1,5 min; num total de 25 ciclos; seguidos de
um periodo de 10 min de extensdo a 72 °C. Os fragmentos amplificados foram purificados com o
kit Qiaquick PCR purification (Qiagen) de acordo com as instru¢ées do fabricante.
Sequenciamento e designacdao taxonomica. Os fragmentos de rDNA 16S amplificados foram
sequenciados pelo método de Sanger no Centro de Gendmica do Centro-Oeste (Universidade
Catdlica de Brasilia). A qualidade das sequéncias obtidas foi avaliada com a ferramenta PHRED

considerando o valor de corte >20. A designacdo taxonémica das sequéncias foi realizada com o
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auxilio dos aplicativos BLAST (NCBI; http://blast.ncbi.nlm.nhi.gov/) e Classifier (Ribosomal
Database Project; http:// http://rdp.cme.msu.edu/classifier/classifier.jsp).

Sequéncias consenso. Com auxilio do programa BioEdit 7.2 (Hall,1999), as sequéncias antisenso
foram convertidas em senso utilizando a ferramenta Reverse Complement. Ambos 0s
cromatogramas das sequéncias senso e antisenso foram analisados com a ferramenta Chromas
(Technelysium Pty Ltd) para determinar as regioes de melhor qualidade. As regides onde os picos
dos cromatogramas nao eram bem definidos, em razdo da perda de sinal, foram descartadas
utilizando a funcdo de edicdo de sequéncias encontrada no BioEdit. As sequéncias resultantes
possuiam de 550 a 600 nucleotideos e foram alinhadas com o ClustalW (Larkin et al., 2007).
Inconsisténcias no alinhamento foram resolvidas pela andlise de qualidade do par de base
correspondente no cromatograma original. Ap6s a correcao das bases, uma sequéncia consenso para
cada uma das 192 linhagens SDF utilizadas neste trabalho (Tabela IV) foi gerada pelo BioEdit.
Construcao da arvore filogenética. O alinhamento de sequéncias por ClustalW (Larkin et al.,
2007) e as andlises filogenéticas foram realizadas com o auxilio do aplicativo Ugene 1.30.0
(Konstantin et al., 2012). A histéria evolutiva foi inferida pelo método de méaxima verossimilhanca
(PhyML) com base no modelo General Time Reversible (GTR), com taxa de substituicdo de
categorias igual a 4 e analise estatistica bootstrap com 1.000 réplicas. A arvore inicial para a busca
heuristica foi obtida pelo método de distancia entre vizinhos. A linhagem de Clostridium
clariflavum DSM19732 foi usada como grupo externo e sequéncias de espécies conhecidas foram
obtidas no Genbank (NCBI) para serem usadas como referéncia.

Sequenciamento de genoma total. O DNA total de oito linhagens SDF foi sequenciado em
[llumina MiSeq utilizando os servicos da Universidade Catolica de Brasilia.

Perfil plasmidial de Linhagens SDF com genoma completo. O DNA plasmidial de 23 linhagens
SDF (Figura 12) foi obtido por lise alcalina precedida de tratamento com lisozima 4 mg/mL a 37 °C.

O DNA plasmidial foi analisado em gel de agarose 0,5%, em tampdo TAE 1X, a 4 °C, em paralelo
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com DNA plasmidial intacto de E. coli H10407 (Crossman et al., 2010) que contém 4 plasmideos
superenovelados com tamanhos de 94,7; 66,6; 5,8 e 5,1 kb. O padrdo de migracao das moléculas
de DNA foi visualizado em luz UV, apés coloracao do gel com brometo de etideo (0,5 pg/mL), por
12 h, posterior descoloracdo sob agitacao, em H,O destilada, por 24 h. O gel foi documentado com

auxilio de camera fotografica digital.
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V. Resultados e discussao

1. Germinacao e crescimento de linhagens SDF em diferentes temperaturas

A germinacdo de esporos e o crescimento de células vegetativas das 312 linhagens SDF da
CBafes foram testados em meio LB liquido e sélido, incubados em uma ampla faixa de temperatura
(7-60 °C) e os resultados estdo descritos na tabela II. Para todas as condicOes testadas as 312
linhagens SDF foram incubadas a 28 °C como controle positivo de crescimento. Esta foi a
temperatura utilizada para crescimento das Bafes ap6s isolamento, conforme descrito na
Metodologia. Os esporos de 9 linhagens SDF ndo germinaram em nenhuma das condices testadas,
inclusive quando incubados a 28 °C (controle positivo): SDF0031; SDF0040; SDF0041; SDF0045;
SDF0048; SDF0059; SDF0067; SDF0073 e SDF0081.

Nos testes realizados em temperaturas acima da faixa considerada ideal para bactérias
mesofilas foi observado que 113 linhagens (36,21%) foram capazes de germinar e crescer a 55 °C
em meio LB solido. As linhagens que ndo germinaram a 55 °C foram incubadas a 48 °C. Nesta
condicao 73 linhagens (23,39%) germinaram e cresceram em meio LB solido. O periodo de
incubacdo em ambas as temperaturas foi de 1 a 7 dias. As 113 linhagens que cresceram a 55 °C
também foram incubadas a 60 °C, porém, nesta temperatura nao foi observado crescimento de
nenhuma das linhagens SDF. Estes resultados estao resumidos na figura 8 e detalhados na tabela II.

Adicionalmente, os esporos das 312 linhagens SDF da CBafes foram inoculados em meio LB
solido fresco e incubados a 7 °C. Nesta condicao apenas uma linhagem — SDF0068 — foi capaz de
germinar apos 12 dias de incubagdo. Analises baseadas na sequéncia de rDNA 16S desta linhagem
indicam que a espécie é B. simplex (Tabela II). Apdés 30 dias de incubacdo nao foi observado
crescimento em nenhuma outra linhagem SDF. Apds esse periodo, as mesmas placas inoculadas
foram incubadas a 37 °C para verificar a viabilidade dos esporos. Com excecdo das linhagens

citadas acima (SDF0031; SDF0040; SDF0041; SDF0045; SDF0048; SDF0059; SDF0067;
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SDF0073 e SDF0081), houve crescimento de todas as linhagens SDF. Considerando que os esporos
eram vidveis e que a auséncia de aeracao mecanica poderia ter contribuido para para o resultado
observado, as linhagens SDF foram inoculadas em LB liquido e incubadas a 7 °C sob agitagdo (200
rpm) até que o crescimento fosse observado por um periodo maximo de 21 dias. Nestas condicdes,

foi observado crescimento em 108 linhagens (34,61%; Tabela II).

300
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100 108

50 73 75

7 oC 48 oC 55 oC Mesodfilas

Figura 8. Avaliacao de faixa de temperatura para crescimento de linhagens
SDF. Das 113 (36,21%) linhagens que foram capazes de germinar e crescer a 55 °C,
73 (23,39%) linhagens a 48 °C e 108 linhagens (34,61%) a 7 °C. Foi observado
crescimento apenas na faixa considerada para organismos meso6filos em 75
linhagens (24,03%).

Os testes de faixa de temperatura de crescimento mostram que 66 linhagens SDF sdo capazes
de crescer e germinar entre 7 °C e 48 °C e/ou 55 °C (Tabela II). Resultados preliminares do nosso
laborat6rio mostraram que diversos esporos dessas linhagens resistiram a testes de termo tolerancia
em calor tmido (autoclavagem) até 130 °C. E importante notar que 10 linhagens — SDF001;
SDF0003; SDF0018; SDF0063; SDF0077; SDF080; SDF0105; SDF0114; SDF0115; SDF0136 —
tiveram crescimento mais rapido em temperaturas altas do que na temperatura de 28 °C utilizada
como controle positivo sendo, portanto, termoéfilas. Duas linhagens — SDF002 e SDF0029 —

cresceram melhor em temperaturas inferiores a temperatura minima descrita para espécies mesofilas

sendo classificadas como psicrofilas. Nao houve crescimento em temperaturas superiores aquela do
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controle positivo (28 °C) para 75 (24,03%) linhagens que podem ser classificadas como mesofilas
(Tababela I).

Considerando que a temperatura no solo sofre flutuacdes ao longo do dia e das estagdes do
ano e, por isso, durante o ciclo de crescimento os microrganismos precisam de mecanismos para
sobreviver a essa flutuacdo (van Gestel et al., 2013), era esperado encontrar linhagens SDF que
fossem capazes de crescer em meio(s) sélido/liquido em faixa ampla de temperatura, ou seja
superiores e/ou inferiores a temperatura minima média comumente descrita em livros de
Microbiologia Basica (Madigan et al., al, 2016). Ainda assim, a alta porcentagem de linhagens SDF
termotolerantes (59,61%; 186 de 312) e psicrotolerantes (35,57%; 111 de 312) testadas é um fato
que chama a atencéo (Tabela II; Figura 8). E importante ressaltar, também, que dentre as linhagens
analisadas quanto ao crescimento na temperatura minima testada aqui (7 °C), 75 (24,03%; de 312
linhagens) sdo capazes de crescer igualmente na temperatura maxima onde houve crescimento (55
°C). Isso ressalta a importancia em investigar marcadores que possam identificar rapidamente os
microrganismos capazes de se adaptar as flutuagdes de temperatura. Outro fato notavel é que,
mesmo crescendo a 48 °C e/ou 55 °C, a maioria das linhagens SDF é mesdfila, contrariando as
classificaces classicas de organismos com relacdo as temperaturas de crescimento (Madigan et al.,
al, 2016).

Além do crescimento em diferentes temperaturas, foi observado um comportamento nao
usual em algumas linhagens incubadas em meio LB a 7 °C/200 rpm. Tais linhagens apresentaram
grumos macroscopicos (Figura 9a) na cultura em meio liquido. Sob microscopia ética com
coloragdo negativa utilizando tinta nanquim, foi possivel observar que havia presenca da matriz
polimérica (EPS, do inglés extracelular polymeric substances — Figura 9b e 9c¢). Quando crescidas
em meio LB liquido a 28 °C as mesmas linhagens apresentavam cultura com aparéncia homogénea
e, quando uma aliquota da cultura foi corada com tinta nanquim, a EPS ndo foi observada sobre

microscopia. As 32 linhagens (Tabela I) que apresentaram esse comportamento sao: SDF0003;
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SDF0022; SDF0029; SDF0030; SDF0037; SDF0156; SDF0157; SDF0165; SDF0168; SDF0170;
SDF0213; SDF0221; SDF0224; SDF0230; SDF0232; SDF0235; SDF0244; SDF0245; SDF0248;
SDF0249; SDF0257; SDF0272; SDF0277; SDF0282; SDF0283; SDF0284; SDF0285; SDF0286;

SDF0287; SDF0288; SDF0292 e SDF0302.

Figura 9. Crescimento de SDF0003 baixa temperatura. Detalhe de cultura de
SDF0003 incubada a 7 °C/200 rpm ilustrando o comportamento nao usual
observado em 32 linhagens SDF: A) cultura liquida apresentando grumos
(indicados pela seta); B) lamina corada negativamente com tinta naquim
evidenciando a formacdao de EPS; C) micrografia (400X) de aglomerado de
células em EPS e D) as setas indicam: células vegetativas (1), esporangios (2) e
esporos livres (3) observadas por MCF (1.000X).
Outro fato interessante foi observado quando 05 linhagens (Tabela I) foram incubadas a 7 °C.
Tais linhagens apresentaram uma notdvel heterogeneidade morfolégica na populagdo:
estreptobacilos, células isoladas com movimento flagelar, esporangios e esporos livres (Figura 9d).
As linhagens SDF0005; SDF0008; SDF0015; SDF0023 e SDF0025 ndo apresentaram formacdo de
biofilme a 7 °C, mas, quando observadas por MCEF, as respectivas culturas continham esporangios e

esporos livres. Como mencionado anteriormente, um dos requisitos para a inducao a esporulacao é a

alta densidade populacional (Barak et al., 2005; Hilbert e Piggot, 2004), porém na temperatura
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inferior testada durante a realizacdo deste trabalho (7 °C) e em baixa densidade populacional foi
possivel observar a diferenciacdo celular nas linhagens citadas (Tabela I). E sabido que em culturas
microbianas descontinuas ndo existe um sincronismo no crescimento da populacdao, mas quando
crescidas a 28 °C/200 rpm as mesmas linhagens nao apresentam tamanha heterogeneidade (dados
ndao mostrados). Do nosso conhecimento, ndao ha relatos sobre esporulacdao em baixa densidade
populacional descritos na literatura. Por se tratarem de células mesdfilas, esses resultados podem
sugerir que a esporulacdo induzida em baixas temperaturas seria uma estratégia de sobrevivéncia
nestas condi¢coes. As linhagens SDF0001; SDF0002; SDF0004; SDF0011; SDF0013; SDF0019;
SDF0026; SDF0027 e SDF0036 nao apresentaram esporangios ou esporos livres, mas também
exibiam populacdo bastante heterogénea e células com movimento flagelar tipico (Tabela I). A
expressao de flagelos é um evento caracteristico de final de fase logaritmica, entretanto essas
culturas também apresentavam baixa densidade celular. Todas as linhagens SDF com
comportamento ndo usual estdo descritas na tabela I e a respectiva classificacao por rDNA 16S na
tabela II.

Tabela I. Linhagens SDF com comportamento nao usual quando incubadas a 7 oC

Linhagens SDF | 0001 | 0002 | 0003 | 0004 | 0005 | 0008 | 0011 | 0013 | 0015 | 0019 | 0022 | 0023

Biofilme X X
Motilidade X X X X X X X X
Esporulacao X X X X X X

Linhagens SDF | 0025 | 0026 | 0027 | 0029 | 0030 | 0036 | 0037 | 0156 | 0157 | 0165 | 0168 | 0170

Biofilme X X X X X X X X
Motilidade X X X X X X X X X X X
Esporulacao X X X X X X X X X

Linhagens SDF | 0213 | 0221 | 0224 | 0230 | 0232 | 0235 | 0244 | 0245 | 0248 | 0249 | 0257 | 0272

Biofilme X X X X X X X X X X X X
Motilidade X X X X X X X X X X X X
Esporulacao X X X X X X X X X X X X

Linhagens SDF | 0277 | 0282 | 0283 | 0284 | 0285 | 0286 | 0287 | 0288 | 0292 | 0302

Biofilme X X X X X X X X X X
Motilidade X X X X X X X X X X
Esporulacao X X X X X X X X X X
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2. Busca por assinatura molecular associada a capacidade de crescimento em
diferentes temperaturas

Dentro do grupo do B. cereus, Priig e cols. (1999) verificaram que os genes de rRNA 16S
encontrados em  linhagens mesofilas exibem uma  sequéncia  assinatura (5’
AACATTTTGAACCGCATGGTTC 3’). Dentro deste grupo, linhagens psicrotolerantes contém
uma sequéncia assinatura adicional (5° AATATTTTGAACTGCATAGTTC 3’). Segundo estes
autores, quando presentes, tais sequéncias assinaturas estdao localizadas entre os nucleotideos 180 e
201 na sequéncia senso de rDNA 16S de B. cereus ss. As linhagens podem apresentar uma ou as
duas sequéncias assinaturas de acordo com a habilidade em crescer em diferentes temperaturas.

Com base nessas informagoes, neste trabalho avaliamos se essas sequéncias assinaturas
semelhantes estavam presentes nas linhagens SDF identificadas como membro de B. cereus sl e em
outras espécies relacionadas. Do mesmo modo, verificamos se havia uma assinatura molecular
associada a termotolerancia no gene de rRINA 16S de linhagens que apresentaram crescimento a 48
°C e 55 °C (Tabela IT). Desta forma, realizamos uma busca dentro das sequéncias de rDNA 16S de
linhagens SDF, primeiramente, pelas sequéncias de assinatura para linhagens mesofilas.

Os resultados dos testes de termo e psicrotolerancia descritos na tabela II foram utilizados
como critério para a selecao de sequéncias de rDNA 16S para a investigacao da presenca de uma
assinatura molecular que indicasse a habilidade de uma linhagem em crescer em faixa mais ampla
de temperatura que aquela atribuida a linhagens meséfilas (Madigan et al., 2016). Tal informacao é
de grande utilidade na rapida identificacdo da presenca de Bafes, principalmente, aquelas
contaminantes de matéria prima utilizada na industria alimenticia (Liicking et al, 2013), além de ser
mais uma caracteristica para correlacionar sequéncias de rDNA 16S.

Dentre 253 linhagens SDF com o gene de rRNA 16S sequenciado (Tabela II), 127 possuiam
tamanho e regido das sequéncias compativeis com os dados fornecidos por Priig e cols. (1999),

conforme verificado ap6s alinhamento com a ferrramenta ClustaW. A sequéncia assinatura para
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linhagens mesofilas foi detectada nas linhagens SDF0032; SDF0089; SDF0161; SDFO0186;
SDF0199; SDF0283 e SDF0301, todas classificadas como espécies do grupo do B. cereus com base
em sequéncias de rDNA 16S (Tabela II). A figura 10 destaca também a regido alinhada. Essas
linhagens apresentaram padrdo de crescimento diferente nas temperaturas testadas (Tabela II) e faz
sentido a assinatura molecular de espécies mesofilas ser encontrada nestas sequéncias. Entretanto,
diversas outras linhagens assinaladas no mesmo grupo nao apresentaram essa sequéncia tipica. Tal
fato poderia indicar que a assinatura esta presente em poucas linhagens de B. cereus sl, o que reflete
os resultados do trabalho de Priiss e cols. (1999) no qual foi utilizado um nimero baixo de
linhagens. A sequéncia assinatura para psicrotolerancia foi encontrada somente na espécie B.
micoydes ATCC 6462 usada como referéncia. Além disso ndo foi encontrado nenhum outro padrdo
nesta regido da sequéncia de rDNA 16S que pudesse ser relacionada com o crescimento em
diferentes temperaturas. Tais resultados levam a crer que os achados obtidos pelo artigo de
referéncia utilizado ndo podem ser extrapolados para outras espécies de Bafes, embora os mesmos

indicassem uma ferramenta rapida para identificacdo de espécies psicrotolerantes.

|BneriaalAhbng P N A N AN

1. NR_041248.1 Bacilus anfracis ATCC 14578 BBIMAACATTTTGAACCGCATGGTTC Bt - EEcEEcEERCE
2. NR_074540.1 Bacilus cereus ATCC 14573 BIMAACATTTTGAACCGCATGGTTC EcEEc - ifcEEciEscEcE
3 NR_113266 1 Baclus cereus JOM 2152 BBIBAACATTTTGAACCGCATGGTTC cEEc - EicEEcEETCHE
4. SDFO032 BEEAACATTTTGAACCGCATGETTE ]

5. SDF00BS BEEAAcATTTTGAACCGCATEETTE

5. SDFO15Y BEEAAcATTTTGAACCGCATGETTE

7. SDF0185 BEEAAcATTTTGAACCGCATEETTE

8. SDFO1SS BEEAACATTTTGAACCGCATEETTE

5. SDF0283 BEAACATTTTGAACCGCATGETTE

10. SDFO3D1 BEE:acaTtTTTGAACCGCATEETTCH

Figura 10. Alinhamento de sequéncia assinatura de linhagens SDF mesofilas. A assinatura
molecular descrita por Priig e cols. (1999) e tipicamente encontrada para linhagens mesdfilas do
grupo do B. cereus e linhagens SDF estdo destacados em amarelo.
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Tabela II. Faixa de temperatura de crescimento e designacdo taxonomica de linhagens SDF

Designacdo taxondmica

Faixa de temperatura de crescimento (°C)

Designacdo taxondmica

Faixa de temperatura de crescimento (°C)

SDE Blast (espécie/id*%) Classifier 7 48 55 SDE Blast (espécie/id*%) Classifier 7 48 55
0001 | B. pumilus (99%) Género + + + 0157 | B. pumilus (100%) Género + - -
0002 | B. pumilus (99%) Género + + + 0158 | N/D - - -
0003 | B. subtilis (97%) Familia + + + 0159 | B. cereus (97%) Ordem - + -
0004 | B. pumilus (99%) Género + + + 0160 | B. arbutinivorans (97%) Género + - -
0005 | L. fusiformis (98%) Género + - - 0161 | B. thuringiensis (100%) Género + + +
0006 | B. cereus (98%) Género + - - 0162 | P. susongensis (99%) Género + - -
0007 | B. circulans (99%) Género - - - 0163 | B. australimaris (98%) Género + + +
0008 | P. alvei (99%) Género + + - 0164 | P. alvei (99%) Género - - -
0009 | B. simplex (99%) Género + - - 0165 | N/D + - -
0010 | B. clausii (99%) Género - + + 0166 | N/D - - -
0011 | B. pumilus (100%) Género + + + 0167 | N/D - - -
0012 | B. clausii (99%) Género - + + 0168 | P. alvei (85%) Familia + - -
0013 | B. safensis (99%) Género + + + 0169 | B. depressus (90%) Ordem - - -
0014 | Brevibacillus borstelensis (96%) Género - + + 0170 | N/D + - -
0015 | B. oleronius (99%) Género + + + 0171 | B. pumilus (98%) Ordem + + +
0017 | B. altitudinis (99%) Género + + + 0173 | B. pumilus (98%) Familia - - +
0018 | B. clausii (100%) Género - + + 0174 | L. sphaericus (100%) Género - - -
0019 | L. sphaericus (97%) Género + - - 0175 | B. pumilus (97%) Ordem - - +
0020 | Brevibacillus laterosporus (100%) Género - - - 0176 | B. megaterium (99%) Ordem - - -
0021 | B. aryabbathay (94%) Ordem - + - 0177 | B. pumilus (99%) Género - - +
0022 | B. cereus (100%) Género + + - 0178 | B. thuringiensis (98%) Género - + -
0023 | P. alvei (99%) Familia + + - 0179 | B. pumilus (99%) Género - + -
0024 | B. simplex (95%) Género + - - 0180 | L. xylanilyticus (98%) Género - + -
0025 | B. thuringiensis (97%) Ordem + - - 0181 | B. anthracis (100%) Género - - -
0026 | B. pumilus (97%) Ordem + + + 0182 | B. cereus (98%) Género - + -
0027 | B. safensis (100%) Género + + + 0183 | N/D - - -
0028 | P. alvei (100%) Género - + - 0184 | B. cereus (99%) Género - + -
0029 | B. aryabhattai (99%) Género + - - 0185 | N/D - - -
0030 | B. thuringiensis (99%) Género + - - 0186 | B. anthracis (99%) Género - + -
0031 | S/C 0187 | B. pumilus (99%) Género - - -
0032 | B. cereus (98%) Género - + + 0188 | Brevibacillus agri (99%) Género - - -
0033 | N/D + - - 0189 | N/D + - -
0034 | B. pumilus (100%) Género - + + 0190 | B. pumilus (100%) Género - - +
0035 | B. pumilus (100%) Género + + + 0191 | Terribacillus goriensis (100%) Género - - -
0036 | B. altitudinis (99%) Género + + + 0192 | N/D + - -
0037 | L. sphaericus (99%) Género + + + 0193 | N/D - - -
0038 | N/D + + + 0194 | B. cereus (98%) Género - + -
0039 | N/D + - - 0195 | Brevibacillus laterosporus (99%) Género - + -
0040 | S/C 0196 | B. safensis (98%) Género - - +
0041 | S/C 0197 | Brevibacillus laterosporus (99%) Género - -
0042 | N/D + - - 0198 | B. pumilus (100%) Género - + -
0043 | B. safensis (98%) Género - + + 0199 | B. anthracis (97%) Género - - -
0044 | B. pumilus (99%) Género + + + 0200 | B. cereus (99%) Ordem - + -
0045 | S/C 0201 | B. pumilus (97%) Familia - + -
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Designacdo Taxonomica

Faixa de temperatura de crescimento (°C)

Designac¢do Taxonomica

Faixa de temperatura de crescimento (°C)

SDE Blast (espécie/id*%) Classifier 7 48 55 SDE Blast (espécie/id*%) Classifier 7 48 55
0046 | B. pumilus (99%) Género + + + 0202 | B. pumilus (98%) Ordem - - -
0047 | B. megaterium (98%) Familia - - - 0203 | B. cereus (90%) Ordem - - -
0048 | S/C 0204 | B. altitudinis (97%) Ordem - - +
0049 | B. aryabhattai (99%) Género - - - 0205 | B. altitudinis (97%) Ordem - - +
0050 | B. megaterium (98%) Familia + + - 0206 | B. cereus (97%) Ordem - + -
0051 | B. megaterium (99%) Género + + + 0207 | B. pumilus (99%) Género - + -
0052 | B. safensis (100%) Género - - - 0208 | B. pumilus (99%) Género + + +
0053 | B. toyonensis (98%) Género - - - 0209 | N/D - - +
0054 | B. megaterium (99%) Género - + - 0210 | N/D - -
0055 | B. aryabhattai (98%) Género - - - 0211 | N/D - - +
0056 | B. megaterium (99%) Género - - - 0212 | P. chibensis (96%) Familia + - -
0057 | B. megaterium (98%) Género - - - 0213 | P. alvei (97%) Familia + + -
0058 | B. megaterium (98%) Género - - - 0214 | B. luciferensis (98%) Familia - - -
0059 | S/C 0215 | P. lautus (96%) Ordem + + -
0060 | B. safensis (100%) Género - - - 0216 | B. senegalensis (98%) Género - + -
0061 | B. thuringiensis (99%) Género - - - 0217 | N/D + - -
0062 | S. maltophilia (99%) Género - - - 0218 | Brevibacillus brevis (98%) Género - +
0063 | L. xylanilyticus (99%) Género - + + 0219 | B. cereus (98%) Género + - -
0064 | B. megaterium (99%) Género - + - 0220 | Brevibacillus laterosporus (99%) Género + - -
0065 | B. megaterium (98%) Género - + - 0221 | B. cereus (96%) Ordem + + -
0066 | R. pycnus (96%) Género - - - 0222 | N/D - - -
0067 | S/C 0223 | N/D - - -
0068 | B. simplex (100%) Género + - - 0224 | B. thuringiensis (96%) Ordem + + -
0069 | B. megaterium (99%) Género - - - 0225 | B. thuringiensis (100%) Género - + -
0070 | B. pumilus (99%) Género - + + 0226 | B. cereus (96%) Ordem - + -
0071 | B. pumilus (98%) Familia - + + 0227 | P. ginsengagri (100%) Género + + -
0072 | B. megaterium (99%) Familia - + - 0228 | B. megaterium (99%) Género + + -
0073 | S/C 0229 | B. cereus (98%) Género - + -
0074 | B. megaterium (99%) Género - + + 0230 | B. pumilus (99%) Género + + -
0075 | B. simplex (99%) Género - - - 0231 | B. pumilus (99%) Género - + -
0076 | B. megaterium (99%) Género - - - 0232 | B. cereus (98%) Género + - -
0077 | N/D - + + 0233 | B. aryabhattai (98%) Género + + -
0078 | B. megaterium (99%) Género - - - 0234 | N/D - - -
0079 | B. pumilus (98%) Género - + + 0235 | B. thuringiensis (98%) Género + + -
0080 | P. alvei (99%) Género - + + 0236 | B. simplex (99%) Género + + -
0081 | S/C 0237 | B. cereus (97%) Género - - -
0082 | B. aryabhattai (99%) Género - - - 0238 | N/D - -
0083 | N/D - + + 0239 | B. cereus (98%) Género - + -
0084 | B. safensis (98%) Ordem - + + 0240 | P. terrigena (97%) Género - - -
0085 | B. thuringiensis (98%) Ordem - - - 0241 | N/D + - -
0086 | B. aryabhattai (98%) Familia - - - 0242 | B. megaterium (99%) Género + - -
0087 | B. pumilus (99%) Género - - - 0243 | N/D - - -
0088 | N/D - + + 0244 | B. megaterium (98%) Familia + - +
0089 | B. anthracis (100%) Género - - - 0245 | B. megaterium (97%) Familia + + -
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Designacdo Taxonomica

Faixa de temperatura de crescimento (°C)

Designac¢do Taxonomica

Faixa de temperatura de crescimento (°C)

SDE Blast (espécie/id*%) Classifier 7 48 55 SDE Blast (espécie/id*%) Classifier 7 48 55
0090 | B. pumilus (99%) Género - + + 0246 | B. aryabhattai (99%) Género - + -
0091 | B. safensis (98%) Género - + + 0247 | N/D + - -
0092 | B. pumilus (98%) Género - + + 0248 | B. cereus (100%) Género + + -
0093 | B. safensis (100%) Género - + + 0249 | B. cereus (96%) Género + + -
0094 | B. megaterium (98%) Género - - - 0250 | B. cereus (98%) Ordem + + -
0095 | B. megaterium (100%) Género - - - 0251 | L. xylanilitycus (98%) Género - - -
0096 | B. megaterium (100%) Género - - - 0252 | N/D - + -
0097 | B. megaterium (98%) Familia - + - 0253 | N/D - - -
0098 | B. safensis (98%) Ordem - + + 0254 | B. subterraneus (97%) Ordem - - -
0099 | B. megaterium (97%) Familia - - - 0255 | L. xylanilyticus (93%) Género - - -
0100 | B. thuringiensis (98%) Género - + - 0256 | B. subterraneus (99%) Género - - -
0101 | B. cereus (96%) Familia - - - 0257 | B. thuringiensis (96%) Ordem + + -
0102 | B. pumilus (96%) Ordem - + + 0258 | N/D - - -
0103 | B. safensis (98%) Género - + + 0259 | P. chibensis (98%) Género - - -
0104 | B. pumilus (99%) Género - + + 0260 | N/D - + -
0105 | B. pumilus (100%) Género - + + 0261 | N/D - - -
0106 | B. safensis (100%) Género - + + 0262 | N/D - - -
0107 | N/D - + + 0263 | N/D - - -
0108 | B. pumilus (94%) Ordem - + + 0264 | N/D - - -
0109 | N/D - - - 0265 | P. lautus (98%) Familia + + -
0110 | B. amyloliquefaciens (100%) Género - + + 0266 | B. pumilus (96%) Ordem + - -
0111 | N/D - - - 0267 | N/D - - -
0112 | B. pumilus (100%) Género - + + 0268 | N/D - - -
0113 | B. pumilus (100%) Género - + + 0269 | B. amyloliquefaciens (98%) Género - + -
0114 | B. pumilus (98%) Ordem - + + 0270 | B. cereus (97%) Familia + + -
0115 | B. pumilus (99%) Familia - + + 0271 | N/D + + -
0116 | B. altitudinis (92%) Ordem - - - 0272 | B. cereus (97%) Familia + + -
0117 | B. altitudinis (99%) Género - + + 0273 | B. pumilus (97%) Ordem + + -
0118 | B. megaterium (99%) Género - + + 0274 | N/D - - -
0119 | B. cereus (100%) Género - + - 0275 | N/D - - -
0120 | B. pumilus (100%) Género - + + 0276 | B. thuringiensis (99%) Género + + -
0121 | B. pumilus (100%) Género - + + 0277 | B. megaterium (97%) Familia + + -
0122 | B. safensis (100%) Género - + + 0278 | B. cereus (97%) Ordem + + +
0123 | B. pumilus (100%) Género - + + 0279 | B. amyloliquefaciens (99%) Género + + +
0124 | B. cereus (99%) Familia - + + 0280 | B. velezensis (99%) Género + + +
0125 | B. pumilus (100%) Género - + - 0281 | B. safensis (100%) Género + + +
0126 | B. pumilus (100%) Género - + + 0282 | B. tequilensis (99%) Género + - -
0127 | B. siamensis (98%) Género - + + 0283 | B. cereus (100%) Género + + -
0128 | B. subtilis (99%) Género - + + 0284 | L. fusiformis (100%) Género + - -
0129 | B. pumilus (100%) Género - + + 0285 | B. subtilis (99%) Género + + +
0130 | B. pumilus (99%) Género - + + 0286 | B. cereus (99%) Género + + -
0131 | B. safensis (99%) Género - + + 0287 | B. velezensis (99%) Género + + +
0132 | B. pumilus (99%) Género - + + 0288 | B. thuringiensis (100%) Género + + +
0133 [ P. alvei (99%) Género - + + 0289 | N/D - - -
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Designacdo Taxonomica

Faixa de temperatura de crescimento (°C)

Designac¢do Taxonomica

Faixa de temperatura de crescimento (°C)

SDE Blast (espécie/id* %) Classifier 7 48 55 SDF Blast (espécie/id* %) Classifier 7 48 55
0134 | B. safensis (100%) Género - + + 0290 | N/D - + -
0135 | B. pumilus (100%) Género - + + 0291 | B. aryabhattai (98%) Familia + + -
0136 | B. pumilus (99%) Género - + + 0292 | B. pumilus (99%) Género + + -
0137 | B. pumilus (99%) Género - + + 0293 | N/D + - -
0138 | B. pumilus (95%) Ordem - + + 0294 | B. thuringiensis (100%) Género + -
0139 | B. pumilus (94%) Ordem - + + 0295 | B. cereus (100%) Género + + -
0140 | B. pumilus (97%) Ordem - + + 0296 | N/D - - -
0141 | B. pumilus (99%) Género - + + 0297 | B. kochii (99%) Género + + -
0142 | B. pumilus (99%) Género - + + 0298 | B. megaterium (99%) Género + - -
0143 | B. pumilus (94%) Ordem - + + 0299 | B. cereus (99%) Género + + -
0144 | B. simplex (99%) Género - + + 0300 | B. cereus (99%) Género + + -
0145 | B. pumilus (99%) Género - + + 0301 | B. thuringiensis (98%) Género + - -
0146 | B. pumilus (98%) Género - + + 0302 | B. amyloliquefaciens (98%) Género + - -
0147 | B. safensis (98%) Ordem - + + 0303 | B. thuringiensis (97%) Género + - -
0148 | B. pumilus (99%) Género - + + 0304 | B. cereus (99%) Género + + -
0149 | B. pumilus (99%) Género - + + 0305 | B. cereus (99%) Género + + -
0150 | B. velezensis (100%) Género - + + 0306 | N/D + - -
0151 | B. pumilus (99%) Género - + + 0307 | N/D + - -
0152 | B. pumilus (99%) Género - + + 0308 | B. simplex (97%) Familia + - -
0153 | B. altitudinis (99%) Género - + + 0309 | B. megaterium (95%) Ordem + - -
0154 | B. pumilus (99%) Género - + + 0310 | B. cereus (99%) Género + + -
0155 | B. cereus (100%) Género - + + 0311 | B. megaterium (96%) Familia + + -
0156 | B. pumilus (100%) Género + + + 0312 | B. pumilus (96%) Familia + + +

N/D:

ndo determinado; S/C: sem crescimento.

61



3. Perfil plasmidial

O perfil plasmidial é uma ferramenta importante para caracterizacdo e investigacdo da
ecologia de linhagens bacterianas (Moura, et al., 2012; Reyes-Ramirez e Ibarra, 2007). Apesar
disto o perfil plasmidial é geralmente negligenciado, principalmente, pela possibilidade de as
linhagens sofrem cura parcial ou total espontaneas e pelas limitacGes das técnicas de extracao
desses elementos extracromossomais. Tais dificuldades refletem na baixa disponibilidade de
informagdes sobre perfil plasmidial de linhagens ambientais na literatura e motiva a inclusdo
dessa analise neste trabalho. Outra dificuldade que ocorre na andlise de um perfil plasmidial
complexo em géis de agarose é o fato de os megaplasmideos serem facilmente degradados
durante as etapas de extracdo e purificacdo e, também, durante o armazenamento.

Durante este trabalho, os plasmideos das linhagens SDF (Tabela IIT) foram extraidos por
método de lise alcalina. Como ja mencionado, a PC rigida é caracteristica do filo Firmicutes
necessitando de pré-tratamento com lisozima, ou outra enzima apropriada, até a observacao de
protoplastos por microscopia Otica. Apesar da a atividade da lisozima ser hidrolisar ligagoes beta-
1,4 na cadeia primaria de PG (Guariglia-Oropeza e Helmann, 2011; Chassy, 1976), nem todas as
linhagens possuem a mesma composi¢cdo de aminoacidos nas cadeias laterais de PG dificultando
o0 acesso a PC apos a acdo da enzima (de Vos et al., 2009). Outro fator importante é que algumas
linhagens de B. cereus sl, B. subtilis sl e B. megaterium podem sofrer uma desacetilacao da N-
acetilglicosamina ap6s a polimerizacao da PG (Westmacott e Perkins, 1979). Tais caracteristicas
tornam o tratamento com lisozima ineficaz em algumas linhagens (Guariglia-Oropeza e Helmann,
2011; Chassy, 1976). De inicio, acreditamos que o tratamento ineficaz com a lisozima e, como
consequéncia, a ndo formagao de protoplastos impedia a extragdo de DNA plasmidial. Entretanto,
notou-se que a ndo obtencdo de protoplastos tipicos em algumas linhagens ndo é fator limitante
para a extracdo de DNA plasmidial. Sob microscopia 6tica, foi observado um aspecto irregular

nas células de algumas linhagens, indicando uma digestdo parcial da PG. Em alguns casos, essa

62



digestdo parcial foi suficiente para que a base utilizada formasse poros na membrana

citoplasmatica e permitisse o extravasamento de DNA plasmidial (Tabela III).

Tabela II1. Obtencao de protoplastos e plasmideos (por lise alcalina) de linhagens
selecionadas da CBafes

Linhagem
0001 { 0002 | 0003 | 0004 | 0005 | 0006 | 0008 | 0009 | 0010 | 0011 [ 0012 | 0013 | 0014 | 0015 | 0016 | 0017
SDF
Protoplasto + + - - - - - + + - + - + + + -
Plasmideo - - - - - + - - - + - + + + - +
Linhagem
0018 | 0019 | 0020 | 0021 | 0022 | 0023 | 0024 | 0025 | 0026 | 0027 | 0028 | 0029 | 0030 | 0033 | 0034 | 0035
SDF
Protoplasto + + + + + + - + - - + + + - _ _
Plasmideo - - + + + - + - - _ + + + _ + +
Linhagem
0036 | 0037 | 0038 | 0042 | 0043 | 0044 | 0046 | 0047 | 0049 | 0050 | 0051 | 0053 | 0054 | 0057 | 0058 | 0060
SDF
Protoplasto - + + + + - - + - + + - - + - -
Plasmideo + - + + + + + + - - + + - + + +
Linhagem
0061 | 0062 | 0064 | 0065 | 0066 | 0067 | 0068 | 0069 | 0070 | 0071 | 0072 | 0074 | 0075 | 0076 | 0079 | 0080
SDF
Protoplasto - - + + + - + - - - - - - + + _
Plasmideo - - + + + + + + - - + + - + + -
Linhagem
0082 | 0084 | 0086 | 0089 | 0090 | 0091 | 0092 | 0093 | 0094 | 0096 | 0097 | 0098 | 0099 | 0100 | 0101 | 0102
SDF
Protoplasto - - + - - - - - + - - - - + + -
Plasmideo + - + + + - - - + + + - - + + +
Linhagem
0103 {0104 | 0105|0106 | 0108 | 0110 | 0112 | 0113 | 0114 | 0115 | 0117 | 0118 | 0119 | 0120 | 0121 | 0122
SDF
Protoplasto - - - + - - - - - _ - _ T _ _ -
Plasmideo - + + - + + + + + - + - - + - -
Linhagem
0123 (0124|0125 136 | 137 | 138 | 139 | 140 | 141 | 142 | 143 | 144 | 145 | 146 | 147 | 148
SDF
Protoplasto - - - - - - + + - + - + + + R R
Plasmideo - - - - - - - - - - - - - _ _ +
Linhagem
149 | 150 | 151 | 152 | 153 | 154 | FT9
SDF
Protoplasto + - - - - - -
Plasmideo - - - - + + +

+: observacdo de protoplastos ou de plasmideos; -: ndo observagado de protoplastos ou plasmideos.

Para verificar a metodologia mais eficiente para a extracdo de DNA plasmidial das linhagens

SDF foram feitos diversos testes com a linhagem B. cereus FT9 (Raiol et al., 2014) que se mostrou
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resistente a lisozima tornando a obtencao de plasmideos bastante dificil. Desta forma, os testes com
essa linhagem em particular poderiam fornecer informacoes que facilitassem a extracdo de DNA
plasmidial das demais linhagens com PG resistentes a acdo da enzima. Primeiramente foi realizado
o teste de crescimento em pH 6timo para garantir que o pH usado em nosso laboratorio (7,2) estava
adequado. Em seguida foram feitas curvas de crescimento em meio BHI, LB e caldo nutriente (CN)
para comparar a resposta aos meios mais utilizados no LaBafes. Sabe-se que os trés meios testados
sdao complexos, porém o BHI é o mais rico dentre eles, sendo o CN o menos rico. Como esperado,
observou-se que os meios BHI e LB promoveram maior densidade celular, medida em Agy, €
favoreceram um atraso na entrada em fase estacionaria quando comparado ao crescimento em caldo
nutriente. Assim, os testes seguintes foram feitos apenas nos meios BHI e LB liquidos.

Ainda visando obter uma PG mais acessivel a digestdo enzimatica, foram realizadas novas
curvas de crescimento com os meios BHI e LB liquidos suplementados com L-treonina 20 mM. A L-
treonina pode afetar as ligacGes cruzadas entre as cadeias adjacentes de PG de forma andloga a
penicilina facilitando o ataque da estrutura pela lisozima (Chassy, 1976). Observou-se que a
suplementacdo com L-treonina ndo teve influéncia na curva de crescimento. Quanto a acao da
lisozima sobre a PG de B. cereus FT9 foram feitos trés testes. Avaliou-se: i) se a fase de crescimento
afetava a acao da enzima; ii) se o incremento na concentracdo de L-treonina adicionado ao meio
favorecia a digestao de PG com a lisozima, e iii) o tempo ideal de incubagdo com a enzima.

Para avaliar se a fase de crescimento afetava a acao da lisozima foram coletadas aliquotas de
100 pL da cultura a partir do inicio da fase log (As de 3,5 U) até inicio de fase estaciondria (Agy de
16 U). Antes do tratamento com lisozima, a integridade celular foi inspecionada por MCF. Em
seguida as células foram centrifugadas e lavadas com H,O bi-destilada estéril. O tratamento com
lisozima 4 mg/mL em tampdo STE (Tris, EDTA e sacarose, pH 8,0) foi realizado a 37 °C/12 h.
Diferentes concentracdes de L-treonina (50, 100 e 200 mM) também foram adicionadas ao meio

para investigar o efeito da suplementacdo com esse aminoacido sobre a acdo da lisozima. Os tempos
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de incubacdo também foram avaliados (2, 4, 6, 8 e 12 h). Todos esses testes indicaram que o meio
LB liquido, pH 7,2 e suplementado com L-treonina 20 mM era adequado para o crescimento de B.
cereus FT9. A coleta de células com Ay entre 5 e 6 U e o tratamento das mesmas com lisozima 4
mg/mL em tampdo apropriado a 37 °C por 6 h foi a melhor condicdo para o tratamento. Para as
linhagens SDF selecionadas (Tabela III) e o B. cereus FT9 a lisozima foi adicionada ao tampao de
suspensao celular fornecido pelo kit Qiaprep (Qiagen). Em nenhuma das condi¢des testadas foram
obtidos protoplastos. Entretanto, nas condi¢cdes 6timas foi possivel observar a que a morfologia
celular tipica de B. cereus FT9, em forma de bastdo, apresentou contorno irregular, o que indicava
que a integridade da estrutura da PC estava comprometida, tornando possivel o ataque contralado a
membrana citoplasmatica para obtencdo do extravasamento de DNA plasmidial.

Ap6s os testes de condicdes Gtimas para a extracdo e purificacdo do DNA, o perfil plasmidial
das linhagens selecionadas (Tabela IIT) foi avaliado em gel de agarose 0,5%, em paralelo com o
DNA plasmidial da E. coli ETEC H10407 (Crossman et al., 2010). Essa linhagem foi utilizada
como marcador de DNA plasmidial superenovelado por possuir 4 plasmideos com sequéncias
publicadas e apresentando tamanhos de 94,7; 66,6; 5,8 e 5,1 kb (Figura 11). Dentre as 154 linhagens
SDF selecionadas foi obtido protoplasto para 44 (28,57%) e foi possivel visualizar plasmideos em
58 (37,66%).

Além da possibilidade de algumas linhagens ndao possuirem plasmideos, a ndo observacao
desses elementos extracromossomais pode ser resultado da quebra dos mesmos durante a
manipulagdo, constatada pelo rastro de DNA sem banda definida observada para algumas amostras
(Figura 11). Alternativamente, o rendimento da extracao/purificacdo poderia estar aquém do limite
de deteccdao do método, que, nas condicOes utilizadas, é de 10 ng/banda. Outro fato que também
pode ser especulado é a cura, total ou parcial, espontanea de plasmideos durante a cultura em
laboratério, que ndo considerou, para esta andlise, as condig¢oes fisico-quimicas 6timas de

crescimento das linhagens SDF. Adicionalmente, a cura plasmidial pode ser explicada pela
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decorréncia da forte pressao seletiva que existe sobre esses elementos (Reyes-Ramiréz e Ibarra,
2008). Para aquelas linhagens SDF em que foi possivel detectar a presenca de plasmideos, foi
observada uma alta complexidade e diversidade, indicando a importancia dessa investigacao nas

amostras da CBafes (Figura 11).

94797 pb —=
94 797 pb — - B

5175 pb —
5.175 pb —

94797 pb —
94797 pp —

94797 po —

5175 pb —
5.175pb — i

5175 pb —-

Figura 11. Exemplos de perfil plasmidial de linhagens SDF soladas de solo do DF. O DNA
plasmidial foi obtido por lise alcalina precedida de tratamento com lisozima. O DNA plasmidial
superenovelado de E. coli ETEC H10407, obtido nas mesmas condi¢des, exceto pela auséncia de
tratamento com lisozima, foi utilizado como marcador de massa molecular (M, indicadas pelas

setas). Os niimeros acima das colunas correspondem as designacdes de linhagens SDF.

A identificacdo e a classificacdo de plasmideos tém sido aspectos importantes nas décadas
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recentes para tragar a origem evolutiva e elucidar o papel desses elementos genéticos em processos
ambientais e na adaptacao microbiana (Moura et al, 2013; Reyes-Ramirez e Ibarra, 2008). O perfil
plasmidial é uma ferramenta comumente utilizada para caracterizar e identificar as linhagens
responsaveis por diversas infec¢des em humanos como aquelas causadas por Salmonella spp.,
Pseudomonas spp. e Staphilococcus spp. (Bosco et al., 2012; Abriouel et al., 2006; Wang et al., 1991,
Zuccarelli et al., 1990). Quando se trata do perfil plasmidial de bactérias ambientais existem poucos
registros que estdo associados as espécies potencialmente patogénicas como o B. cereus ss e espécies
relacionadas (Reyes-Ramirez e Ibarra, 2008).

Existe uma diversidade significativa nos complexos perfis plasmidiais daquelas linhagens
SDF, que foi possivel extrair e analisar o DNA plasmidial (Tabela III; Figura 11). Essa caracteristica
reforca a relevancia desses resultados e corrobora a diversidade encontrada em outras
caracterizacOes realizadas nesse estudo e pelo nosso grupo de pesquisas (Cavalcante, 2014; Orem,
2014).

Foram selecionadas 23 linhagens SDF (Figura 12) que foram submetidas ao
sequenciamento completo do genoma (Centro de Gendmica do Centro-Oeste, Brasilia/ DF e
Universidade Loyola, Chicago, IL). Os métodos de sequenciamento de alto desempenho
revolucionaram o estudo da genémica, mas trazem um desafio para a montagem dos genomas
(Fonseca et al., 2016;). Esses métodos geram fragmentos (reads) muito pequenos (algumas
centenas de nucleotideos) quando comparados com os tamanhos obtidos pelo método de
Sanger (Koren e Phillipy, 2015). Os fragmentos gerados sao, grosso modo, mapeados em um
genoma de referéncia, ou montados como esbogos (drafts) que precisam de refinamento
(Heather e Chain, 2015; Koren e Phillipy, 2015). A presenca de elementos
extracromossomais, torna a tarefa de montar um genoma ainda mais dificil (Ricker et al.,
2012). Nesse sentido, os perfis plasmidiais resolvidos em géis de agarose oferecem suporte

para a montagem e anotacdo dos genomas das linhagens SDF selecionadas para o
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sequenciamento dos genomas completos. Sendo assim, € essencial que sejam testadas e
aprimoradas novas técnicas para lizar de maneira controlada a resistente PC de bactérias
Gram positivas, obter preparacoes de DNA plasmidial com qualidade adequada para as
diversas analises e, principalmente, atender a complexidade estrutural (plasmideos circulares
e lineares) e a ampla faixa de massa molecular observadas para esses elementos

extracromossomais.

Figura 12. Perfil plasmidial de linhagens SDF isoladas de solo do DF. O DNA
plasmidial das linhagens SDF e de E. coli ETEC H10407 (M, indicadas pelas setas)
foi obtido nas mesmas condi¢Oes descritas na Figura 11. Os numeros acima das
colunas correspondem as designacdes de linhagens SDF com genoma completamente
sequenciado.

4. Genes de rRNA 16S de linhagens SDF

Durante a extracdio de DNA total notou-se que algumas linhagens SDF apresentaram
limitacdes no crescimento. Tal aspecto pode ser devido a falta de conhecimento acerca das
condi¢des 6timas para o cultivo dessas linhagens, que ndo foram testadas até o momento. Outro

aspecto observado durante a extracdo de DNA foi o excesso de viscosidade apos a lise de parede

68



celular de algumas linhagens. Como mencionado anteriormente, uma das principais caracteristicas
do filo Firmicutes é a parede celular espessa. Além disso algumas linhagens produzem estruturas
externas a parede celular, tais como capsula e/ou camada S. Provalvemente, o excesso de debris
celulares que é gerado apds a lise da PC e bloquearam os poros da coluna de cromatografia de
afinidade do kit utilizado impedindo a purificacdo do DNA.

Das 312 linhagens SDF testadas durante este trabalho, 50 apresentaram limitacOes durante o
crescimento e 9 apresentaram um excesso de viscosidade que impediu a purificacdo adequada de
DNA. No momento estas limitacoes foram contornadas e o DNA total foi extraido e purificado e o
sequenciamento esta em curso. As 252 linhagens analisadas (Tabela IT) foram submetidas a extracao,
purificacdo de DNA total e amplificacio empregando-se os primers universais para o dominio
Bacteria 27F e 1492R (Lane, 1991; O’Sullivan et al., 1992 apud Hayashi et al., 2004). Ambas as fitas
senso e antisenso foram sequenciadas pelo método de Sanger no Centro de Genomica do Centro
Oeste. As 506 sequéncias resultantes com indice PHRED >20 em pelo menos 400 nucleotideos foram
submetidas a designacao taxonémica por BLAST (NCBI) e Classifier (RDP).

A maior parte das espécies foram alocadas no género Bacillus (218; 86,16%) seguido
pelo género Paenibacillus (16; 6,32%). Espécies alocadas nos géneros Lysinibacillus (9;
3,56%), Brevibacillus (7; 2,76%), Terribacillus (1; 0,40%) e Rummeliibacillus (1; 0,40%)

também estavam presentes entre as espécies analisadas (Figura 13 e Tabela IV).
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Figura 13. Distribuicao de linhagens SDF em nivel de género. As espécies alocadas no
género Bacillus compdem a maioria entre as linhagens SDF.

Dentre as linhagens alocadas no género Bacillus, espécies do grupo do B. pumilus foram
predominantes (92; 42,20%) seguidas de espécies do grupo do B. cereus (56; 25,69%); B.
megaterium (39; 17,89%) e B. subtilis (12; 5,50%). Outras espécies de Bacillus representaram
(19) 8,72% do total (Figura 14; Tabela IV). E importante ressaltar que, embora a espécie B.
aryabhattay esteja incluida no grupo do B. megaterium neste trabalho, as duas espécies nao
sdo estreitamente relacionadas como acontece com as espécies pertencentes aos grupos de B.
cereus; B. subtilis e B. pumilus. Enquanto as espécies dos grupos mencionados podem
compartilhar até 99% de identidade em nivel de genoma (Liu et al., 2013; Kolsto et al., 2009;
Wang et al., 2007; Fritze, 2004); as espécies B. megaterium e B. aryabhattay compartilham
menos de 70% de identidade. O que aproxima as duas ultimas espécies é a identidade nas
sequéncias de rDNA 16S que pode chegar a 99,7% (Shivaji et al., 2009).

Como foi mencionado anteriormente, as linhagens SDF depositadas na CBafes estdo sendo
caracterizadas por uma estratégia polifasica para fins taxonémicos. Por serem complementares, as
andlises fenotipicas realizadas por nosso grupo de pesquisa sdo fundamentais para uma

interpretacdo adequada dos dados de filogenia.
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Figura 14. Espécies mais abundantes dentro do género Bacillus. As espécies do grupo do
B. pumilus formam a maior parte da CBafes seguidas por espécies do grupo do B. cereus.

Os resultados de coloragdo diferencial de Gram, morfologia e localizacdo de endosporos,
esporangio deformado ou ndo, testes bioquimicos, analises de filoprotedmica, ultraestrutura de
esporos, dentre outras, auxiliam na resolucdo de discrepancias, que podem surgir na comparagao
das sequéncias de linhagens SDF com os bancos de dados. Em alguns casos foi possivel observar
inconsisténcia entre os resultados fenotipicos e a comparacdo com sequéncias depositadas nos
bancos de dados. Tal fato leva a refletir sobre a confiabilidade das sequéncias depositadas nestes
dados. Algumas das espécies utilizadas para comparacdao de sequéncias rDNA 16S, com maior
identidade identificadas pelo BLAST sdo originarias de estudos independente de cultivo e, portanto,
sem disponibilidade sobre caracteristicas fenotipicas que possam corroborar os resultados. Outro
fato que ndo pode ser ignorado é que podem ocorrer erros durante o sequenciamento, o que limita a
determinacdo precisa da espécie analisada. Para minimizar essa limitagcdo, no presente estudo foi
realizado o sequenciamento de ambas as fitas de DNA que foram utilizadas para a geracao da
sequéncia consenso.

Exemplificando a importancia da caracterizagdao polifasica, pode-se citar as linhagens
SDF0005; SDF0019; SDF0037 e SDF0063 que produzem um endoésporo esférico, com

posicdo terminal em um esporangio deformado (resultados ndo mostrados). Estas
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caracteristicas correspondem aquelas descritas para espécies do género Lysinibacillus,
corroborando os resultados apresentados na tabela II. Em adicdo, dados obtidos em trabalhos
paralelos (por espectrometria de massa MALDI-TOF) por nosso grupo de pesquisa também
indicam que a linhagem SDF0005 pertence ao género Lysinibacillus (dados ndo mostrados).
As linhagens membros do género Paenibacillus também apresentam esporangio deformado,
porém a morfologia do endésporo é oval e a localizacdo, geralmente, central (de Vos, 2009).
Tais caracteristicas foram observadas nas linhagens SDF0008 e SDF028 (dados nao
mostrados) e estdo em concordancia com os resultados da tabela II. Por outro lado, a linhagem
SDF0030 apresentou uma estrutura semelhante a um cristal parasporal tipico de B.
thuringiensis, quando analisada em paralelo por MET (Calvalcante, 2014; Cavalcante et al.,
2104), corroborando a classificacdo baseada em sequéncia do gene de rRNA 16S, que apontou
uma alta identidade (99%) com B. thuringiensis. As linhagens SDF0021 e SDF0029 possuem
alta identidade com B. megaterium e este resultado é corroborado pela morfologia dos
esporos, observados por MET (Calvalcante, 2014; Cavalcante et al., 2104) e pela indicacao do
género, por MALDI-TOF MS (dados nao mostrados).

O estabelecimento do gene de rRNA 16S como marcador molecular permitiu a criacao
de um sistema taxonomico hierarquico baseado em um tnico gene. Andlises incluindo outros
marcadores e comparacdes com genomas completos afirmaram a filogenia baseada em rDNA
16S como o pilar da taxonomia procariotica (Kampfer e Glaeser, 2012). A identificacdo
baseada em sequéncias de rDNA 16S pode ser complementada por outras analises genotipicas
em conjunto com caracterizacdo fenotipica permitindo uma visdo mais holistica da
diversidade de procariotos.

Genes de rRNA 16S apresentam cerca de 1.600 pb e compreendem regides altamente
conservadas e outras variaveis. Estes genes sao considerados bons crondmetros moleculares

pela ubiquidade, fungdo essencial e tamanho adequado que permite estudos evolutivos
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robustos (Maughan e Van der Auwera, 2011; Clarridge, 2004; Woese, 1987).

Tabela IV. Distribuicao de espécies de linhagens SDF

Género Espécie Linhagem SDF
B. arbutinivorans 0160
0006; 0022; 0025; 0030; 0032; 0053; 0061; 0085; 0089; 0100; 0101; 0119;
0124; 0155; 0159; 0161; 0178; 0181; 0182; 0184; 0186; 0194; 0199; 0200;
B. cereus sensu
lat 0203; 0206; 0219; 0221; 0224; 0225; 0226; 0229; 0232; 0235; 0237; 0239;
ato
0248; 0249; 0250; 0272; 0276; 0278; 0283; 0286; 0288; 0294; 0295; 0299;
0300; 0301; 0303; 0304; 0305; 0310
B. circulans 07
B. clausii 0010; 0012; 0018
B. depressus 0169
B. firmus 0216
B. kochii 0297
B. luciferensis 0214
0021; 0029; 0047; 0049; 0050; 0051; 0054; 0055; 0056; 0057; 0058; 0064;
B. megaterium 0065; 0069; 0072; 0074; 0075; 0076; 0078; 0082; 0086; 0094; 0095; 0096;
group 0097; 0099; 0118; 0176; 0228; 0233; 0242; 0244; 0245; 0246; 0277; 0291;
Bacillus 0298; 0309; 0311

Brevibacillus

Lysinibacillus

Paenibacillus

Rummeliibacill

us
Terribacillus

B. muralis
B. oleronius

B. pumilus sensu

lato

B. simplex
B. subterraneus
B. subtilis sensu

lato

B. borstelensis
B. brevis

B. laterosporus
L. fusiformis
L. sphaericus
L. xylanilyticus
P. alvei

P. chibensis

P. lautus

P. susongensis
P. terrigena

R. pycnus

T. goriensis

0308
0015
0001; 0002; 0004; 0011; 0013; 0017; 0026; 0027; 0034; 0035; 0036; 0043;

0044; 0046; 0052; 0060; 0070; 0071; 0079; 0084; 0087; 0090; 0091; 00952;
0093; 0098; 0102; 0103; 0104; 0105; 0106; 0108; 0112; 0113; 0114; 0115;
0116; 0117; 0120; 0121; 0122; 0123; 0125; 0126; 0129; 0130; 0131; 0132;
0134; 0135; 0136; 0137; 0138; 0139; 0140; 0141; 0142; 0143; 0145; 0146;
0147; 0148; 0149; 0151; 0152; 0153; 0154; 0156; 0157; 0163; 0171;0173;
0175; 0177; 0179; 0187; 0190; 0196; 0198; 0201; 0202; 0204; 0205; 0207;

0208; 0230; 0231; 0266; 0273; 0281; 0292; 0312
0009; 0016; 0024; 0068; 0075; 0144; 0236; 0308
0254; 0256

0003; 0110; 0127; 0128; 0150; 0,269; 0279; 280; 282; 285; 287; 302

0014

0218

0020; 0195; 0197; 0220
0005; 0284

0019; 0037; 0174; 0251
0063; 0180; 0255
0008; 0023; 0028; 0080; 0133; 0164; 0168; 0213; 0215
0212; 0259

0213; 0227; 0265

0162

0240

0066
0191

Embora os estudos baseados em sequéncias de rDNA 16S sejam amplamente utilizados,

a metodologia recebe criticas acerca da superestimacdao de uma tunica molécula como

marcador para estabelecer a histéria evolutiva das espécies. (Ludwig, 2007). A presenga de
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multiplas copias destes genes no genoma é fator limitante para o uso desses marcadores na
identificacdo de espécies, principalmente em organismos altamente relacionados (Rajendhran
e Gunasekaran, 2011; Dahllof et al., 2000). Existe ainda uma discussdao sobre os chamados
primers universais que podem ndo ser complementares a todos 0s grupos existentes nos
bancos de dados (Baker et al., 2003).

Apesar das criticas, as sequéncias de rDNA 16S ainda constituem uma ferramenta
valiosa para a identificacdo de géneros e em alguns casos de espécies de microrganismos
procarioticos. O avanco em estudos moleculares e aprimoramento das técnicas estdo
aumentando a quantidade de informacdo disponivel em bancos de dados o que torna as
sequéncias de rDNA 16S fundamentais para guiar decisdes futuras nos projetos de pesquisa

(Tringe and Hugenholtz, 2008).

5. Construcao de arvores filogenéticas

Para a andlise filogenética proposta neste trabalho foram incluidas, inicialmente,
sequéncias de referéncia de genes de rRNA 16S, obtidas no Genbank (NCBI; Figura 15)

As sequéncias consenso de rDNA 16S obtidas para 192 linhagens SDF depositadas na
CBafes (Tabela IV) e as sequéncias de referéncia foram alinhadas com a ferramenta ClustalW,
a histdria evolutiva foi inferida pelo método de maxima verossimilhanca (PhyML) com base no
modelo General Time Reversible (GTR), e andlise estatistica bootstrap com 1.000 réplicas. A

arvore resultante esta representada na figura 15.
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Tabela V. Linhagens SDF selecionadas para analise filogenética

Género Espécie Linhagem SDF
6; 22; 30; 32; 53; 61; 89; 119; 155; 159; 161; 178; 184; 186; 194; 199; 206;
B. cereus sensu
lat 219; 226; 229; 235; 237; 249; 250; 257; 276; 278; 283; 286; 288; 294; 295;
ato
299; 300; 301; 303; 304; 305; 310
B. circulans 07
B. clausii 10; 18
B. kochii 297
B. megaterium 29; 47; 49; 50; 51; 54; 55; 57; 64; 65; 69; 74; 76; 78; 82; 86; 94; 95; 96; 97;
group 99; 118; 176; 228; 233; 246; 277; 298; 309; 311
. B. oleronius 15
Bacillus

B. pumilus sensu

lato

B. simplex
B. subtilis sensu

lato

01; 02. 04; 11; 13; 17; 26; 27; 34; 35; 36; 43; 44; 46; 52; 60; 70; 71; 79; 84;
87; 91; 92; 93; 98; 102; 103; 104; 105; 106; 112; 115; 117; 120; 121; 122;
123; 125; 126; 127; 129; 130; 131; 132; 134; 135; 136; 137; 138; 141; 142;
143; 145; 146; 147; 148; 149; 151; 152; 156; 157; 163; 173; 177; 179; 187;

190; 196; 198; 201; 204; 205; 230; 231; 281; 292; 312
9; 16; 68; 75; 144; 236; 308

03; 110; 150; 279; 280; 282; 285; 287; 302

. . B. borstelensis 14
Brevibacillus B. laterosporus 20; 197; 220
L. fusiformis 05; 284
Lysinibacillus L. sphaericus 19; 37; 174
L. xylanilyticus 63
P. alvei 08; 28; 80; 133; 164; 213
P. chibensis 259
Paenibacillus P. lautus 215; 265
P. susongensis 162
P, terrigena 240
Rummeliibaci
R. pycnus 66
llus
Terribacillus T. goriensis 191

Pode-se observar a partir da arvore mostrada na figura 15 que, em uma pequena

amostragem de Bafes de solo, ja existe grande diversidade de linhagens. Tal diversidade é

corroborada por filoproteomica por MALDI-TOF MS e MET realizados pelo grupo do

LaBafes (dados nao mostrados; Cavalcante, 2014).

A arvore filogenética (Figura 15) esta organizada em 8 divisOes principais designadas

comoA,B,C,D,E, F, Ge H.
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Figura 15. Relacao filogenética entre 192 linhagens. A histdria evolutiva baseada em sequéncias de
rDNA 16S foi inferida por méaxima verossimilhanca. A arvore resultante apds andlise bootstrap com

1000 réplicas teve os galhos com valores de suporte menores que 50% condensados.
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Os grupos do B. pumilus e B. subtilis estdo representados na divisao A (Figural6).
Ambos o0s grupos sdao compostos por espécies altamente relacionadas e também sdo
relacionados entre si, como pode ser observado pelo agrupamento na figura 15. O B. subtilis
sl é composto pelas espécies B. subtilis, B. amyloliquefaciens, B. tequilensis, B. mojavensis,
B. atrophaeus and B. vallismorthis (Wang et al., 2007). O B. pumilus sl é formado por B.

pumilus, B. safensis, B. stratosphericus, B. altitudinis e B. aerophilus (Liu et al., 2013).
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Figura 16. Relacao filogenética entre as linhagens pertencentes a B. pumilus sl e B. subtilis sl..

Os grupos representados sao compostos por espécies altamente relacionadas e sao relacionados
entre si. Os nimeros das linhagens SDF e de referéncia estdo indicados nos galhos. O método de

construgao esta descrito na figural5.

77



A divisdo B (Figura 17) compreende o B. cereus sl onde as espécies sao diferenciadas,
principalmente, pelo conteido plasmidial, ja que os genomas podem partilhar 99% de

identidade (Kolsto et al., 2009; Fritze, 2004).
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Figura 17. Relacdo filogenética entre as linhagens pertencentes a B. cereus sl.

representado é composto por espécies altamente relacionadas. Os nimeros das linhagens SDF e de

referéncia estao indicados nos galhos. O método de construcao esta descrito na figurals.
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A divisao C agrupa as espécies altamente relacionadas ao B. simplex (Figura 18a), a divisao B
aloca as espécies assinaladas como B. megaterium e B. aryabhattay (Figura 18b) e a divisdao E é
composta por membros pertencentes aos géneros Lysinibacillus e Rummeliibacillus (Figura 18c).

As SDF identificas como B. clausii (Tabela IV; SDF0010 e SDF0018) estdo alocadas na divisao
F (Figura 18d). Era esperado que essas espécies fossem mais relacionadas com outras espécies do
género Bacillus, porém o agrupamento na arvore filogenética (Figura 15) mostra que as mesmas estao
mais relacionadas com outros géneros da mesma familia ou da familia Paenibacillaceae. Considerando
a complexidade em identificar Bacillus spp., muitas linhagens podem estar mal alocadas no género (de
Vos et al., 2009). O B. clausii pode ser uma dessas espécies, ja que ndo é filogeneticamente proxima das
espécies tipo do género, B. subtilis, de acordo com o Manual de Bergey.

As divisdes G (Figura 19a) e H (Figura 19b) sdao compostas por espécies alocadas nos
géneros Paenibacillus e Brevibacillus, respectivamente. Embora tais géneros pertencam a
familia Paenibacillaceae, o agrupamento ndo ocorreu conforme o esperado. E possivel
observar na figura 15 que a divisdo G aparece mais relacionada a espécies da familia
Bacillaceae. Essa discrepancia no agrupamento possivelmente se deve ao limite de resolucao
de fragmentos relativamente pequenos de rDNA 16S.

Existem diversos estudos ecolégicos que avaliam a estrutura de comunidades de solo.
Este trabalho, em particular, ndo tem este objetivo, principalmente devido aos vieses que
podem surgir em estudos dependentes de cultura. Sabe-se que em abordagens ecologicas, o
crescimento de alguns organismos pode se sobrepor ao de outros, portanto, alguns grupos
podem ser sub ou super-representados (Youssef e Elshaned, 2009; Zhang e Xu, 2008; Janssen,
2006).

Em abordagens dependentes de cultura apenas 0,1 a 1% das espécies de microrganismos
presentes em uma amostra sao acessiveis (Zhang e Xu, 2008; Janssen, 2006). Quando essas

abordagens sdo utilizadas os membros do filo Firmicutes observados sdao mais abundantes.
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Porém essa representacdo é drasticamente diminuida quando sdo utilizadas abordagens

moleculares independentes.
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Figura 18. Linhagens SDF alocadas em géneros da familia Bacillaceae. Linhagens SDF
assinaladas como B. megaterium e B. aryabhattay (a); Lysinibacillus spp. (b) e B. clausii. Os niimeros
que designam as linhagens SDF e de referéncia estdo indicados nos galhos. O método de construcao esta

descrito na figural5.
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Estudos de diversidade independentes de cultivo mostram que o solo exibe uma
estrutura de comunidade estavel (Youssef e Elshaned, 2009; Zhang e Xu, 2008; Janssen,
2006). A maioria dos clones de bibliotecas construidas a partir da amplificacdo de genes de
rRNA 16S de amostras de solo pertence a nove filos principais: Proteobacteria,
Actinobacteria, Chloroflexi, Bacteroidetes, Firmicutes, Plantomycetes, Verrumicrobia, e
Gemmatimonadetes. Essa estabilidade é notavel, ainda que considerando as variagoes
existentes no solo de diferentes locais de coleta de amostras.

Em um trabalho de 2006, Janssen analisou 32 bibliotecas construidas a partir da
amplificacdo de genes de rRNA 16S de amostras de solo coletadas em diversos paises. O filo
Firmicutes representa, em média, 2% da composicdo das bibliotecas analisadas, sendo os
géneros formadores de endésporos Bacillus (aerébio) e Clostridium (anaerébio) os de maior
representatividade. Essa baixa abundancia de membros do filo é reproduzida por outros
estudos de avaliacdo de diversidade de solos (Youssef e Elshaned, 2009; Zhang e Xu, 2008)

Em 2009, Youssef e Elshaned apresentaram resultados da construgdo de cinco grandes
bibliotecas de clones e analisaram tanto a abundancia quanto a riqueza dos membros dos filos
mais representativos. Em concordancia com outros estudos de diversidade bacteriana em
solos, os autores observaram que existe uma baixa abundancia dos membros do filo
Firmicutes nas amostras. Por outro lado, esse filo era o que apresenta maior riqueza de
microrganismos. Ja foi postulado que como cada espécie utiliza recursos diferentes e ocupa
nichos distintos na comunidade, consequentemente, as comunidades mais diversas apresentam
maior contribuicdao ao ecossistema (Bell et al, 2005; Giovannoni, 2004; Loreau e Hector,
2001). Essa mesma ideia pode ser extrapolada para linhagens com maior diversidade, como é
o caso dos membros do filo Firmicutes, e ilustra a importancia do grupo para a manutengao
das comunidades microbianas do solo.

Por outro lado, a baixa abundancia dos membros do filo Firmicutes em bibliotecas
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construidas com base na amplificacdo de sequéncias de genes rRNA 16S se da pela
dificuldade em lisar células vegetativas e, principalmente, esporos (Youssef e Elshaned, 2009;
Janssen, 2006). Por esse motivo, os membros do filo sdo pouco detectados em andlises
baseadas em amplificacio de DNA extraido diretamente das amostras de solo. Além disso,
muitas sequéncias assinaladas no filo Firmicutes ndo podem ser assinaladas em géneros
conhecidos, isso mostra a necessidade do isolamento e identificacdio de novas amostras
(Zhang e Xu, 2008; Janssen, 2006).

Pelas razoes ja mencionadas € necessaria uma expansao de estudos de caracterizagdo de
membros do filo Firmicutes para ampliar o conhecimento basico sobre esses microrganismos
e o numero de sequéncias depositadas em bancos de dados para que estes fornecam mais
dados serem utilizados como referéncia para outros estudos de avaliacdo de diversidade das

comunidades microbianas.
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Figura 19. Linhagens SDF alocadas na familia Paenibacillaceae. Linhagens SDF alocadas em
Brevibacillus spp. (a) and Paenibacillus spp. (b). Os niimeros que designam as linhagens SDF e de

referéncia estdo indicados nos galhos. O método de construcdo esta descrito na figural5.
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VI. Conclusao

Neste trabalho, foi analisada a filogenia de linhagens SDF com base na comparacao de
sequéncias consenso de rDNA 16S e genomas completos de linhagens selecionadas. A presenca de uma
assinatura para psicrotolerancia e/ou termotolerancia, dentro da sequéncia de rDNA 168, foi verificada e os
resultados obtidos foram relacionados com o crescimento em diferentes temperaturas. Foi realizado, ainda,
um inventario do perfil plasmidial de linhagens selecionadas.

Os resultados obtidos mostram que existe uma grande diversidade entre as linhagens da Cbafes
analisadas neste trabalho. Esses resultados sdo corroborados por outros dados obtidos pelo nosso grupo,
utilizando técnicas diferentes (MET e MALDI-TOF), o que demonstra o potencial da associagdo desses
métodos para classificacdo das linhagens SDFs. Entretanto existe ainda a necessidade de otimizar a
metodologia, para isso serdo realizadas novas buscas por técnicas mais eficientes e, preferencialmente, de
baixo custo viabilizar a extensdo das analises para todas as linhagens da Colecao.

Em estudos sobre diversidade microbiana, os grupos mais estudados provavelmente aparecem com
maior nimero de taxa, por exemplo Bacillus, enquanto outros grupos podem ser taxonomicamente
posicionados com pouca acuracia. Desta forma, o aumento no niimero de estudos sobre Bafes é necessario
para expandir o conhecimento sobre esses organismos. As sequéncias depositadas em bancos de dados e a
correlacdo com resultados de abordagem polifasica, fornecem dados que podem ser usados como

referéncias para a identificacdo e classificacdo apropriadas de Bafes no futuro.
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Abstract

The phylum Firmicutes comprises seven classes where most species are either aerobic or anaerobic endospore former. [nside
Firmicutes, species allocated m the genus Bacilfis and related genera are collectively named acrobic endospore-fornming bactenia
(AEFB), and the soi1l is ther major reservorr. AEFB have great importance in health, agnculiure, and biotechnology although the
more studied species are Sacifius subrilis and the human pathogens Sacillies cerens and Sacilius anthraciz. AEFB have great
importance in health, agriculure, and biotechnology; although the knowledge about these organisms 15 based on few species,
notably, Bacillis subiilis, Bacillus cerens, and Bacillus andhracs. Inthis work, we generated pariial 168 rRNA gene sequences of
both strands of 192 AEFB strains isolated from soils of Distrito Federal, Brazil (SDF strains). The resulting consensus sequences
were used to obtain taxonomic assignment and establish the phylogenetic relationships among these strains. Through this
approach, we could observe that classified SDF strams were distnbuted among genera Sacilfus (169 strams; 88.02%),
FPaenibaciliug (11, 53.73%), Lysinibacillus (6; 3.13%), Brevibacillus (4; 2.08%), Terribacillus (1; 0.52%), and
Remmmediihacillus (1, 0.52%). Phylogenetic trees revealed these 192 SDF strains can be segregated into eight groups spanning
farmilies Bacillaceae and Paenibacillaceae belonging to the order Bacillales. To expand the knowledge about the diversity of
these SDF straimns, further studies regarding characterzation with different methodologies are underway.

Keywords Firmicudes - Haciflus and related genera - Sporulation - Taxenomy - 165 rRNA gene

Introduction

The phylum Firmicutes compnses seven classes—=8ocilli,
Clostridia, Ervsipelotrichia, Limpochordia, Negativicwses,
Thermolitobacteria, and Tissieredlis—where most species are
both aerobic or anacrobic spore-formers, according o the list
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of prokaryotic names with standing in nomenclature—LFPSN
(retrieved Deocember 20, 20018, from www.bacterionet). The
tvpical thick Gram-positive cell wall 1s a major chareteristic,
although some can stain Gram-variable and few members be-
longing to class Negarivicares results in Gram-npegative stain-
ing {Jumas-Bilak et al. 2004). Presently, Firmicutes allocates a
cone of related organisms termed the low G+ C content group
(Fritze 2004; De Vos et al. 2009 Galperin 201 3; Seong et al.
201 8). As stated by LPSN, 489 genera distnbuted in 46 fam-
tlies are considered within the phylum Firmicues (retrieved
December 20, 2018, from www. bacterio.net). Specics
allocated 1 the genus acillus (class Bacilli, order
Bacillales, family Bacillaceae) and related genera, from the
same or different farmilics, are collectively named acrobic
endospore-forming bacteria (AEFBE) (Fritze 2004; Galperin
2001 3).

AEFB are widespread in nature, and it 15 believed that soil
15 their major reservorr (Ban et al. 2002; Hong et al. 20415,
Cialperin 2013). The ability to grow in a wide temperature
range, metabolic diversity, and the extreme spore resistance
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contribute to the ubiquity of this group of bacteria. Though
some members such as Bociffus anchraci and 8. cereur are
notorious human pathogens (Jensen et al. 2003; Ehling-
Schulz et al. 2005; Kolste et al. 2009), thus having great im-
portance in health issues, most of AEFB present recognizable
potential in biotechnology (Jensen et al. 2003; Van der
Awwera et al. 2007). In spite of the remarkable features of
AEFE and their importance in basic research, most of the
knowledge ahout these organisms is based on few species,
notably, the model &, subeilis, B cereus, and 8. anthraciz
(Fritze 2004; Van der Awwera et al. 2007; Logan and De
Yoz 2010 1; Galperin 200 3; Hutchison et al. 2014). Therefore,
fundamental aspects of AEFB biology remain unknown for
most members allocated in this genus and related ones, indi-
cating the importance of increasimg the knowledge in this fizld
to perform more accurate identification and classification of
these group of bacteria.

Due to the advance in sequencing technologies, 165 rENA
gene data 1= increasing in a very high rate. therefore enhancing
the knowledge in microbial ecology and the discovery of new
phylogenetic groups (Baker et al. 2003; De Vos et al. 2004
Maughan and Van der Auwera 2001). Although the 165
rRNA gene sequences-based studies are widely spread, the
methodology receives criticlsms conceming the super estima-
tien of employing a single molecule to establish the evolution-
ary history of the species (Ludwig 20071, Some bacteral ge-
nomes may contain 1 to 15 tRNA operons with sequences
varying among them (Acinas et al. 2004). Funhermore, the
presence of multiple copies within a genome and the resulting
heterogeneity are limitimg factors to use these tRNA genes for
species identification, especially in closely related organisms
(Dahllaf et al. 20000 e Vos et al. 2000; Rajendhran and
Gunasekaran 2011, There is also a concem about the univer-
sal primer complementarities towards the 165 rRNA gene
sequences found i all prokaryote extsting in the databases
(Baker et al. 2003; Frank et al. 2008).

Despite being target of cniticisms regarding the use as a
molecular marker, the 165 rENA pene sequences are ac-
cepted as the gold standard in phylogenetic studies and evo-
lutionary inferences, thus being the basis of taxon armange-
ments in the Sergeys Monual of Systematics (Tringe and
Hugenholtz 2008; De Vos ot al. 200%; Hakorata et al.
20160 In the last decades, besides determining phylogenetic
relationships among AEFB, 165 rRNA gene sequences are
also playing an impoertant role in revealing several new
AEFB families and genera within the order Saciflales.
Further analyses including additional markers and
genome-wide comparisons confirmed the 165 rRNA-based
phylogeny as a pillar of prokaryote taxonomy, at least, at
genus level and taxa above (Tringe and Hugenholiz 200%;
Hakorvita et al. 2016). Likewise, identification focused on
1o rtRNA gene sequences may be potentially complemented
by other genotypic and complementary phenotypic
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characterizations, in polyphasic smdies, allowing 2 more
holistic view of prokarvotic diversity and ecology
(Kampfer and Glagser 200 2).

We previously isolated 312 AEFB strains from soil of
Dhistrire Federal, Brazil (SDF struins). These environmental
strains { SDEFOO0-SDF0312) are deposited at the Colepdo de
Bacrévias aerobias frmadoras de endisporos (CBafes, or
AEFE Collection). The CBafes 15 hosted at the University of
Brasilia and 15 being inspected in a polyphasic approach for
taxonomic classification. In this work, we generated partial
sequences of both strands of 165 tRNA gene of SDF strains
to obtain consensus sequences os & means to identity and
establish the phylogenetic relationships among 192 SDF
strains, which revealed a diversity of species distributed
among six genera allocated in two different families.

Experimental procedure

Soil sampling and isolation of SDF strains. Soil sumples and
SDF strains isolation were described in Cavaleante et al.
(201497, excepted that SOF strams from SOE0113-0312 were
isolated by heat-shocking soil samples at 63, 70 or 80 °C. The
192 SDF stramns (Table 1) used m this work were randomly
selected from SDFNO1 to SOFN312 strains deposied at the
CBafes (AEFB Collection), hosted at the University of
Brazilia, Brazil. Soil location sampling was obtained with a
GFS equipment (Garmin GPS 111 strains from SDFMI01-
0029 were isolated from soil sample collected at latitede of
— 15.767232, and longitude of —47.865556; SDFO030-0134
at latitude of — 15.767201, and longitude of — 47866404 and
SDEO155-02312 at latitude of — 15. 765090, and longitude of —
47.804345.

Ethics statement

Specific permissions, required for the collection of bactenal
stramns used i this study, were endorsed by the Federal
Brazilian authorty (CMPg; Authorization of Access and
Sample of Genetic Patrimony n® 010439201 3-3). Sampling
did not involve endangered or protected species.

DNA isolation and amplification

Bacterial cells were grown in LB medium supplemented with
20 mb L-threonine, at 28 °C and agitation (200 mpm) until
reaching an Agy, between 5 and 6 units. Total DNA was ex-
tracted and purified using the Wizand genemic kit {Fromega)
gccording to the manufacturer’s protocel and stored in
nuclease-free water at — 20 *C. A MimCvcler heated lid
thermocycler (M) Research, Inc.) was used to amplify DMA:
25 pl reactions were prepared by adding 0.4 pmol of each
primer [2TF (5" AGA GTT TGA TCM TGS CTC AG 3') and
14928 (57 GGY TAC CTT GITT ACG ACT T 3] (Lane,
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Table 1 Taxonomse assignment

Speciies

SDF straan

al 80F simms Lienus Taxomemic

davmwn®
Bacifus (£}

(8]

F

(B

D

(t]

A

C

A
Brevibacilles H

{8

Lysimafreiifor E
Paenibacilis G
Rummetithrcily B
Termibaeillies (]

8. caveiis sensu
lari

8. eirendany
8. elausi

8. kol

B, mcgareriim

o

8. eleranius
8. pumili
serea fafy

8. aimplex
& entiiiis
seren dafi
8. harsielewsily
Hr
e oS

L festfnmi
L sphacricies
L aylawilpsiciy
F aivei

F ohvihensis

F Lantus

F susongensic
E wrigena

R premus

T pariewsis

NG 02 2; (H0C0; (MO 2, (HDSS; (61 ; DORD: 1 19; D 55; D15
006D O1TE; B1R4; 0186; 01%4; B100; 0204; 0219, 02246;
0219; 0235; 0257, 0249; 0250; 0257; 0274; O2T8; OIR3;
02=4; 028%; 0204; 0295; 0269; 03 0301; 0X03; 0304;
0305; 0310

0T

Oy, ool 8

0247

29 O T 002, (IS0, CHES 15 MpS; (MRS5S ST (MG, DG S:
(0SS (DT ATh; (NTE; R, DORG: 005 ; (05, D0a:
0087; (99; B118; 01746; 0228:; 0233; 0246; 0277; 129%;
0304 0311

oiLE

CHHBE; 0002 Ocd; OOUL; GOT3; 00 T; (026; GO2T; D034 (035,
0008 002 00 Ods; O052; 0060 00T0; 0071 ; 0070,
OCE; ONET; 091 ; 0092; O3 009E; 0102; 0103; 0104;
(HI05; O10G; B102; O115; 0117; 0120 0021 0122; 0123,
(25: 0126; D127 0129; O150; 0131: 0132; 0134; 0135;
O3 O137; D138 O0141; 0142; D143; O145; 01d6; D147:
O 0dE: 0149; B151; 0152; 0156; 0157 0163; 0173; 0177
0079 O18T; B190; 0196; O108; 0301; 0204; 0205, 02H):;
0231; 0281; 0X92; 0312

00, D01 6; D0GE; 00T5; 0144; 0234; 0508

N3 L0 01 50; 0279; 0280; 0282; 0I85; 0287; 0312

onld
0020, D197 0220

(HHIE; D2R4

0%, DOFT: 0174

[C1[°%)

OIHIE; DOZE: 080; 0133; DI64; D213
0259

0215; D265

0162

0240

[CHES

arel

Faccording 1o Fag. 2

1941 O Sullivan et al. 1992 apud Hayashi et al. 2004): 1.5 U
of Taq polymerase (Sigma); 0.15 mM of each JNTF 3 mM
MgCly, 1X-buffer, and 1:100 dilution of template DNA. All
amplifications were hot started at 95 “C for 3 min, followed by
94 °C for 305, 52 °C for 3005; 72 °C for 1.5 man, mn 25 cvcles,
and final extension step at 72 *C for 10 min. The amplified
fragments were purified using the Chagquick PCR punfication
kat ((agen) according to the manufacturer s instructions.

Sequencing and taxonomic assignments

The 165 rRNA gene amplified fragments were bidirectionally
sequenced, using pimers 27F or 14928, by Sanger method
{the Genomic Centre of the Midwest Region of Brazl facili-
tyl. Phred scores of = 200 were used to assess the quality of
sequences. Taxonomic assignments of the sequences were

performed using BLAST (NCBI 2006) and Classifier (\Wang
et al. 2007a).

Consensus sequences

Consensus sequences were created using BioEdit 7.2.6 soft-
weare {Hall 19945 Both forward and reverse chromatograms of
the sequenced 165 rRMA gene fragments were analyveed by
Chromas software { Technelysium Py Ltd) to determine best
quality regions. Regions without sharp peaks, resulting from
weak: signals were discarded using editing sequence function,
fiollowed by alignment using ClustalW (Larkin et al. 2007).
Inconsistencies in the alignment could be resolved by
checking the quality of each nucleatide in the original chro-
matograms. After manual edition of incormect base calls, a
consensus sequence for each SDF strain was generated

'ﬂ_ Springer
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employing BioEdit. The resulting consensus sequences had
between 550 and 600 nucleotides and were deposited at
MNCBI with sequential sccession numbers from MH356287
to MH356479 (Table 51).

Phylogenetic trees

Sequences alignment by Clustal W (Larkin et al. 2007 and
the phylogenetic analvses were performed with Ugene
13000 software (Okonechmkov et al. 20023 The evolu-
tionary history was inferred by using the Maximum
Likehhood (PhyML) method based on the General Time
Feversible model (Mei and Eumar 20005, The number of
substitutions categories rate was four. The reference se-
gquences were obtained from Genbank (NCBI), and the
Closiridinm clariflavem DSMI19732 was chosen as
outgroup. The species are shown in Fig. 2. A bootstrap
consensus tree based on 100 replicates was taken o rep-
resent the evolutionary history of the taxa analyzed.

Results and discussion

In this work, 192 AEFB isolated from Braziban sol (SDF
strainsy had the 165 rENA gene amplified and bidirectionally
sequenced by the Sanger method. The resulting 334 sequences
with PHRED quality of =20 in at least 400 nucleotides, as
well as the resulting 192 consensus sequences ranging from
550 to 600 nucleotides, were submitted to taxonomic assign-
ment using BLAST (NCBI} and Classifier {Ribosomal
[Database Project), Most of the SDF strams (Fig, 1) were allo-
cated to genus Sacillus (169 strains; 83.02%) followed by
penera Paenibacillus (11, 3.73%), Lysinibaciliug (6; 3.13%),
Brevibacillus (4, 2.08%), Tervibaciflus (1; 0.532%), and
Rummeliibacillus (1; 0.52%). Taxonomic assignment
{Table 1y and the phylogenctic iree (Fig. 2) showed the diver-
sity of groups among these strains.,

Among the 169 strams allocated in the genus Bacilius,
members of &, pumilus group were predominant (77 strains;

Fig. 1 Cieneraassagnments ol 192
SDF struns. The distnbution of
192 SE2F slrams amaong sax gener
belomgmg o lumales Secilivceas
anidl Paemibacillaceas shivw a
prepanderance of Sacillns gpp.

39.9%), followed by 8. cerens group species (39; 200205, 8.
mrepateriom group (30 15.54%), and B, subsilis group (9
4.66%). It 15 noteworthy that B pemilis, B cerens, and 8.
subiiliz groups are formed by extremely related members,
making species delmmitation very difficult when considening
only the 165 rRNA gene analvses. Ditferently from the other
Bacillus groups described above where there 15 a high identity
in the genomes, 8. megarerium and B, arvabhartay share
09, 7% of wentity in the 165 tRNA gene sequences but their
genomes are less than 70% identical. Therefore, the differen-
tiation of these two strams using only this technique 15 very
difficult (Shivaj et al. 2009). Besides the species belonging to
the Kacillus groups mentioned above, the 165 rRNA gene
sequence analyses indicate the presence of at least 17 different
species belonging to 5 other genera (Table 1)

Thie phylogenetic tree shown m Fig. 2 15 organized into e1ght
major divisions, designated here as A, B, C, D, E F, G, and H.

8. pumilus sensu lato (=) and 8. subrilis s/ are represented
m division A {Fig. 3). Both groups are composed of extremely
related species and are also related to each other, as observed
by the groupmg in the phylogenete tree (Fiz. 20, 8. suwbrilis 5
compnses the species 8. subrilis sensu sivicro (s5), B
anivlaliquefaciens, B. feguilensis, B, mojavensiz, B arophaens,
and B vallismorthis {Wang ot al. 2007b). The 8. prmiles group
was the most representative m the phvlogenetic tree (Fig. 23 and
15 formed by 8. pumilus, B. safensis, 8. stawsphericus, B.
alrimadinis, and 8. geropdulus (Lig et al. 2013},

Division B iFig. 4) is composed by 8. cerens =1 in which
species are differentiated by plasmid contents since the respee-
tive genomes may share 99% identity (Fritze 2004;
Chumnebretiere et al. 2008; Kolsto et al. 2000). Previously,
transmission electron microscopy (TEM) mages obtained in
our laboratory (Cavalcante ot al. 20014) also cormroborate some
strains ¢ lustermg observed in this work., as 15 the case of strain
SDFO030 i which is pessible to see a parasporal crystal in-
side the sporangium. The presence of this crvstal, the taxo-
nomic assignment, and the clustering with other species of 8.
cevers group strongly sugeests that this can be classified as a
E. thuringiensis strain,

B Bocillus (88.02%)

B Paenibacilius (5.73%)

B Lysinibaciflus (3.13%)
Brevibacillus (2.08%)
Terribacifius (0.52%)

B Rummneliibacillus (0.52%)
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Fig. 2 Phylogenetic relationship among 192 SDF strains. The
evalutionary hastory based on 168 fRMA sequences was infernad by
Maxmmun likelhood with GTR methad. The boalstirp consensis Inee
inlierred from 1000 replecates 15 laken Lo represent the evalubioaary hisory

Division C comprises the species 8. simplex (Fig. Sh), di-
vision [ strains assigned as 8. megaterivn and 8. aivabhaiay
(Fig. 5a) and drvision E 15 composed by members belonging
to the genera Lysinibacilins and Kummeliibacillus. The
subtree showing Lysinibaciifus spp. cluster (Fig. 5¢) includes
the strains SDEOO0G05, SDF0019, SDFM057, and SDFO063.
These strains present phenotypes (data not shown) that are
compatible to those described to genus Lysinibacilles mclod-
ing a sphenical endospore located in the terminal portion of a

"
CRIT N e ooty g i

Jai B S Rl IWE
]Et'\"m':ﬂlnﬂ.l
. R SR AT

.

5,
%, >,
W

B

ol the laxa analyeed. Branches cormespondang to paniiians epriduced m
lesis than 50% hoasimp replicates are collapsed. Mumbers representing
SDF strin designations and reference species are mdicated in the
branihes

swelling sporangium. ofien described to species belonging o
this genus (De Vos et al. 20097,

The SDF strains identified as &. cfowsii (Table 1; SDEOOLG
and 0018) are allocated at division F (Fig. 2 and 5d). This
division was expected to be more related to other Sacilfus
spp.; however, the phylogenetic tree (Fig. 2) showed that it
was more related to other genera, including Paenibaciliis
spp.. which is allocated outside family Bacillaceae.
Considenng the complexity in identifying Bacilfis spp. many

'ﬂ Springer



Int Microbiol

g
¥ g
e £ § §
i
T
¥ 7
N
4 4
55 ff
s 1aiadi
ke ' 3 .I:‘
Eag%rﬁ Tf???g*a@'f;@
ﬁ;ﬁbfﬁ Tﬁr‘ I"'. .I'". \‘ n_I_I| I_JlI / I|l." ; |$ lgu" @@‘ﬁ) .
%, &) AR o / i ,/f ; ﬁ"?{f’
iy, Y, Wt Lt T s {"l / S/ i s
.%;m ; Il ,{h:j fﬁ"{:;ﬁ
%*HQN: ; _-“'T -/ f /}#yﬂ;‘:“' re-“mﬂ
o / f;ivfbﬂ’.f T e
By - b e
s:? ——— - f - "aﬁ.--;{:: ot
ortaz ] / o e DL:“?
E‘T-______' i \,'.. I-----""_-'||_ |“___l‘_‘m,
ﬁ:ﬁ —__ | |I| LII'-h.‘.'II :|I_h'— ?:ET::
5DF|J:"5 - i I'. /.fl - . ._L_‘: _____:m?u
B _:—-Iﬂ Y . - . m— - >
o A=
-~ . . N -"h'_ ;
‘.-tuﬁ;ﬁi .:,:? \\\“‘-.._ 'l' - :::_\_\HH.% EFTR.{{;.‘::?“M
ﬁﬂﬂ;ﬂﬁ #-___.-'jj\ i, \\ T S \ H‘&%&\iﬂf% F% 4;#&
: o s
D 0 S\
Tl?‘__ﬂ""ﬂ:'* ‘fyf IF?L?;;‘ .:til; ;f/ . .E \ %‘rr_!
.\y ‘7‘%'5;:' ‘f,.rf,r I 77— _I'l_i_r--.;'f”i,ﬂ:(% ﬁ&?‘#"
lﬂ}"'p‘} $_§§§ / .',II | I|_I|"|' i L'.&'.g-ﬁﬁ@%:%“g.
TEEFSREaRilRNY”
Ny = & E E g 2% =

Fig- 3 Phylogenstic relasonship of $DF sirums belemging o 8 premidies
amidl #. swbtilis groups. B pumiter and 8 sebiilis groups comprise closely
related species which are dilficult 1o differentiate by 165 BNA gene

strains may be misassigned to this gemus (De Vos et al. 2004,
8. clgusii could be one of these species, since 1t 15 not plyvlo-
genctically nelated to the type species & subiilis. acconding to
Bergevs Manual of Svstemarics—Firmicules.

€ dpringes

sequenice analyses. Bolh groups ane abio related to each other. Mumbers
representing SDF sirmn designations and infered are medicated in the

branches. Tools used for phylsgenetic infrenee are desenbed m Fig. 2

Divisions G (Fig. 6b) and H (Fig. 6a) are composed by
species assigned to gencra Paenibaciliuy and Srevibaciliis,
respectively. Although both genera belong to family
Paenibacillaceae, the clustering in the phylogenetic tree was
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Fig. 4 Phylogenetic relationshap of SOF simms belonging 10 8 ceres
sensn fofo, Subtree of SDF strains assigned o B, cereas sensu oo,
Spectes belonging 1o 8. cerews group are dulferentiated within
themselves by characteristies coded i plasmubs, as the parasporal

crystal typreal of 8. shuringiensiy species and present in SODFRIGD,

not eccording to expected (De Vos et al. 20090, In Fig. 2. itis
possible to note that division G appears more related to
Bacillaceae family species. These discrepancies in clustering
are probably due to resoluton lmits of the relatrvely small
165 rRNA gene fragments used for phylogenetic analyses.
FPaenibacilhis spp. form an oval endospore located at the cen-
trul portion of a swelling sporangium, and the vegetative cells
are Gram-varable (De Vos et al. 2008 The latter features

Mumbers meprsenimg S0F siram designations and inferred spoaes as
assigned by phyvlogeny based on 165 rRNA gene sequences are
indicated n the branches. Toeals used for phylogenetc milerence are
diseribed in Fug, 2

were also observed for strains SDEO0OE, SDFO02E,
SOFO080, and SDF0133 (data not shown ). These SDF strains
and their relatedness w Posnihacillius sop. are represented in
Fig. fb.

Although this work does not aim to assess the soil commu-

mity structure, it is inevitable to raise some guestions regarding
the difficulty in obtaining DNA from some Firnicutes cells.
In culture-dependent studies. only (.1-1% of the total
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S, simpiex (b Lywinthacilie sppe (el and 8. olmaesd (AL Mumbers

microbial species became available, therefore, the diversity of
certain bacterial groups 15 underestimated (Bai et al. 2002;
Fierer 200 7). In some cases, the loss of seguences can reach
1 (¥ {Scong ct al. 2008). When this is the chosen approach,
members of the phylum Firmicuses are the most abundant, but
this scenano changes when culture-independent methods are
emploved (Janssen 2006; Zhang and Xu 2008; Filippidou
et al. 20053 The bulk of clone libraries built from 165
rENA pene sequences amplified from soil samples show a
stable community structure belonging to nine phyla:
FProveohacteria, Actinabacteria, Clhloveflexi, Bacteroidetes,

Firmicutes, Plancromyeetes, Verrumicrobio, and

:}_‘j Springer
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representing S0F strain desigrations and mierred species, as assipned
by phiylogeny based on 165 BNA e sequences, an: indicated i the
branches, Tools used lor phyhesgenetic inlerence are desenbed m Fig, 2

Gammatimonaderes (Janssen 2006, Zhang and Xu 2008;
Youssef and Elshahed 2009). Members of the phylum
Firmicwies present low abundance m diversity studics, being
about 2% of the library compositions (Janssen 2006). 1t 1s
possible that the low abundance observed in culture-
independent studies is due to the difficulty in lysing vegetative
cells and especially spores. Therefore, in this condition, the
DNA of Fimiicantes members would be unavailable to 165
rEMNA pene sequence amplification.

In 2008, Youssef and Elshaned analyzed the abundance
and diversity within the most representative phyvlum of five
librarics. In agreement with other studies, the authors
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Fig. 6 Subtree of SDF strains asagped 1o Gamily Peenibacillnoese. SDF
slrains assigned b Seeahocillus spp. (a) amd Paerihoeilles spp. (b,
Mumbers representing SDF ginnin designabons and inlermred specees as

observed a low abundance of phylum Fiemicures species,
even though representing the most diverse phylum. After
this result. these authors postulated that as each individuoal
species uses different resources and occupies distinct
niches mn the community, the most diverse communities
present a greater contribution to the ecosystem (Loreao
and Hector 20010; Bell et al. 2005). This idea could be
extrapolated o the strains with the highest diversity. as
the member of phylum Firmicutes.

A relatively low number of bactenal phyla comprise the
majonty of 165 rRNA sequences in diversity asscssment
{Fierer 200 7). The most studied groups are likely to have maore
taxa fe.g., Sacifius), while the remaining, or new, groups may
be positioned with a lack of accuracy (Parks et al. 2008
Therefore, an increment in the number of studies regarding
AEFB is needed to expand the knowledge about these organ-
isms. The ever-increasing number of sequences deposited m
databases and the comelation with resuls of polvphasic ap-
proach will provide more data to be used as references to the
appropriate identification and classification of AEFB in the
fiture,
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