lIl JII Universidade
<= Estadual de LondRrina

PRISCILLA DE FREITAS CARDOSO

ANALISE IN SILICO DE GENES rap-phr EM Bacillus cereus

lato sensu

Londrina
2015



PRISCILLA DE FREITAS CARDOSO

ANALISE IN SILICO DE GENES rap-phr EM Bacillus cereus

lato sensu

Defesa apresentada ao Programa de Pos—
Graduagdo em Genética e Biologia Molecular,
da Universidade Estadual de Londrina, como
requisito para a obtencgao do titulo de Mestre.

Orientadora:  Prof?. Dr?. Gislayne Trindade
Vilas-Boas.

Londrina
2015



Catalogacio elaborada pela Divisido de Processos Técnicos da Biblioteca Central da
Universidade Estadual de Londrina.

Dados Internacionais de Cataloga¢ao-na-Publicacao (CIP)

C268a Cardoso, Priscilla de Freitas.
Analise in silico de genes rap-phr em Bacillus cereus lato sensu / Priscilla de
Freitas Cardoso. — Londrina, 2015.
103 f. :il.

Orientador: Gislayne Fernandes Lemes Trindade Vilas-Boas.

Dissertacéo (Mestrado em Genética e Biologia Molecular) — Universidade Estadual
de Londrina, Centro de Ciéncias Biologicas, Programa de Pos-Graduag@o em Genética
e Biologia Molecular, 2015.

Inclui bibliografia.

1. Bacillus (Bactéria) — Genética — Teses. 2. Proteinas de bactérias — Teses.
3. Esporos bacterianos — Teses. 4. Plasmideos — Teses. 1. Vilas-Boas, Gislayne
Fernandes Lemes Trindade. II. Universidade Estadual de Londrina. Centro de Ciéncias
Biolodgicas. Programa de Pds-Graduagdo em Genética e Biologia Molecular. III. Titulo.

CDU 579.852.1




PRISCILLA DE FREITAS CARDOSO

ANALISE IN SILICO DE GENES rap-phr EM Bacillus cereus lato
sensu

Defesa apresentada ao Programa de Pos—
Graduagdo em Genética e Biologia Molecular,
da Universidade Estadual de Londrina, como
requisito para a obtencgao do titulo de Mestre.

BANCA EXAMINADORA

Orientadora: Prof?. Dr2. Gislayne Trindade
Vilas-Bbas
Universidade Estadual de Londrina - UEL

Prof.2 Dr.? Olivia Marcia Nagy Arantes
Universidade Estadual de Londrina - UEL

Prof. Dr. Carlos Roberto Maximiano da Silva
Universidade Estadual de Londrina - UEL

Londrina, 12 de fevereiro de 2015.



AGRADECIMENTOS

A Deus, por minha vida, por guiar e iluminar meus caminhos e por tudo que
sou hoje;

A minha familia que sempre foi meu porto seguro: meus pais Lourdes e
Romulo e minha irma Larissa, pelo exemplo, incentivo, confianga, carinho e apoio
irrestrito;

A minha orientadora, Prof>. Dr®. Gislayne Trindade Vilas-Béas, pelas
orientagdes, corregdes, ensinamentos, suporte, disposicdo, paciéncia e confianga;

Ao Prof. Dr. Laurival Antdnio Vilas Bbas, pelas ideias, ajudas, suporte na
parte da bioinfo e 0s momentos descontragao;

A Prof®. Dr®. Olivia Marcia Nagy Arantes, pela disponibilidade em avaliar este
trabalho e por suas contribuicdes;

Ao Prof. Dr. Carlos Roberto Maximiano da Silva, por suas correcbes na
qualificacdo e, novamente, pela disponibilidade e atencéo a este trabalho;

A Prof®. Dr?. Daniele Sartori pelo apoio em geral e contribuicdes na
qualificacao;

Ao pessoal do Laboratorio de Genética e Taxonomia de Bactérias: Fernanda,
Ana Paula, Amanda, Fernanda Henrique, Carla, Josiane, Kelly, Janaina, André
(Deco), André (Nadal) e lvan pelo companheirismo, conversas, incentivo, ideias e
opinides. Em especial, agradeco a Fernanda Fazion, por sua ajuda e contribuigdo na
realizagcao do trabalho e na discussédo dos ‘rap’ e ao lvan, pelo auxilio e duvidas
sanadas na area da bioinformatica;

A Pés-Graduagdo em Genética e Biologia Molecular, especialmente &
coordenadora, Prof?. Dr® Ana Lucia Dias e a secretaria Sueli, por todo suporte,

disposicao e lembretes;



Aos professores da Pds-Graduagdo em Genética e Biologia Molecular por
compartilharem seus conhecimentos, pela formacdo académica e contribuicbes
diretas ou indiretas a este trabalho;

A Universidade Estadual de Londrina por tantos conhecimentos e pelos tantos
anos em que tem sido minha segunda casa;

A CAPES, pelo suporte financeiro a pesquisa.

A todos aqueles que apesar de nédo terem sido especialmente citados, de

alguma forma contribuiram direta ou indiretamente para a realizagao deste trabalho.

Muito Obrigada!!!



CARDOSO, Priscilla de Freitas. Analise in silico de genes rap-phr em bacillus
cereus lato sensu. 2015. 103f. Dissertacdo (Programa de Pds—Graduagdo em
Genética e Biologia Molecular) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina,
2015.

RESUMO

Espécies do género Bacillus produzem proteinas Rap (regulador de resposta
aspartato fosfatase) que regulam vias essenciais para a bactéria, como esporulagao,
competéncia e formacado do biofiime. Rap € inibida pelo peptideo Phr, que é
secretado, processado e internalizado para cumprir sua fung¢ao, atuando assim como
sensor de quorum. Essas proteinas tém sido investigadas em B. subtilis e com
poucos estudos em Bacillus cereus lato sensu. Um grupo bacteriano ao qual
pertencem B. cereus stricto sensu, B. thuringiensis e B. anthracis, bactérias
fenotipicamente diferentes, mas geneticamente muito similares. Atualmente néo ha
consenso se estas bactérias devem ser consideradas espécies distintas ou variantes
especializadas de wuma Unica espécie, inclusive porque suas principais
caracteristicas fenotipicas sdo codificadas em plasmideos. O objetivo deste trabalho
foi identificar e caracterizar os sistemas rap-phr nos genomas destas espécies.
Foram identificados 189 genes rap e 147 genes phr a partir do genoma de 34
linhagens do grupo com sequéncias genémicas completas. Dos genes obtidos, 23%
sdo plasmidiais, uma frequéncia alta considerando um gene essencial para o
metabolismo da célula. As proteinas Rap e Phr foram comparadas com proteinas
ortélogas de B. subtilis e entre si. Foi possivel notar uma grande variabilidade das
sequéncias e em sua distribuicdo e na sintenia entre os genes de B. anthracis,
enquanto que os genes de B. cereus e B. thuringiensis estdo mais distribuidos e
intercalados. Nao foi possivel identificar marcadores quanto a espécie nem em
relacdo a sua localizagdo no genoma. Entretanto, a grande quantidade dos genes
plasmidiais nas linhagens de B. thuringiensis, em conjunto com a maior plasticidade
dos genomas dessa espécie, pode permitir responder melhor as modificagdes
ambientais.

Palavras-chave: Esporulagido. Plasmideo. B. cereus stricto sensu. B. thuringiensis.
B. anthracis.
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ABSTRACT

Species of Bacillus genus produces Rap proteins (response regulator aspartate
phosphatase) that regulates bacterial essential pathways, such as sporulation,
competence for DNA transformation and biofilm formation. Rap is inhibited by Phr
peptide that is secreted, processed and internalized to fulfill its function, thus acting
as a quorum sensor. These proteins have been investigated in B. subtilis and there
are few studies on B. cereus lato sensu. A bacterial group which belongs B.
thuringiensis, B. cereus stricto sensu and B. anthracis, bacteria phenotypically
different although highly similar genetically. Currently, there is no consensus on
whether these bacteria should be considered distinct species or specialized variants
of a single species, especially because its phenotypic characteristics are encoded by
plasmid genes. The objective of this study was to identify and characterize in various
aspects the rap-phr systems in these three species genomes. 189 rap and 147 phr
genes were identified from the genome of 34 strains with complete genomic
sequence. Of these, 23% are located in plasmids, a high frequency considering an
essential gene for cell metabolism. Rap and Phr proteins are compared with B.
subtilis orthologous proteins and among themselves. It was possible to notice a high
sequence variability and distribution, the genes synteny in B. anthracis, while in B.
cereus and B. thuringiensis they are more interspersed and distributed. It was not
possible to identify species-specific markers, neither markers related with genome
localization (chromosomal or plasmid). However, the high amount of plasmid genes
in B. thuringiensis strains, together with the higher plasticity of the genome of this
species, can enable them to provide a better response to environmental changes.

Keywords: Sporulation. Plasmid. B. cereus sensu strict sensu. B. thuringiensis. B.
anthracis.
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1 FUNDAMENTACAO TEORICA

1.1 REGULADORES DE RESPOSTA ASPARTATO-FOSFATASES (RAP) E SEUS INIBIDORES PHR

A interacdo entre bactérias e meio ambiente passa pela ocorréncia de
diversos processos biolégicos, como por exemplo: expressdo de fatores de
viruléncia — que permite a bactéria infectar (colonizar e se multiplicar) o hospedeiro;
formagdo de biofilme - comunidades bacterianas estruturadas e dinamicas,
resultante da associacdo das bactérias com seus produtos extracelulares, e
esporulacao - formacado do esporo que confere resisténcia a condigdes adversas,
apresentando assim, um papel importante na manutencdo e dispersdo dessas
bactérias.

E de grande importancia para as células bacterianas de uma mesma
linhagem, que coabitam um mesmo ambiente, que haja a coordenac¢ao dos mesmos,
conforme a situagdo do meio, a partir das mudancas no ambiente. Desta forma,
diversos processos celulares tem uma regulagdo minuciosa, como a esporulagao,
que é um processo complexo e dispendioso para a bactéria e, em algum ponto,
irreversivel e, portanto, iniciado apenas se nao houver outras vias de sobrevivéncia
disponiveis (PEREGO, 2013).

Todos esses processos, utilizados pelas bactérias para responder aos
estimulos do meio ambiente, sdo controlados por sistemas de quorum-sensing. Esse
sistema é um modo de comunicacido entre as células que envolve a secrecao de
moléculas que sado reconhecidas pelas bactérias cognatas. Nas bactérias Gram
positivas, esta comunicacdo se da por meio de sistemas baseados na secrecao e
reconhecimento de oligopeptideos, o que permite as células bacterianas coordenar a
expressao génica envolvida em processos biolégicos de acordo com a densidade
populacional (PERCHAT et al., 2011; PEREGO et al., 1996).

Alguns dos sistemas regulados pelos mecanismos de quorum sensing fazem
parte dos chamados sistemas de transducgao de sinal de dois componentes. Nesses
sistemas, um dos dois componentes € uma molécula sensora, geralmente uma
histidina-quinase, que reconhece o sinal; e o outro, um regulador de resposta, que
executa a agao, frequentemente um fator de transcrigdo (BRUNSING et al., 2005;
PEREGO et al., 1996).
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A cadeia de transferéncia de fosfato, ou phosphorelay, que regula a iniciagao
da esporulagdo € um exemplo de sistema de transducdo de sinal de dois
componentes. Essa cadeia apresenta regulacdo complexa, pois possuem fatores
adicionais que atuam como fosfatases, os reguladores de resposta aspartato-
fosfatase (Rap), com fungao de equilibrar os sinais recebidos com a resposta a ser
gerada, neutralizando as proteinas quinases (BONGIORNI et al., 2005).

Nesse sistema, o estimulo atua sobre quinases (KinA a KinE) que fosforilam o
regulador de resposta SpoOF, utilizado como substrato para a fosfotransferase
Spo0B, que transfere o fosfato de SpoOF para SpoOA, responsavel pela regulagao
da transcricdo de genes envolvidos no inicio da esporulagdo (ISHIKAWA; CORE;
PEREGO, 2002). As proteinas Rap atuam sobre esta via desfosforilando os
reguladores de resposta SpoOF, que no estado desfosforilado ndo tem condigdes de
fornecer a SpoOB o grupamento fosfato necessario para fosforilar SpoOA, o
regulador de resposta final da via de esporulagdo. Outro sistema regulado pelas
proteinas Rap é o sistema de transducdo de sinal de dois componentes ComP-
ComA, que controla o desenvolvimento de competéncia para transformacéao
genética, ou seja, a habilidade de incorporar DNA exdgeno, e a sintese de produtos
secretados em Bacillus subtilis. ComP é um sensor histidina-quinase que ativa o
regulador de resposta fator de transcrigdo ComA (AUCHTUNG; LEE; GROSSMAN,
2006).

A familia das proteinas Rap tem sido amplamente estudada em B. subtilis,
bactéria considerada como espécie modelo para o estudo desse sistema e na qual
ja foram descritas 11 proteinas Rap (RapA a RapK). Pesquisas com as proteinas
Rap demonstram que RapA, RapB, RapE, Rapl e RapJ atuam na via de
esporulagao, por meio da desfosforilagdo do regulador de resposta SpoOF da cadeia
de transferéncia de fosfato; RapC e RapF regulam a indugcdo de competéncia ao se
ligarem ao dominio de ligagdo ao DNA do regulador de resposta ComA, impedindo
sua atuagdo como fator de transcricdo, e RapH age sobre ambas as vias. Rapl
também atua na regulagdo da mobilidade do transposon ICEBs1. RapG inibe a
atividade de ligacdo ao DNA do regulador de resposta DegU que controla varios
processos celulares, inclusive a producdo de proteases extracelulares. Enquanto
que RapD e RapK ainda nao tiveram suas fungbes reveladas (Figura 1)
(AUCHTUNG; LEE; GROSSMAN, 2006; BONGIORNI et al., 2005; PEREGO, 2013).
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A atividade das proteinas Rap é regulada negativamente por peptideos
denominados Phr. A maioria dos genes rap tem um gene phr localizado
imediatamente a jusante, formando um operon. Os dois genes estdo geneticamente
ligados e ligeiramente sobrepostos. A expressdo génica de phr é regulada pelo
promotor localizado a montante de rap e também, na maioria dos casos, por um
promotor proprio situado no interior dos genes rap, reconhecido pela RNA
polimerase que contém o fator o, o qual aumenta a quantidade de Phr transcrito
durante a fase estacionaria (Figura 2). A transcricdo regulada pelo promotor
adicional pode assegurar que a quantidade do oligopeptideo Phr durante esta fase
seja suficiente para inibir a proteina Rap (McQUADE; COMELLA; GROSSMAN,
2001; POTTATHIL; LAZAZZERA, 2003).

Figura 1 — Representacdo esquematica das vias de sinalizagdo reguladas por
modulos Rap-Phr. Do lado esquerdo esta representado a via de
transducao de sinal de dois componentes (ComP-ComA) que regula a
competéncia. Enquanto que do lado esquerdo esta a via de
transferéncia de fosfato (phosphorelay) responsavel pela regulagao da
iniciacdo da esporulacao.

p.Oo..p Pi+QF*—0F~P OF +=—KinE
ComA
om DD X RapC,FH RapB,J,| :
oB oB~P
Competence SpolE
Pi+0A* OA~P 0A

]

OVODOK

Sporulation

Fonte: PEREGO, 2013

Oito dos onze genes rap descritos para B. subtilis possuem o gene phr
correlato (Figura 2). O produto do gene phr € um pequeno peptideo de 39 a 57
aminoacidos, o qual é secretado, processado para a forma de oligopeptideo
(normalmente pentapeptideo) e re-importado para dentro da célula por meio de

transportadores Oligopeptideo permease (Opp), atuando como sensor de quérum.
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Em geral, a atividade de um determinado peptideo Phr é especifica para sua
proteina Rap correlata, assim PhrA inibe especificamente a proteina RapA. Com
excecgao do peptideo PhrC, também conhecido como CSF (de fator estimulante de
competéncia), que também inibe a atividade das proteinas RapB e RapJ né&o
correlatas (AUCHTUNG; LEE; GROSSMAN, 2006; BONGIORNI et al., 2005;
PARASHAR; JEFFREY; NEIDITCH, 2013; PEREGO, 1996, 2013).

Os peptideos pré-Phr apresentam caracteristicas estruturais tipicas de
proteinas exportadas, pois possuem sequéncia sinal para exportacdo, com sitio de
clivagem. Provavelmente sdo exportados pelo sistema dependente de Sec
(complexo translocase) e processados por peptidases sinal tipo |. Acredita-se que
um segundo evento de processamento ocorra sob acdo de uma das trés proteases
redundantes subtilisina, Epr (protease serina extracelular) ou Vpr (protease
extracelular menor). A sequéncia correspondente ao peptideo Phr maduro
normalmente se localiza na por¢gao C-terminal, mas as diferentes classes do
peptideo ndo sao processadas de maneira idéntica (LANINGAN-GERDES et al.,
2008; PEREGO; BRANNIGAN, 2001; POTTATHIL; LAZAZZERA, 2003).

Figura 2- Representagdo esquematica dos operons rap-phr. As letras que
antecedem cada operon estéo identificando as classes dos genes rap,
as setas largas e escuras representam os genes rap, enquanto que as
largas e claras retratam os genes phr. As setas finas correspondem
aos promotores.

rap phr
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Fonte: Bischof, 2009

Uma vez que a competéncia e a esporulagdo sao antagbnicas, as bactérias
desenvolveram mecanismos de controle cruzado para garantir a sucessao correta
dos eventos. No inicio do crescimento exponencial, quando a densidade celular

ainda é baixa, RapC (aqui generalizando os outros genes rap que atuam na
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esporulacao) inibe o desenvolvimento de competéncia ao se ligar no dominio de
ligacdo ao DNA de ComA. O acumulo de peptideos PhrC, ja no final da fase
exponencial, inativa RapC, estimulando a competéncia. Durante a transicdo entre as
fases de crescimento exponencial e estacionaria (pés-exponencial), ComA estimula
a expressao de RapA (generalizando os genes rap que atuam na esporulagao), que
ao desfosforilar SpoOF, reprime a esporulagéo. Durante a fase estacionaria, quando
normalmente a disponibilidade de nutrientes se torna limitada e ocorre a induc¢ao da
transcricdo dos peptideos Phr a partir do fator 6" da RNA polimerase, RapA é inibida
por seu peptideo Phr correlato, permitindo o inicio da esporulagdo (KOETJE et al.,
2003).

As proteinas Rap fazem parte de uma familia de proteinas denominada
RNPP, cujo nome é denominado da fusdo dos nomes das proteinas Rap, NprR -
fator de transcricdo necrotréfico, PICR - regulador pleiotropico de transcricdo de
fatores de viruléncia e PrgX - repressor transcricional. Essas proteinas estao
presentes no género Bacillus e, apresentam em comum a modulagdo por pequenos
peptideos, conforme a densidade populacional, caracterizando-as como sistemas de
quorum sensing. Os membros da familia RNPP compartiiham a mesma organizagao
estrutural contendo repeticdes tetratricopeptidicas, discutida mais detalhadamente
abaixo. A proteina Rap se diferencia das outras proteinas do grupo RNPP pela
auséncia do dominio HTH (hélice-giro-hélice) de ligagdo ao DNA, normalmente
presente em fatores de transcri¢gao (Figura 3) (PERCHAT et al., 2011; SLAMTI et al.,
2014).

Figura 3 — Representagdao esquematica da organizagao estrutural das proteinas da
familia RNPP. TPR: repeti¢cdes tetratricopeptidicas; HTH: dominio de
ligacdo ao DNA hélice-giro-hélice.

Fonte: Perchat, 2011

A repeticdo tetratricopeptidica € um motivo estrutural presente em uma
grande variedade de proteinas identificadas em diversos organismos, de bactérias a

humanos, e envolvidas em varios processos bioldgicos, como regulagdo do ciclo
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celular, controle transcricional, proteinas de transporte mitocondrial e peroxissomal e
dobramento de proteinas. Sua repeticao basica é constituida por 34 aminoacidos,
que podem estar dispersos na proteina ou em repeticbes de 3 a 16 vezes em
tandem. Sua sequéncia consenso ndo € definida por residuos especificos, mas por
uma preferéncia por uma classe de aminoacidos (com residuo pequeno, grande ou
aromatico). Os motivos TPR, em geral, adotam um arranjo estrutural hélice-giro-
hélice (HTH, que ndo se liga ao DNA, e que é distinto do dominio HTH anteriormente
citado) com um angulo de empacotamento entre as duas hélices de ~24°, importante
para sua atuacdo em interagdes proteina-proteina ou na formacdo de complexos
multiproteicos (D’ANDREA; REGAN, 2003).

A maioria dos estudos definem o motivo TPR presente nas proteinas Rap
como sendo composto por seis dominios TPR (Figura 4). Precedendo esse motivo
TPR estao trés hélices no dominio N-terminal da proteina. O peptideo Phr se liga a
proteina Rap correlata em uma conformagao estendida ao longo da superficie
cbncava formada pelo dominio TPR. Assim, o sitio de ligagdo para os peptideos Phr
nas proteinas Rap estdo em suas porgdes C-terminal. A ligagdo do peptideo induz
uma constricdo que se propaga para o agrupamento de trés hélices N-terminal,
resultando em uma alteragao estrutural caracterizada por um dominio composto por
nove repeticdes semelhantes a TPR (D’ANDREA; REGAN, 2003; DIAZ et al., 2012;
PEREGO, 2013).
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Figura4 - Estrutura espacial da proteina RapJ ligada ao peptideo PhrC de B.
subtilis. Os dominios TPR de RapJ estdo retratados em diferentes
cores e sao chamados aqui de HTH. As a-hélices estao representadas
como cilindros (como destacada nas hélices de HTH1). N: terminal
amino; C: terminal carboxil. A molécula de PhrC esta retratada pelo
modelo de esferas e bastdes (‘ball and stick’).

RapJ-PhrC
Fonte: Parashar, 2013.

Os genes rap-phr também estao presentes nos genomas de Bacillus cereus
lato sensu (Bacillus cereus sensu stricto, Bacillus thuringiensis, Bacillus anthracis),
contudo, ainda ha poucos estudos envolvendo este sistema neste grupo. Entre eles,
um estudo que utilizou a sequéncia de aminoacidos da proteina RapA de B. subtilis
168 para uma pesquisa de sequéncias homodlogas em B. anthracis A2012,
detectando cinco provaveis genes rap. Desses, apenas o produto de dois dos genes
rap afetaram a esporulacdo em testes funcionais (BONGIORNI et al., 2006).

Slamti et al. (2014) identificaram possiveis genes rap no genoma de B.
thuringiensis 407 utilizando analises de BLAST com a sequéncia de aminoacidos de
uma das proteinas Rap identificadas em B. anthracis por Bongiorni et al. (2006). Por
analises comparativas os autores identificaram que pelo menos trés sistemas Rap-

Phr desta linhagem podem estar envolvidos no controle da esporulagao da bactéria.
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Devido a pouca producao cientifica no grupo B. cereus envolvendo esses
genes, a importancia dos mesmos e supondo-se que as proteinas Rap e os
peptideos Phr de B. cereus lato sensu tenham funcgdes similares as descritas em B.
subtilis, torna-se interessante pesquisar a presenga desses genes nas espécies do
grupo. Inclusive, investigar a possivel utilizagcdo desses genes em estudos
envolvendo as questdes taxonbmicas desse grupo, as quais continuam sendo tema
de debates, desde a década de 1990.

1.2 BACILLUS CEREUS LATO SENSU

O grupo do Bacillus cereus abrange bactérias Gram positivas formadoras de
esporos com células em forma de bastonete. Essas bactérias sdo encontradas em
diversos habitat, como solo, folhas ou rizosfera de plantas e capazes de colonizar
diversos hospedeiros. Possuem importancia econdmica e/ou médica e sé&o
estreitamente relacionadas geneticamente (JENSEN et al., 2003; TOURASSE et al.,
2011; VILAS-BOAS; PERUCA; ARANTES, 2007). Atualmente, sete espécies fazem
parte deste grupo: Bacillus cereus (sensu stricto), Bacillus thuringiensis, Bacillus
anthracis, Bacillus weihenstephanensis, Bacillus mycoides, Bacillus
pseucomycoides, e a mais recentemente reconhecida como pertencente ao grupo,
Bacillus cytotoxicus (GUINEBRETIERE et al., 2013; VILAS-BOAS; PERUCA;
ARANTES, 2007).

A espécie tipo do grupo, B. cereus € uma bactéria do solo, provavelmente
ubiqua, e um patégeno oportunista, causa comum de intoxicagdo alimentar e
contaminagao hospitalar. B. thuringiensis produz, durante a esporulagdo, cristais
proteicos téxicos para uma grande variedade de insetos, sendo a base dos
pesticidas bioldgicos mais utilizados mundialmente. B. anthracis é o agente
patogénico da doenga anthrax que atinge mamiferos, inclusive humanos e, devido a
sua elevada toxicidade, ja foi utilizada como arma bioldgica. B. weihenstephanensis
€ uma bactéria tolerante ao frio, podendo ser encontrada como contaminante de
alimentos congelados. B. mycoides podem melhorar o crescimento de plantas e B.
pseucomycoides ja foi identificada em infecgdes em humanos como endoftalmites.
B. cytotoxicus € uma bactéria termotolerante associada a intoxicagdo alimentar
(GUINEBRETIERE et al., 2013; HELGASON et al., 2000; JENSEN et al., 2003;
TOURASSE et al., 2011).
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Os membros do grupo B. cereus exibem genomas complexos, pois a maioria
das linhagens carregam plasmideos em diferentes nimeros e tamanhos e possuem
um cromossomo com sequéncias repetitivas e numerosos componentes genéticos
moveis, como sequéncias de insergdo, transposons e profagos, indicando um
genoma dindmico (GILLIS; MAHILLON, 2014; KOLSTQ; TOURASSE; GKSTAD,
2009).

Bacillus cereus, B. thuringiensis e B. anthracis apresentam genomas
altamente similares, o que as torna taxonomicamente muito proximas, apesar de
demonstrarem patoétipos muito diferentes. A distincdo entre estas espécies é
excepcionalmente complexa, visto que os determinantes genéticos especificos para
caracterizacao de linhagens como pertencentes a espécie B. thuringiensis ou a B.
anthracis estao localizados em plasmideos. Os genes cry (codificantes das proteinas
inseticidas) de B. thuringiensis e os genes formadores de toxinas e de capsula de B.
anthracis, principais determinantes da patogenicidade dessas espécies, estao
localizados em grandes plasmideos, frequentemente conjugativos, os quais podem
ser facilmente transferidos para outras espécies do grupo B. cereus através de
mecanismos de transferéncia génica horizontal (conjugacéo) (HELGASON et al.,
2000; KOLST@; TOURASSE; @KSTAD, 2009; VILAS-BOAS; PERUCA; ARANTES,
2007).

A complexidade das relagbes filogenéticas entre as trés espécies é tal que
nao ha um consenso se devem ser consideradas espécies diferentes ou linhagens
especializadas da mesma espécie, podendo ser denominadas de B. cereus lato
sensu. Atualmente, sdo consideradas espécies diferentes (Bergey’s Manual of
Systematic Bacteriology — VOS et al., 2009), embora alguns autores propdem que B.
cereus stricto sensu seja considerado como a espécie-tipo, e B. thuringiensis e B.
anthracis como subespécies ou linhagens, as quais codificam suas principais
caracteristicas fenotipicas a partir de DNA extracromossomal. Por exemplo, caso os
plasmideos contendo os genes cry de B. thuringiensis sejam perdidos, a bactéria
torna-se indistinguivel de B. cereus, pois a unica caracteristica que distingue as duas
especies é dada pelos genes cry, os quais estdo localizados em plasmideos, e
frequentemente associados a transposons. Situagcdo similar também é encontrada
para B. anthracis (HELGASON et al., 2000; MAHILLON et al., 1994; VILAS-BOAS;
PERUCA; ARANTES, 2007).
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Assim, na busca da resolugcdo dessa questado taxondmica, diversos autores
utilizando meétodos variados tentaram esclarecer a questdo. A analise das
sequéncias nucleotidicas do rDNA 16S das trés espécies apresenta apenas 1% de
divergéncia, abaixo dos 3% de divergéncia que tradicionalmente caracterizam
espécies como diferentes. Experimentos utilizando eletroforese de enzimas em
multi-locos (MLEE) (HELGASON et al.,, 1998), sequéncia de genes distintos
codificadores de proteinas (HELGASON et al., 2000), amplificagcado de fragmentos de
tamanhos polimorficos (AFLP) (TICKNOR et al., 2001) e tipificacéo de sequéncias de
multiplos locos (MLST) sugerem que B. thuringiensis e B. anthracis devem ser
classificadas como subespécies da espécie B. cereus. Embora a sintenia
cromossOmica entre os genomas de B. cereus lato sensu seja significativa, estudos
que demonstram diferencas na ordem dos genes, rearranjos cromossémicos,
variagdes nucleotidicas e fagos remanescentes nao permitem verificar a ocorréncia
de diferengas espécie especificas (ANDERSON et al., 2005).

Tourasse et al. (2011) reuniram as metodologias de analises genotipicas no
banco de dados HyperCAT, combinando os dados de MLST, AFLP e MLEE,
resultando em uma analise filogenética em que os isolados sdo classificados em
sete grandes grupos. A informagao gerada corrobora com os estudos de tipagem
anteriores ao refletir a heterogeneidade do grupo B. cereus, formando um grupo
filogenético no qual seus membros estdo frequentemente misturados.

Analises comparativas sugerem que as principais diferengas entre os
membros de B. cereus lato sensu se devem mais a discretas alteragdes na
expressao génica do que no nivel de divergéncia de sequéncia ou conteudo génico
(RASKO et al., 2005). Os fatores sigma fazem parte do aparato da RNA polimerase
que controla o reconhecimento do promotor. A divergéncia na sequéncia do
respectivo gene, portanto, pode ter um papel importante para explicar a diversidade
das caracteristicas do grupo. Além disso, as sequéncias regulatérias e de redes de
transcricdo sédo as porgdes do genoma bacteriano mais flexiveis evolutivamente. A
analise filogenética das sequéncias dos genes de fator sigma revelou que as
espécies formam subgrupos relacionados, sugerindo que sejam membros da mesma
especie (SCHMIDT et al., 2011).

Por outro lado, alguns trabalhos identificaram divergéncia genética suficiente
para distinguir B. anthracis de B. cereus e B. thuringiensis devido a baixa

variabilidade genética de B. anthracis, espécie que apresenta ainda propriedades
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fenotipicas e marcadores genéticos que resultam num diferencial em relacdo as
duas outras espécies. As propriedades fenotipicas, auséncia de atividade hemolitica,
de motilidade, e sensibilidade ao fago y, sdo consequéncias de uma mutagéo
pontual no regulador pleiotropico PIcR. Em acréscimo, os cromossomos de B.
anthracis possuem quatro regides cromossémicas que parecem ser especificas da
espécie, correspondentes a profagos (Lambda 01-04). No entanto, além dessas
regides ndo ha nenhuma sequéncia cromossémica especifica que possa ser
utilizada para distinguir a espécie dos outros membros de B. cereus lato sensu
(KOLSTQ; TOURASSE; OKSTAD, 2009).

A diferenciagao entre B. cereus e B. thuringiensis foi identificada quando as
metodologias levaram em consideragdo o nicho ecologico das espécies. Pois,
espera-se que diferentes espécies bacterianas possuam propriedades genéticas,
ecoldgicas, evolucionarias e filogenéticas especificas (COHAN, 2002).

Em concordancia com este pensamento, Vilas-Bbas et al. (2002) realizaram
um estudo com amostras de solo de B. cereus e B. thuringiensis provenientes de
dois locais diferentes, e observaram por meio de MEE que as populacdes de cada
uma das espécies sdo geneticamente mais semelhantes entre si do que em relagao
as populagdes simpatricas da outra espécie. Verificaram também que a taxa de fluxo
génico é maior entre os isolados da mesma espécie, do que entre as espécies.
Contudo, a troca de material genético entre as duas espécies € possivel.

Sabendo da possibilidade da troca de material genético entre B. cereus e B.
thuringiensis, Santos et al. (2010) analisaram a transferéncia de um plasmideo, por
conjugacao, entre linhagens das duas espécies e a multiplicagcdo de células
vegetativas em larvas do inseto Bombyx mori. Os resultados demonstraram que
embora a linhagem doadora do plasmideo néo tenha preferéncia para intercambio
genético entre as linhagens de B. cereus ou B. thurigiensis receptoras, a presenca
de células vegetativas € necessaria para a conjugagao, ou seja, as duas bactérias
(doadora e receptora) precisam compartilhar o mesmo nicho ecolégico. Entretanto,
as linhagens de B. cereus germinam e se multiplicam menos eficientemente em B.
mori do que as linhagens de B. thuringiensis, o que demonstrou diferengas
ecologicas importantes entre linhagens das duas espécies.

A anadlise do gene csaB (necessario para ancoragem de proteinas na
superficie celular) foi realizada considerando que as analises filogenéticas baseadas

em genes conservados apresentaram filogenia incongruente, buscou-se, assim,
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obter uma maior discriminacédo entre as espécies do grupo por meio de genes com
maior diversidade genética. Entretanto, essa analise nao foi capaz de distinguir as
122 linhagens de B. cereus lato sensu quanto a espécie de origem, mas reuniu-as
em dois grupos com relagdo ao hospedeiro de onde foram isoladas, mamiferos ou
insetos; refletindo a pressao seletiva dos hospedeiros. Linhagens isoladas do solo se
distribuiram igualmente entre os dois grupos, ou seja, 0 solo parece nao exercer
uma pressao seletiva sobre as linhagens, parecendo ser reservatorio das linhagens
de ambos hospedeiros (ZHENG et al., 2013).

Embora diversos métodos tenham sido adotados na investigagdo da questao
taxondmica envolvendo essas espécies, os resultados sdo controversos quanto a
taxonomia do grupo variando conforme as técnicas e linhagens utilizadas. Desta
forma, novos estudos para auxiliar na solugao dessas questdes taxonbémicas, devem
ser conduzidos, principalmente por meio de metodologias que permitam uma analise
baseada no nicho ecoldgico das bactérias, ou seja, que levem em consideragao a
origem dos isolados empregados, ou o comportamento dos mesmos nos diferentes
ambientes. Assim, a partir dos resultados ja obtidos, genes que estejam de alguma
forma envolvidos na interagdo da bactéria com seu hospedeiro, ou com o ambiente

como um todo, sao fortes candidatos a desempenhar essa funcgao.

1.2.1 Plasmideos em B. cereus lato sensu

Como ja apresentado na secdo anterior, as principais caracteristicas
fenotipicas das espécies de B. cereus lato sensu, inclusive as fundamentais para
patogenicidade e resultantes da adaptagdo ao meio, sao codificadas nos
plasmideos. Como a proteina cereulide em B. cereus stricto sensu e as ja descritas
proteinas Cry de B. thuringiensis e toxinas e capsula de B. anthracis (TOURASSE et
al., 2011).

A maioria das linhagens do grupo B. cereus contém varios plasmideos, com
uma variagéo consideravel em numero (de zero a mais de 10) e no tamanho (de 2 a
600 kb) desses replicons (KOLST@; TOURASSE; @KSTAD, 2009; VILAS-BOAS;
LEMOS, 2004; ZHENG et al., 2013). Analises do perfil plasmidial de linhagens de B.
thuringiensis revelaram uma grande variedade e complexidade do conteudo dos
plasmideos e de sua importancia para esta espécie (VILAS-BOAS; LEMOS, 2004);

enquanto que as analises genéticas de B. anthracis revelam a presencga de apenas
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dois plasmideos, pXO1 e pXO2, caracteristicos da espécie (KOLSTY; TOURASSE;
JKSTAD, 2009).

Devido a estas caracteristicas, o grupo do B. cereus vem sendo usado como
modelo para a realizagcdo de estudos que questionam a visao corrente de que os
plasmideos sdo parte integrante do genoma de uma espécie bacteriana, como
apenas elementos genéticos acessoérios que fornecem vantagens seletivas as
células que os abrigam. Uma nova linha de pensamento coloca os plasmideos como
elementos genéticos autbnomos, como bacteriéfagos ou virus, que podem
permanecer em células bacterianas de diversas espécies que coexistem em um
determinado ambiente (BAHL; HANSEN; SORENSEN, 2009; RAYMOND et al.,
2010).

Raymond et al. (2012) realizaram estudos com a linhagem B. thuringiensis
kurstaki HD1, comparando populacdes bacterianas com propor¢gdes variadas de
células da mesma linhagem, produtoras e nao produtoras da toxina Cry. A producéao
da toxina Cry e a manutengdo do plasmideo que contém os genes cry elevam os
custos energéticos para a célula bacteriana, assim as bactérias ndo produtoras da
toxina se multiplicam mais rapidamente que as produtoras. Entretanto, a produgao
da toxina é benéfica tanto para as células produtoras quanto para as nao produtoras.
Assim, ambos os tipos celulares (produtoras e ndo produtoras) sao favorecidos pela
acgao das toxinas Cry, pois esta é necessaria para viruléncia da bactéria, permitindo
a invasao da hemolinfa do hospedeiro, tanto pelas células produtoras de cristal,
como pelas nao produtoras. Essas ultimas, no entanto, exatamente por ndo ter que
suportar os custos de manutengdo do plasmideo que contém o gene cry,
multiplicam-se mais rapidamente, o que permite a populagcado bacteriana, a tomada
mais rapida e eficaz do cadaver do inseto, em relagdo a uma situagdo em que
houvessem apenas células portadoras do plasmideo.

Embora Raymond et al. (2012) tenham trabalhado apenas com uma unica
linhagem bacteriana com duas sub-populagées, uma produtora e outra nao
produtora de toxina Cry, a unido dos resultados desse estudo com os obtidos por
Santos et al. (2010), demonstra a importancia do processo de comunicagao celular
ou quorum sensing, em um determinado ambiente. Assim, um plasmideo pode ser
mantido simultaneamente em diferentes linhagens bacterianas através do
intercambio genético entre as mesmas num mesmo ambiente. No entanto, ele nao

precisa ser mantido em todas as células de uma determinada linhagem bacteriana.
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Zheng et al. (2015) em uma analise genética dos plasmideos do grupo B.
cereus revelou 598 familias génicas compartilhadas por plasmideos e cromossomos.
Dessas familias génicas, as envolvidas na replicagdo, recombinagcdo e reparo
representavam a maior proporgdo dos genes plasmidiais, que continham também,
em grande quantidade, familias envolvidas na transcricdo, modificagdes pos-
transcricionais e dobramento de proteinas. Menos frequentemente estavam
presentes familias génicas envolvidas no metabolismo basal e na tradugédo. Estes
autores observaram também que quando os genes estavam presentes no plasmideo
€ no cromossomo na mesma célula, geralmente apresentavam sequéncias
promotoras e terminadoras diferentes, sugerindo que sao transcricionalmente
regulados por diferentes elementos.

Em geral, estudos sobre genes contidos em plasmideos salientam os genes
que conferem vantagem as bactérias, como resisténcia a antibiéticos ou fatores de
viruléncia. Atualmente, no entanto, relatos de plasmideos contendo genes
essenciais ao metabolismo da célula tém sido mais comumente encontrados. Como
€ 0 caso da bactéria fixadora de nitrogénio Rhizobium etli, na qual alguns genes e
vias metabdlicas completas estdo localizadas em seus plasmideos (GONZALES et
al.,, 2006). Ou ainda, genes que codificam o regulador de resposta aspartato-
fosfatase (rap) em espécies do género Bacillus (BONGIORNI et al., 2006; KOETJE
et al., 2003; PARASHAR et al., 2013). A presenga de genes essenciais em
plasmideos de outras espécies além do grupo B. cereus, demonstram que 0s
resultados obtidos dentro desse grupo poderdo ser transpostos para outros grupos
bacterianos, o que podera permitir uma mudanga quanto a forma de pensar no papel
dos plasmideos na evolugdo do genoma bacteriano e no comportamento da bactéria
no ambiente.

A disponibilidade de sequéncias do genoma completo, inclusive dos
plasmideos, de diversas linhagens de B. cereus lato sensu possibilita novas
pesquisas para tentar compreender melhor as relagdes filogenéticas entre as trés
espécies e como os plasmideos devem ser considerados. Neste contexto, os genes
rap, cujos produtos regulam processos bioldgicos essenciais para as espécies do
género Bacillus, como esporulagdo, competéncia genética e formagao de biofilme e
que ainda nao foram explorados nas espécies do grupo B. cereus, foram utilizados
como possivel ferramenta para acrescentar dados a essas discussodes, envolvendo

tanto a questao taxonémica, quanto o papel dos plasmideos no grupo.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Identificar e caracterizar os genes rap-phr por meio de ferramentas
computacionais nos cromossomos e plasmideos de B. cereus lato sensu, visando
avancar no conhecimento quanto a ocorréncia e variabilidade desses genes, bem

como, auxiliar na compreensao do papel dos plasmideos nesse grupo bacteriano.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Identificar as linhagens de B. cereus, B. thuringiensis e B. anthracis com
sequéncia do genoma completo disponivel em banco de dados publico;

- Obter as sequéncias nucleotidicas e proteicas dos sistemas rap-phr dessas
linhagens;

- Realizar a caracterizagédo molecular das sequéncias, com relagdo a tamanho
e caracteristicas especificas dessas proteinas;

- Identificar a localizagdo cromossdmica e plasmidial dos genes rap-phr, bem
como os genes localizados a montante e a jusante dos mesmos;

- Comparar as sequéncias identificadas como rap-phr com os sistemas de B.
subtilis;

- Analisar a distribuicdo e similaridade dos sistemas rap-phr dentro de uma
mesma linhagem e entre diferentes linhagens de B. cereus lato sensu;

- Analisar filogeneticamente as proteinas selecionadas observando as

relagdes taxondmicas entre as trés espécies, agrupando-as em classes.
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3.1 RESuMO

Espécies do género Bacillus produzem proteinas Rap (regulador de resposta
aspartato fosfatase) que regulam vias essenciais para a bactéria, como esporulagao,
competéncia e formacado do biofiime. Rap é inibida pelo peptideo Phr, que é
secretado, processado e internalizado para cumprir sua fung¢ao, atuando assim como
sensor de quorum. Essas proteinas tém sido investigadas em B. subtilis e com
poucos estudos em Bacillus cereus lato sensu. Um grupo bacteriano ao qual
pertencem B. cereus stricto sensu, B. thuringiensis e B. anthracis, bactérias
fenotipicamente diferentes, mas geneticamente muito similares. Atualmente ndo ha
consenso se estas bactérias devem ser consideradas espécies distintas ou variantes
especializadas de wuma unica espécie, inclusive porque suas principais
caracteristicas fenotipicas sdo codificadas em plasmideos. O objetivo deste trabalho
foi identificar e caracterizar os sistemas rap-phr nos genomas destas espécies.
Foram identificados 189 genes rap e 147 genes phr a partir do genoma de 34
linhagens do grupo com sequéncias gendmicas completas. Dos genes obtidos, 23%
sdo plasmidiais, uma frequéncia alta considerando um gene essencial para o
metabolismo da célula. As proteinas Rap e Phr foram comparadas com proteinas
ortdlogas de B. subtilis e entre si. Foi possivel notar uma grande variabilidade das
sequéncias e em sua distribuicdo e na sintenia entre os genes de B. anthracis,
enquanto que os genes de B. cereus e B. thuringiensis estdao mais distribuidos e
intercalados. Nao foi possivel identificar marcadores quanto a espécie nem em
relagdo a sua localizagdo no genoma. Entretanto, a grande quantidade dos genes
plasmidiais nas linhagens de B. thuringiensis, em conjunto com a maior plasticidade
dos genomas dessa espécie, pode permitir responder melhor as modificagdes
ambientais.

Palavras-chave: esporulagdo, plasmideo, B. cereus stricto sensu, B. thuringiensis,
B. anthracis
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3.2 INTRODUCAO

Muitos processos bacterianos s&o controlados por um sistema de
comunicacao entre as células denominado quorum-sensing. Esta comunicacédo se
da por meio da secregao e reconhecimento de moléculas por bactérias cognatas,
coordenando a expressdo génica de cada célula de acordo com a densidade
populacional (PERCHAT et al., 2011; PEREGO et al., 1996). Um exemplo é o
sistema Rap-Phr, no qual o regulador de resposta Rap ¢é inibido pelo peptideo Phr,
que necessita ser exportado e processado no meio extracelular para assumir sua
conformacgao ativa. Ao ser reimportado para o ambiente intracelular, o peptideo Phr
€ capaz de inibir a proteina Rap correlata. Contudo, esse transporte € dependente
da concentracdo desse peptideo no meio, que por sua vez esta condicionada a
densidade populacional (AUCHTUNG; LEE; GROSSMAN, 2006; PEREGO, 1996,
2013).

As proteinas Rap fazem parte de uma familia de proteinas denominada
RNPP, cujo nome é denominado da fusdo dos nomes das proteinas Rap, NprR,
PIcR e PrgX. Essas proteinas estdo presentes nas espécies do género Bacillus e
apresentam em comum a modulacdo por pequenos peptideos, conforme a
densidade populacional, como sistemas de quorum sensing. Os membros da familia
RNPP compartilham, também, a mesma organizagao estrutural contendo repeticdes
tetratricopeptidicas (TPR) (PERCHAT et al., 2011; SLAMTI et al., 2014).

TPR é motivo estrutural que esta normalmente envolvido em funcdes
mediadas por interagdes proteina-proteina e consiste em repeticdes em tandem de
34 residuos de aminoacidos. No entanto, sua sequéncia consenso € definida por um
padrao preferencial de aminoacidos com residuos pequenos ou grandes e n&o pela
presenga de um aminodacido invariavel em determinada posi¢céo, permitindo, assim,
uma grande versatilidade nas sequéncias proteicas (D' ANDREA; REGAN, 2003).

Essas proteinas tém sido amplamente estudadas em Bacillus subtilis, espécie
na qual ja foram descritas 11 proteinas Rap. Pesquisas com as proteinas Rap
demonstram que RapA, RapB, RapE, RapH, Rapl e RapJ atuam na via de
esporulagdo; RapC, RapF e RapH regulam a indugcdo de competéncia para
transformacdo. RapG inibe o regulador de resposta DegU que controla varios

processos celulares, inclusive a producdo de proteases extracelulares. Enquanto



33

que RapD e RapK ainda nao tiveram suas funcgdes reveladas. Oito dos 11 genes
rap, possuem a jusante o gene phr correlato (AUCHTUNG; LEE; GROSSMAN, 2006;
BONGIORNI et al., 2005; PEREGO, 2013).

Alguns trabalhos relatam a presencga de genes rap-phr plasmidiais analogos
aos genes cromossomais conhecidos. Analises funcionais desses genes revelam
envolvimento com a regulacao da producao de enzimas proteoliticas (KOETJE et al.,
2003) ou com a esporulagado, competéncia para transformacgéo génica e arquitetura
do biofilme (PARASHAR et al., 2013). Ou ainda, regulando a conjugacgao (SINGH et
al., 2013)

Os genes rap-phr também ja foram identificados em algumas linhagens de B.
thuringiensis (SLAMTI et al., 2014) e B. anthracis (BONGIORNI et al., 2006), contudo
ainda nao foram caracterizados molecular e funcionalmente em Bacillus cereus lato
sensu. Este agrupamento bacteriano é composto pelas espécies Bacillus cereus
sensu stricto, Bacillus thuringiensis, Bacillus anthracis, que sao espécies
estreitamente relacionadas geneticamente mas apresentam patotipos diferentes.

As principais caracteristicas fenotipicas que distinguem B. thuringiensis e B.
anthracis de B. cereus stricto sensu, relacionadas ao patétipo ou nicho ecoldgico,
sao codificadas por genes presentes em grandes plasmideos conjugativos, os genes
cry e os genes para formagéo de toxina e capsula, respectivamente (TOURASSE et
al., 2011).

Desta forma, essas caracteristicas tornam o grupo um modelo bioldgico
interessante para estudos que permitam um melhor entendimento do papel dos
plasmideos para as bactérias. Questiona-se se o0s plasmideos estao
preferencialmente presentes em uma das espécies do grupo ou se huma populagao
de B. cereus lato sensu os plasmideos podem ser compartilhados livremente entre
células das trés espécies (BAHL; HANSEN; SORENSEN, 2009; RAYMOND et al.,
2010). Em uma analise de populagbes simpatricas de B. cereus e B. thuringiensis,
Vilas Boas et al (2002) observou a taxa de fluxo génico € maior entre os isolados da
mesma espécie, do que entre as espécies. Contudo, a troca de material genético
entre as duas espécies ¢é possivel.

Santos et al (2010), além de confirmar a ocorréncia de transferéncia genética
por conjugacao entre as duas espécies, notou a necessidade da presenca de células

vegetativas para que essa transferéncia ocorra.
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Assim, este trabalho tem como objetivo identificar e caracterizar
molecularmente, por meio de ferramentas de bioinformatica, os genes rap-phr
presentes nas linhagens de B. cereus lato sensu. Visando compreender melhor a
distribuicdo, a variabilidade numérica e de sequéncia desses genes nas linhagens
dessas espécies, focando principalmente na comparacdo entre genes
comossémicos e plasmidiais, com intuito de contribuir para um melhor entendimento
tanto das questdes taxondmicas envolvendo essas espécies, quanto do papel

desses genes e do papel dos plasmideos nestas espécies.

3.3 METODOLOGIA

3.3.1 Linhagens bacterianas

Foram realizadas consultas na secdo Genoma do  NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/), visando identificar linhagens do grupo B.
cereus, pertencentes as espécies B. cereus, B. thuringiensis e B. anthracis com
sequéncia completa do genoma disponivel até abril de 2014.

Foram registradas as principais caracteristicas disponiveis sobre cada uma
das linhagens: origem, tamanho e conteudo GC dos genomas e cromossomos,
numero de genes e proteinas preditos e o0 numero de plasmideos.

Para possibilitar uma visao da relacao filogenética entre as linhagens foi
utiizado o ‘Bacillus cereus group Multilocus and MultiData Typing website’ da
Universidade de Oslo (http://mistoslo.uio.no/). As sequéncias provenientes deste
banco de dados foram alinhadas no programa Mega 6.1 (TAKAMURA et al., 2013)
pelo algoritmo ClustalW e uma arvore filogenética foi construida utilizando o

algoritmo Neighbor-Joining.

3.3.2 Levantamento dos genes

Todas as sequéncias genbmicas identificadas como pertencentes a essas
trés espécies foram selecionadas para a busca de genes rap e phr, utilizando o
GenBank (BENSON et al., 2015) como base.
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3.3.2.1 Genes rap

A busca pelas sequéncias foi realizada em duas etapas, inicialmente
empregando-se palavras-chaves: ‘rap’ e ‘response regulator aspartate phosphatase’.
Em seguida, os genes identificados foram utilizados para buscas por similaridade de
sequéncia por meio do algoritmo BLASTn. As sequéncias nucleotidicas e proteicas
de cada gene rap identificado foram selecionadas para a realizagdo das etapas
posteriores desse estudo. Adicionalmente, o primeiro critério acima descrito foi
empregado para a busca de genes rap em todas as linhagens de B. subtilis com a

sequéncia completa do genoma disponivel.

3.3.2.1 Genes phr

A procura pelos genes phr se deu a partir de sua localizagdo em relagao ao
gene rap. Foram considerados genes phr aqueles que se encontravam ligados e/ou
sobrepostos aos genes rap identificados pelos critérios adotados nesse estudo.
Também foi realizada a busca empregando-se as palavras-chaves: ‘phr’, ‘response
reqgulator aspartate phosphatase inhibitor’ e ‘rap inhibitor. As sequéncias
nucleotidicas e proteicas de cada gene phr putativo foram selecionadas para a
realizacdo das etapas posteriores desse estudo. Adicionalmente, as sequéncias
nucleotidicas e proteicas dos genes phr da linhagem de B. subtilis subsp. subtilis

168 foram salvas.

3.3.3 Caracterizagao dos genes/proteinas

3.3.3.1 Genes rap

A deteccdo da repetigao tetratricopeptidica, correspondente ao dominio TPR,
foi utilizada como um dos critérios para validar as sequéncias obtidas como
pertencentes a familia de proteinas Rap. Para tanto, as sequéncias nucleotidicas
obtidas a partir da busca inicial foram analisadas em dois bancos de dados para
dominios e familias proteicas. O CDD (Conserved Domain Database) (MARCHLER-
BAUER et al., 2015), no NCBI, um recurso para anotagao de unidades funcionais em
proteinas  (http://www.ncbi.nim.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi) e o Pfam

(http://pfam. xfam.org/search) (FINN et al., 2014), uma grande cole¢do de familias
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proteicas. Também foram analisadas as sequéncias de aminoacidos utilizando o
banco de dados de proteinas InterPro Scan (http://www.ebi.ac.uk/interpro/sequence-
search) (JONES et al., 2014), que fornece uma analise funcional das proteinas ao

classifica-las em familias e predizer dominios e sitios importantes.

3.3.3.2 Genes phr

A validagédo das sequéncias classificadas como phr, foi realizada utilizando o
programa SignalP 4.1 Server (http://www.cbs.dtu.dk/services/ SignalP/), que prediz a
presenga e localizagdo dos sitios de clivagem de peptideo sinal em sequéncias de
aminoacidos (PETERSEN et al., 2011), como realizado por Pottathil e Lazazzera
(2003).

3.3.4 Localizagao dos genes rap-phr

O panorama da localizagao dos operons rap-phr de cada linhagem foi gerado
por meio da plataforma Artemis (RUTHERFORD et al., 2000), que permite a
visualizacdo das posi¢cdes das sequéncias em relacdo ao cromossomo ou plasmideo
como um todo. Nos plasmideos de B. thuringiensis que apresentam genes rap-phr
também foram observadas a presenca e localizagao dos genes cry.

Em acréscimo, foram registrados os genes dispostos mais proximamente a
montante e a jusante dos genes rap-phr, na relagdo completa do GenBank de cada
linhagem. No caso de genes anotados como proteina hipotética foi realizada a

comparacgao por BLASTp para tentar inferir a familia proteica dessas sequéncias.

3.3.5 Alinhamento cromossoémico

Apos identificada a localizagdo dos genes rap-phr nos genomas, sequéncias
genbmicas foram alinhadas duas a duas pelo programa Genomes Match da
plataforma Softberry (http://www.softberry.com/cgibin/programs/scanh/ gmatch.pl),
nos casos em que se identificou a possibilidade de modificacbes quanto a
localizagdo dos genes em uma dada linhagem, em relagdo a localizagdo do mesmo
gene nas demais linhagens, devido a possivel ocorréncia de inversdo no genoma

daquela linhagem.
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3.3.6 Analises de similaridade entre as sequéncias

3.3.6.1 Similaridade com proteinas de B. subtilis

Outro critério para validar as sequéncias obtidas como pertencentes a familia
de proteinas Rap e dos peptideos Phr foi a analise de identidade entre sequéncias
dos genes rap-phr de B. cereus, B. thuringiensis e B. anthracis e sequéncias de
proteicas de B. subtilis 168. Desta forma, a sequéncia dos genes rap identificadas
foram comparadas com as sequéncias proteicas depositadas no banco de dados
curado  Swiss-Prot/UniProt  (http://www.uniprot.org/blast/) (THE  UNIPROT
CONSORTIUM, 2015). Equivalentemente as sequéncias nucleotidicas dos genes
phr preditos foram comparadas com a sequéncia peptidica dos Phr de B. subtilis.
Essa comparagdo das sequéncias dos Phr também foi realizada por meio de
BLASTp.

3.3.6.2 Analises de similaridade entre proteinas Rap ou Phr - De uma mesma
linhagem

A similaridade entre todas as proteinas identificadas como Rap em uma
mesma linhagem foi investigada por meio do BLASTp para as linhagens B. subtilis
168, B. cereus ATCC 14789 e B. thuringiensis kurstaki HD-73. Do mesmo modo foi

realizada analise de similaridade entre os peptideos Phr dessas mesmas linhagens.

3.3.6.3 Analises de similaridade entre proteinas Rap — Entre linhagens diferentes

Com o objetivo de verificar semelhangas entre as sequéncias anotadas como
pertencentes a uma mesma classe de protéinas Rap, bem como verificar a
existéncia de inconsisténcias nas anotacdes, sequéncias de proteinas anotadas
como RapA e Rap D nos genomas das linhagens de B. cereus e de B. thuringiensis,
além da proteina RapD de B. subtilis 168, foram submetidas a alinhamentos de
sequéncias pela ferramenta Polydot, pertencente ao pacote de programas de analise
Emboss (http://emboss.bioinformatics.nl/cgi-bin/emboss/polydot) (RICE; LONGDEN;
BLEASBY, 2000).
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3.3.6.4 Analises de similaridade entre proteinas Rap — Agrupamento

Para realizar o agrupamento em classes de todas as proteinas Rap
identificada nas linhagens de B. cereus lato sensu, foi verificada a similaridade entre
elas utilizando o algoritmo BLASTp. A linha de corte adotada para a formacgao dos
grupos foi o valor de e-value igual a zero, representando identidade maior ou igual a
68%. Nos grupos em que foram verificadas identidade menor do que 75%, os

constituintes foram rearranjados em subgrupos.

3.3.7 Analises filogenéticas

Andlises filogenéticas entre as sequéncias das proteinas Rap, bem como
entre as sequéncias das proteinas Phr foram realizadas através de alinhamento com
o uso do algoritmo ClustalW. Para tanto foi construida uma arvore filogenética pelo
método Neighbor-Joining com o uso do programa MEGA 6.1 (TAKAMURA et al.,
2013). Valores de bootstrap foram adicionados para demonstragdo da sustentagéo

dos diversos agrupamentos da arvore.
3.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.4.1 Linhagens bacterianas

O grupo B. cereus € o grupo bacteriano com maior numero de linhagens com
sequenciamento do genoma completo ou em andamento. Até abril de 2014, 34
linhagens de B. cereus, B. thuringiensis e B. anthracis tiveram a sequéncia do seu
genoma completo (cromossomo e plasmideos) disponibilizadas no NCBI. As
sequéncias completas do genoma das 34 linhagens do grupo do B. cereus, incluindo
13 linhagens de B. cereus sensu stricto, 12 linhagens de B. thuringiensis e nove
linhagens de B. anthracis, disponiveis na secdo ‘Genoma’ do NCBI foram utilizadas
como base para a realizagdo desse estudo. Na Tabela 1 (Apéndice, pag. 77), podem
ser visualizados os dados dos genomas dessas linhagens bacterianas, bem como o
numero de acesso de cada uma das sequéncias genémicas.

Por serem filogeneticamente muito proximas (HELGASON et al., 2000;
VILAS-BOAS; PERUCA; ARANTES, 2007), linhagens das trés espécies apresentam
algumas caracteristicas muito similares, como por exemplo, a porcentagem do

conteudo de GC, de cerca de 35% para todas as linhagens. O tamanho do
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cromossomo € outra caracteristica conservada, variando de 5,21 a 5,23 Mb entre as
linhagens de B. anthracis, de 5,08 a 5,42 Mb em B. cereus, e de 5,24 a 6 Mb para B.
thuringiensis, o que demonstra que, principalmente nessa ultima espécie, ocorreram
alteragdes que permitiram o aumento do tamanho do cromossomo (Tabela 1).

Essa variagdao no tamanho do cromossomo pode ser resultado de diversos
eventos genéticos, alguns deles consequentes da acdo de elementos genéticos
moveis, como sequéncias de inser¢cao (IS), transposons, introns grupo | e Il e
IStrons (introns associados a ISs) que contribuem para a dindmica do genoma e que
também podem ter impacto fenotipico (GILLIS; MAHILLON, 2014; KOLSTQ;
TOURASSE; JKSTAD, 2009). Elementos modveis, como transposons e IS sao
frequentemente encontrados em plasmideos, inclusive em plasmideos conjugativos,
podendo assim ser transferidos para outras bactérias juntamente com esses. Além
disso, ao se deslocar, um transposon pode também carregar uma regiao adjacente
do genoma, e a frequente ocorréncia de IS facilita a ocorréncia de recombinagdes
entre regides do genoma, incluindo cromossomo e plasmideos. Essas
caracteristicas resultam em duas consequéncias: i) aumento do numero de
linhagens que contém elementos genéticos moveis e ii) ocorréncia de modificagcoes
na localizagdo de genes, o que contribui para aumento na plasticidade do genoma
da espécie (GILLIS; MAHILLON, 2014; MAHILLON et al., 1994).

Quanto as variagdes gendmicas, estudos demonstram que linhagens de B.
thuringiensis apresentam um grande nimero de plasmideos (VILAS-BOAS et al.,
2004, ZHENG et al.,, 2015), o que pode ser verificado também nas linhagens
utilizadas nesse trabalho, onde o conteudo plasmidial variou de um plasmideo ao
maximo de 14 plasmideos diferentes numa mesma linhagem (Tabela 1).

Assim, a presenca de plasmideos é uma caracteristica importante que
confere a bactéria, um aumento no genoma, que chegou até a 23%, no caso das
linhagens B. thuringiensis MC28 e B. thuringiensis serovar thuringiensis 1IS5056. Mas
a quantidade de DNA plasmidial pode ser superior a quantidade de DNA
cromossémico em uma unica célula de B. thuringiensis se o numero de copias de
cada plasmideo for considerado (ZHONG et al., 2011).

Em B. cereus, entre as linhagens empregadas nesse estudo, o numero de
plasmideos diferentes variou de zero até cinco, o que resultou em um aumento
maximo de 10% no tamanho do genoma, como no caso da linhagem B. cereus

E33L, enquanto que em B. anthracis, a maioria das linhagens apresentou a
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presenca de dois plasmideos diferentes, pXO1 e pX0O2, que carregam 0s genes
envolvidos com a viruléncia e patogenicidade dessa bactéria. No entanto, algumas
linhagens de B. anthracis apresentaram a perda de um ou de ambos os plasmideos,
no momento em que foram sequenciadas. Desta forma, analisando os dados da
Tabela 01, nessa espécie, a presenca dos plasmideos permitiu um acréscimo de
material genético de no maximo 5%. No entanto, vale lembrar que a presenca dos
genes codificantes para toxinas e capsula, localizados nos plasmideos pXO1 e
pXO02, respectivamente, € uma condigdo obrigatéria para a classificagdo de uma
bactéria como B. anthracis.

A observacdo do numero total de genes identificados por anotagdo nos
genomas das linhagens das trés espécies permitiu verificar uma maior variagdo no
numero de genes entre as linhagens de B. thuringiensis, as quais apresentaram um
minimo de 4945 genes até o maximo de 7060, uma diferenca de 2115 genes. Essa
diferenca foi menor entre as linhagens de B. anthracis estudadas, onde o genoma
com maior numero de genes apresentou um total de 6099 genes, enquanto que o
menor numero de genes foi 5265 genes, gerando uma diferenga de 834 genes. No
entanto, a menor variagao foi encontrada entre as linhagens de B. cereus, com a
diferenca de 520 genes entre o genoma com maior numero de genes identificados
(6014 genes) e o genoma com menor numero de genes identificados (5494 genes).
E ainda importante destacar que, considerando as linhagens analisadas dessas trés
espécies, tanto o maior numero de genes (7060), quanto 0 menor numero (4945),
foram identificados em linhagens de B. thuringiensis, o que demonstra uma maior
variabilidade quantitativa no genoma dessa espécie, em relagdo as outras duas
especies.

Essas diferengcas entre os numeros de genes identificados podem ser
explicadas por diversas razdoes, uma delas devido as diferentes ferramentas de
bioinformatica empregadas para a anotagdo dos genomas. Entre as 34 linhagens
estudadas, houveram linhagens que tiveram o genoma sequenciado e anotado no
ano 2002 (B. anthracis Ames e B. cereus ATCC 10987) enquanto outras tiveram seu
genoma anotado somente no ano 2014 (B. anthracis SVA11). Dessa forma,
considerando-se que o sequenciamento e a anotagdo dos genomas foram feitos por
diversos grupos distintos e as metodologias de anotagao evoluiram juntamente com
o0 desenvolvimento das tecnologias de sequenciamento, pode haver uma

disparidade entre a anotacdo do genoma das diferentes linhagens. Acredita-se que
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as sequéncias gendmicas disponibilizadas mais recentemente e com as anotacdes
revisadas manualmente estejam mais completamente e corretamente anotadas, ja
que técnicas de anotacdo automatizada utilizam as sequéncias e anotacdes
disponiveis de linhagens estreitamente relacionadas para treinamento dos modelos
de predicao.

No entanto, mesmo considerando as diferengas entre as ferramentas de
bioinformatica empregadas para a anotagdo dos genomas, as diferengas entre a
quantidade de genes identificados entre as trés espécies, podem refletir que
linhagens de B. thuringiensis apresentam uma maior plasticidade gendmica
quantitativa que as linhagens das outras espécies, como pode ser visto tanto pelo
critério que trata da quantidade de plasmideos diferentes quanto pela quantidade de
genes identificados no cromossomo das mesmas.

Quando os dados da Tabela 1 sdo analisados visando a identificagdo do
nuamero de genes codificantes para proteinas nos genomas das trés espécies
avaliadas, os resultados encontrados permitem verificar a ocorréncia da mesma
situagdo descrita acima para a quantidade de genes. Desta forma, foi possivel a
identificacdo de uma menor variagdo no numero de genes codificantes para
proteinas entre as linhagens de B. cereus (626 genes), seguido pelas linhagens de
B. anthracis (1018 genes), e com a maior variagdo tendo sido observada entre as
linhagens de B. thuringiensis (2124 genes). A diferenca entre o numero de genes e o
numero de proteinas preditos para cada linhagem, se da pela presenga de
pseudogenes, sequéncias repetitivas, elementos moveis, regides nao traduzidas
(RNASs).

Para analisar as relagdes filogenéticas entre as linhagens selecionadas,
foram utilizadas as sequéncias de MLST ja disponiveis no ‘Bacillus cereus group
Multilocus and MultiData Typing website’, que reune os cinco esquemas de MLST ja
publicados para o grupo B. cereus. Todas as sequéncias selecionadas nos cinco
esquemas sao regides conservadas de genes essenciais para o metabolismo da
bactéria (housekeeping). Como a ultima atualizagédo do banco de dados ocorreu em
2012, as sequéncias das linhagens cujo resultado do sequenciamento foi liberado
mais recentemente ndo estavam disponiveis. Das 24 linhagens presentes no site,
apenas 21 foram utilizadas para a construcdo da arvore, pois as outra trés (B.

thuringiensis HD73, B. anthracis Sterne e B. cereus F837/76) nao foram avaliadas
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em todos os cinco esquemas de MLST e a auséncia de alguns genes poderia alterar
a estrutura da arvore e diminuir a confiabilidade dos dados.

A arvore gerada (Figura 1) a partir destas sequéncias revelou a formagao de
dois grandes grupos. No primeiro é possivel visualizar dois subgrupos, em um deles
ha o agrupamento das linhagens de B. anthracis (todas reunidas no mesmo ramo) e
as linhagens de B. cereus e B. thuringiensis que apresentam elevada
patogenicidade aos mamiferos. No outro subgrupo ha uma mistura de linhagens de
B. cereus patogénica aos mamiferos, uma linhagem obtida a partir de amostra de
solo, uma de campo de petréleo e outra a partir de produtos lacteos e uma linhagem
de B. thuringiensis inseticida.

No grupo mais distante das linhagens de B. anthracis, estdo as linhagens
inseticidas de B. thuringiensis e linhagens de B. cereus isoladas do solo, além de
algumas patogénicas aos mamiferos. No entanto, a maioria (10 de 13) das linhagens
de B. cereus com sequéncia completa do genoma disponivel, € composta por
linhagens patogénicas aos mamiferos, dificultando assim a compreensdo do
posicionamento das linhagens nao-patogénicas na arvore e néo refletindo toda a
extensa variabilidade genética apresentada principalmente por linhagens de B.

cereus e B. thuringiensis.
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Figura 1 — Arvore filogenética de sequéncias dos cinco esquemas de MLST das
espécies de B. cereus lato sensu (Bc — B. cereus, Bt — B. thuringiensis
e Ba — B. anthracis). Para a construcdo da arvore foi utilizado o
algoritmo Neighbor-Joining.
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Os agrupamentos filogenéticos observados na Figura 1 nado permitem a
diferenciagcdo das linhagens entre as trés espécies estudas, mas os ramos
representam a afinidade dos grupos quanto ao potencial patogénico e/ou ao
ambiente de origem delas. Esse resultado esta de acordo com analises moleculares
mais amplas realizadas por meio de MEE, AFLP ou MLST que demostraram a
ocorréncia de linhagens de B. cereus e B. thuringiensis patogénicas aos mamiferos
mais intimamente relacionadas as linhagens de B. anthracis do que as outras
linhagens de B. cereus e B. thuringiensis obtidas a partir de amostras de solo.
Adicionalmente, quando consideradas apenas as linhagens de B. cereus e B.

thuringiensis, pode-se observar que os membros das duas espécies se encontram
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intercalados por todo o agrupamento filogenético (HELGASON et al., 2000;
TICKNOR et al., 2001; TOURASSE, 2006 e 2011).

A partir das analises filogenéticas € possivel constatar que, apesar do alto
nivel de similaridade e sintenia génica entre as linhagens, o grupo como um todo
apresenta um elevado grau de heterogeneidade genética e adaptagdes gendmicas
relacionadas ao nicho ecoldgico no qual estas linhagens estéo incluidas. Além disso,
o conteudo plasmidial nem sempre coincide com sua filogenia (TOURASSE et al.,
2006). Entretanto, a determinagdo da espécie da qual um isolado ou linhagem faz
parte € dependente de caracteristicas codificadas nos plasmideos, enquanto os
estudos filogenéticos sdo baseados em marcadores cromossOmicos.

E possivel notar que as linhagens com sequéncias do genoma completo
disponiveis nao representam a amplitude da variabilidade genética que o grupo téo
diverso representa, pois, a escolha das linhagens é dada por interesses econdmicos
e/ou médicos e ndo ao acaso. Assim, o0 agrupamento dessas linhagens ou as
caracteristicas apresentadas pelo grupo de sequéncias disponiveis né&o

necessariamente refletem a realidade das espécies que elas representam.

3.4.2 Levantamento e localizagao dos genes rap-phr

3.4.2.1 Levantamento dos genes rap-phr

Entre os genes codificantes para proteinas, aqueles que codificam as
proteinas Rap e os peptideos Phr foram o foco desse estudo. A pesquisa pelos
genes rap permitiu a identificagcdo de um total de 189 genes nos genomas das 34
linhagens estudadas (Tabela 2 — Apéndice, pag 80). A identificagao desses genes foi
iniciada, a principio, através da busca pelo nome do gene, usando “rap” como
palavra-chave, o que permitiu a identificagdo de 26 genes, todos categorizados
dentro de classes, conforme descrito para B. subtilis (rapA, rapB, etc). Em seguida,
empregou-se o nome completo do gene para a identificagdo de novos genes nos
genomas das linhagens analisadas, ou seja, ‘response regulator aspartate
phosphatase”, o que permitiu a identificagdo de outros 91 genes. Por ultimo, as
sequéncias dos 117 genes foram empregadas para busca por similaridade, o que
possibilitou a identificagcdo de outros 72 genes que nédo se encontravam anotados

como rap.
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Do total de genes rap identificados, 55% dos genes foram localizados no
genoma de linhagens de B. thuringiensis, enquanto que 29% dos genes foram
localizados nas linhagens de B. cereus e outros 16% em linhagens de B. anthracis.
Em todas as linhagens pesquisadas foram identificados no minimo dois genes rap,
como € o caso das linhagens B. cereus AH187, ATCC10987 e NC7401. A linhagem
B. thuringiensis 1S5056 foi a que apresentou 0 numero maximo de genes
identificados, num total de 17 genes, seguida pela linhagem B. thuringiensis CT-43

com 13 genes rap identificados (Figura 2).

Figura 2 — Numero de genes rap por linhagem
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Bt: B. thuringiensis, Bc: B. cereus, Ba: B. anthracis.

Quanto aos genes phr (Tabela 2), foram reconhecidos 144 genes a jusante
dos 189 genes rap, ou seja, prevaléncia de 76,2%. Similar a prevaléncia observada
em B. subtilis 168, considerada padrao da espécie, que foi de 72,7% (8 dos 11),
como ja relatado na literatura (PEREGO, 2013). Os provaveis genes phr de B.
cereus lato sensu estao sobrepostos aos genes rap por um ou trés nucleotideos, em
sua maioria. Enquanto que os genes phr de B. subtilis 168 apresentam um a 43
nucleotideos sobrepostos ao gene rap. Tanto em B. cereus lato sensu quanto em B.
subtilis 168, os genes phr estdo no mesmo sentido da fita de DNA que os genes rap,
mas sao transcritos em quadros de leitura diferentes.

Quando a busca de genes phr foi realizada por meio de palavra-chave, foram

encontrados outros trés genes anotados como ‘phr que nao estavam ligados a um
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gene rap. Desses, 0s genes anotados como ‘“response regulator aspartate
phosphatase inhibitor” nas linhagens B. thuringiensis YBT-1518 e B. cereus NC7401,
estdo localizados préximos a genes que ndo apresentam nenhuma relagdo com os
genes rap e nao estao sobrepostos a esses genes, nem a montante, nem a jusante.
Mas apresentaram similaridade a alguns dos genes phr identificados anteriormente
quando tiveram suas sequéncias comparadas por BLASTn.

O gene anotado como “Phr-like protein” de B. thuringiensis HD-73 apresentou
sobreposi¢gdo ao gene a montante, anotado como “Helix-turn-helix domain protein”,
cujo produto quanto comparado ao banco de dados do NCBI pelo BLASTp resultou
em proteinas similares a NprR (fator de transcricdo necrotréfico). Além disso a
comparacgao por BLASTn nao revelou similaridade com outros phr de B. cereus lato
sensu. Deste modo, pode-se supor que este gene na verdade se trata do gene
codificante para o peptideo NprX, que regula a proteina NprR, também pertencente
a familia RNPP. Tanto Phr quanto NprX sdo oligopeptideos em sua forma ativa e
regulam as proteinas Rap e NprR, respectivamente. Seus genes estao localizados a
jusante dos genes Rap e NprR, com os quais formam uma unidade transcricional,
apesar de em alguns casos possuirem promotor proprio. Entretanto, o produto do
gene identificado apresenta 84 aminoacidos de comprimento, enquanto que a
literatura descreve NprX como um peptideo de 43 aminoacidos (SLAMTI et al.,
2014).

3.4.2.2 Localizacao dos genes rap-phr

Para observar a posicdo que os genes rap-phr ocupam nos cCromossomos ou
plasmideos que os contém, foi gerado um panorama de localizagao (Figuras 3, 5 a
8). Na Figura 3, pode-se evidenciar a conservagao da localizagdo dos genes rap no
genoma das linhagens de B. anthracis estudadas. O resultado obtido aponta para o
elevado grau de clonalidade que ocorre entre as linhagens de B. anthracis ja
destacado por outros autores (HELGASON et al., 2000; KOLSTY; TOURASSE;
JKSTAD, 2009). A maioria das linhagens apresentou trés sistemas rap-phr cuja
localizagdo cromossOmica foi conservada. Apenas a linhagem B. anthracis CDC684,
apresentou alteracdo na posicdo desses genes, no entanto, essa alteragdo na
posicdo foi resultante da ocorréncia de um evento de inversdo da regido

cromossbmica contendo os mesmos.



47

Figura 3 - Representacao grafica da localizagdo dos genes rap no cromossomo das
linhagens de B. anthracis (Ba)*.
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A ocorréncia da inversdao no genoma da linhagem CDC684 foi comprovada
pela construcédo de graficos de matrizes de pontos gerados pelo ‘Genomes Match —
Softberry’ (Figura 4). Os pontos do grafico representam a similaridade de blocos
génicos entre as linhagens comparadas. No alinhamento entre as linhagens de B.
anthracis Ames e SVA11, a linha reta diagonal corresponde a manutengdo da
localizag&o e posicionamento dos blocos génicos. A variagéo e o diferente angulo de
parte da reta nos alinhamentos entre CDC 684 X Ames e CDC 684 X SVA11
representam uma modificacdo na posi¢cao e ordenamento destes blocos génicos.

Esse evento genético também ja foi descrito por Okinaka et al (2011). A
inversdo compreende uma regido de 3,3 Mb e parece ter sido causada por um
evento de recombinagao interna entre as regides homologas dentro de dois profagos
lisogénicos semelhantes a Lambda, que sdo encontrados em todos os genomas de

B. anthracis. A linhagem CDC 684 foi originalmente classificada como Bacillus
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megaterium e apesar de conter todas as caracteristicas determinantes de B.
anthracis, apresenta toxicidade severamente atenuada e cinética de crescimento
alterada.

Para as linhagens de B. cereus e B. thuringiensis péde-se observar um maior
numero de genes rap-phr que em linhagens de B. anthracis, além da ocorréncia de
uma maior variacao na quantidade de genes localizados nos cromossomos (Figuras
5 e 6). Em ambas as espécies, dividindo-se o cromossomo em trés partes de cerca
de 2.000.000 de pb, a partir da origem de replicacdo, pode-se perceber que a
maioria dos genes rap-phr identificados, esta localizado principalmente nos dois
primeiros tercos do cromossomo, ou seja, até o nucleotideo 4.000.000, sendo que
somente trés linhagens de B. cereus e trés de B. thuringiensis apresentaram genes
rap-phr na regido que compreende o ultimo ter¢o do cromossomo.

Outro aspecto que pode ser observado nas Figura 5 e 6, para as linhagens de
B. cereus e B. thuringiensis, € a grande concentragcdo de genes posicionados na
regido de aproximadamente 1,05 Mb nos cromossomos de nove das 13 linhagens
de B. cereus, e que também pode ser observada em seis das 12 linhagens de B.
thuringiensis. Esse mesmo evento de concentragao de grande quantidade de genes
ocorre também em uma outra regido cromossémica, entre 3 e 3,7Mb, em 12
linhagens de B. cereus e em 10 de B. thuringiensis. Estas duas concentragdes estao
em posigdes proximas as localizagdes conservadas de B. anthracis. A aglomeragao
de genes rap-phr em B. anthracis na posi¢cao de aproximadamente 2,3Mb também é
possivel observar em B. cereus, o qual apresenta 6 linhagens com genes nesta

localizagéo.
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Figura 4 — Representagcdo grafica dos alinhamentos entre blocos génicos de
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Figura 5 — Representacao grafica da localizagao dos genes rap no cromossomo das
linhagens de B. cereus (Bc)*.
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Também é possivel observar que a maioria dos sistemas identificados esta
localizada nos arredores do terminal da replicacao (~2,7 Mb), regido conhecida por
sua plasticidade genética (RASKO et al., 2005). O que poderia justificar a variagéo

de numero e localizagéo dos genes rap-phr nesta area.
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Figura 6 — Representacao grafica da localizacdo dos genes rap no cromossomo
das linhagens de B. thuringiensis (Bt)
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Numeracgao do rap € correspondente a identificada na Tabela 2, * em destaque
estdo as areas com localizagdo conservada dos genes

3.4.2.3 Genes plasmidiais

Foram identificados 44 genes rap localizados nos plasmideos das espécies
de B. cereus lato sensu (Tabela 3 — Apéndice, pag 86), dos quais a maioria estava
presente nas linhagens de B. thuringiensis (91%). Nao foram encontrados genes rap

plasmidiais em linhagens de B. anthracis. Das 34 linhagens selecionadas para este
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estudo, em 38% delas (ou seja, 13 linhagens) foram identificados genes localizados
em plasmideos, além dos genes cromossOmicos.

Os genes rap foram encontrados em plasmideos com uma grande variedade
de tamanho, de 6.880 pb a 502 kb, com maior ocorréncia em grandes plasmideos,
maiores que 70 kb. Adicionalmente, em linhagens de B. thuringiensis, em
plasmideos maiores que 280 kb foram encontrados até trés genes rap diferentes,
como é o caso do plasmideo pMC429, de 430 kb, na linhagem B. thuringiensis MC
28.

Figura 7 — Representacao grafica da localizagao dos genes rap nos plasmideos das
linhagens de B. cereus (Bc). Numeragdo do rap € correspondente a
identificada na Tabela 2.

pAHB20_272
Bc AH820 = q

pE33L466
Bc E33L = q

pGes42_209
Bc G9842 - q

pBc23n
Bc Q1 - q

4

|saa00 116800 175200 233800 292000 350400 |anaann

Das linhagens de B. subftilis que apresentam a sequéncia completa do
genoma disponivel em bancos de dados, a maioria ndo apresenta conjuntamente a
sequéncia de nenhum de seus plasmideos. Foi identificada somente a sequéncia do
plasmideo pBEST195S da linhagem B. subtilis subsp. natto BEST195, no qual ndo
foram encontrados genes rap anotados. No entanto, desde a década de 1990,
alguns autores ja relataram a presenga de genes rap-phr nos plasmideos dessa
espécie, sistemas analogos aos genes cromossOmicos conhecidos (MEIJER et al.,
1995 e 1998).

A partir da identificagdo desses cassetes nos plasmideos, alguns estudos se
voltaram para a anadlise funcional desses genes, como Koetje et al. (2003) que
detectaram a presenca do sistema Rap60-Phr60 no plasmideo pTA1060 de B.
subtilis 168, em que a proteina Rap60 mostrou-se efetiva na repressao da producao
de enzimas proteoliticas. Adicionalmente, Parashar et al. (2013) publicaram a

descoberta do cassete rapP-phrP localizado em um plasmideo de 80 kb que esta
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presente em isolados selvagens de B. subtilis mas nao em linhagens consideradas
como padrao dentro da espécie. Esse autor descreveu a atuagédo da proteina Rap
na cadeia de transferéncia de fosfato, regulando a esporulagédo, competéncia para
transformacao génica e a arquitetura do biofilme. Porém, diferentemente dos outros
sistemas Rap-Phr relatados, o produto do gene phrP nao afetou significativamente a
funcao da proteina RapP.

Além disso, os resultados de Singh et al. (2013) revelaram que o sistema rap-
phr do plasmideo conjugativo pLS20 regula sua mobilidade. No qual a proteina
Rapso atua como anti-repressor da conjugagdo, enquanto € regulada
negativamente pelo peptideo Phr.sy, sinalizando que este peptideo determina a
temporizagdo da conjugagcdo. Quando todas ou a maioria das células de
determinada populagao produzirem o peptideo Phrs,, sua concentracdo no meio
sera elevada e a conjugacao inibida. No meio em que somente algumas células
produzirem o peptideo, sua concentracdo nao sera suficiente para inibir a proteina
Rap e, consequentemente, a conjugagcao do plasmideo. Assim, os genes de
conjugacgao so6 serao ativados quando a célula doadora estiver proxima a células que
nao possuem este plasmideo, ou seja, células potencialmente receptoras.

Ainda que nao tenham sido encontrados genes rap em plasmideos de B.
anthracis pelos métodos adotados neste trabalho, Bongiorni et al. (2006) relataram a
presenca de um sistema Rap-Phr no plasmideo de viruléncia pXO1 de B. anthracis
A2012, linhagem com sequenciamento gendmico ainda parcialmente disponivel e,
por isso, ndo selecionada para a realizagado desse estudo. Os genes encontrados
por esses autores apresentam 100% de identidade com sequéncias presentes nos
plasmideos pXO1 de outras linhagens de B. anthracis cujas sequéncias genémicas
estdo disponiveis. Em acréscimo, a analise da sequéncia de aminoacidos
apresentou 90% de identidade com uma proteina codificada no plasmideo pBc10987
de B. cereus ATCC10987, que também n&o foi identificada pelos métodos aqui
utilizados. Segundo esses autores, o sistema encontrado afeta a iniciacdo da
esporulacdo, sugerindo que o sistema Rap-Phr plasmidial pode proporcionar uma
vantagem seletiva para a viruléncia de B. anthracis.

Segundo Brunsing et al. (2005) a ocorréncia da esporulagdo em B. anthracis
pode estar em oposi¢cdo a patogénese eficiente. Dessa forma, as proteinas Rap
podem ser responsaveis por uma regulacdo mais eficaz da via de esporulagao,

adiando seu inicio dentro do hospedeiro, pois macréfagos sdo capazes de captar e
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destruir esporos, mas néo ceélulas vegetativas encapsuladas, contudo mantendo a
eficiéncia de esporular em ambientes menos favoraveis a bactéria, assim regulando
de forma conveniente as vias de patogenicidade. Observagao que presumivelmente

pode ser estendida para B. cereus e B. thuringiensis.

Figura 8 — Representacao grafica da localizagado dos genes rap nos plasmideos das
linhagens de B. thuringiensis; os genes cry, quando presentes também
estdo identificados. Numeracido do rap é correspondente a identificada
na Tabela 2.
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Adicionalmente, foi analisada a presenga concomitante de genes rap-phr e de

genes cry em plasmideos de B. thuringiensis, ndo tendo sido encontrada qualquer
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regra. De tal modo que foram identificados plasmideos portadores de ambos os
genes (como por exemplo: pMC183), portadores de somente genes cry (pHT73) e
portadores de somente genes rap, com (BTB_502p) ou sem phr (pCT6880). Assim,
nao foi possivel inferir nenhuma relagéo especifica significativa, quanto a presenga
ou localizagdo mutuas, entre os genes rap-phr plasmidiais e os genes cry anotados
nos plasmideos das linhagens de B. thuringiensis, gene codificante da principal
caracteristica fenotipica diferencial da espécie (Figura 8).

Segundo Koetje et al. (2003), a presenca de sistemas Rap-Phr plasmidiais,
em B. subtilis, pode proporcionar as bactérias que os comportam mecanismos
adicionais para regular a expressao de genes que sao suscetiveis ao quorum
sensing. Assim, a expressiva quantidade de genes rap-phr plasmidiais em B.
thuringiensis identificadas neste estudo pode conferir vantagens comportamentais as
linhagens desta espécie, quando comparadas as linhagens de B. cereus e B.
anthracis. Experimentos realizados em lagartas de Bombyx mori sugerem que
linhagens de B. thuringiensis tem maior habilidade de germinagcdo de esporos e
multiplicagdo no inseto que linhagens de B. cereus (SANTOS et al.,, 2010), e a
presenca dessa extensa rede de plasmideos e de genes rap adicionais, pode ser
uma das razdes que justificam essa melhor capacidade adaptativa da espécie.

Por se tratar de um gene essencial ao metabolismo da bactéria, atuando em
vias fundamentais como esporulacdo, competéncia e formacdo de biofilme, a
presenca desses genes num dado plasmideo pode tornar essencial a presencga
desse plasmideo nas linhagens bacterianas. Um dado relevante do ponto de vista do
papel do plasmideo dentro do ecossistema.

Assim, pode-se presumir que a ocorréncia de genes rap-phr plasmidiais em
cerca de 40% das linhagens estudadas pode dar suporte a ideia de um equilibrio
entre os trés elementos de um dado ecossistema: bactéria, plasmideo e ambiente.
Para as bactérias, a presenga de plasmideos com genes essenciais que interferem
em fungdes vitais, as permite responder melhor as modificacbes ambientais, o que
pode torna-las melhor representadas no ecossistema dinamico em que estdo
inseridas, uma vez que estas apresentam vantagens adaptativas em relagdo as
outras bactérias que ndo contém esses elementos. Considerando-se a existéncia de
genes rap ou rap-phr em plasmideos conjugativos, e a ocorréncia de trocas
genéticas entre diferentes bactérias de um mesmo ambiente, a presenga desses

genes em plasmideos pode favorecer a estabilidade dos mesmos em diferentes
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bactérias, 0 que aumenta a ocorréncia do mesmo num dado ambiente. Desta forma,
plasmideos contendo genes rap serdao mais amplamente mantidos neste
ecossistema devido a transferéncia genética por conjugagao entre bactérias de uma
mesma ou de diferentes espécies, geneticamente compativeis, e estavelmente
mantidos nessas bactérias desde que carreguem genes essenciais ao metabolismo

das mesmas.

3.4.2.3 Genes localizados a montante e a jusante ao cassete rap-phr

Foi realizado também o levantamento dos genes localizados mais
proximamente (& montante e a jusante) ao sistema rap-phr na ordem da relagao dos
genes do GenBank. Esses genes, seu tamanho e localizagdo estao dispostos na
Tabela 2.

Como a maioria dos genes destacados estavam anotados como proteina
hipotética, foi realizado uma busca por similaridade por BLASTp e os resultados
quando disponiveis estdo descritos entre parénteses na Tabela 2 (apds ‘hypothetical
protein’). Ainda assim, mais de 80 desses genes permaneceram identificados
apenas como proteina hipotética.

Os genes que estavam anotados ou tiveram sua familia identificada por
similaridade fazem parte, em sua maioria, de familias génicas relacionadas ao
metabolismo de macromoléculas (como glioxalase; lipase / alpha/beta hidrolase; 3-
oxoacil-ACP sintase; CDP-glucose 4,6 hidratase; 5-nucleotidase, entre outros) ou
reguladores da transcricdo (como de esporulagcéo e sintese de protease PAI2; de
ligagdo ao acgucar Lacl; entre outros). Também é possivel observar genes
relacionados a elementos genéticos modveis, como transposase, proteina Hfq
(essencial para replicagcdo de alguns bacteriofagos) e proteinas de elementos
moveis. Além de pseudogenes proximos a genes rap-phr em linhagens de B.
anthracis.

Em geral, os genes vizinhos sao conservados em genes que apresentam
maior similaridade. O gene mais proximo ao gene rap esta a 45 pb de distancia,
verificado na linhagem B. cereus anthracis Cl, enquanto que 2865 pb separam o

gene mais distante do gene rap, observado na linhagem B. cereus G9842.
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3.4.3 Caracterizagao dos genes rap-phr

3.4.3.1 Comparaciao com genes/proteinas de B. subtilis

Em B. subtilis, espécie na qual os genes rap tém sido amplamente estudados,
ha 11 classes de genes rap (PEREGO, 2013). Num levantamento dos genes rap nas
linhagens dessa espécie, com genoma completamente sequenciado disponiveis no
NCBI, foi possivel notar que, em geral, cada uma das linhagens apresenta uma
copia de cada umas das classes de genes rap (Tabela 4 e 5). Em acréscimo, os
dados da Tabela 5 (Apéndice, pag 89) permitem verificar que o gene rapB foi
anotado quatro vezes em B. subtilis TU-B-10 e trés vezes em B. subtilis RO-NN-1; e

0 gene rapH apareceu duas vezes em B. subtilis BSP1.

rap ‘reponse regulator
aspartate phosphatase’ Total

Linhagem Normais Curtos Normais Curtos

Anotados em classes

Bs subtilis 168 11 - - - 11
Bs spizizenii
W23 8 - - 1 9
Bs BSn5 - - 10 - 10
Bs spizizenii TU-
P B0 " - - 16
Bs subtilis RO- 9
NN-1
Bs QB928 9
Bs subtilis BSP1 9 - - -
9
6

N O

Bs BEST7613
Bs XF-1
Bs subtilis 6051-
HGW
Bs subtilis BAB-
1
Bs BEST7003 10 - - - 10

Bs PY79 9 - - - 9
Bs subtilis
JH642 s. AG174
Bs subtilis
AG1839
Bs subtilis
OH131.1

11 - - - 11

Tabela 4 — Distribuigdo dos genes rap nas linhagens de B. subtilis (Bs)

Anderson et al. (2005) em uma analise comparativa entre os genomas do
grupo do B. cereus e de B. subtilis, relataram semelhangas entre os genomas
dessas bactérias, exceto para as categorias de processamento de informacgao,

transducgao de sinal, viruléncia e subsistemas de transporte. Em relacdo ao sistema
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de transducéao de sinal, os genomas de B. subtilis apresentam 11 genes codificantes
para fosfatases da familia Rap, enquanto que nos genomas dos membros do grupo
do B. cereus, ha uma maior variagdo na quantidade desses genes, 8 em B.
thuringiensis sub spp. israelensis, 6 em B. anthracis A 2012 e 5 em B. cereus ATCC
14579, por exemplo.

Foi realizada uma analise comparativa entre as proteinas Rap entre B. cereus
lato sensu e B. subtilis por meio do banco de dados Swissprot (BLASTXx), a partir do
qual foi observada uma identidade entre 20 e 35% entre os genes rap do grupo de
linhagens analisado com as proteinas Rap de B. subtilis 168.

Como o banco de dados Swissprot ndo reconheceu similaridade entre os
peptideos Phr de B. cereus lato sensu e B. subtilis 168, a analise comparativa foi
realizada por meio de alinhamentos no BLASTp (NCBI) entre os 147 peptideos Phr
aqui identificados com os oito peptideos da linhagem de B. subtilis 168 (Phr A, C, E,
F, G, H, | e K). Quarenta peptideos Phr de B. cereus lato sensu nao apresentaram
similaridade alguma com os Phr de B. subtilis. Entretanto, apenas dois alinhamentos
resultaram em similaridade significativa (com e-value menor que e*), o Phr7 de B.
thuringiensis Bt407 com PhrE (59% de cobertura e 29% de identidade) e o Phr1 de
B. cereus B4264 com PhrA (29% de cobertura e 28% de identidade).

A cadeia de transferéncia de fosfato, responsavel pela iniciagdo e regulagao
das vias de esporulacdo e competéncia, tem sido amplamente estudada em B.
subtilis, enquanto que os estudos nas espécies de B. cereus lato senso se restringe
a poucos trabalhos em B. anthracis (BRUSING et al.,, 2005; BONGIORNI et al.,
2006). Justificando assim, a investigagdo pela similaridade dos genes rap-phr do
grupo com a especie tipo.

O regulador de resposta final SpoOA, fator de transcricdo da via, apresenta
sequéncia de aminoacidos altamente conservada em todas espécies do género
Bacillus e Clostridium. Da mesma maneira, a comparag¢ao de outros componentes
proteicos da via entre B. subtilis e B. anthracis revelou uma alta homologia entre os
ortdlogos SpoOF e SpoOB. Por outro lado, os dominios sensores das histidinas-
quinases sao fracamente conservados entres as espécies, dificultando a
identificacdo dos ortdlogos (BRUSING et al., 2005). Da mesma forma, os ortdlogos
de rap-phr de B. subtilis e B. cereus lato sensu parecem nao apresentar uma
identidade forte entre eles. Diferengca que pode ser justificada também pela

necessidade do sistema possuir uma sequéncia espécie/linhagem-especifica para o
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phr atuar efetivamente como sensor de quérum sobre sua proteina rap correlata

especifica.

3.4.3.2 Tamanho dos genes rap e phr

O tamanho médio dos genes rap encontrados nos genomas das trés espécies
estudadas foi de 1033 pb, variando de 108 a 1233 pb. Quando os genes curtos
(menores que 1000 pb, mais detalhados no tépico abaixo) foram desconsiderados, a
média do tamanho apresentado pelos genes rap foi elevada para 1102 pb.

Em B. subtilis, o tamanho dos genes rap varia entre 1065 e 1176 pb, sendo
constante em cada tipo, por exemplo, os genes rapA de todas as linhagens
apresentam 1137 pb de comprimento e rapC 1149 pb. Além do mesmo tamanho, foi
possivel observar que genes codificantes para o mesmo tipo de rap séo localizados
no mesmo ‘frame’ em todas as linhagens (Tabela 5).

No grupo do B. cereus nao existe uma classificacdo dos genes rap baseada
em tamanho da sequéncia génica. Houve uma tentativa de agrupar os genes rap
aqui estudados conforme o tamanho, baseado no exemplo de B. subtilis, mas nao foi
possivel, ja que 33% dos genes encontrados apresentam um mesmo tamanho de
1095pb, aparecendo 62 vezes, e grande variagdo no tamanho dos genes restantes.
Ha outros tamanhos que apareceram repetidas vezes, mas em frequéncias bem
menores. Nao foi possivel observar um tipo caracteristico que estivesse presente em
todas as linhagens analisadas.

Assim, entre as trés espécies estudadas, duas apresentam variagdes quanto
a quantidade e localizagdo dos genes rap. Dessa forma, andlises de similaridade
foram iniciadas visando verificar o grau de variabilidade de sequéncias desses
genes e de suas proteinas tanto dentro do grupo, quanto em relagéo as sequéncias
de B. subtilis.

O tamanho dos genes identificados como phr variou entre 123 a 330 pb com
média de 170,47 pb, mais variaveis e maiores dos que os genes phr de B. subtilis
168, cujos tamanhos variam de 120 a 174 pb, com média de 130, 87 pb.
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3.4.3.3 Genes rap curtos

Um total de 18 genes (9,52% do total de genes identificados) apresentou
comprimento abaixo de 1000 pb (Tabela 6). Esses genes curtos podem ter sido
gerados devido a erros no sequenciamento ou a ocorréncia de mutagdes que
resultaram em deslocamentos do quadro de leitura que levaram ao aparecimento de
términos abruptos, que, consequentemente, tornaram nio funcionais as proteinas
codificadas por eles. Como demonstrado anteriormente, esses genes curtos também

podem ser observados nos genomas de B. subtilis (Tabela 4).

Tabela 6 — Caracteristicas principais dos genes rap curtos de B. cereus lato sensu

. L Gene situado mais * Presenca  Gene situado mais
Linhagem Localizagao . Rap Tam .
proximamente de Phr proximamente
{tetratricopeptide
Bc AH820 PAHB20_ 272 Hypothetical protein rapB 5 177 + repeat protel'n-.1035pb}
(transposase) / Transcriptional
regulator, ArsR family
Bc E33L pE33L466 Transposase rapD 5 915 Hypothetical protein
. . Sensory box/GGDEF
Bc G9842 Cromossomo  Hypothetical protein rap 7 231 family protein
Sensory box/GGDEF
Bt BMB171 Cromossomo Cellulase rap 7 474 family protein
pBMB171 Hypothetical protein rap 9 108 Transposase
Bt 407 Cromossomo Cellulase rap 5 207 Sensory bOX/GGDEF
family protein
Sensory
Bt HD-771 Cromossomo box/GGDEF family rap 1 219 Glycosidase, family 5
protein
Bt HD-789 Cromossomo Glycosidade, family rap 7 246 Sensory box/GGDEF
5 fap [ family protein
Putative Sensory box/GGDEF
Cromossomo endoglucanase rap 6 219 family protein
Bt YBT-1518 {tetratricopeptide
; : domain-containing
pBMB0231 Hypothetical protein rap 7 894 protein-120pbY/
Hypothetical protein
Bt chinensis Sensory box/GGDEF
CT-43 Cromossomo Cellulose rap 5 219 family protein
Hypothetical protein i .
Cromossomo (SAM-dependent rap 2 300 ATP bm;jsltnt protein
Bt kurstaki methyltransferase)
HD-73 Hypothetical protein
Cromossomo  (glycosyl hydrolase rap 6 474 Sensory box/GGDEF
family 5)
Bt Putative Sensory box/GGDEF
thuringiensis  Cromossomo rap 5 207 ry ;
endoglucanase family protein
IS 5056
Transcriptional
BaH9401  Cromossomo Hypothetical protein 0 445 repressor of
(histidine kinase) sporulation and
protease synthase
Ba SVA 11 . - .
Cromossomao. ’)’,?‘_mjlr\lm_ ,.a_p_z__14_1__-|-__DNA=bmdmg_p::otem_
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nucleotide 2’- rap 3 987
phosphodiesterase

Transcriptional
repressor of
sporulation and
protease synthase

Hypothetical protein

Cromossomo ictidine kinase)

rap 5 345 +

Numeracao do rap é correspondente a identificada na Tabela 2; * genes grifados
apresentam similaridade ao gene rap1 de B. cereus ATCC14579

Alguns desses genes estdo aparentemente divididos, como o caso dos genes
rap2 e rap3 da linhagem B. anthracis SVA11 (Figura 3), na qual os dois genes curtos
que estao anotados como “response regulator aspartate phosphatase”, apresentam
uma sobreposicao, e se fossem preditos como um sé, apresentariam um tamanho
condizente com um gene rap normal. Nos outros dois eventos observados, apenas
uma das partes esta anotada como rap, mas a outra ao ser comparada por BLASTp
também apresenta similaridade com rap, como ocorre nos genes rap5 de B. cereus
AHB820 e rap7 B. thuringiensis YBT-1518.

Também foi identificada por similaridade sequéncias correspondentes aos
genes curtos rap4 de B. anthracis H9401 e rap5 de B. anthracis SVA11, que
apresentam localizacdo cromossOmica similar e mesmo tamanho, nas outras
linhagens dessa espécie. Mas como nesta etapa do processo o tamanho médio dos
genes ja era conhecido, essas sequéncias foram descartadas.

Cinco genes rap curtos possuem o gene phr correlato. Quatro genes rap
curtos estado localizados em plasmideos, incluindo dois genes que fazem parte dos
casos apresentados acima (genes separados em duas partes) e os outros dois estao
associados a transposases.

Dos genes curtos restantes, nove apresentam similaridade com o gene rap1
de B. cereus ATCC14579 (genes rap sublinhados na Tabela 6) e sé&o
cromossémicos. Os genes localizados ao lado desses genes curtos sao
conservados, de um lado celulose/glicosidase e de outro uma proteina da familia
GGDEF (molécula sinalizadora intracelular), divergindo assim do gene na linhagem
ATCC14579, que é ladeado por proteinas hipotéticas. Estes genes curtos néo estéao
estritamente relacionados a elementos geneticamente moveis, como plasmideos ou
transposons, e oito deles estdo localizados na regiao entre 2,9 a 3,8 Mb dos

respectivos cromossomos.
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3.4.3.4 Caracterizacio das sequéncias

A anotagédo génica nos genomas, por ser uma tarefa trabalhosa, somada ao
avango das tecnologias de sequenciamento, que tem elevado exponencialmente a
quantidade de genomas sequenciados, tem sido realizada com o emprego de
métodos automatizados. Entretanto, a acuracia dessa abordagem tem sido
questionada, pois os modelos estdo baseados, em sua maioria, em identidades de
sequéncias relativamente fracas e sao dependentes de treinamento. Genes com
anotagao funcional errada ou genes nao preditos podem afetar diversos tipos de
analise (POPTSOVA; GOGARTEN, 2010).

Por ser um processo de varias etapas, ¢é dificil definir se os erros aconteceram
durante o sequenciamento, na predicdo dos genes ou na atribuicdo de suas fungdes
(POPTSOVA; GOGARTEN, 2010).

Os genes rap identificados por similaridade estavam anotados no GenBank
como proteina hipotética (hypothetical protein), proteina contendo dominio
tetratricopeptico (tetratricopeptide domain-containing protein), putativo regulador de
resposta (response regulator, putative), proteina com dominio TPR (TPR domain-
containing protein), regulador de resposta (response regulator) e proteina com
repeticdo TPR (TPR repeat protein).

Para verificar a anotagcdo das sequéncias obtidas e confirmar sua
classificagdo como regulador de resposta aspartato-fosfatase, todas as sequéncias
foram comparadas com trés bancos de dados para dominio e familias proteicas
diferentes: CDD (NCBI), Pfam e InterPro, visando a identificagdo do dominio TPR,
caracteristica obrigatoriamente constante na estrutura da proteina (PEREGO, 2013)
e presente na familia proteica Rap em B. subtilis, composta por 11 membros, todos
com relativa similaridade de sequéncia e com organizagédo estrutural em comum,
caracterizada por repeticbes de tetratricopeptideos (TPR). A deteccdo desse
dominio nas proteinas analisadas das linhagens de B. cereus lato sensu auxilia na
validagao dessas proteinas como pertencentes a familia de proteinas Rap.

A relacdo completa sobre as proteinas Rap e os dados obtidos podem ser
observadas na Tabela 7 (Apéndice, pag 92). Todas as proteinas elencadas, com
excecao das sequéncias curtas (<115 aminoacidos), apresentaram o dominio TPR

identificados por pelo menos dois dos bancos de dados explorados. Apenas uma
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proteina Rap de B. thuringiensis kurstaki HD-73, com 99 aminoacidos, apresentou o
dominio TPR em apenas um banco de dados, o CDD.

Proteinas Rap menores que 300 aminoacidos foram desconsideradas das
analises posteriores, pois a auséncia de todo dominio TPR, ou parte dele, poderiam
alterar os resultados de similaridade.

Da mesma forma, todas as sequéncias identificadas nesse estudo como gene
phr foram investigadas quanto a presenca de peptideos sinais, critério esse adotado
por Pottathil e Lazazzera (2003). O programa Signal P identificou a sequéncia sinal
em 116 dos peptideos (Tabela 2), ou seja, em apenas 78,9 % dos precursores de
Phr de B. cereus lato sensu. Mas analises funcionais realizadas por Stepherson et al
(2003) indicaram que o peptideo sinal predito do sitio de clivagem nao é necessario
para o processamento do peptideo Phr.

Também avaliamos os peptideos Phr de B. subtilis 168 quanto a presenca do
peptideo sinal, o qual nao foi identificado em PhrE, PhrG e Phrl. Pottathil e
Lazazzera (2003) previram que estes mesmos Phr ndo possuem alta
correspondéncia com sitios de clivagem peptideo sinal e que nem todos os pré-
peptideos parecem ser processados da mesma maneira. Mesmo os peptideos nos
quais nao foram identificados peptideos sinais, € possivel observar no grafico
gerado pelo programa, que a por¢do amino-terminal € carregada positivamente,
como descrito na literatura, caracteristica estrutural tipica de proteinas exportadas
(PEREGO; BRANNIGAN, 2001; POTTHATIL; LAZAZZERA, 2003).

3.4.4 Analise de similaridade de proteinas Rap

Bongiorni et al.(2006), utilizaram a sequéncia de aminoacidos da proteina
RapA de B. subtilis para pesquisar pelo BLAST a presenca dessas fosfatases na
sequéncia do genoma de B. anthracis A2012. Identificaram seis genes, cujas
proteinas compartilham o mesmo peso molecular e 34% de residuos idénticos com
RapA. Dessas, apenas duas afetaram a esporulacéo in vivo e uma outra pareceu ter
tido um deslocamento de quadro de leitura, gerando uma proteina truncada.

Por meio das analises por BLASTp entre as proteinas Rap da linhagem de B.
subtilis 168 foi possivel verificar a similaridade entre as proteinas Rap dos 11 tipos
diferentes, com minimo de 23% e maximo de 57% de identidade e cobertura
variando de 64 a 100% (Quadro 1, Apéndice, pag 95). Perego (2013) retratou o alto
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grau de homologia compartilhada entre as sequéncias das proteinas Rap de B.
subtilis, que considerou ser de aproximadamente 45%, sugerindo que a
conformagao estrutural € semelhante, mesmo havendo uma diversidade de alvos
com os quais as proteinas Rap interagem e afetam a fungéo.

Da mesma forma, foi realizada a avaliagao de similaridade entre as proteinas
Rap de linhagens especificas de B. cereus (ATCC 14579) (Quadro 2, Apéndice, pag
96) e B. thuringiensis (HD-73) (Quadro 3, Apéndice, pag 97), as quais foram
escolhidas por serem consideradas linhagens referéncia e muito estudadas nessas
espécies. B. cereus ATCC 14579 apresenta cinco genes rap, todos cromossdmicos
e B. thuringiensis HD-73 apresenta 10 genes rap, sendo trés genes localizados em
plasmideos diferentes. Foi possivel constatar que a similaridade das proteinas Rap
nessas espécies é ligeiramente mais elevada do que em B. subtilis, entre 39 e 53%
de identidade na linhagem de B. cereus, e 32 e 58% de identidade na linhagem de
B. thuringiensis. Quanto a cobertura, os valores sao ainda mais significativos para B.
cereus ATCC 14579 e B. thuringiensis HD-73, a quais apresentaram cobertura
minima de 98%, com relacdo a variagdo na cobertura entre 64 e 100% entre as
proteinas de B. subtilis 168.

Do mesmo modo, a analise de similiridade entre os peptideos Phr de cada
uma das trés linhagens foi realizada, resultados demonstrados nos Quadros 4 (B.
subtilis 168) e 5 (B. thuringiensis HD-73) (Apéndice, pags 98 e 99). E possivel
observar nestes quadros que muitos dos alinhamentos resultaram em auséncia de
similaridade, motivo pelo qual também nao foi construido um quadro para os
peptideos de B. cereus ATCC 14579. Apenas dois dos cinco genes rap desta
espécie possuem o gene phr correlato (Phr3 e Phr5), e as sequéncias dos peptideos
codificados por eles nao apresentam nenhuma similaridade significativa.

Esta auséncia de similaridade entre os peptideos identificados, como também
observado na comparacao entre as sequéncias de B. subtilis e B. cereus lato sensu
por analise no SwissProt, ndo quer dizer que estes ndo possam ser identificados
como Phr, pois a sequéncia estrita dos aminoacidos ndo é necessaria para a
funcionalidade do peptideo, sendo consideradas as caracteristicas bioquimicas dos
residuos desses aminoacidos, as quais determinam a sequéncia do peptideo sinal,
sua exportagao, clivagem e sua forma oligopeptidica ativa.

Para conferir a similaridade entre as sequéncias anotadas como de mesma

classe, como o agrupamento em B. subtilis, nas linhagens de B. cereus e B.
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thuringiensis foram desenhados graficos de pontos que representam regibes de
similaridade entre multiplas sequéncias alinhadas duas a duas por meio da
ferramenta Polydot para comparagdo entre as sequéncias anotadas como RapA
(Figura 9) e como RapD (Figura 10).

Nao ha uma similaridade significativa entre todas as proteinas anotadas como
RapA. Nenhuma das proteinas RapA demonstram identidade completa (quadros
com linha diagonal integral) com mais de 1 proteina RapA de outra linhagem. Em

geral, observa-se uma similaridade pequena ou nula entre essas proteinas.

Figura 9 — Representacao grafica do alinhamento entre as sequéncias proteicas dos
produtos dos genes anotados como rapA
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Também néao é possivel observar uma similaridade significativa entre todas as
proteinas anotadas como RapD (Figura 10). Nas trés sequéncias anotadas como
RapD de linhagens de B. thuringiensis, os genes codificantes dessas proteinas
estao localizados em plasmideos, mas ndo ha uma coincidéncia entre suas posicoes
ou tamanho dos plasmideos que os comportam (Figura 8). Os resultados dos
alinhamentos das proteinas RapA e RapD demonstram que n&o ha um critério
definido para a anotagédo dos genes rap de B. cereus lato senso em classes como

observado nos genomas de B. subtilis.

Figura 10 — Representacao grafica do alinhamento entre as sequéncias proteicas
dos produtos dos genes anotados como rapD
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A identidade entre as proteinas RapD de B. cereus e B. thuringiensis em
relacdo as proteinas Rap de B. subtilis foi observada no Swissprot mas nao no
Polydot. Esse resultado pode ser justificado pela possivel localizagdo dispersa dos
residuos idénticos ou similares na sequéncia proteica que néo permite que sejam
visualizadas na representagdo grafica, visto que o Swissprot ndo apresenta
numericamente a cobertura entre as sequéncias alinhadas. Para confirmar a
similaridade observada no Swissprot, foi realizada uma comparagdo dessas
sequéncias pelo BLASTp, revelando uma identidade de 24 a 25% entre as proteinas
Rap presentes nas linhagens de B. cereus lato sensu e em B. subtilis 168, com
cobertura variando de 64 a 85%. Ou seja, o nivel de detecgdo de similaridade do
Polydot € menor do que do BLASTp.

A analise de similaridade pelo agrupamento foi realizada na tentativa de
reunir as proteinas Rap do grupo B. cereus em classes como em B. subtilis,
observar a presencga de proteinas idénticas na mesma linhagem e fazer uma relagcao
entre a similaridade de sequéncia e a localizagdo dessas proteinas no genoma
(Figuras 3, 5 a 8). Essa analise resultou em 25 grupos (Quadro 6, Apéndice, pag
100), variando de dois a 25 componentes e seis proteinas Rap que néo
apresentaram similaridade com nenhuma outra entre as identificadas em B. cereus
lato sensu. Nesta etapa do estudo as proteinas curtas ndo foram consideradas.

A linhagem IS5056 de B. thuringiensis foi a Unica que apresentou proteinas
idénticas no mesmo genoma. No entanto, os genes codificantes dessas proteinas
estdo presente em diferentes plasmideos. Nesta linhagem, Rap7 (plS56-107) com
Rap8 (plS56-233) sado altamente similares, assim como Rap10 (plS56-16) com
Rap16 (plS56-285) e Rap13 (plS56-285) com Rap14 (plS56-328) sdo similares entre
Si.

Nenhuma das linhagens de B. cereus ou B. thuringiensis apresenta conteudo
de proteinas Rap igual. Nos grupos onde ha apenas proteinas de B. thuringiensis
(10, 14, 18, 20 e 24) ha uma prevaléncia de proteinas plasmidiais. Apenas dois
grupos tém apenas sequéncias de B. cereus: 21 e 25 e nos dois ha sequéncias da
linhagem B. cereus Q1.

Quando observados as proteinas plasmidiais mais especificamente, é
possivel observar um evidente agrupamento de proteinas plasmidiais, apesar de,

com excegao dos Grupos 14, 18, 22 e 24, os grupos com proteinas plasmidiais
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possuirem também pelo menos uma proteina cromossémica. E também trés
proteinas plasmidiais ndo se agruparam com nenhuma outra Rap.

Relacionando as Figuras 3 a 7 com o Quadro 6, foi possivel observar que,
principalmente para os grupos maiores, as proteinas similares sdo codificadas por
genes com localizagao semelhante. Como por exemplo os genes da regiao
conservada intermediaria/mediana (2,3 Mb) de B. anthracis correspondem as
proteinas do Grupo 1, com membros também nas linhagens de B. cereus e B.
thuringiensis. Os genes cromossémicos que nao estdo na posigao correspondente
codificados na fita contraria, estdo associados a genes codificantes de proteinas de
ligacdo ao DNA (DNA- binding protein), mas ndo ha uma relagado definida quanto a
presencga ou nao do gene phr.

Relacdo que nao foi observada na posicdo de aproximadamente 1,05 Mb.
Apesar de detectar a similaridade de sequéncia desses genes de B. anthracis, a
similaridade observada no agrupamento nao €& verdadeira para 0s genes
concentrados nesta regido de B. cereus e B. anthracis. Outra observagao peculiar é
da proximidade de cinco dos seis elementos do Grupo 8 com elementos do Grupo 2.

Por meio dessas relagdes, foi possivel observar que os plasmideos pCT281
(de B. thuringiensis CT-43) e plS56-285 (de B. thuringiensis 1S5056) sdo muito
semelhantes nos critérios analisados nesse estudo, pois contém os mesmos trés
grupos Rap proteicos com localizagdo correspondente, além da presenga de genes
cry de mesma classe (2Ab, 1Aa, 1la e 2Aa) localizados em regides correspondentes.
O alinhamento da sequéncia completa dos dois plasmideos por BLASTn confirmou a
probabilidade de serem praticamente 0 mesmo elemento genético ao resultar em
cobertura e identidade de 99%.

Também € possivel notar a presenga da mesma classe de genes nos
plasmideos com 6,9kb de B. thuringiensis: BTB_6p (Bt 407), pCT6880 (CT-43) e
plS56-6 (1S5056). Apesar de os genes rap estarem em diferentes localizagdes
dentro dos plasmideos (Figura 8) o alinhamento desses plasmideos por BLASTn
revelou 100% de identidade e 100% de cobertura. Consequentemente,
caracterizando-os como mesmo plasmideo. A presenga do mesmo plasmideo nao
conjugativo em trés linhagens diferentes, pode ser justificada pela ocorréncia de
mobilizacdo por plasmideos conjugativos (VILAS-BOAS; SANTOS, 2012).
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Nao foi possivel construir o quadro de agrupamento por similaridade para os
peptideos Phr, pois a baixa identidade auxiliada pelo curto comprimento da proteina,
nao permitiram a formagao de grupos definidos.

Para melhor avaliar a similaridade entre as proteinas Rap obtidas, as
sequéncias de aminoacidos foram alinhadas por meio do programa MEGA 6 e uma
arvore filogenética foi construida pelo método de Neighbor-Joining (Figura 11).
Foram excluidas do alinhamento as proteinas menores de 300 aminoacidos,
resultando em 173 sequéncias.

Na Figura 11 é possivel notar claramente o agrupamento das sequéncias
proteicas observadas no Quadro 6, como esperado pois a proximidade dos ramos
da arvore esta relacionada com a similaridade de sequéncia.

Na arvore também é possivel observar a concentracdo das proteinas de B.
anthracis, em contraste com as de linhagens de B. cereus e B. thuringiensis, cujas
proteinas Rap aparecem misturadas na arvore. Este agrupamento das proteinas de
B. anthracis confirma a sintenia observada na Figura 3, pois as sequéncias das
proteinas nesta espécie apresentam extensa homologia e mesmo ordenamento
genético, ou seja, os genes com localizacdo conservada codificam proteinas com
sequéncias similares, e até mesmo idénticas.

As mesmas caracteristicas observadas na arvore filogenética resultante dos
genes rap, podem ser observadas na arvore gerada para os genes phr (Figura 12).
No alinhamento (resultado ndo demonstrado) do qual esta arvore foi gerada, é
possivel observar varios e grandes gaps, o0 que demonstra que, mesmo nas
sequéncias mais longas, o padrao necessario para a funcionalidade é mantido, de
forma que as sequéncias correspondentes aos gaps nos peptideos mais curtos,
provavelmente, levam a formacgao de algas.

A relevancia da analise filogenética se da por proporcionar a visualizagao dos
agrupamentos das proteinas mais estreitamente relacionadas nas arvores. Esta
analise é confidvel mesmo com alguns valores de bootstrap baixos, pois nos
pequenos agrupamentos a formacgao dos clusters é estatisticamente significativa. Os
valores mais baixos do bootstrap estdo presentes quando os grandes clusters sao
relacionados, a auséncia de uma similiaridade significativa entre eles pode ser
justificada pela auséncia de necessidade da conservagao da sequéncia estrita dos

aminoacidos das proteinas Rap e peptideos Phr.
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Figura 11 — Arvore filogenética das proteinas Rap de B. cereus lato sensu
construida pelo algoritmo Neighbour-Joining. Numeragao

correspondente a apresentada na Tabela 2.
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Figura 12 — Arvore filogenética dos peptideos Phr de B. cereus lato sensu
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Neste estudo, os sistemas Rap-Phr das linhagens de B. cereus lato sensu
com sequéncia do genoma completo disponivel foram analisados quanto a sua
localizagédo, proximidade a elementos transponiveis, tamanho, similaridade aos
sistemas de B. subtilis, identificagdo de caracteristicas determinantes (dominio TPR
ou sequéncia sinal), conservagao de sequéncias entre e dentro das linhagens e
quanto ao seu agrupamento em classes por meio de ferramentas de bioinformatica.
Entretanto, a analise in silico tem suas limitagcdes, pois ndo permite inferir a
funcionalidade desses sistemas. Desta forma sdo necessarias analises funcionais
para compreender o papel desses sistemas nas espécies do grupo e a comparagao
entre os genes plasmidiais e cromossdmicos auxiliardo na discussdo do papel do
plasmideo para estas bactérias. Devido a grande quantidade de sistemas
identificados ndo € possivel realizar a analise funcional de todos eles, mas sim o
estudo em linhagens representativas do grupo. Como por exemplo, B. thuringiensis
HD-73, com sete genes rap cromossdmicos e trés plasmidiais e B. cereus G9842,

com sete genes rap cromossOmicos e um plasmidial.

3.5 CONCLUSAO

A busca e caracterizagcdo dos genes rap-phr nos genomas de linhagens das
trés espécies de B. cereus lato sensu, bem como o levantamento bibliografico
realizado em torno desses genes, mostrou a grande diversidade dos mesmos em
varios aspectos: ocorréncia, localizacdo, similaridade de sequéncias e aspectos
funcionais. Levando em consideracdo as questbes taxonémicas relacionadas as
espécies do grupo, os dados obtidos neste trabalho n&o permitiram a identificagéo
de padrdes de genes rap-phr espécie especificos que possam diferenciar linhagens
das trés espécies. No entanto, a analise dos resultados desse estudo permite
constatar a maior plasticidade gendmica das linhagens de B. thuringiensis em
relagdo as outras duas espeécies. Isto, em razdo da maior variacado do tamanho dos
cromossomos e do numero de genes preditos nestes, do maior numero de
plasmideos por linhagem e da maior quantidade de genes rap-phr por linhagem,
principalmente genes plasmidiais.

Quando os dados sdo analisados quanto a localizagdo do gene,
cromossOmica ou plasmidial, ndo foi possivel detectar marcadores em relacdo ao

posicionamento desses genes no genoma. No entanto, foram encontrados muitos
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genes rap-phr nos plasmideos de B. cereus e B. thuringiensis. Considerando a
relevancia funcional dos genes plasmidiais apontada por diversos autores, 0s
resultados obtidos reforcam a importancia dos plasmideos para este grupo
bacteriano. Assim, plasmideos contendo sistemas rap-phr podem ser mantidos de
forma mais estavel em um maior numero de espécies ou linhagens que co-existem
em um determinado ambiente, uma vez que a presencga desses plasmideos pode
trazer uma melhor resposta das bactérias frente as modificagcbes ambientais.

A identificagcédo e a caracterizagdo dos genes rap-phr irdo auxiliar nas analises
funcionais desses genes nas espécies de B. cereus lato sensu e, em conjunto com
essas analises, permitira verificar a atividade dos produtos desses genes e,
principalmente, contribuir na identificacdo do real papel dos plasmideos neste

conjunto de bactérias.
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Tabela 1 - Dados gerais dos genomas de Bacillus cereus lato sensu empregados neste estudo.
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Genoma Cromossomo
Linhagem Origem / Atividade Ano N°de acesso Tamanho N° de N° de N° de Tamanho
%GC . . %GC
(Mb) genes  proteinas plasmideos (Mb)
Baillus cereus ATCC Fazenda/nao- 5,03 NG 0047221 543 3531 5494 5231 1 541 353
14579 patogénico
Bacillus cereus Sangue de
03BB102 paciente com 2009 NC _012472.1 5,45 35,29 5775 5606 1 5,27 35,4
pneumonia severa
Bacillus cereus AH187  Vomitodesurto 5,55 NG 0116581 560 3552 5961 5783 4 527 356
emético (Londres)
Bacillus cereus AH820 Pacientecom 5,45 NG 0117734 559 3531 5949 5810 3 53 354
periodontite
Bacillus cereus ATCC  Produtos lacteos 55, Nc 003909.8 543 3552 6014 5844 1 522 356
10987 (queijo)
Bacillus cereus B4264 Sangue e fluido
pleural de casode 2008 NC_011725.1 5,42 35,3 5564 5398 0 5,42 35,3
pneumonia fatal
Bacillus cereus E33L Carcaga de zebra 2004 NC_006274.1 5,84 35,17 5796 5641 5 53 35,4
Bacillus cereus F837/76  Ferida da prostata 2011 NC_016779.1 529 354 5609 5468 > 522 354
contaminada
Bacillus cereus FRI-35 2012 NC_018491.1 5,38 35,45 5580 5435 4 5,08 35,6
Bacillus cereus G9842  Sanguedesurto o448 NG 0117721 574 3505 6001 5857 2 539 353
(Nebraska)
Bacillus cereus NC7401 Intoxicacao
alimentar tipo 2011 NC_016771.1 5,55 35,54 5900 5754 5 5,2 35,6
emética
Bacillus cereus Q1 Reservatoriode 54409 Nc 0119691 5,51 355 5622 5489 2 521 356
petréleo (China)
Bacillus cereus biovar Chipanzé com
anthracis str. Cl sintomas de antrax 2010 NC_014335.1 5,49 35,27 5733 5558 3 52 35,4
(Costa do Marfim)
Média B. cereus 5,562 35,36 5769 5606 2,54 5,27 35,5
Bacillus thuringiensis Tecido humano
serovar konkukian str. com necrose 2004 NC_005957.1 5,31 35,36 5343 5197 1 5,24 35,4
97-27 severa
Bacillus thuringiensis Mutante 2010 NC_014171.1 5,64 35,19 5513 5352 1 5,33 35,3
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BMB171 acristalifero
derivado de Bt
YBT-1463
Bacillus thuringiensis Inseticida —contra 5,45 NG 0188771 613 3502 6590 6402 9 55 354
Bt407 lepidoptera
ﬁﬁﬁggfth“””gmnsm 2012 NC_018500.1 644 3504 6703 6568 8 589 35,2
Bacillus thuringiensis Inseticida (USDA
HD-789 (israelensis) Agricultural 2012 NC_018508.1 6,33 3518 6626 6462 6 5,5 35,3
Research Service)
Bacillus thuringiensis Floresta (China) /' 5415 cp003687.1 660 3492 6843 6722 7 541 354
MC28 Inseticida
Bacillus thuringiensis Solo (China) /
YBT-1518 Téxica para 2013 NC_022873.1 6,67 3529 6877 6738 6 6 35,4
nematoides
Bacillus thuringiensis Inseticida — contra
serovar chinensis CT- lepidoptera e 2011 NC_017208.1 6,15 35,12 6380 6206 10 5,59 35,4
43 diptera (China)
Bacillus thuringiensis Solo (China) /
serovar finitimus YBT- et 2011 NC_017200.1 5,68 35,38 5931 5782 2 5,36 35,5
020 nseticida
Bacillus thuringiensis Inseticida (Centre
serovar kurstaki str. OILB/Institute 2013 NC_020238.1 5,91 3519 6334 6194 7 5,65 35,3
HD73 Pasteur)
Bacillus thuringiensis
serovar thuringiensis Solo (Pol6nia) 2013 NC _020376.1 6,77 34,91 7060 6922 14 5,49 35,4
str. IS5056
Bacillus thuringiensis Suspeitade arma o456 NG 0086001 531 3541 4945 4798 1 526 354
str. Al Hakam biolégica (Iraque)

Média B. thuringiensis 6,09 3517 6262 6112 6,00 5,52 35,4
ﬁﬁiﬂfsa”""amss"' Vaca morta (Texas) 2002 NC_003997.3 5,23 354 5401 5039 0 5,23 35,4
gigﬂgsa””"adss”' 2004 NC_0059451 523 354 5265 4955 0 523 354
Bacillus anthracis str. Vaca morta 2004 NC 0075302 550 3526 5735 5305 2 523 354
Ames Ancestor
Bacillus anthracis sr. Isolado humano 5449 NG 01265901 550 3526 6043 5292 2 523 354

A0248

(USAMRIID)



Bacillus anthracis str.
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L 2014  CP001970.1 550 3526 6099 5973 2 523 354
i‘?g’g"’s anthracis str. 2014  CP001974.1 5.41 353 6046 5920 1 523 354
g%"c’”gg 43””7’ acis str. 2009 NC 0125811 551 3526 6042 5902 2 523 354
Bacillus anthracis str. Isolado clinico de
H9401 coreano com antrax 2012 NC_017729.1 5,50 35,26 5917 5791 2 5,22 354
cutaneo
Bacillus anthracis str. Surtosuecode o414 cpO0E742.1 549 3526 5905 5741 2 521 354
SVA11 antrax
Média de B. anthracis 5,43 35,30 5828 5546 1,44 5,23 35,4
Media grupo do B. 570 3527 5959 5749 347 535 354

cereus




Tabela 2- Relagéo dos genes rap-phr encontrados, juntamente com os genes localizados mais proximamente ao lado.
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Gene Dist. rap phr Dist. Gene
Linhagens Produto 1(-:21) Localizagdo (pb) ((BSE)e Localizagdo C(E:E)e Localizagdo SignalP (pb) Produto 1(-:21) Localizagdo
Hypom:gctf‘r'a%ffr'gtéﬁ’:;at've 363 oo1o 915 rap1 1110 LA - . . 397 Hypothetical protein 30 AT
Glyoxalase family protein 978 11'%%56'_%20%' 224 rap2 1113 11'%%212%%' + ; - ; 456 Lipase 7771 i%%%fgg_
Bﬁ 4A51.-,gc Hypothe'tAi\cglljpSr;rt](te;r;S('f;-)oxoacyl- 348 22%%(;%72% 191 rap 3 1074 22%%121&' + Cromossomo 126 22%%22%?72 + 298 Hypothetical protein 828 22%%%%13(;
Hypothetical protein 132 3315567%%56' 55 rap 4 1098 2155212313_ - - - - 153 Hypothetical protein 348 %i%%‘;ag
CDP-glucose 4,6-dehydratase 1089 53 >00% 1146 raps 1116 SARA 62 3O - 315 e a0 1935 SOTACY
Hyp°thetigi:yﬂg;?iige()""”tif””ga' 351 %%%Bg 416 rap1 1110 %%%‘%298' + phr 138 %%%_57%52' ¥ 666 HD-domain protein 1125 %%12'%%'
Glyoxylase family protein 978 %%%_2275%' 258 rap2 1095 %%i‘_%%%‘ + phr 246 %%77'%327' ¥ 237 Hydrolase, alpha/beta fold family ~ 876 %%%%%Ag
BoO3BBI0Z  muteotide sencsshouicstomse) 199 saorrap 276 rap3 1101 PRI omessomo  PAr 180 RO+ 548 DNA-binding protein 201 G000
ST J0EE as me we LS - oo ST o pween o5 3
(solenoprotom O ond oystoine- 1467 SMESH- o g yogs 334206 o tas 380 75 opoimtonand proease 600 335072
containing-like protein) synthase
(selenopraton 0 and oyslene- 1467 190088S  pg g jes  lESTO4E o taa MEBNOIT e and et Ge0 1863618
Bc AH187 containing like protein) U U Cromossomo RS synthase U
Enterotoxin C 1080 33227725917% 255 rap2 1095 3322;%%‘?; + phr 189 3;_2288%_352145 ¥ 334 Hypothetical protein 129 %_228801'_85%%'
Glyoxylase 978 11'%1%%20‘2' 250 rapA1 1089 11'%%‘1"12%' + phr 204 11'%5511'_%&%' ¥ 107 Transposase 321 11'%%11'%57%'
nomeotide Fanosphodicstomse) 1953 satoosp 275 rapz 1101 SINREES phe 50 SN 540 DNA-binding protein 201 550
R T I 1
(selen%?gzgfnhgalaa?@;eine- 1467 3:,)%5512592973 255 rap4 1095 %33551%12 + phr 189 3:,)%5544'1353297 ¥ 74 spoﬂiﬁ?ﬁ;@éﬁiﬁé’&gmw 600 %%%45'2%10'
containing homologs) protein PAI2
Ot s M s wms w B waom e w ESE L oy mbiiemes  , mm
Be ATCC Hypo:j:;é;i}g%g;%i::ungal 351 11%7%%%% 417 rap 1 1110 11%77%25621- + S - - - 61 Hypolthcjztical protein 135 11%77%%2526
10987 (selenoprotein O and cysteine- 1467 527209% 255 rap2 1095 550890 phr 189 3204l” + 73 T e " 303 SETOTOC
containing like protein)
Glyoxylase 978 11'%23%.77%%' 241 rapA1 1095 11'%%%%215' + phr 324 11'%3322'%%58' ¥ 251 Alpha/beta fold family hydrolase 873 11'%%%_65?;%
Hypothetical protein 654 5008000 445 rapC2 1011 22'%6;%'11671' + 216 22'%77%'_13216' " 423 Group specific protein 783 ZOT080
Be Bze (selen%ﬁgzgﬁrga;%)tc?;‘teine- 1467 %%%%_%8551' 256 rap3 1095 %‘%%2'3{%71' p o omesseme phr 189 %%%11'_35%%' " 74 spofﬁgiﬁisﬁsgyanfﬁisrx&itow 600 %%%12'2%%'
containing homologs) protein PAI2
Hypothetical protein 123 %jf%%_%g 798 rap4 1116 %‘iﬂ%z‘g + phr 162 %111(}%5123' ] 162 Methy"acczfgtr;?n"hemOtaXiS 1083 %i1113"117557'
Bc E33L Glyoxalase family protein 978 11'%3;%%%”;' 255 rapA1 1095 11'%12%%%' + 309 11'%112'_%%%' " 248 Alpha-beta hydrolase 876 11'%1%'%86?
Dodenseer e WEE  w me ws PR M v w1 I
(sclonopraton O and oystome-  1s7 SIS peg g yggg  32eT | TOONOTO g ssee 74 spordmionanaprowats 600 36810
containing like protein) synthase
Group-specific protein 1008 1%2267%%; 89 rapA’4 1095 1%2279%?371- + phr 306 1%22%%%13 + 393 t-RNA-Arg-2 79 1%22%;75%
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332.618- 333.829- . . 335.417-
Transposase 1119 333.736 93 rapD 5 915 334 743 - pE33L466 - - - 674 Hypothetical protein 405 335 821
Hypothetical protein (antifungal 950.976- 951.743- 952.849- Hypothetical protein (HD family 953.652-
polypeptide) 351 951.326 417 rap1 110 ‘950850 * phr 138 952.986 666 phosphohydrolase) 25 954776
988.969- 990.203- 991.298- . 991.861-
Glyoxalase 978 089 946 257 rap 2 1095 991 297 + phr 330 991 627 234 Lipase 876 992 736
Bc F837/76 , . 2.386.623- 2.389.042- Cromossomo 2.388.884- - . 2.390.690-
5’-nucleotidase 1986 2 388.608 276 rap 3 1101 390.142 - phr 159 2 389.042 548 DNA-binding protein 201 5 390.890
NTD biosynthesis operon 3.038.858- 3.040.092- } } ) Hypothetical protein (fascin 3.043.458-
regulator NtdR 990 3030.847 245 rap4 1116 3041007 7 2251 domain protein) 549 3044.006
. . Protease synthase and
Selenoprotein O and cysteine- 3.267.926- 3.269.648- 3.270.742- . . 3.270.954-
containing like protein 600 3269392 256 rapS 1095 3570742 * phr 138 3570879 75 Sp°r”'at'°;r:tee?natF',‘;f|£e9“'at°ry 600 3971553
572.861- 574.271- 573.975- 575.615-
Alpha/beta hydrolase 876 573 736 239 rap 1 1095 575 365 - phr 297 574271 250 Glyoxylase 978 576 592
Site-specific tyrosine 2.542.527- 2.543.322- 2.543.203- Hypothetical protein (type Ill 2.544.536-
recombinase XerD 186 5542712 491 rap2 1095 5544416 phr 123 5 543305 120 secretion protein) 429 5 544.964
Sporulation and protease ) : ) Hypothetical protein )
Bc FRI-35 synthase transcriptional 174 ?31%%23%)58 73 rap 3 1095 31%267%% - Cromossomo phr 189 %1%%%7519 255 (selenoprotein O and cysteine- 1467 11%23%51
repressor e e e containing like protein) R
Beta-lactam antibiotic acyclase =~ 2391 %%772571761 268 rap 4 1092 ?3%7756%%%- + phr 135 %%77%%25% 391 Hypothetical protein 705 %%7777071%
A . 4.336.854- 4.337.601- 4.338.701- 2',3’-cyclic-nucleotide 2’- 4.339.182-
DNA-binding protein 201 4337054 547 rapS  MO0T 4338701 * phr 159 4 338 859 323 phosphodiesterase 531 4339712
1.008.459- 1.009.685- 1.010.779- 1.011.220-
Glyoxylase 978 1.009 436 249 rapA 1 1095 1010.779 + phr 201 1.010.979 241 Alpha/beta hydrolase 873 1.012.092
Prolipoprotein diacylglyceryl 1.651.547- 1.652.488- 1.652.351- . . 1.653.726-
transferase 681 1652207 124 rap2 1095 4653582 phr 138 4652488 144 Hypothetical protein 77 4 653.902
Hypothetical protein (3-oxoacyl- 2.038.048- 2.038.586- 2.039.656- : i . 2.040.078-
ACP synthase) 348 5 038.395 191 rap3 1074 5039659 * phr 126 5 439.781 297 Group-specific protein 864 5 040.941
Be Gosta Transcriptional repressor PagR 294 22%%%4710%' 552 rap 4 1101 22%%45%11%' - Cromossomo phr 159 %%%iiﬁ% 2865 S-layer protein 1419 22%%%?;%;'
Hypothetical protein 132 %%88%%%6; 55 rap 5 1095 ?3::33%;2326- - - - - 156 Hypothetical protein 348 %%%88%3%
3.427.735- 3.429.984- 3.431.099- Methyl-accepting chemotaxis 3.431.409-
CDP-glucose 4,6 dehydratase 1089 3.428.823 1161 rap 6 1116 3.431.099 + phr 162 3.431.260 149 protein 1983 3.433.391
. . 3.441.825- 3.442.240- Sensory box/GGDEF family 3.442.622-
Hypothetical protein 123 3 441947 293 rap 7 231 3 442 470 - - - - 152 protein 2517 3 445 138
e . 88.556- 89.302- ) 89.168- Hypothetical protein (ArsR 90.743-
DNA-binding protein HU 273 88.828 474 rap 8 1095 90.396 pG9842 209 phr 138 89.305 347 family transcriptional regulator) 414 91.156
Non-expressed Enterotoxin C 1080 11%;%159721' 298 rap 1 1095 11%2222%%— + - - - 417 Hypothetical protein 174 11882222385%'
Bc NC7401 Hypothetical protein cromossomo Protease synthase and
(selenoprotein O and cysteine- 1467 %22331361228' 255 rap 2 1095 %22%3;3%3;_ + phr 189 %22331%%2' 334 sporulation negative regulatory 606 %22%55%26;'
containing like protein) e U T protein PAI2 U
. . 580.653- 581.509- ) 581.252- Hypothetical protein (type VII 582.825-
Hypothetical protein 246 580.898 354 rapA1 1095 585603 258 581.509 222 secretion protein) 173 5g3.997
. 1.862.023- ) 1.863.400- 1.864.491- . . 1.865.063-
Enterotoxin C 1080 1.863.102 298 rapA’ 2 1095 1 864.494 + CrOMoSSOmo phr 144 1.864.634 429 Hypothetical protein 138 1.865.200
Bc Q1 Protease synthase and
. . . 3.249.022- 3.249.705- 3.250.805- ; . 3.251.066-
Circumsporozoite protein 480 3.249.501 204 rapE 3 1098 3.250.802 + phr 189 3.950.993 73 sporuIatlogrgggi;r?t;)\;?zregulatory 600 3.951.665
. . 154.706- 155.498- 155.370- . . 156.902-
Hypothetical protein 606 155.311 59 rap 4 1119 156.616 - pBc239 phr 132 155.501 286 Hypothetical protein 153 157 054
997.536- 998.747- 999.835- Lipase, alpha/beta hydrolase 1.000.275-
Glyoxalase 978 998.513 234 rap 1 1089 999835 * 204 1.000.038 237 fold family 876 1.001.150
Bc anthracis 2’,3-cyclic-nucleotide 2’- 2.346.779- 2.349.164- 2.349.006- - . 2.350.802-
cl phosphodiesterase 1953 5 348.731 275 rapA2 1101 5 a509g4 - CrOMOssomo phr 159 5 349.164 538 DNA-binding protein 201 5 351,002
Hypothetical protein (type VII 4.218.429- 4.218.902- 4.220.068- Hypothetical protein (membrane 4.220.275-
secretion protein) 429 4218857 45 rap3 70 4000071 Y phr 123 4 520.190 85 protein) AT 4220.751
Bt konkukian 1.034.348- 1.035.581- 1.036.675- 1.037.205-
97-27 Glyoxalase 978 1035325 256 rap 1 1095 1036675 + cromossomo phr 303 1.036.977 228 Alpha/beta hydrolase 876 1.038.080
Hypothetical protein 633 028976 522 rapB2 1005 70730 - . : 487 Hypothetical protein 12 7L
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-
Hypothetical protein 1467 550085 293 rapE4 1098 5200 - . : 153 Hypothetical protein ag 50
T i N it -
glyoxalase 978 11.%1156..5552(;- 234 rap 1 1095 11'%116;';6515 246 11'%112'ﬁ%%' + 238 Lipase (Alpha/beta hydrolase) 876 11'%11%_323;%'
transposase 120 213340 789 rap2 1095 14380 phr 135 924> - 231 Hypothetical protein 558 o100
Hypothetical protein 138 OB - rap3 1005 00205 - : . 360 MerR fa"r‘géjlr:t”;‘:”p“°“a' sa 00T
Hypothetical protein 201 22%55%21177' 1077 rap 4 1074 22%5513%%47_ CrOMOSSOMo 126 22%55?301%%' + 297 Hypothetical protein 828 22%55145%'
BEMBT  solenopoionOaniomane: 57 SUSET 2 wps s S9N SR o Seuvplsmesne g ITESL
containing like protein)
CDP-glucose 4,6-dehydratase 1089 3 30o o 1135 rap6 1116 SO0t To . - ; 117 Hypothetical protein 1a 550000
cellulase 1311 %‘i%i‘_%ij 471 rap 7 474 %‘i%‘gzg - - - 152 Sensory b‘;’:é ?e?nDEF family 2730 %i%%%‘é%‘
Hypothetical protein 168 1155%_135113' - rap 8 1095 11%%_311% . - - - 811 Hypothetical protein 390 11%11'%2135
Hypothetical protein 534 %%%3‘? 216 rap 9 108 22%%%77(; P phr 174 22%%%%2 + 2039 transposase 276 221122'_%15'
. . S-layer protein/ peptidoglycan
o S w LR e
o B an sweehimamlw oy mn
Prolipop;:);re]isr} edri:;;éllglyceryl 681 1177(())2218 31(())- 118 rap 3 1095 1177(())3;{26559— Cromossomo phr 138 1177(())%%2685- + 360 Transcriptionle rT:ﬁgulator, MerR 546 1177%45 5016 i-
oo VBB . w poethess g lme
Bt 407 Cellulase 1269 350295 525 raps 207 SASATAE ; ; ; 166 Sensory b‘;’:é CODEFfamiy 5730 3485120
Transcriptional regulator 228 2.754-2.981 472 rapl 6 1080 i%%?; BTB_9p phr 147 4.529-4.675 + 120 Hypothetical protein 582 4.795-5.376
Hypothetical protein 393 2255(1715;% 153 rapC7 1095 225512322% BTB_502p phr 150 225522452721 ¥ 55 Hypothetical protein 420 %%%‘%i%‘
Hfq protein 186 11%'3110%' 674 rapF 8 1113 1112'%%%' BTB_78p phr 135 1111'.%7171' 218 Hypothetical protein 693 11%"52?:’,)%'
Hypothetical protein 774 2.298-3.071 495 rapK9 1095 3;1'.%%%_ BTB_6p ; - ; 454 Putative 23'&5'2;)‘”0@“ (Rep 615 51145728
Sensery bgﬁé?e?nDEF family o487 %881'_%%%' 164 rap1 219 %884"1';‘;%' - - ; 471 Glycosidase, family 5 1311 %8856'%%'
Methy"aCC‘;‘;gtr;?nChem"taXis 1983 SO0 151 rap2 1116 oo 162 %%88'_12%%' ; 1161 CDP-glucose 4,6-dehydratase 1089 o020
Hypothetical protein 348 ii%?é% 156 rap 3 1095 ii;%%% - - - 55 Hypothetical protein 132 ‘:14:122?;%-
Hypotheticaliiggc;tg)in (pyruvate 99 11155%23%%{ 549 rap 4 1101 11‘:'1%%%%%_ Fromosseme phr 159 11155%2%%' + 596 Transcriptional repressor PagR 225 11155%7987‘;'
BtHD-771  Alphalbeta fold family hydrolase 873 507 75% 239 rapA5 1095 5072005 phr 225 30728 ; 275 Glyoxalase family protein 978 %%77‘;%;%'
oo VEEE L eempemOeor (s
Hypothetical protein 1089 7712;?105' 627 rap7 1095 77?2%%3;' p01 phr 135 7735%26' ¥ 191 far:'ﬁ)?‘t’rtgﬁggﬁg)t‘i’gﬁi’:e(g ;Tor) 294 77‘;_?8881'
Hypothetical protein 609 o 347 rap8 1101 T 003 phr 246 D00 " 54 Hypothetical protein 237 %7713%95
Hypothetical protein 693 %%%%13' 218 rap® 1113 3:’312231213 p04 135 %2232253 ; 675 Hfq protein 186 3:’3%1321%
Bt HD-789 Glyoxylase 978 5577;77%% 249 rapA1 1095 %;%%%%' cromossomo phr 201 5588%28822' ¥ 241 Alpha/beta fold family hydrolase 873 %88%_53%35'
Prolipoprotelrt diacylglycery! 681 11.'22?;3%..073;%- 124 rap2 1095 11"221%%77%' phr 138 11"22?:’388'_89”;29' ¥ 234 Hypothetical protein 87 11'21%%%2'
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oo G gy ST s o (I
Transcriptional repressor PagR 294 11%22%%77% 552 rap 4 1101 11'%2245'3%11' - phr 159 11%22‘:'1%%%" 1665 Hypothetical protein 81 11%2277;42%'
Hypothetical protein 132 228888%:;)12 55 rap 5 1098 22%?334’156551- - - - - 156 Hypothetical protein 348 22%88%?15(;
CDP-glucose 4,6-dehydratase 1089 22%22‘;%?9 1163 rap6 1116 22%%67%%27 + 162 22'%2277'_67%2' 151 Methy"accf)‘r’gt’;?n"hemOtaXiS 1983 22'%222_%%91'
Glycosidade, family 5 1311 5RO 471 rap7 246 S00TOh . - ; 137 Sensory b‘;’:é ?e?nDEF family 5487 PYVEY
Hypothetical protein 489 111‘2_26%3;' 82 rap8 1098 ereTY p02 ; - ; 515 Hypothetical protein 423 111%%%57'
Histidine kinase 1311 22116;'%211' 361 rap 1 1095 22112'%?;?{ - phr 159 221177'%220' 419 Immune inhibitor A 2478 22;2382%_
esistance o dloggenase %95 auvess 23 rap2 1005 TEGE oo 198 Sisare 261 Lipase, putative 852 Deoo00
oo Cdamane. ot SIS s s S50 R
N Hypothetical protein 714 11%‘;%%%' 476 rapD4 1089 11%56'_77%%' - pMcC183 135 11335557215 299 Hypothetical protein (pX02-72) 222 11%77'_03%
Hypothetical protein 213 20 64 rap5 1233 224 pmciso phr 132 Foones 193 Iniciator RepB protein 1212 22?:12%12
ggw;gifglgg\‘jg 119 SO 484 rap6 1113 2T phr 159 2000 439 Hypothetical protein 132 Sl
Methy"accf)fg{;?n"hemOtaXis 1083 %‘g%ﬁ% 266 rap7 1131 %672%77 - pMc429 phr 162 %%57736; 353 Protein CgeD 1296 %%2521%
Hypothetical protein 14 30053 61 rap8 1095 SO00% phr 120 20 241 ArsR famriéltjlz’t‘jf”p“°“a' a5 02T
Hypothetical protein 627 22::’15;25% 294 rap® 1137 22‘22‘;3' +  pMC54 246 22%%%13 283 Hypothetical protein 237 22%_?%2'
Hypothetical protein 1197 77%%_51%51' 731 rap1 1104 77%%%%%' + ; - ; 729 Hypothetical protein 1200 88%%_222%'
Hypc()jtit:/ie;iigﬁl ;)rroq[teeii:) (cell 165 112222%%1%' 511 rap 2 1110 1122222256‘\}3- + phr 138 112222%%%%' 625 Reverse transcriptase/maturase 1275 1122?32%%26-
Glyoxylase o8 220 256 rap3 1095 20T 246 OOTES 262 Lipase g2 20092
e R S S 1.
(selenopraton O and oysleine- 1467 37803 pgg o5 g5 3752085 o 189 3753186 74 sporuation nogaive reguiatory 600 3753448
containing like protein) PAI2
Putative endoglucanase 1311 %%%2%%77' 470 rap 6 219 %%%22;%2_ - - - - 166 Sensory bcr)))r(/oCt;eCi-‘:nDEF family 2487 %88%%1591;7'
Hypothetical protein 444 3,%.82:;%_ 201 rap 7 894 Aﬁ'é%‘ - pBMB0231 - - - 549 {rap 120";}4 t';f; pothetical 507 112'312%'
Bt chinensis Hypothetical protein T AN 266 rap1 1110 O8I - . : 441 S-layer protein 1734 100978
Glyoxalase family protein 978 11'%‘22'.%3;52' 256 rap2 1095 11'%13;%82' + phr 291 11'%%%.81%22' 262 Lipase 852 11'%552%4\;;
ProIipop;(r);ﬁi;:ri:gglglyceryl 681 11%%55(;5322 118 rap 3 1095 11%%57%8871_ Cromossomo phr 138 11%%55%5807 320 K+-transpo(;trir;?nATPase, A 144 11%%771%81
(selecrgi,é)fc;:}zrz ?;%E?élg;eine 1467 %iﬁ'%%gs' 256 rap4 1095 %ﬂ;iﬁg + phr 189 %ﬂ%_‘g&' 259 T;gsrﬁlr;ﬁi% E}:;;:ggts::srem 600 %ﬂ%g%
Cellulose 1269 3;167%_11‘?5' 525 rap5 219 %‘%ﬁ‘é%‘ - - - - 154 Sensory b‘;’:é CSDEFfamily 2730 3;%1'%1121'
Hypothetical protein (ATPase) 906 11%‘;%673' 160 rap6 1185 11%6;"023%' +  pCT127 phr 159 11%77"2317%' 91 Hypothetical protein 360 11%77'13%'
Hypothetical protein 249 PN 345 rap7 1095 > s phr 138 arore: 124 Hypothetical protein 165 s
Hypothetical protein 1491 %67%10%' 250 rap 8 1074 %%252%' + pCT281 phr 135 %%;263%- 179 Sml1/Knr4 429 %%%4720'
Transcriptional repressor PagR 294 22%55%%%' 190 rap 9 1092 22%(579'22%' + 135 22%77121571' 213 Transposase 282 22%77‘;3;_
Hypothetical protein 600 26.010- 508 rap 10 1116 27117~ + —pCTF5t+—— phr 246 28.232- 87 Hypothetical protein 237 28.531-
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26.609 28.232 28.477 28.767
Hypothetical protein 753 4.484-5.236 495 rap 11 1056 5677:?316- - pCT6880 - - - - - - -
sigggf;lgslsferr%tign(ﬁg:ﬁI\>/e 693 1%2%2‘ 218 rap12 1113 %%5612;' +  pCT72 135 55%'%%' ; 674 Hfq protein 186 %11'%3;‘;
DNA transfer family protein) ' ' ' '
Hypothetical protein 129 6.010-6.138 214 rap 13 1080 671%21' + pCT8513 phr 147 7.428-7.574 + 120 Hypothetical protein 582 7.694-8.275
Glyoxalase family protein 978 11"11%(1'_11%%' 218 rap1 1113 11"11%12-2{%%' + phr 132 11"11%22'_4\;3%%' ] 231 Alpha/beta hm‘;g’s"zse fold family  g74 11"11%23"86%13'
Bth'.}'_t(lgg s (selir(?;}ézigj?ﬁ“%:égc%z%?ine- 1467 %:?31576;523— 256 rap 2 1095 %%ﬁg:ﬁ%— + cromossomo phr 138 %%i%%ﬁ' + 75 T;?)r:)srﬁlnaﬁi% t:hlr;[fggf::sred 600 %?:’,1%62%65_
RSy (S s e I oo et a geniimee e o
e RTIL  p N C TR
S e SR mr s S "
Transposase A 1098 2222%23(1332 381 rap3 1074 22'_2288?2_551858' " 126 22'.22%‘:{.578150_ " 297 Hypothetical protein 765 22228855070771
Hypothetical protein 132 350971 55 rapa 1005 390100 Cromossoma - . . 520 Tra“3p°“:;’ms:grit‘g“’ bleacd g9 3292771
CDP-glucose 4,6-dehydratase 1089 yoor ot 1121 rap5 1116 00T phr 162 3OCT 8T . 162 Memy"acci"r’gt’;?n‘:hem°ta"is 1983 5028195
e Gy SR gp e YT S I
z%yf;;:%h't‘;ﬁyg so7  SBIAN g g gy SZWISE o219 SZMKE gy, (ﬁiﬂqmmigi.";t. s SB94TZ
Hypothetical protein 246 5511'%‘;‘;' 700 rapD8 1074 %%%86% +  pAWe3 135 553;;3%%' ¥ 141 Hy‘zt‘;;hnesicfs'apsrgei” 870 55%%%2'
prclgt%\?r,mzl?;g?czlitglimt-lhst/xt:\;ge, 906 5545'2(;%' 244 rap 9 1101 %%%%88' + pHT77 phr 159 5567'9151%' + 91 Hypothetical protein 360 %77'25%2'
phospholipase D) ' ) ' )
Hypothetical protein 123 1.230-1.352 214 rap 10 1080 1256?1%- + pHT8_1 phr 147 2.642-2.788 + 90 Hypothetical protein 612 2.878-3.489
Mobile element protein 1296 11%%:1%21%' 935 rap 1 1110 11%%%23%%_ + - - - 441 S-layer protein, putative 1734 11%%%85%%'
thuringiensis  OVoxalasefamiyprowin 078 [TRETE 2s6  vap2 1005 TSGR phe 201 TRSET N e et SO Vet
R aiayeenteet YIS 118 raps t0ms TSR L omo P 1 TR 144 Hypothetical protein (ATPase) 177 7 cll
SropeenOmIoNN g SUINS e s AR e e JREE s esae sy o0 34042
Putative endoglucanase 1311 3400 473 raps 207 SIS - . : 166 Sensory b‘;’:é CODEFfamiy 5358 3477741
Hypothetical protein 237 11%%95' 54 rap6 1116 11%;67‘;' - pIS56-39 phr 246 11%%% ¥ 159 N-acetylmuramoy-L-alanine 135 1o
Hypothetical protein (ATPase) 849 %%%275' 301 rap 7 1101 88122322%' +  plS56-107 phr 159 88221%3' + 618 Hypothetical protein 537 88%16%28-
Mobile element protein 753 11%'%%%' 280 rap8 1101 1112'2%%' L phr 159 1122'.1362%' ¥ 158 Hy‘(’t‘?tahnfgfs"ap;g;ei“ 159 1122'%%19'
Bacillolysin 216 111111'_57272' 299 rap® 1095 111123'_(;%15' LU phr 129 1111%_13%' ¥ 71 Hypothetical protein 162 1111%'%‘112'
HVpo”‘etpiﬁsgrﬁ;fg;ss"amte 159  2.689-2.847 117 rap 10 1149 i';%i' - plS56-16 phr 141  2.964-3.104 ; 395 Rep protein 657  4.649-5305
Hypothetical protein 249 %%'E;é' 345 rap11 1005 N s phr 138 %11'2%%' ¥ 124 Hypothetical protein 165 PPNy
oot gy BSE ko mow won RAE o psseas gl o T
Ty B w05 - w T mwmel” o, o
Transcriptior}glnzﬁgulator, ArsR 294 11%.4765%- 190 rap 14 1092 _125(3)%4;367 +  plS56-328 135 22%(1%45 + 470 Hypoths:i:taelirﬁ)/r\c;itsir; (Isp1b 2355 22%%%%-
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o e 1e83 e 88 rapts 1116 ict - L 698 sooaOmARmyooen) 87 aerap
Hypmhet:frf)'tgirn")tei“ (Rep 615  2.434-3.048 454 rap 16 1095 i‘_%%%‘ +  plS56-6 phr 141  4.593-4.733 65 Hypothetical protein 267  4.798-5.064

RNA-binding protein Hfg 189 1156'.9153‘3 674 rap17 1113 11%%45%' - pIS56-68 135 11%%1;;' 218 sgé%mtIsC;sltergtgg]n%ﬁil\\//e 693 11%%2%'

transfer family protein)
Dihydroxyacetone kinase 183 11%%‘;%76%- 926 rap 1 1173 11%%561385%_ + - - - 785 HD domain-containing protein 1140 11%%212%32'
Glyoxalase g3 10%24TT 206 rap2 114e OO phr 246 04820 235 ~ Alphalbeta hﬁ?g;":ese foldfamiy,  gzg 104530
T e T SVt S
Lacl famri('aygg;ﬁf”p“°”a' g0 31040 230 rapa 1131 510 - i . 2249 Peroxidase ses 51000
(Sele:}i%%%i%i%%%z%eine- 1467 55020 202 raps 1149 SO09% - i . 212 ngsrﬁ [;ﬁg: E}:;;:ggts::srem 654 yos20™
Glyoxylase family protein 978 11'%%%.11201' 224 rap1 1113 1{%%%%‘ + phr 132 11'%11%%%2' 228 Alpha/ betaprr‘gferi‘r’]'ase family 876 11'%11%'_769761'
Ba Ames Pseudogene 1952 22%1%21%56 274 rap2 1101 22'%‘2%?1188' - cromossomo phr 159 22'%155'2%' 540 DNA-binding protein 201 %%%‘i%%‘
b ey 90 SONe 27 a3 1ie SO+ phr 162 T oe 1642 Y peroxdase) 549 30ou119
Glyoxylase 978 11%%%%29%' 224 rap 1 1113 11%2%%%35_ + - - - 356 Alpha/beta hydrolase 876 11'%112'_65%2'
Ba Sterne Pseudogene 1953 22%1%22%2 274 rap2 1113 22'%‘;{%%1:; - cromossomo phr 159 22%‘;{555617:1 519 DNA-binding protein 210 22%177‘221
e tor e SOV 2 rap3 1116 JuSNRC - - : 1803 Y peroxidase) 549 30osa10
Glyoxylase 978 11'%%%.112085' 224 rap 1 1113 11%2%124% + - - - 356 Alpha/beta hydrolase 876 11..(())112..769772-
pa Ames Pseudogene 1952 22%1%%51% 274 rap2 1101 22'%‘2%2122' - cromossomo phr 159 22'%155'_57%' 540 DNA-binding protein 201 22%177%8822
e tor o0 e 2 rap3 1116 JOSRE phe 82 SOte 1642 Y peroxidase) 549 3 0ou a4
Glyoxylase family protein 978 11%%%%2085' 224 rap 1 1113 11%2%%24% + phr 132 11'%11%.3;{%%' 228 Hydrolase, alpha/beta fold family ~ 876 11'%112'_65%72'
Ba A0248 Pseudogene 1074 22%1‘;12% 274 rap2 1101 %‘%ﬁ%ﬁﬁ' - cromossomo phr 159 22'%155'%%' 540 DNA-binding protein 201 22'%1?i8822'
o ety 9% Sottas 27 a3 1nte SR+ phr 162 T ier 1642 Y peroxidase) 549 30ourar
Lactoylglutathione lyase 978 1{%%2’%%%‘ 224 rap1 1113 11'%(;%'12(;%' + phr 132 11'%11%'_1%%' 208 acgllatl:;it;\f/:rggg rgla:oshea?t:eta 876 11'%11%%%%'
ydrolase superfamily)
et 720 UG 24 rap2 o1 SERGEE . COMOSOMOpnease 2o si0 R ey 201 S
Transcriptional regulator 990 390007 237 rap3 1116 SoL89 phr 162 3923008 1642 Hypggf;;ﬁg;g;‘;tei“ sa9 S90S
Lactoylglutathione lyase 978 11'%%2'_%1)%' 224 rap1 1113 11'%(;%'1212%' + phr 132 11'%11%%%?;' 228 acyIIDtLrJ;er]]t;\fleerggg rgﬁashea?t:eta 876 11'%11%2%27'
hydrolase superfamily)

B o T ey 24 rap2 tr0r ZYRTI . COMOSOMOpneqse ST si0 R ey 201 e
Transcriptional regulator 990 %%22(;'_115"&' 237 rap3 1116 %’%2212'3%13' + phr 162 %%2222'%9\,)67' 1642 Hyp{’;gg;ﬁggzre‘;tei“ 549 %%22‘:1'_28%%'
P roxdoe) 549 \Diaes 182 rap1 116 TS phe 162 SIS 237 O or L ee0 L
Ba CDC684 DNA-binding protein 201 11'%%11'_5;11%' 540 rap2 1101 11'%%23'%%%' +  Cromossomo phr 159 11'%%%_%‘;;%' 274 Z%h%yscp')'ﬁogll‘::fgg‘izz 1074 11"88%32;%'
Alphalbeta fold family hydrolase 876 3505 or> 208 rap3 1113 3228500 phr 132 322837% 224 Glyoxylase o8 359842
Ba H9401 Glyoxalase 993 19380188'2 224 rap 1 1113 11%%2::’112%_ + Cromossomo phr 132 11.%%11..4:32556- 252 Alpha/beta fold family hydrolase 852 11%%22%%'
S ohodeserase 1074 S3Ls 24 rap2 s SEROR phr 159 TOCoe 519 DNA-binding protein 210 537 7as
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Lacl family sugar-binding 3.010.620- 3.011.909- 3.012.961- . 3.014.764-
transcriptional regulator 990 3011609 300 rap3 1053 312961 phr 162 3013122 ¥ 1642 Peroxidase 591 3015.354
. . - Transcriptional repressor of
Hypothetical protein (histidine 3.264.439- 3.265.189- 3.265.530- . 3.265.795-
kinase) 675 365.113 76 rap4 345 3965533 phr 192 3565721 * 74 Sp°r”'at:;rr‘1$]';‘i:r°tease 600 3766.304
995.350- 996.566- 997.683- . 998.057-
Glyoxalase 993 096.342 224 rap 1 1113 097 678 phr 123 997 805 252 Alpha/beta fold family hydrolase 852 098.908
rap 2 141 2.331.748-
2',3'-cyclic-nucleotide 2'- 2.329.364- 2.331.888 2.331.590- - . 2.333.378-
phosphodiesterase 1953 5331316 274 os  og 2331873 phr 159 5331748 ¥ 519 DNA-binding protein 210 5333587
Ba SVA 11 ap 2.332.859 Cromossomo
Lacl family sugar-binding 3.005.601- 3.006.890- 3.007.942- . 3.009.745-
transcriptional regulator 990 3006.590 300 rap4 1083 3007.942 phr 162 3008103 * 1642 Peroxidase 9T 3010335
. e Transcriptional repressor of
Hypothetical protein (histidine 3.259.483- 3.260.233- 3.260.574- . 3.260.839-
kinase) 675 3260157 76 rapS 345 3960577 phr 192 3560765 ¥ 74 sporulation and protease 600 361438

synthase

Tam.: Tamanho; Dist.: distancia entre o sistema rap-phr e o gene localizado mais proximamente; Bc: Bacillus cereus, Bt: B. thuringiensis, Ba: B. anthracis; rap: genes rap localizados por ‘rap’, rap: genes rap encontrados como ‘response
requlator aspartate phosphatase’, rap: genes rap encontrados por similaridade no BLAST; phr: phr anotado como hypothetical protein, group-specific protein, putative exported peptide, lipoprotein; phr. phr anotado como: phr, response

regulator aspartate phosphatase inhibitor.
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Tabela 3 — Relacado dos plasmideos contidos nas linhagens de B. cereus (Bc), B.
thuringiensis (Bt) e B. anthracis (Ba) empregadas neste estudo, bem
como a localizagado do gene rap dentro do plasmideo.

Linhagem Plasmideo N° de acesso Tamanho (Kb) %GC Localizagao do rap
Bc ATCC 14579 pBClin15 NC 004721.2 15 38,0 -

Bc 03BB102 p03BB102 179 NC 012473.1 180 32,2 -
pAH187 3 NC 011657.1 3,1 34,9 -
pAH187 12 NC 011654.1 12 31,1 -

Bc AH187 pAH187 45 NC 011656.1 45 35,5 -
pAH187 270 NC 011655.1 270 34,2 -
pAH820 3 NC 011776.1 3,1 34,9 -
Bc AH820 pAH820 10 NC 011771.1 11 33,6 -
pAH820 272 NC 011777.1 272 33,6 264.817-264.993
Bc ATCC 10987 pBc10987 NC 005707.1 208 33,4 -
Bc B4264 -
pE33L5 NC 007104.1 5,1 30,9 -
pE33L8 NC 007106.1 8,2 31,9 -
Bc E33L pE33L9 NC 0071071 9,1 31,0 -
pE33L54 NC_007105.1 53 31,9 -
pE33L466 NC 007103.1 466 33,1 333.829-334.743
pF837_10 NC 016780.1 10 31,1 -
Be F837/76 pF837 55 NC 016794.1 55 36,2 -
p04 NC_018494.1 3.1 34,9 -
p03 NC 018499.1 36 30,7 -
Be FRI-35 p02 NC_018493.1 41 32,5 :
p01 NC 018492.1 219 33,4 -
pG9842 140 NC 011774 .1 140 32,9 -
Be G9842 pG9842 209 NC 0117751 209 30,0 89.302-90.396
pNC4 NC 016774.1 3,1 34,9 -
pNC3 NC 016793.1 3,9 34,7 -
Bc NC7401 pNC2 NC 016773.1 54 341 -
pNC1 NC 016772.1 48 36,5 -
pNCcld NC 016792.1 270 34,2 -
Bc Q1 pBc53 NC 011971.1 53 35,1 -
pBc239 NC 011973.1 239 33,5 155.498-156.616
pBAsICI14 NC 014333.1 14 37,9 -
Bc anthracis Cl pCIX02 NC_014332.1 182 33,1 -
pCIXO1 NC 014331.1 94 32,5 -
Btkonkuklan97-  pBTo727  NC_006578.1 77 326 - -
159.318-160.412
Bt BMB171 pBMB171 NC_014172.1 313 33,3 - 209 870-209 977
BTB 2p NC 018885.1 2,1 34,8 - -
BTB_5p NC 018884.1 5,5 31,6 - -
BTB_6p NC 018883.1 6,9 31,8 - 3.566-4.660
BTB 7p NC 018882.1 7.6 322 - -
Bt 407 BTB 8p NC 018881.1 8,2 29,7 - -
BTB 9p NC 018886.1 8,5 30,8 - 3.453-4.532
BTB_15p NC 018880.1 151 35,7 - -
BTB_78p NC 018879.1 78 32,3 - 11.208-12.320
BTB 502p NC 018878.1 502 31,5 - 251.328-252.422
p04 NC 018488.1 65 32,0 - 31.211-32.323
p08 NC 018490.1 8 30,1 - -
p07 NC_018503.1 9 335 - -
p06 NC 018489.1 14 352 - -
Bt HD-771 p01 NC 018486.1 171 33,0 - 73.603-74.697
p05 NC 018502.1 45 36,0 - -
p03 NC 018487.1 70 34,3 cry 35.763-36.863
p02 NC 018501.1 169 33,2 - -
Bt HD-789 p06 NC 018512.1 6,8 36,0 - -

p05 NC_018511.1 7,7 35,3 - -
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p04 NC 018517.1 15 39,7 - -
p03 NC 018510.1 225 33,1 cry -
p02 NC 018509.1 235 36,6 - 144.773-145.870
p01 NC 018516.1 350 33,4 - -
pMC8 NC 018684.1 7,8 32,1 - -
pMC54 NC 018694.1 54 34,7 - 24.448-25.584
pMC95 NC 018685.1 95 34,0 cry -
pMC183 NC 018686.1 183 32,8 cry 135.705-136.793
Bt MC 28 pMC189 NC 018687.1 190 334 cry 22.476-23.708
pMC319 NC 018688.1 320 32,5 cry -
20.163-21.275
pMC429 NC_018689.1 430 32,6 - 36.737-37.867
346.932-348.026
pBMB0228 NC 020124.1 18 29,5 - -
pBMB0229 NC 022874.1 45 36,6 - -
pBMB0230 NC 022875.1 49 33,7 - -

Bt YBT-1518 pBMB0231 NC 022876.1 146 33,9 - 40.477-41.370
pBMB0232 NC 022877.1 172 33,8 - -
pBMB0233 NC 022882.1 241 35,0 - -
pCT6880 NC 017210.1 6,9 31,8 - 5.731-6.786
pCT8252 NC 0172111 8,2 32,4 - -
pCT8513 NC 017207.1 8,5 30,8 - 6.352-7.431
pCT9547 NC 017212.1 9,5 33,1 - -

pCT14 NC 017209.1 15 31,5 - -
Bt chinensis CT- pCT51 NC 017204.1 51 35,0 - 27.117-28.232

43 pCT72 NC 017205.1 72 32,0 - 49.517-50.629
pCT83 NC 017206.1 84 33,2 - -
pCT127 NC 017202.1 128 321 cry 106.034-107.218

26.485-27.579
pCT281 NC_017203.1 281 33,0 cry 68.056-69.129
206.029-207.120
Bt finitimus YBT- pBMB28 NC 017199.1 139 339 cry -

020 pBMB26 NC 017201.1 188 33,1 cry -
pHT7 NC 020243.1 7,6 32,2 - -
pHT8 2 NC 020242.1 8,2 29,7 - -
pHT8 1 NC 020241.1 8,5 30,8 - 1.566-2.645

Bt kurstaki HD- pHT11 NC 020250.1 12 31,8 - -

73 pAWG3 NC 020240.1 72 33,8 - 52.289-53.362
pHT77 NC 020239.1 76 30,8 - 55.858-56.958
pHT73 NC 020249.1 77 34,7 cry -
plS56-6 NC 020390.1 6,9 31,8 - 3.502-4.596
plS56-8 NC 020377.1 8,2 32,4 - -
plS56-9 NC 020378.1 9,7 33,0 - -
plS56-11 NC 020391.1 11 31,6 - -
plS56-15 NC 020379.1 15 35,7 - -
plS56-16 NC 020380.1 16 33,3 - 3.106-4.254
plS56-39 NC 020381.1 40 34,9 - 15.764-16.879
plS56-63 NC 020392.1 64 34,7 cry -

Bt thuringiensis plS56-68 NC 020382.1 69 31,8 - 16.944-18.056
IS 5056 plS56-85 NC 020383.1 85 33,2 - -
plS56-107 NC 020393.1 107 31,0 cry 81.226-82.326
11.065-12.165
plS56-233 NC_020394.1 234 32,7 - 112.091-113.185
30.707-31.801
plS56-285 NC_020384.1 285 33,0 cry 72.279-73.352
210.255-211.346
18.946-20.037
plS56-328 NC_020385.1 328 32,6 - 64.081-65.196
Bt Al Hakam pALH1 NC 008598.1 56 36,2 - -
Ba Ames -
Ba Sterne -
Ba ‘Ames pX02 NC 007323.3 95 33,0 -
Ancestor’ pXO1 NC 007322.2 182 32,5 -
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Ba A0243 T oW X — —

Ba A6 TG 1 K ——)
Ba AT6R pXO1 CP001975.1 182 32,5
Ba CDC684 Eég? Egjglig%jl 19852 gg;
Ba Ho401 ST o XN R
Ba SVA 11 TS 21 X I— —)




Tabela 5 — Distribuicdo dos genes rap segundo as classes nas linhagens de B. subtilis

Bs subtilis 168 Bs spizizenii W23 Bs spizizenii TU-B-10 Bs subtilis RO-NN-1 Bs QB928 Bs subtilis BSP1 Bs BEST7613
Local. 304430-305551 290353-291474 418450-419571 290914-292035 304442-305563 3736791-3737912  304425-305546
J Frame + + + + + - +
P9 Tamgene 1122pb 1122pb 1122pb 1122pb 1122pb 1122pb 1122pb
Tam prot 373aa 373aa 373aa 373aa 373aa 373aa 373aa
Local. 428831-429979 415757-416905 545390-546538 420180-421328 428821-429990 3610818-3611966 428825-429973
c Frame + + + + + - +
Y Tamgene 1149pb 1149pb 1149pb 1149pb 1170pb 1146pb 1149pb
Tam prot 382aa 382aa 382aa 382aa 389aa 382aa 382aa
Local. 547306-548481 1373283-1374446
rapl Frame + -
Tam gene 1176pb 1164pb
Tam prot 391aa 387aa
Local. 750959-752089 719344-720486 730460-731590 1540081-1541208 726191-727321
3312065-3313195
rapH Frame + + + +/- +
Tamgene 1131pb 1143pb 1131pb 1128 /1131 pb 1131pb
Tam prot 376aa 380aa 376aa 375/376 aa 376aa
Local. 1315869-1317005 1273040-1274170 1295365-1296501 2753652-2754788 1291107-1292237
rapA Frame + + + - +
Tam gene 1137pb 1131pb 1137pb 1137pb 1131pb
Tam prot 378aa 376aa 378aa 378aa 376aa
Local. 2062150-2063265 2052006-2053121 2041645-2042760 3813938-3815053
Frame + + + +
rapK
Tam gene 1116pb 1116pb 1116pb 1116pb
Tam prot 371aa 371aa 371aa 371aa
Local. 2659213-2660340 2642568-2643671
rapE Frame + +
Tam gene 1128pb 1104pb
Tam prot 375aa 367aa
Local. 3744349-375413 3548282-3549346  3725297-3726334 3546601-3547665 3675790-3676854 464688-465752 7114330-7115394
D Frame + + + + + + +
PY  Tamgene 1065pb 1065pb 1038pb 1065pb 1065pb 1065pb 1065pb
Tam prot 354aa 354aa 345aa 354aa 354aa 354aa 354aa
Local. 3771000-3772133 3580810-3581943  217368-218501 1292861-1293991 3702442-3703575 434701-435834 7140982-7142115
277845-278978 2511797-2512924
1420947-1422077 3574177-3575310
rapB 3757866-3758999
Frame - - [+ - +/-1/- - + -
Tam gene 1134pb 1134pb 1134 /1134 /1131/1134pb  1131/1128 /1134 pb  1134pb 1134pb 1134pb
Tam prot 377aa 377aa 37713771376/ 377 376/375/377 aa 377aa 377aa 377aa
rapF  Local. 3846001-3847146 3654849-3655994  3832032-3833177 3649219-3650364 3777443-3778588 359655-360800 7215983-7217128
Frame + + + + + - +
Tam gene 1146pb 1146pb 1146pb 1146pb 1146pb 1146pb 1146pb
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Tam prot 381aa 381aa 381aa 381aa 381aa 381aa 381aa
Local. 4140260-4141357 3963013-3964110  4136253-4137350 3944908-3946005 4071492-4072589 74887-75984 7510123-7511220
G Frame + + + + + - +
P%  1amgene 1098pb 1098pb 1098pb 1098pb 1098pb 1098pb 1098pb
Tam prot 365aa 365aa 354aa 365aa 365aa 365aa 365aa
Bs XF-1 Bs subtills 6051- Bs subtilis BAB-1 Bs BEST7003 Bs PY79 Bs S 64z B
Local. 297506-298627 304429-305550 304427-305548 304435-305556 304438-305559 304438-305559
J Frame + + + + + +
%P7 Tamgene 1122pb 1122pb 1122pb 1122pb 1122pb 1122pb
Tam prot 373aa 373aa 373aa 373aa 373aa 373aa
Local. 422095-423261 428829-429977 428806-429975 428823-429971 428826-429974 428826-429974
c Frame + + + + + +
"% Tamgene 1167pb 1149pb 1070pb 1149pb 1149pb 1149pb
Tam prot 388aa 382aa 389aa 382aa 382aa 382aa
Local. 547303-548478 530852-532027 530852-532027
rapl Frame + + +
Tam gene 1176pb 1176pb 1176pb
Tam prot 391aa 391aa 391aa
Local. 750956-752086 722645-723775 726194-727324 734507-735637 734507-735637
H Frame + + + + +
PR Tam gene 1131pb 1131pb 1131pb 1131pb 1131pb
Tam prot 376aa 376aa 376aa 376aa 376aa
Local. 1319005-1320135  1315866-1317002 1291110-1292240 1278909-1280039 1299423-1300553  1299423-
13005533
rapA Frame + + + + + +
Tamgene 1131pb 1137pb 1131pb 1131pb 1131pb 1131pb
Tam prot 376aa 378aa 376aa 376aa 376aa 376aa
Local. 2062149-2063264 2028344-2029459 2014405-2015520  2034918-2036033  2034918-
2036033
rapK Frame + + + + +
Tam gene 1116pb 1116pb 1116pb 1116pb 1116pb
Tam prot 371aa 371aa 371aa 371aa 371aa
Local. 2659196-2660323 2491005-2492132 24770067- 2631970-2633106  2631970-
2478194 2633106
rapE Frame + + + + +
Tam gene 1128pb 1128pb 1128pb 1137pb 1137pb
Tam prot 375aa 375aa 375aa 378aa 378aa
Local. 3581362-3582426 ~ 3744355-3745419 3571902-3572966 3562203-3563267  3717116-3718180  3722387-
3723451
rapD Frame + + + + + +
Tam gene  1065pb 1065pb 1065pb 1065pb 1065pb 1065pb
Tam prot 376aa 354aa 354aa 354aa 354aa 354aa
rapB Local. 3609878-3611011  3771005-3772138  2487803-2488930 3598554-3599687 3588855-3589988  3743768-3744901  3749039-

3750172
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Frame - - - - - - -
Tamgene  1134pb 1134pb 1128pb 1134pb 1134pb 1134pb 1134pb
Tam prot 377aa 377aa 375aa 377aa 377aa 377aa 377aa
Local. 3684941-3686086  3846006-3847151 3673555-3674700 3663856-3665001 3818768-3819913  3824039-
3825184
rapF Frame + + + + + +
Tam gene  1146pb 1146pb 1146pb 1146pb 1146pb 1146pb
Tam prot 381aa 381aa 381aa 381aa 381aa 381aa
Local. 4140264-4141361 3967695-3968792 3958112-3959209  4113022-4114119  4118293-
4119390
rapG Frame + + + + +
Tam gene 1098pb 1098pb 1098pb 1098pb 1098pb
Tam prot 365aa 365aa 365aa 365aa 365aa
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Tabela 7 — Relagdo dos dominios encontrados nos trés bancos de dados para cada

um dos genes rap identificados.

Tamanho Dominios
Linhagem N° rap proteina
(aa) CcDD Pfam Interpro
rap 1 369 NfG TPR_12 TPR_11 _ TPR11 TLH
Bc ATCC rap 2 370 NG TPR_12 TPR_11 NI TLH TRCD TR
14579 rap 3 357 NfG TPR_12 TPR_11  TPR11 TLH TRCD
rap 4 365 NG TPR_12 TPR_19  N.I TLH TRCD TR
rap 5 371 NHfG TPR_12 NI TLH TR
rap 1 369 TPR_12 NI TLH
rap 2 364 NrfG TPR_12 TPR_11  TPR1 TLH TRCD TR TPR1
Bc 03BB102 rap 3 366 NrfG TPR_12 NI TLH TRCD
rap 4 371 NKfG TPR_12 NI TLH TR
rap 5 364 NrfG TPR_12 TPR12/TPR8  TLH TRCD TR
Bc AH187 rap 1 364 NrfG TPR_12 TPR2 TLH TPR2
rap 2 364 NHG TPR 12 TPR12 TLH TRCD TR
rapA 1 362 NrfG TPR_12 TPR_11 _ TPR11 TLH TRCD TR
rap 2 366 NrfG TPR_12 NI TLH TRCD
Bc AH820 rap 3 371 NrfG TPR_12 TPR1 TLH TR TPR1
rap 4 364 NrfG TPR_12 TPR_11  TPR1 TLH TR TPR1
rapB 5 58 NI NI NI
Bc ATCC rap 1 369 TPR_12 NI TLH
10987 rap 2 364 NFfG TPR 12 TPR12 TLH TRCD TR
rapA 1 364 NrfG TPR_12 TPR_11 _ TPR2 TLH TR TPR2
Bc B4264 rapC 2 336 NKfG TPR_12 NI TLH
rap 3 364 NG TPR_12 TPR_11  TPR1 TLH TRCD TR TPR1
rap 4 371 NKfG TPR_12 NI TLH TR
rapA 1 364 NIfG TPR_12 NI TLH
rap 2 370 NFfG TPR_12 NI TLH TRCD
Bc E33L rap 3 364 NrfG TPR_12 TPR12 TLH TRCD TR
rapA 4 364 NrfG TPR_12 NI TLH TRCD
rapD 5 304 NG TPR_12 TPR_ 11 TPR11 TLH TRCD TR
rap 1 369 TPR_12 NI TLH
rap 2 364 NrfG TPR_12 TPR_11 NI TLH
Bc F837/76 rap 3 366 NFfG TPR_12 NI TLH TRCD
rap 4 371 TPR_1NFG TPR_12 NI TLH
rap 5 364 NFG TPR 12 TPR12/TPR8  TLH TRCD TR
rap 1 364 NrfG TPR_12 NI TLH TR
rap 2 364 NrfG TPR_12 NI TLH TRCD TR
Bc FRI-35 rap 3 364 NFfG TPR_12 TPR1 TLH TRCD TR TPR1
rap 4 363 NG TPR_12 TPR_11  TPR1 TLH TRCD TPR1
rap 5 366 NFfG TPR_12 NI TLH TRCD
rapA 1 364 NrfG TPR_12 TPR_16 _ N.I TLH TRCD TR
rap 2 364 NrfG TPR_12 NI TLH TR
rap 3 357 NfG TPR_12 TPR_11  TPR11 TLH TRCD
Bc G9842 rap 4 366 NrfG TPR_12 NI TLH TRCD
rap 5 364 NG TPR_12 TPR_19  N.I TLH TRCD TR
rap 6 371 NKfG TPR_12 NI TLH TR
rap 7 76 Outro N.I N.I
rap 8 364 NFfG TPR_12 NI TLH TR
rap 1 364 NrfG TPR_12 TPR2 TLH TPR2
Be NC7401 rap 2 364 NFfG TPR_12 TPR12 TLH TRCD TR
rapA 1 364 NrfG TPR_12 NI TLH
Bc Qf rapA 2 364 NFfG TPR_12 TPR2 TLH TPR2
rapE 3 365 NrfG TPR_12/_11/ 19  TPR12/TPR12 TLH TRCD TR
rap 4 372 NFG TPR_12 TPR11 TLH
. rap 1 362 NrfG TPR_12 TPR_11 _ TPR11 TLH TRCD TR
Be angl"ac's rapA 2 366 NrfG TPR_12 NI TLH TRCD
rap 3 389 NHfG TPR_12 NI TLH TRCD TR
rap 1 364 NrfG TPR_12 TPR_11 _ TPR1 TLH TRCD TPR1
. rapB 2 364 NFfG TPR_12 TPR12 TLH TR
Bt kg;‘_';‘;k'a" rapA 3 370 NrfG TPR_12 NI TLH TRCD
rapE 4 365 NrfG TPR_12 TPR_19  N.I TLH TRCD TR
rap 5 364 NFfG TPR_12 NI TLH TRCD TR
Bt BMB171 rap 1 364 NIfG TPR_12 NI TLH
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rap 2 364 NKfG TPR_12 NI TLH TRCD
rap 3 364 NrfG TPR_12 NI TLH TR
rap 4 357 NG TPR_12 TPR_11  TPR11 TLH TRCD
rap 5 364 NrfG TPR_12 NI TLH TRCD
rap 6 371 NrfG TPR_12 NI TLH TR
rap 7 157 NrfG TPR_12 TPR_11  TPR11 TLH
rap 8 364 NrfG TPR_12 TPR11 TLH TRCD TR
rap 9 35 NI NI NI
rapF1 1 369 TPR_12 NI TLH
rapl 2 364 NKfG TPR_12 NI TLH
rap 3 364 NrfG TPR_12 NI TLH TR
rapF2 4 364 NrfG TPR_12 TPR12 TLH TRCD TR
Bt 407 rap 5 68 NI NI NI
rapl 6 359 NrfG TPR_12 NI TLH
rapC 7 364 NG TPR_12 TPR_12  N.I TLH TR
rapF 8 370 NKfG TPR_12 NI TLH TR
rapK 9 364 NG TPR_12 TPR 11 TPR1 TLH TRCD TR TPR1
rap 1 72 NI NI NI
rap 2 371 NrfG TPR_12 NI TLH TR
rap 3 364 NrfG TPR_12 TPR_19  N.I TLH TRCD TR
rap 4 366 NrfG TPR_12 NI TLH TRCD
Bt HD-771 rapA 5 364 NrfG TPR_12 TPR2 TLH TR TPR2
rap 6 357 NFfG TPR_12 TPR11 TLH TRCD
rap 7 364 NrfG TPR_12 NI TLH TRCD TR TPR1
rap 8 366 NKfG TPR_12 NI TLH
rap 9 370 NG TPR_ 12 TPR 11 N.I TLH TR
rapA 1 364 NrfG TPR_12 TPR_16 _ N.| TLH TRCD TR
rap 2 364 NrfG TPR_12 NI TLH TR
rap 3 357 NrfG TPR_12/_11/ 10  TPR11 TLH TR
Bt HD.789 rap 4 366 NKfG TPR_12 NI TLH TRCD
rap 5 365 NG TPR_12 TPR_19  N.I TLH TRCD TR
rap 6 371 NIfG TPR_12 NI TLH TR
rap 7 81 NI NI NI
rap 8 365 NFfG TPR_12 N.I TLH TR
rap 1 364 NrfG TPR_12 NI TLH TRCD
rap 2 364 NrfG TPR_12 NI TLH
rap 3 364 NrfG TPR_12 TPR_11  TPR1 TLH TR TPR1
Bt MC 28 rapD 4 362 NrfG TPR_12 TPR12 TLH TR
rap 5 410 NKfG TPR_12 NI TLH
rap 6 370 NKfG TPR_12 NI TLH TRCD
rap 7 376 NrfG TPR_12 NI TLH TR
rap 8 364 TPR_12 NI TLH TRCD
rap 9 378 NFfG TPR_12 NI TLH
rap 1 367 NrfG TPR_12 NI TLH
rap 2 369 TPR_12 NI TLH
rap 3 364 NKfG TPR_12 NI TLH
Bt YBT-1518 rap 4 364 NrfG TPR_12 NI TLH TR
rap 5 364 NFfG TPR_12 TPR12 TLH TRCD TR
rap 6 72 NI NI NI
rap 7 297 NrfG TPR_12 TPR1 TLH TPR1
rap 1 369 TPR_12 NI TLH
rap 2 364 NrfG TPR_12 NI TLH
rap 3 364 NKfG TPR_12 NI TLH TR
rap 4 364 NFfG TPR_12 TPR12 TLH TRCD TR
rap 5 72 NI NI NI
. rap 6 394 NG TPR_12/ 19/ 11 TPR2 TLH TRCD TRP2
Bt °é‘+'f:;‘s's rap 7 364 NrfG TPR_12 NI TLH
rap 8 357 NrfG TPR_12 TPR_11  TPR12 TLH
rap 9 363 NrfG TPR_12 NI TLH TRCD TR
rap 10 371 NrfG TPR_12 TPR_11  TPR1 TLH TPR1
rap 11 351 NG TPR_12 TPR_11  TPR1 TLH TRCD TR TPR1
rap 12 370 NrfG TPR_12 TPR_11 NI TLH TR
rap 13 359 NKfG TPR_12 NI TLH
Bt finitimus rap 1 370 NfG TPR_12 TPR_ 11 N.I TLH TRCD TR
VBT-020 rap 2 364 NrfG TPR_12 TPR12/TPR8  TLH TRCD TR
rap 3 364 NrfG TPR_12 N.I TLH TRCD
Bt kurstaki rap 1 362 NrfG TPR_12/11/16/19  TPR11 TLH TRCD TR
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HD-73 rap 2 99 NrfG TPR_12 N.1 N.I
rap 3 357 NrfG TPR_12 TPR_11 TPR11 TLH TRCD
rap 4 364 NrfG TPR_12TPR_19  N.I TLHTRCD TR
rap 5 371 NrfG TPR_12 N.1 TLHTR
rap 6 157 NrfG TPR_12 TPR_11 TPR11 TLH
rap 7 371 NrfG TPR_12 N.1 TLH TRCD TR
rapD 8 357 NrfG TPR_12 TPR_11 TPR12 TLHTR
rap 9 366 NrfG TPR_12/_11/_19  TPR2 TLH TRCD TPR2
rap 10 359 NrfG TPR_12 N.1 TLH
rap 1 369 TPR_12 N.1 TLH
rap 2 364 NrfG TPR_12 N.1 TLH
rap 3 364 NrfG TPR_12 N.1 TLHTR
rap 4 364 NrfG TPR_12 TPR12 TLH TRCD TR
rap 5 68 N.1 N.1 N.1
rap 6 371 NrfG TPR_12 TPR1 TLH TPRA1
rap 7 366 NrfG TPR_12/_11/_19  TPR2 TLH TRCD TPR2
rap 8 366 NrfG TPR_12 TPR_11 N.1 TLH TRCD
Bt rap 9 364 TPR_12 N.1 TLH TRCD
thuringiensis rap 10 382 NrfG TPR_12 N.1 TLH TRCD
IS 5056 rap 11 364 NrfG TPR_12 N.1 TLH
rapD 12 357 NrfG TPR_12 TPR_11 TPR12 TLH
rap 13 363 NrfG TPR_12 N.1 TLH TRCD TR
rap 14 363 NrfG TPR_12 TPR_11 N.1 TLH TRCD
rap 15 371 NrfG TPR_12 TPR1 TLH TR TPRA1
rap 16 364 NrfG TPR_12 TPR_11 TPR1 TLH TRCD TR TPR1
rap 17 370 NrfG TPR_12 N.1 TLHTR
rap 1 390 TPR_12 N.1 TLH
rap 2 381 NrfG TPR_12 TPR_11 TPR1 TLH TRCD TR TPR1
Bt Al Hakam rap 3 370 NrfG TPR_12 N.1 TLH TRCD
rap 4 376 NrfG TPR_12 N.1 TLH
rap 5 382 NrfG TPR_12 TPR12/TPR8 TLH TRCD TR
rap 1 370 NrfG TPR_12 TPR_11 N.1 TLHTRCD TR
Ba Ames rap 2 366 NrfG TPR_12 N.1 TLH TRCD
rap 3 371 NrfG TPR_12 TPR1 TLH TR TPR1
rap 1 370 NrfG TPR_12 TPR_11 N.1 TLH TRCD TR
Ba Sterne rap 2 370 NrfG TPR_12 N.1 TLH TRCD
rap 3 371 NrfG TPR_12 TPR1 TLHTR TPR1
Ba ‘Ames rap 1 370 NrfG TPR_12 TPR_11 N.1 TLHTRCD TR
Ancestor’ rap 2 366 NrfG TPR_12 N.1 TLH TRCD
rap 3 371 NrfG TPR_12 TPR1 TLH TR TPRA1
rap 1 370 NrfG TPR_12 TPR_11 N.1 TLH TRCD TR
Ba A0248 rap 2 366 NrfG TPR_12 N.1 TLH TRCD
rap 3 371 NrfG TPR_12 TPR1 TLHTR TPR1
rap 1 370 NrfG TPR_12 TPR_11 N.1 TLH TRCD TR
Ba A16 rap 2 366 NrfG TPR_12 N.1 TLH TRCD
rap 3 371 NrfG TPR_12 TPR1 TLH TR TPRA1
rap 1 370 NrfG TPR_12 TPR_11 N.1 TLHTRCD TR
Ba A16R rap 2 366 NrfG TPR_12 N.1 TLH TRCD
rap 3 371 NrfG TPR_12 TPR1 TLH TR TPR1
rap 1 371 NrfG TPR_12 TPR1 TLH TR TPR1
Ba CDC684 rap 2 366 NrfG TPR_12 N.1 TLH TRCD
rap 3 370 NrfG TPR_12 N.1 TLHTRCD TR
rap 1 370 NrfG TPR_12 TPR_11 N.1 TLHTRCD TR
Ba H9401 rap 2 370 NrfG TPR_12 N.1 TLH TRCD
rap 3 350 NrfG TPR_12 TPR1 TLH TR TPR1
rap 4 114 N.I N.I N.I
rap 1 370 NrfG TPR_12 TPR_11 N.1 TLH TRCD TR
rap 2 46 N.1 N.1 N.1
Ba SVA 11 rap 3 328 NrfG TPR_12 N.1 TLH TRCD
rap 4 350 NrfG TPR_12 TPR1 TLH TR TPRA1
rap 5 114 N.1 N.I N.I

Bc: Bacillus cereus, Bt B. thuringiensis, Ba: B. anthracis; rap: genes rap localizados por ‘rap, rap: genes rap
encontrados como ‘response regulator aspartate phosphatase’, rap: genes rap encontrados por similaridade no
BLAST; NI: ndo identificado, TPR: tefratricopeptide repeat domain, NfG: TPR repeat, TLH: tetratricopeptide-ike
helical domain, TRCD: tefratricopeptide repeat-containing domain, TR: tefratricopeptide repeat, N.I: n&o identificado.



Quadro 1 — Resultado do BLASTp entre as proteinas Rap de Bacillus subtilis str.168
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query

subject Rap A Rap B Rap C Rap D Rap E Rap F Rap G Rap H Rap | Rap J Rap K
98% cob | 98% cob | 95% cob | 98% cob | 99% cob | 98% cob | 98% cob | 98% cob | 97% cob | 96% cob
Rap A 51% 45% 25% 47% 42% 26% 48% 37% 44% 28%
ident ident ident ident ident ident ident ident ident ident
98% cob 100% 90% cob | 98% cob | 98% cob | 97% cob | 98% cob | 98% cob | 96% cob | 94% cob
Rap B 51% cob 25% 40% 43% 30% 46% 39% 43% 29%
ident 43% ident ident ident ident ident ident ident ident
ident
98% cob | 99% cob 91% cob | 98% cob | 99% cob | 97% cob | 98% cob | 96% cob | 95% cob | 97% cob
Rap C | 45% 43% 27% 41% 57% 25% 41% 38% 41% 27%
ident ident ident ident ident ident ident ident ident ident
95% cob | 97% cob | 96% cob 93% cob | 96% cob | 78% cob | 64% cob | 95% cob | 99% cob | 78% cob
Rap D | 25% 25% 27% 27% 26% 26% 25% 23% 25% 26%
ident ident ident ident ident ident ident ident ident ident
99% cob | 99% cob | 99% cob | 86% cob 99% cob | 75% cob | 98% cob | 97% cob | 97% cob | 98% cob
RapE |47% 40% 41% 27% 38% 28% 42% 36% 39% 27%
ident ident ident ident ident ident ident ident ident ident
99% cob | 98% cob | 99% cob | 91% cob | 98% cob 96% cob | 99% cob | 95% cob | 96% cob | 96% cob
RapF | 42% 43% 57% 26% 38% 26% 40% 39% 42% 26%
ident ident ident ident ident ident ident ident ident ident
100% 99% cob | 98% cob | 87% cob | 98% cob | 97% cob 99% cob | 99% cob | 97% cob | 100%
Rap G cob 30% 25% 26% 28% 26% 26% 27% 28% cob
26% ident ident ident ident ident ident ident ident 42%
ident ident
99% cob | 98% cob | 99% cob | 66% cob | 98% cob | 99% cob | 98% cob 98% cob | 97% cob | 98% cob
RapH | 48% 46% 41% 25% 42% 40% 26% 35% 41% 27%
ident ident ident ident ident ident ident ident ident ident
95% cob | 96% cob | 93% cob | 89% cob | 93% cob | 92% cob | 94% cob | 93% cob 93% cob | 94% cob
Rap | 37% 39% 38% 23% 36% 39% 27% 35% 41% 30%
ident ident ident ident ident ident ident ident ident ident
Rap J 98% cob | 97% cob | 97% cob | 96% cob | 97% cob | 97% cob | 97% cob | 98% cob | 98% cob 98% cob
44% 43% 41% 25% 39% 42% 28% 41% 41% 28%




99

ident ident ident ident ident ident ident ident ident ident
97% cob | 95% cob | 98% cob | 79% cob | 99% cob | 98% cob | 99% cob | 98% cob | 99% cob | 95% cob

Rap K | 28% 29% 27% 26% 27% 26% 42% 27% 30% 28%
ident ident ident ident ident ident ident ident ident ident

Cob.: cobertura, ident.: identidade.

Quadro 2 — Resultado do BLASTp entre as proteinas Rap de Bacillus cereus ATCC 14579

Subjege”/ Rap 1 Rap 2 Rap 3 Rap 4 Rap 5
Rap 1 98% cob 100% cob | 100% cob | 100% cob
47% ident | 42% ident | 47% ident | 53% ident
Rap 2 98% cob 98% cob 99% cob 99% cob
47% ident 39% ident | 44% ident | 48% ident
Rap 3 100% cob | 99% cob 100% cob | 100% cob
42% ident | 39% ident 41% ident | 40% ident
Rap 4 99% cob 99% cob 99% cob 99% cob
47% ident | 44% ident | 41% ident 44% ident
Rap 5 100% cob | 99% cob 100% cob | 100% cob
53% ident | 48% ident | 40% ident | 44% ident

Cob.: cobertura, ident.: identidade; Numeracéo do Rap é correspondente a identificada na Tabela 2




Quadro 3 — Resultado do BLASTp entre as

proteinas Rap de Bacillus thuringiensis kurstaki HD-73

query

subject Rap 1 Rap 3 Rap 4 Rap 5 Rap 7 Rap 8 Rap 9 Rap 10
Rap 1 100% cob | 100% cob | 100% cob | 99% cob 100% cob | 100% cob | 97% cob
38% ident | 44% ident | 44% ident | 47% ident | 43% ident | 43% ident | 42% ident
Rap 3 100% cob 100% cob | 100% cob | 99% cob 100% cob | 100% cob | 98% cob
38% ident 40% ident | 40% ident | 41% ident | 52% ident | 40% ident | 46% ident
Rap 4 100% cob | 100% cob 100% cob | 99% cob 100% cob | 100% cob | 100% cob
44% ident | 40% ident 44% ident | 45% ident | 39% ident | 41% ident | 45% ident
Rap 5 100% cob | 100% cob | 100% cob 99% cob 100% cob | 100% cob | 100% cob
44% ident | 40% ident | 44% ident 54% ident | 43% ident | 43% ident | 43% ident
Rab 7 100% cob | 99% cob | 99% cob 99% cob 99% cob | 99% cob | 99% cob
ap 47% ident | 41% ident | 45% ident | 54% ident 45% ident | 49% ident | 45% ident
Rap 8 100% cob | 100% cob | 100% cob | 100% cob | 99% cob 100% cob | 100% cob
43% ident | 52% ident | 39% ident | 43% ident | 45% ident 42% ident | 49% ident
Rab 9 100% cob | 100% cob | 100% cob | 100% cob | 99% cob 100% cob 100% cob
AP 9| 43% ident | 40% ident | 41% ident | 43% ident | 49% ident | 42% ident 45% ident
Rap 10 98% cob | 98% cob 100% cob | 100% cob | 99% cob 100% cob | 100% cob
42% ident | 46% ident | 45% ident | 43% ident | 45% ident | 49% ident | 45% ident

Cob.: cobertura, ident.: identidade; Numeracao do Rap é correspondente a identificada na Tabela 2.
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Quadro 4 — Resultado do BLASTp entre os peptideos Phr de B. subtilis str. 168.
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subject
PhrC Phrl PhrH PhrA PhrK PhrE PhrF PhrG
query
85% cob. 37% cob. 97% cob. 57% cob.
PhrC X X 2e° X 0,007 0,003 0,18
29% ident. 60% ident. 49% ident. 26% ident.
79% cob.
Phrl X X X X X X 1e®
42% ident.
22% cob.
PhrH X X X 0,020 X X X
31% ident.
43% cob.
PhrA ICH X X X X X X
42% ident.
32% cob. 97% cob.
PhrK X X 0,020 X X X 2¢e”’
31% ident. 36% ident.
15% cob.
PhrE 0,014 X X X X X X
71% ident.
97% cob.
PhrF 1e” X X X X X X
49% ident.
15% cob. 76% cob. 100% cob.
PhrG 3,0 1e® X X 2e”’ X X
50% ident. 42% 36% ident.

Cob.: cobertura; ident.: identidade; X: nenhuma similaridade



Quadro 5 — Resultado do BLASTp entre os peptideos Phr de B. thuringiensis HD-73.
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subject
Phr7 Phr1 Phr3 Phr5 Phr # Phr9 Phr8 Phr10
query
68% cob. 23% cob. 91% cob. 11% cob. 18% cob.
Phr7 0,001 0,11 0,002 4.1 5e* X X
33% ident. 31% ident. 30% ident. 50% ident. 46% ident.
66% cob. 84% cob. 65% cob. 38% cob.
Phr1 0,001 X 5e-6 X 2e* X 2e*
33% ident. 36% ident. 31% ident. 31% ident
31% cob. 100% cob.
Phr3 0,11 X X X X 2e® X
31% ident. 27% ident.
94% cob. 98% cob. 62% cob.
Phr5 0,002 5e® X X X X 3e*
30% ident. 36% ident. 39%
8% cob. 47% cob.
Phr # 4.1 X X X 0,016 X X
50% ident. 30% ident.
25% cob. 86% cob 57% cob.
Phr9 5e* 2e* X X 0,016 X X
46% ident. 31% ident. 30% ident.
100% cob. 100% cob.
Phr8 X X 2e” X X X 4e°
27% ident. 46% ident.
50% cob. 60% cob. 97% cob.
Phr10 X 2e™ X 3e™ X X 4e°
42% ident. 39% ident. 46% ident.

#: Phr ndo ligado a um Rap; cob.: cobertura; ident.: identidade; X: nenhuma similaridade; Numeragéo do Phr & correspondente a
identificada na Tabela 2.




— Agrupamentos das proteinas Rap por similaridade.
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1) Bt Al Hakam

Grupo 1 (25) Grupo 2 (22) Grupo 3 (15) Grupo 4 (14) Grupo 5 (12)
3) Bc 03BB102 5) Bc ATCC 14579 2) Bc ATCC 14579 1) Bc E33L 2) Bc AH187

2) Bc AH820 4) Bc 03BB102 1) Bt YBT-020 1) Bt BMB171 4) Bc AH820

2) Bc E33L 3) Bc AH820 1) Ba Ames 2) Bt 407 2) Bc ATCC 10987
3) Bc F837/76 4) Bc B4264 1) Ba Sterne 2) Bt MC28 3) Bc B4264

5) Bc FRI-35 4) Bc F837/76 1) Ba A. Ancestor 3) Bt YBT-1518 3) Bc E33L

4) Bc G9842 6) Bc G9842 1) Ba A0248 2)Bt CT-43 3) Bc FRI-35
2)Bc Cl 6) Bt BMB171 1) Ba A16 2) Bt 1IS5056 2) Bc NC7401
3) Bt 97-27 2) Bt HD-771 1) Ba A16R 4) Bt 407

4) Bt HD-771 6) Bt HD-789 3) Ba CDC684 3) Bt MC28

4) Bt HD-789 7) Bt MC28 p 1) Ba H9401 5)Bt YBT-1518
6) Bt MC28 p 5) Bt HD-73 1) Ba SVA11 4)Bt CT-43

6) Bt CT-43 p 15) Bt 1IS5056 p 4) Bt IS5056

9) Bt HD-73 p 4) Bt Al Hakam 8) Bt 407 p 1) Bc B4264

7) Bt 1S5056 p 3) Ba Ames 9) Bt HD-771 p 5) Bt HD-771

8) Bt 1IS5056 p 3) Ba Sterne 12) Bt CT-43 p

3) Bt Al Hakam 3) Ba A. Ancestor 17) Bt IS5056 p 1) Bc AH820

2) Ba Ames 3) Ba A0248 1) Bc CI

2) Ba Sterne 3) Ba A16 1) Bt HD-73

2) Ba A. Ancestor 3) Ba A16R

2) Ba A0248 1) Ba CDC684 2) Bc F837/76

2)Ba A16 3) Ba H9401 1) Bc FRI-35

2)Ba A16R 4) Ba SVA11

2) Ba CDC684

2) Ba H9401

3) Ba SVA11

Grupo 6 (8) Grupo 7 (7) Grupo 8 (6) Grupo 9 (6) Grupo 10 (5)
1) Bc 03BB102 2) Bc G9842 4) Bc ATCC 14579 3) Bc ATCC 14579 2) Bt BMB171
1) Bc ATCC 10987 3) Bt BMB171 5) Bc G9842 3) Bc G9842 9) Bt 407 p

1) Bc F837/76 3) Bt 407 4) Bt 97-27 4) Bt BMB171 11) Bt CT-43 p
1) Bt 407 2) Bt HD-789 3) Bt HD-771 6) Bt HD-771 10) Bt 1IS5056 p
2)Bt YBT-1518 4) Bt YBT-1518 5) Bt HD-789 3) Bt HD-789 16) Bt 1IS5056 p
1) Bt CT-43 3) Bt CT-43 4) Bt HD-73 3) Bt HD-73

1) Bt IS5056 3) Bt 1S5056

Grupo 11 (5)

Grupo 12 (4)

Grupo 13 (4)

Grupo 14 (4)

Grupo 15 (4)

4) Bc FRI-35
7) Bt HD-771 p
9) Bt CT-43 p

13) Bt 1S5056 p
14) Bt 1S5056 p

8) Bc G9842 p
2) Bt 97-27
7)BtCT-43p
11) Bt 1S5056 p

5) Bt BMB171

4)Bc E33L
1) Bc Q1
3) Bt YBT-020

4) Bt MC28 p
8) Bt CT-43 p
8) Bt HD-73 p
12) Bt 1S5056 p

5) Bc 03BB102
5) Bc F837/76
2) Bt YBT-020
5) Bt Al Hakam

Grupo 16 (3)

Grupo 17 (3)

Grupo 18 (3)

Grupo 19 (3)

Grupo 20 (3)

2) Bc 03BB102 3)Bc Cl 6) Bt 407 p 2) Bc B4264 10) Bt CT-43 p
1) Bt 97-27 5) Bt 97-27 13) Bt CT-43 p 8) Bt HD-771 p 7) Bt HD-73
2) Bt Al Hakam 2) Bc FRI-35 10) Bt HD-73 p 9) Bt MC28 p 6) Bt IS5056 p
Grupo 21 (3) Grupo 22 (2) Grupo 23 (2) Grupo 24 (2) Grupo 25 (2)
1) Bc AH187 5)Bc E33L p 1) Bc G9842 8) Bt MC28 p 1) Bc ATCC 14579
1) Bc NC7401 8) Bt BMB171 p 1) Bt HD-789 9) Bt 1S5056 p 4)BcQ1p
2)Bc Q1
Sem grupo
3)Bc Q1 8) Bt HD-789 p 5) Bt MC28 p
7)Bt407 p 1) Bt MC28 1) Bt YBT-1518

A numeracédo corresponde a descrita na Tabela 2; o numero entre parentes na frente do
numero do grupo se refere ao nimero de componentes de cada grupo. O critério para o
agrupamento foi alinhamento entre as sequéncias com e-value menor do que e*, e dos
subgrupos foi identidade menor que 75%.




