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DIVERSIDADE DE Bacillus thuringiensis E SEUS GENES cry E vip EM
AMOSTRAS METAGENOMICAS DE DNA EXTRAIDO DE SOLO COM CULTIVO
DE CANA-DE-ACUCAR E SOLO DE FLORESTA NATIVA EM ESTACOES
CLIMATICAS DIFERENTES.

RESUMO - O entomopatégeno Bacillus thuringiensis tém se destacado no controle
bioldgico de insetos-praga como alternativa viavel em substituicdo aos inseticidas
quimicos. A bactéria é caracterizada pela producdo de cristais protéicos em
concomitancia com o processo de esporulacdo. Esses cristais sdo formados por
polipeptideos que apresentam propriedade entomopatogénica frente a diversas
ordens de insetos, porém sdo inécuos ao meio ambiente. Dessa forma, o
conhecimento da diversidade de genes de B. thuringiensis presente no solo é de
extrema importancia para compreender sua distribuicdo ecoldgica e seus efeitos em
habitats diferentes. Em paralelo, o uso de técnicas de analise envolvendo
metagendmica sdo propostas para estudar comunidades microbianas presentes no
meio ambiente, permitindo inclusive o acesso a microrganismos incultivaveis. A partir
desta proposta o presente trabalho analisou a diversidade de genes codificadores
das proteinas entomopatogénicas de B.thuringiensis em sequiéncias metagendmicas
de DNA extraido de solo com cultivo de cana-de-acucar e solo de floresta nativa em
estacdes climéticas distintas. Foi possivel identificar linhagens que possivelmente
deram origem ao material genético via plataforma MG-RAST e o0s genes
codificadores das proteinas entomopatogénicas foram identificados utilizando o
software BLAST. Os resultados evidenciam uma provavel influéncia das estacdes
climaticas sobre a diversidade dos genes obtidos por este tipo de anélise.
Palavras-chave: bactéria de solo, bioinformética, diversidade microbiana,
entomopatogénicos
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DIVERSITY OF Bacillus thuringiensis AND ITS cry AND vip GENES FROM
SAMPLES METAGENOMIC DNA EXTRACTED FROM SUGARCANE AND
NATIVE FOREST SOILS IN DIFFERENT CLIMATIC SEASONS.

ABSTRACT - The entomopathogen Bacillus thuringiensis is the most used
alternative to control pests as opposed to the use of chemical products. This
bacterium is able to produce crystals protein with entomopathogenic properties
coded by the cry genes during its sporulation phase. The knowledge of the diversity
of cry genes found in B. thuringiensis that is considered a soil bacterium is of
extreme importance to allow us to understand the ecological distribution and its
potential effects on the environment. Aside from this, the use of metagenomics
techniques are being proposed to study microbial communities, as a way to
overcame uncultivable microorganism. Based on such proposition this work aimed to
evaluate the presence of B. thuringiensis entomopathogenic protein coding genes
from metagenomic DNA extracted from soil samples on which sugar-cane has been
cultivated as well as native forest soil samples obtained during different seasons of
the year. It was possible to identify some strains of B. thuringiensis using the platform
MG-RAST and their respective cry genes using the software BLAST. The obtained
results allowed us to consider the influence of the climate on the diversity of cry
genes that could be recognized by this type of analysis.

Keywords: soil bacterium, bioinformatics, microbial diversity, entomopathogenic



1. INTRODUCAO

Bacillus thuringiensis ¢ o microrganismo mais utilizado para fins de controle
biolégico no mundo (VILAS-BOAS; PERUCA; ARANTES, 2007). Essa bactéria
Gram-positiva apresenta em seu genoma, genes que codificam proteinas com
propriedades inseticidas produzidas durante o processo de esporulacdo (proteinas
Cry e Cyt) e durante a fase vegetativa (proteinas Vip) (ESTRUCH et al., 1996;
GLARE; O’'CALLAGHAM, 2000; DE MAAGD et al., 2003). A alta especificidade e o
amplo espectro de acdo de suas proteinas conferem a esta abordagem
caracteristicas vantajosas e ambientalmente viaveis para o controle de insetos-praga
em substituicdo aos inseticidas quimicos, 0s quais podem causar danos irreversiveis
a saude humana e a natureza se utilizados indiscriminadamente (BRAVO; GILLB;
SOBERON, 2007). De fato, a comercializagdo de bioinseticidas, tais como B.
thuringiensis, corresponde a apenas 5% do mercado mundial de pesticidas, porém o
uso destes produtos vem crescendo dez vezes mais rapido do que o uso de
inseticidas quimicos (BRAR et al., 2006).

A acéo das proteinas inseticidas de B. thuringiensis frente as mais variadas
ordens de insetos ocorre apés serem ingeridas pelo inseto suscetivel. As protoxinas
sdo ativadas quando processadas por proteases especificas no intestino do inseto.
Ocorre entdo uma ligacao irreversivel nas células epiteliais levando a formacéo de
poros que alteram a permeabilidade das células. Esta alteracéo leva a lise celular e
ruptura da integridade intestinal, com consequente morte da larva. (COPPING;
MENN, 2000; BOISVERT; LACOURSIERE, 2004; BRAVO; GILLB; SOBERON,
2007).

Sabe-se que as bactérias Gram-positivas representam grande parte da
microbiota de solo, o qual constitui o principal ambiente natural que abriga bactérias
do género Bacillus sp. (IBARRA et al., 2003; MOHAMED et al., 2007). A bactéria em
guestdo apresenta caracteristicas saprofiticas, podendo ser amplamente encontrada
em diferentes ecossistemas e habitats, principalmente no solo (GLARE;
O'CALLAGHAM, 2000). O numero de células de B. thuringiensis que podem ser
isoladas do solo varia entre 102 e 10* unidades formadoras de colénias (UFC) por



grama de solo (DAMGAARD, 2000). Nesse contexto, o conhecimento da
diversidade dos organismos presentes no solo € de suma importancia para
compreender sua distribuicdo ecoldgica aliada a sua importancia na natureza,
evidenciando a interacdo com o0s demais organismos e os efeitos em habitats
diferentes (MARTIN; TRAVERS, 1989; BERNHARD et al., 1997).

Progressos recentes mostram que a diversidade genética de microrganismos
encontrados no solo € muito maior que a refletida nas colecdes e bancos de
linhagens, pois apenas uma pequena parcela dos microrganismos € cultivavel em
laboratério pelas técnicas padrdes de isolamento e cultivo (STEELE; STREIT, 2005;
TRINGE; RUBIN, 2005).

Dessa forma, em busca de novos conhecimentos sobre a composi¢cdo das
comunidades de microrganismos que habitam diferentes biomas da Terra, surgiu a
metagenémica como o importante método de prospeccdo biotecnoldgica, pois
representa uma possibilidade de avaliagdo dos genomas da microbiota total
encontrada na natureza, valendo-se da acessibilidade também aos microrganismos
incultivaveis (HANDELSMAN et al., 1998; KNIGHT et al., 2003).

Amostras de DNA microbiano isoladas de uma determinada amostra
ambiental podem vir a representar todo o DNA da comunidade de microrganismos
nativos desta area (DANIEL, 2005). Deste modo, a metagendmica possui
ferramentas que permitem acesso ao DNA ambiental, o armazenamento das
sequéncias e sua posterior analise (LEVEAU, 2007). Aliado a essa tecnologia estédo
também presentes as ferramentas da bioinformética, que surgiram como solugéo
para o tratamento de grande quantidade de informacé&o genética obtida por este tipo
de avaliacdo da diversidade bioldgica.

Embora B. thuringiensis seja encontrado predominantemente no solo, ainda
ndo ha estudos aprofundados que utilizem exclusivamente DNA ambiental, sobre os
efeitos na distribuicio de genes cry e de outros genes com atividade
entomopatogénica em variados tipos de solo e sob a influéncia de estacbes
climaticas diferentes. Dessa forma, o presente trabalho buscou compreender melhor
a diversidade de linhagens e genes de B. thuringiensis em amostras coletadas em
area com cultivo de cana-de-agucar e ndo cultivada, sugerindo ainda um novo

modelo de prospeccéo, por abordagem metagendmica.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Bacillus thuringiensis: CARACTERISTICAS GERAIS

A bactéria Bacillus thuringiensis foi descrita pela primeira vez por Berliner
(1911) que a isolou a partir de estudos com lagartas da espécie Anagasta
kuehniella, uma mariposa que se desenvolve em farinha de trigo, também conhecida
por “mariposa da farinha”. Apesar de ser esta a primeira descricdo do bacilo, ndo foi
0 primeiro isolamento.

Estudos indicam que outros pesquisadores também podem ter trabalhado
anteriormente com esta bactéria, entre eles, Louis Pasteur pode ter trabalhado com
uma subespécie de B. thuringiensis, no periodo de 1865 a 1870, quando estudou
doencas de bicho-da-seda (STEINHAUS, 1960). Além disso, em 1901 o
bacteriologista japonés Ishiwata isolou o bacilo a partir de estudos com larva morta
do bicho-da-seda, Bombyx mori (ISHIWATA, 1901). Em 1908, Iwabuchi a
denominou como B. sotto Ishiwata, que posteriormente foi considerado nome
invalido (GLARE; O'CALLAGHAM, 2000). O nome de Bacillus thuringiensis passou a
ser utilizado a partir de 1915, em homenagem a provincia alema de Thuringia, de
onde foi isolado.

O primeiro teste de campo envolvendo a bactéria foi realizado por Husz
(1929) através de um programa internacional de controle da lagarta européia do
milho da espécie Ostrinia nubialis. Em 1953 foi realizada a detec¢do dos cristais
protéicos presentes na bactéria e o estudo da respectiva patogenicidade da bactéria
através do pesquisador Hannay (HANNAY, 1953).

A bactéria B. thuringiensis (Bt) € entomopatogénica, gram-positiva, catalase
positiva, aerdbia (podendo também crescer em anaerobiose), pertencente a familia
Bacillaceae, apresenta formato de bastonete, medindo cerca de 1,0 a 2,0 um de
largura por 3,0 a 5,0 ym de comprimento, geralmente apresenta mobilidade,
possuindo flagelos peritriquios. Esta bactéria é bastante conhecida pela capacidade

de produzir inclusdes cristalinas durante a esporulagdo, denominadas 6-endotoxina,



que sao responsaveis pela atividade toxica da espécie (GLARE; O’'CALLAGHAM,
2000). Em meio de cultura a esporulagéo inicia-se na fase estacionéria, no final do
crescimento da forma vegetativa, e a temperatura ideal de crescimento esta em
torno de 30°C, com margem de 2°C para mais ou para menos (MORAES;
CAPALBO, 1986).

Bacillus thuringiensis € uma bactéria ubiqua podendo ser encontrada em uma
ampla gama de ambientes terrestres, como também em insetos mortos, graos
estocados, plantas, filoplano de espécies vegetais, detritos e a partir de amostras de
agua (BRAVO et al., 1998).

O entomopatégeno também pode se multiplicar em microhabitats favoraveis
como, por exemplo, os insetos-alvo. De fato, a microflora bacteriana dos insetos,
presente no interior do intestino, é rica, diversa e compreende bactérias gram
positivas e negativas, algumas delas sdo patogénicas, como € o caso do Bacillus
thuringiensis (PRIEST, 2000). Porém, devido a sua baixa ocorréncia epizodtica, a
probabilidade de os insetos colonizados serem a principal fonte de toxinas e esporos
€ improvavel (ARONSON; SHAI, 2001).

Quanto a ocorréncia de B. thuringiensis no solo, Meadows (1993) sugere
possiveis explicacbes para isso. Segundo suas pesquisas, a bactéria em questédo
raramente se desenvolve no solo, porém é depositada neste substrato por insetos e
folhas, dessa forma o solo atuaria como um reservatorio de esporos, que poderiam,
posteriormente, ser transportados a longas distancias pelo vento; o Bt pode ser
patogénico a insetos de solo com reduzida importancia econémica, com 0s quais
poucos estudos foram realizados; o B. thuringiensis pode se desenvolver no solo
guando existem nutrientes suficientes, obtidos principalmente, de residuos organicos
em decomposicédo; e sua afinidade com B. cereus, com o qual pode trocar material

genético, possibilita sua permanéncia no ambiente.



2.2 ESPECIFICIDADE DAS PROTEINAS DE B. thuringiensis

As proteinas inseticidas de B. thuringiensis possuem alta especificidade e ndo
apresentam maleficios ao ser humano, vertebrados e plantas. Além disso, as toxinas
sdo biodegradaveis, ou seja, ndo geram residuos toxicos e cumulativos no ambiente
(BRAVO; GILLB; SOBERON, 2007).

A estrutura morfolégica das proteinas cristais variam, podendo apresentar
formato piramidal, bipiramidal, cuboidal, romboidal, esférico e retangular. Estudos
indicam que a estrutura do cristal pode estar também diretamente relacionada com a
atividade toéxica do mesmo (TAYLOR et al., 1992; LERECLUS; DELECLUSE;
LECADET, 1993; HABIB; ANDRADE, 1998).

Esses cristais sdo formados por polipeptidios conhecidos como proteinas Cry
que apresentam propriedades entomopatogénicas frente a varias ordens de insetos,
tais como Lepidoptera, Diptera, Coleoptera, Hemiptera, Orthoptera e outros
organismos como nematoides, acaros e protozoarios, apresentando atividade contra
mais de 300 espécies de insetos e acaros (DE MAAGD et al.,, 2003, GLARE;
O’'CALLAGHAM, 2000).

2.3 CLASSIFICACAO TAXONOMICA DAS PROTEINAS DE B. thuringiensis

Hofte e Whiteley (1989) propuseram ao término da década de 80 uma
classificacdo para as toxinas de B. thuringiensis, baseada na combinacdo de suas
sequéncias de aminoacidos e espectro inseticida. Dessa forma, foram agrupadas 38
toxinas em 14 classes diferentes. As quatro principais classes continham toxinas
com atividade contra Lepidoptera (l), Lepidoptera e Diptera(ll), Coleoptera (Ill) e
Diptera (IV). No entanto, esse esquema apresentou problemas apds tentar
relacionar toxinas que apresentavam sequéncias de aminoacidos similares a

diferentes atividades inseticidas.



Na década de 90 Crickmore et al. (1998) propds uma nova classificacdo que
continua sendo utilizada até hoje e baseia-se unicamente nas relacbes entre as
sequéncias de aminoacidos. Esta mudanca possibilitou uma alta relacdo entre as
toxinas e tornou desnecessaria a realizacdo de bioensaios com cada proteina contra
um grande numero de insetos.

A classificacdo apresenta quatro estdgios hierarquicos em decorréncia do
local que as sequéncias ocupam em uma arvore filogenética (CRICKMORE et al.,
1998; DE MAAGD et al., 2001). Na primeira etapa da classificacdo as sequéncias
recebem um ndamero e quando a similaridade genética é inferior a 45%, esse
namero se difere (Cryl, Cry2... Cry73). Na etapa seguinte, quando a similaridade é
de até 78%, as sequéncias recebem uma letra mailscula (CrylA, CrylB,
CrylC...CryIN) que representa a classe a qual pertencem. Na terceira etapa,
quando a similaridade € superior a 95%, as sequUéncias recebem uma letra
minascula (CrylAa, CrylAb, CrylAc...CrylAi) referente a sua subclasse. Na ultima
etapa sdo atribuidos niumeros de identificacdo (CrylAal, CrylAa2... CrylAa24) de
acordo com a ordem em que essas sequéncias sdo depositadas no banco de dados.
H& um banco de dados on-line com a classificagdo e nomenclatura das proteinas
Cry, mantido pelo pesquisador Neil Crickmore (CRICKMORE et al., 2014).

As 0&-endotoxinas compreendem duas familias multigénicas, Cry e Cyt,
atualmente ha mais de 630 sequéncias de genes que codificam essas toxinas. As
proteinas Cry estdo classificadas em 73 grupos organizados em diferentes
subgrupos, além de existirem 3 grupos de proteinas Cyt (CRICKMORE et al., 2014;
DE MAAGD et al., 2001).

2.4 MECANISMO DE ACAO DAS PROTEINAS INSETICIDAS

As 0-endotoxinas, na forma como sdo sintetizadas, apresentam-se como
protoxinas sem acdo entomopatogénica, sendo necessario sua ativagdo para o
desencadeamento do efeito toxico. Também s&o conhecidas como proteinas

formadoras de poros (TFP) devido ao seu modo de acao decorrente da insergcéo ou



translocamento na membrana celular do hospedeiro formando poros que causam a
morte do inseto (PARKER; FEIL, 2005).

Segundo Boisvert e Lacoursiere (2004), apds o inseto ingerir as proteinas
cristais de B. thuringiensis, ocorre a dissolugdo das mesmas no liquido alcalino
existente no tubo digestivo do inseto. Longas cadeias de proteinas sao liberadas e
em seguida separadas por enzimas, possibilitando a produgdo dos fragmentos
toxicos. Estas toxinas fixam-se sobre receptores especificos das microvilosidades
das células epiteliais do intestino médio das larvas suscetiveis as quais elas se
ligaram. Apds o reconhecimento do receptor, a toxina induz a formacao de poros na
membrana, provocando um desequilibrio idnico entre o citoplasma e 0 meio externo
a célula, levando o inseto a paralisia e morte.

Zhang et al. (2006) apresenta um outro modo de acao das toxinas, a partir do
modelo da transducdo de sinal, na qual a interacdo receptor-toxina estimula a
proteina G e a adenil ciclase, aumentando os niveis de AMP ciclico e ativando a

proteina kinase A, responsavel pela apoptose, que provoca a morte do inseto.

2.5 LINHAGENS DE B. thuringiensis

A maior dificuldade na diferenciacdo dos diversos grupos de Bt est4 nas
semelhancas existente entre linhagens de B. thuringiensis e de B. cereus. Embora
geralmente o termo Bacillus thuringiensis seja empregado para uma Unica espécie,
na verdade ele pertence a um complexo de véarias espécies denominado B. cereus
(B. anthracis, B. cereus, B. mycoides, Bt e B. weihenstephanensis).B. thuringiensis e
B. cereus, por exemplo, mostram caracteristicas fenotipicas e bioquimicas muito
comuns, mas por definicdo, Bt pode ser diferenciado pela presenca dos cristais
visiveis em microscopia de contraste de fase (LUTHY; WOLFERSBERGER, 2000).
Assim, algumas cepas de Bt que perdem a capacidade de produzir cristais passam a
ser consideradas como B. Cereus (LECADET et al., 1999). No entanto, a distingéo
entre estas espécies ndo é clara e continua sendo assunto de interesse de muitos

taxonomistas.



A formagéo de linhagens com uma grande diversidade de perfis de toxicidade
pode ser justificada devido a localizacdo da maioria dos genes cry em grandes
plasmideos, freqientemente conjugativos, o que pode possibilitar a passagem
destes plasmideos de uma linhagem para outra (CAPALBO; VILAS-BOAS;
ARANTES, 2004; LERECLUS; DELECLUSE; LECADET, 1993).

Algumas cepas apresentam um Unico gene codificador de proteinas
inseticidas de Bacillus thuringiensis (Ex: Bt kurstaki HD-73), porém comumente
ocorre a presenca de dois ou mais genes cry funcionais em uma mesma linhagem
bacteriana de B. thuringiensis e dessa forma o cristal produzido ird conter duas ou
mais proteinas Cry com peso molecular variado. Por exemplo, Bt kurstaki HD-1
contém trés Cryl (130 kDa) e duas Cry2 (70 kDa), enquanto que Bt tenebrionis
produz uma unica toxina com peso molecular de 67 KDa (GLARE; O’'CALLAGHAM,
2000; LERECLUS; DELECLUSE; LECADET, 1993).

Dessa forma, a patogenicidade e a viruléncia conferidas ao isolado de B.
thuringiensis estdo também diretamente relacionadas aos tipos de genes cry
funcionais que o mesmo apresenta e ao mecanismo de acdo das proteinas nele
presentes em concomitancia com a interagdo existente entre elas. Essa interagao
entre as toxinas e seus receptores pode levar a efeitos antagdnicos ou sinérgicos.
(LECADET et al., 1999).

2.6 BIOINSETICIDAS E TRANSGENICOS A BASE DE BT EM SUBSTITUICAO
AOS INSETICIDAS QUIMICOS

O emprego de inseticidas quimicos de forma indiscriminada, sem orientacéo
técnica, pode ocasionar consequéncias graves, como a intoxicacao aos produtores e
animais, pode deixar residuos nos alimentos que sdo consumidos em sua maioria in
natura ou com pouco preparo, além da contaminacdo do ambiente e, principalmente,
dos inimigos naturais (CHEN et al., 1996; MONNERAT et al., 2004). Além disso, 0

uso desordenado dos inseticidas sintéticos também tem conduzido a selecdo de



populacbes resistentes aos mais diversos compostos quimicos (CASTELO
BRANCO:; GUIMARAES, 1990; CASTELO BRANCO, 1999).

Por outro lado, h& vantagens comprovadas quanto ao uso de B. thuringiensis
no controle biologico de pragas, tais como: maior seguranca ao homem, auséncia de
toxicidade &s plantas, conservacdo do meio ambiente, alto indice de especificidade
ao inseto alvo, protecédo do potencial produtivo da cultura, reducdo da utilizacdo de
produtos quimicos toxicos, baixo custo da producéo agricola, surgimento de novas
indUstrias visando os bioinseticidas, etc (HABIB; ANDRADE, 1998; ALMEIDA,
BATISTA FILHO, 2001; MONNERAT; BRAVO, 2000).

Ha& mais de 50 anos as formulacbes a base de B. thuringiensis tém sido
utilizadas no campo e ocupam uma posicao de destaque, correspondendo a cerca
de 90% do mercado mundial de bioinseticidas e 2% de todo o mercado inseticida
(VILAS-BOAS; PERUCA; ARANTES, 2007; ALl et al., 2010; BRAVO et al., 2011). Os
paises que mais se destacam na producdo desses bioinseticidas sdo Estados
Unidos e Canada, que respondem por cerca de 50% da producdo mundial (TAMEZ-
GUERRA et al., 2001).

No Brasil, a maioria dos produtos a base de B. thuringiensis é importada, o
que provoca acréscimos ao preco final destinado ao consumidor e a consequente
diminuicdo da competitividade destes produtos em relacéo a inseticidas sintéticos.
Este quadro demonstra a necessidade de producdo nacional de formulacbes a base
de B. thuringiensis, os quais poderiam ser empregados em programas locais de
controle de insetos (POOPATHI; KUMAR, 2003; PRABAKARAN; BALARAMAN,
2006).

De modo geral, a busca por uma agricultura mais sustentavel embasada nos
programas de manejo integrado de pragas (MIP) tém demonstrado que o0s
bioinseticidas sdo uma importante ferramenta para o controle bioldgico (HIGUCHI et
al., 2007).

Além disso, temos a opcao do uso de plantas geneticamente modificadas que
expressem as proteinas inseticidas de B. thuringiensis, trata-se das culturas
transgénicas, consideradas uma das mais bem sucedidas conquistas
biotecnoldgicas recentes (FERRE; VAN RIE; MACINTOSH, 2008; SENA;
HERNANDEZ-RODRIGUEZ; FERRE, 2009), devido aos bem sucedidos resultados
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em termos de controle dos insetos-alvo, redu¢do no uso de inseticidas quimicos e
seguranca ambiental (DE MAAGD; BOSCH; STIEKEMA, 1999; BETZ; HAMMOND;
FUCHS, 2000; FERRE; VAN RIE, 2002).

As mais importantes culturas transgénicas Bt existentes atualmente sdo a
base de soja, milho, algoddo e canola. Em 1996, a primeira cultura transgénica
expressando genes de B. thuringiensis para proteinas que conferem resisténcia a
insetos foi liberada comercialmente. Desde entdo muitas outras culturas Bt estédo
sendo adotadas no mundo inteiro. Somente no ano de 2012, foram plantados cerca
de 60 milhdes de hectares de transgénicos Bt (JAMES, 2012). Estimativas indicam
que 497 milhdes de quilos de defensivos quimicos deixaram de ser usados gracas a
adocao de transgénicos (Bt) resistentes a insetos, aliados aos herbicidas, entre os
anos de 1996 e 2012 (JAMES, 2013).

Essas plantas transgénicas oferecem acgdes de longo prazo e sédo preventivas
contra varias espécies de insetos-praga. Porém uma das principais ameacas da
ampla adocado destas culturas é a evolucao da resisténcia dos insetos, como uma
resposta a forte pressdo de selecdo que € imposta as populacdes de insetos
(FERRE; VAN RIE, 2002). E importante ressaltar que o tempo em que o0s
transgénicos Bt permanecem resistentes aos insetos é um importante aspecto

avaliado e testado no mercado (ALI et al. 2010).

2.7 DIVERSIDADE MICROBIANA DO SOLO

Alguns tipos de solo podem apresentar o mais alto indice de biodiversidade,
fator este que o tornou um dos ambientes mais estudados por microbiologistas
(HANDELSMAN et al. 1998; LORENZ et al., 2002). Além disso, o solo & o maior
desafio de todos os ambientes naturais, principalmente em relagéo a identificacdo da
diversidade de espécies presentes e do tamanho das comunidades microbianas
(DANIEL, 2005).

Os microrganismos presentes na natureza possuem um importante papel nas

evolucdes geoldgicas, geoquimicas e biologicas. Entre as funcionalidades vitais,
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esta a capacidade de catalisar transformacgfes Unicas e indispensaveis nos ciclos
biogeoquimicos da biosfera, a producdo de componentes essenciais da atmosfera
da terra e, além disso, representam uma vasta porcao da diversidade genética
(TORSVIK; OVREAS; THINGSTAD, 2002). Sendo assim, a diversidade microbiana
esta diretamente relacionada a estabilidade do ecossistema (KENNEDY, 1999).

No solo, a quantidade e diversidade de microrganismos pode oscilar de
acordo com os diferentes tipos e condicbes do mesmo, prevalecendo na maioria das
vezes, as bactérias (WHITMAN et al. 1998). Estudos comprovam que a diversidade
de microrganismos presente no solo é tao vasta quanto desconhecida. Um grama de
solo pode apresentar cerca de 10 bilhGes de microrganismos das mais variadas
espécies (ROSSELO-MORA; AMANN, 2001; DANIEL, 2005).

Metodologias moleculares tém contribuido massivamente para o0
desenvolvimento do estudo da diversidade microbiana dos solos, evidenciando o
cenario de distribuicdo dos microrganismos em diferentes habitats (PEDRINHO et
al., 2009). Dentre essas, a Metagenbmica surge como o principal método de

prospeccao biotecnoldgica.

2.8 NOVAS TECNOLOGIAS PARA ESTUDO DA DIVERSIDADE DE GENES

Ha pouco tempo atras a identificacdo e caracterizacdo de microrganismos so
era possivel através das técnicas tradicionais de isolamento e cultivo (PACE et al.,
1986). Porém, na década de 1980 microbiologistas ambientais perceberam que
somente uma pequena parcela de bactérias do solo, variando entre 0,1% a 1,0%,
era capaz de formar colonias em meios de cultivo (TRINGE; RUBIN, 2005,
TORSVIK, et al. 2002). Estima-se que menos de 10% dos microrganismos
existentes no planeta tenham sido caracterizados e descritos (STALEY, 1998).

Nesse contexto, surgiu a metagenémica que tornou possivel o0 acesso a
genes de organismos incultivaveis, pois se baseia na analise gendGmica da
microbiota total encontrada na amostra dispensando o cultivo em laboratério
(KNIGHT et al., 2003).
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O termo metagenoma é derivado do conceito estatistico de meta-analise
(combinacao estatistica de analises separadas) e gendmica (analise total do material
genético de um organismo especifico) (SCHLOSS; HANDELSMAN, 2003).

Handelsman et al. (1998) definiu o termo metagenoma como sendo o
montante total gendmico de uma determinada microbiota em um ambiente
especifico. Esta envolve a extracdo de DNA diretamente do ambiente e,
posteriormente, sdo realizados os procedimentos de clonagem e expressdo dos
genes de interesse, proporcionando assim 0 acesso a todas as comunidades
microbianas, incluindo tanto os microrganismos facilmente cultivaveis quanto os ndo
cultivaveis.

A principio, o foco principal da metagenémica foi uma melhor compreenséao
da biodiversidade através da andlise de DNA de amostras ambientais (DUPRE;
O’MALLEY, 2007). No que diz respeito a biotecnologia, a metagendmica veio como
uma ferramenta alternativa no ambito de proporcionar recursos para a descoberta de
novas enzimas, compostos quimicos e isolamento de genes para 0 uso em
biotecnologia (SCHMEISSER; STEELE; STREIT, et al. 2007).

Nos ultimos anos, com o advento da metagendmica e projetos gendmicos
houve um crescimento intensivo na quantidade de dados gerados, exigindo assim o
desenvolvimento de novas tecnologias de seqienciamento de DNA em larga escala,
os chamados “sequenciadores de nova geracao”. Estas tecnologias diferem
principalmente quanto ao mecanismo quimico empregado no processo, ao volume
de dados gerados, a precisdo de bases, a tecnologia de operacdo, ao tamanho de
fragmento gerado por leitura e ao custo operacional; sendo que a escolha da
tecnologia deve basear-se principalmente no suprimento dos dados necessarios
para a abordagem experimental (MAC LEAN; JONES; STUDHOLME, 2009).

Atualmente, em decorréncia desses avancos em técnicas de sequienciamento
mais eficientes, os genomas de milhares de espécies se encontram em bancos de
dados e ferramentas como o BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) que
permitem buscar e comparar sequéncias com as ja existentes nesses bancos de
dados (ALTSCHUL et al., 1990).

Um dos objetivos do projeto de sequenciamento é a identificacdo dos genes

presentes no genoma. Uma vez identificados os nucleotideos dos genes, eles
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podem ser usados para inferir as sequéncias de aminoacidos das proteinas. Desse
modo, a proteina pode ser sintetizada ou isolada e suas propriedades estudadas
para determinar sua funcao (PIERCE, 2004).

Tendo em vista o grande volume de dados a serem processados em diversos
tipos de projetos metagendmicos ou gendmicos, torna-se necessario o uso de
ferramentas computacionais para auxilio as analises diarias dos experimentos
laboratoriais. Para a solucdo deste problema, surgiu entdo a Bioinformatica, um
campo interdisciplinar, que age como interface entre os campos cientifico e
tecnologico. A bioinformética se caracteriza por tentar prover métodos
computadorizados para interpretar os dados resultantes de sequenciamentos, que
geram grandes volumes de dados, de forma a trazer novos avangos para a biologia
molecular.

Como apresentado nos projetos de sequenciamento, para a comparacao de
genomas e andlises de expressdo génica, as ferramentas de bioinformética tém
importante papel no auxilio as analises dos dados, no controle e na automatizacao
dos processos. Desse modo, algumas ferramentas da bioinformética oferecem um
conjunto integrado de funcdes, nas quais realizam tarefas especificas para cada

fase do projeto.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 COLETA DAS AMOSTRAS

As coletas foram realizadas na cidade de Santa Rita do Passa Quatro, interior
do Estado de S&o Paulo, em duas &reas distintas: a primeira em &rea de cultivo de
cana-de-acgucar localizado em uma propriedade particular (Fazenda Coqueiro),
(21°42'30.67"S 47°34'56.89"W) e a outra amostra foi coletada em uma Floresta
Nativa (Gleba Capetinga Leste do Parque Estadual de Vassununga), (21°42'34.62"S
47°34'30.04"W). Realizou-se duas coletas em periodos sazonais antagbnicos, a
primeira ocorreu no més de Fevereiro, periodo chuvoso, e a segunda em Novembro,
periodo de seca (Tabela 1). As amostras coletadas de solo com cultivo de cana-de-
acucar foram denominadas SCW (Sugarcane Wet) e SCD (Sugarcane Dry), e as
amostras coletadas de solo de floresta nativa foram denominadas FW (Forest Wet) e
FD (Forest Dry).

Tabela 1. Dados meteorolégicos mensais fornecidos pela estacéo
convencional no ano de 2010, gentilmente cedidas pelo departamento de Ciéncias
Exatas - FCAV/UNESP Jaboticabal-SP.

Periodos de coleta

Dados meteoroldgicos Fevereiro (SCW e FW) Novembro (SCD e FD)

Temperatura maxima (°C) 32 31

Temperatura minima (°C) 20,4 18,7
Temperatura média (°C) 25,3 24,1
VR (%) 76,6% 70%

Precipitagdo (mm) 150,7 100
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As amostragens de solo foram obtidas em pontos distintos de 0-20 cm de
profundidade dentro de um quadrante, todos a partir dos vértices, distanciando 1m,
10m e 100m totalizando 10 pontos, sendo coletadas em tubos de P.V.C., os quais
foram identificados, acondicionados, armazenados em caixas térmicas com gelo e
enviados para o Laboratério de Andlises de Solo e Planta para analise das
propriedades fisico-quimicas, e para o Laboratorio de Bioquimica de Microrganismos
e Plantas (LBMP) para a extracdo das amostras de DNA metagenémico sendo
ambos situados na Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, UNESP, Campus

Jaboticabal.

3.2 EXTRACAO E QUANTIFICACAO DO DNA METAGENOMICO

A extracdo do DNA total presente nas amostras dos solos foi realizada
utilizando o Kit FastDNA® SPIN Kit (BIO 101 - QUANTUM BIOTECHNOLOGIES -
Catélogo n.° #6560-200). A quantificacdo foi feita através de eletroforese em gel de
agarose 1% (p/v), contendo brometo de etidio (0,5 pg/mL). A eletroforese foi
realizada em uma cuba modelo Horizon 58 com uma aliquota de 3uL de DNA
adicionada de 3 pL de tampao de carregamento [0,025% (p/v) de azul de bromofenol
e 50% de glicerol (v/v)] e conduzida em tamp&o TBE 1X (Tris 89 mM, Acido Bérico
89 mM e EDTA 2,5 mM, pH 8,3), a 100V. Foi aplicado ao gel uma aliquota de
plasmideo pGEM (APPLIED BIOSYSTEMS) com concentracdo conhecida (50 ng/uL)
em diferentes volumes para comparar a intensidade de fluorescéncia emitida pelo
brometo de etidio e calculo da concentracdo do material. A visualizacdo do DNA foi
realizada sob luz UV e a imagem foi documentada em um fotodocumentador (Bio-
Rad). A concentracdo de DNA também foi estimada em espectrofotométro Nano-
Drop ND-1000 (ThermoScientific).



16

3.3 SEQUENCIAMENTO DO DNA METAGENOMICO

As amostras de DNA foram obtidas através do processo de extracdo citado
anteriormente e apresentaram Otima qualidade quando visualizados em gel de
agarose. Para dosar a concentragdo dos DNAs utilizou-se Qubit (Invitrogen) e a
concentracao foi compativel com o] descrito no manual
TruSeq VDNASamplePreparation V2 Guide. Apds o preparo das bibliotecas as
mesmas foram sequenciadas utilizando-se plataforma Illumina®, equipamento

HiScanSQ, com bibliotecas do tipo ‘paired-end” com 2x100 pb.

3.4 ANALISE “IN SiLICO”

Inicialmente a andlise foi realizada através da comparacdo das sequéncias
das amostras ja processadas com bases de dados de seqUéncias conhecidas
através da plataforma de analise de dados de metagenomas MG-RAST (MEYER et
al., 2008). Essa primeira etapa gerou dados basicos sobre a presenca e abundéancia
das linhagens de B. thuringiensis nas amostras metagendmicas.

O servidor MG-RAST (http://metagenomics.anl.gov/) € uma plataforma de
analise automatizada que permite o conhecimento quantitativo de populacdes
microbianas com base em dados de sequéncia. Através do upload dos dados
provenientes do sequenciamento, o sistema realizou o controle de qualidade, a
anotacdo automatizada e a analise das amostras de DNA metagenémico.

Em uma segunda etapa, foram selecionadas sequtiéncias modelo para fins de
comparacao durante a prospeccdo. Somente as sequéncias de genes cry, cyt e vip,
manualmente anotadas, revisadas e armazenadas no banco de dados internacional
UniProt (UNIPROT CONSORTIUM, 2012) foram selecionadas para este fim. Essas
sequéncias resultaram em um total de oito seqiéncias cyt, 91 sequéncias cry e 99
sequéncias vip que passaram a ser utilizadas como sequéncias de comparacdo

(subject).
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O UniProt (http://www.uniprot.org/) € uma colaboragdo entre o Instituto
Europeu de Bioinformatica (EMBL-EBI), o Instituto Suico de Bioinformética SIB e o
Protein Information Resource (PIR). Nos trés institutos ha mais de 100 pessoas
envolvidas em tarefas diferentes, como curadoria do banco de dados,
desenvolvimento de software e suporte, proporcionando resultados mais confiaveis
ao trabalho.

A prospeccao ocorreu de forma exaustiva via programa BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) foi otimizado com o "word size = 7" e com o filtro de

complexidade desativado.


http://www.uniprot.org/
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Um total de 60.606.976 e 79.208.498 reads foram obtidos das amostras SCW
e SCD, respectivamente; enquanto 63.679.540 e 64.384.450 foram obtidos das
amostras FW e FD, respectivamente. De acordo com a plataforma MG-RAST, desse
total, cerca de 14,215 (0.023%), 18,013 (0.022%), 9,707 (0.015%) e 11,038
(0.017%) reads das amostras SCW, SCD, FW e FD, respectivamente, pertencem a
espécie B. thuringiensis. Além disso, para as amostras provenientes de solo com
cultivo de cana-de-acucar e solo de floresta nativa, a propor¢do de reads do B.
thuringiensis foi de 0,023% e 0,016%, respectivamente.

A abundancia de organismos preditos gerados pela plataforma MG-RAST,
detectou a presenca de diferentes subespécies de B. thuringiensis nas amostras
(Figura la e Figuralb). Além disso, a distribuicAo das subespécies de B.
thuringiensis sdo muito similares em ambos 0s solos e estacdes climéaticas em que
foram coletados, apenas com ligeiras diferencas observadas para algumas
subespécies. As linhagens de B. thuringiensis subsp. al hakam e B. thuringiensis
subsp. konkukian destacaram-se em todas as amostras, apresentando a maior
abundancia entre todas as indicagdes de linhagens.

A variabilidade e distribuicdo de B. thuringiensis nos estudos apresentados
possivelmente sdo consequéncias das diferencas ecolégicas do local de origem e/ou
as relacdes de co-evolucdo que podem contribuir com a expressao de diferentes
padrdes de genes cryl em diversos paises (GUIDELLI-THULER, 2008).

O periodo em que a coleta foi realizada também pode ter influenciado
consideravelmente na abundéncia de genes de B. thuringiensis. Estes resultados
sugerem novamente uma dependéncia entre as condicdes geograficas e a

distribuicdo do gene cry na natureza.
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Figura la. Diversidade de subespécies de B. thuringiensis identificada através do software MG-RAST e a respectiva
guantidade de reads existente nos diferentes ambientes em que as amostras de solo com cultivo de cana-de-acUcar foram

coletadas; SCW (Sugarcane Wet) e SCD (Sugarcane Dry).
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Figura 1b. Diversidade de subespécies de B. thuringiensis identificada através do software MG-RAST e a respectiva

guantidade de reads existente nos diferentes periodos em que as amostras de solo de floresta nativa foram coletadas; FW (Forest

Wet) e FD (Forest Dry).
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Depois de confirmar a presenca de sequéncias genéticas pertencentes ao B.
thuringiensis nas amostras analisadas, estas sequéncias foram prospectadas frente
aos genes cry, cyt e vip por anotacdo manual. De modo geral, essa prospeccéo via
programa BLAST com base nas sequéncias de comparacéo (subject) selecionadas
anteriormente através do banco de dados UniProt, resultou na identificacdo de 222
sequéncias cry e 19 sequéncias vip entre as amostras SCW, SCD, FW e FD.
Curiosamente, nenhum gene cyt foi detectado nas amostras. A auséncia de genes
cyt nas amostras de sequéncias metagenomicas analisadas se deve provavelmente
a baixa quantidade de seqUéncias de comparacdo (subject) utilizadas para as
avaliacdes de similaridade, além disso, a abundancia de genes cry encontrados na
natureza, de fato, € maior do que os demais genes codificadores de proteinas
entomopatogénicas de B. thuringiensis (CRICKMORE et al., 2014).

Na Tabela 2 estédo correlacionados os genes identificados na prospeccao e a
linhagem de Bacillus thuringiensis correspondente, de acordo com informacdes
exibidas no banco de dados UniProt, referente as sequéncias de comparacao

utilizadas.

Tabela 2. Genes de B. thuringiensis e a(s) linhagem(s) correspondentes,
segundo o banco de dados UniProt.

Genes Linhagens

crylaa Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki, Bacillus thuringiensis
subsp. entomocidus, Bacillus thuringiensis subsp. sotto

crylab Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki, Bacillus thuringiensis
subsp. aizawai, Bacillus thuringiensis subsp. berliner

crylac Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki

crylad Bacillus thuringiensis subsp. aizawai

crylae Bacillus thuringiensis subsp. alesti

crylag Bacillus thuringiensis subsp. thuringiensis

crylba Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki, Bacillus thuringiensis

subsp. entomocidus

crylbc Bacillus thuringiensis subsp. morrisoni
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Genes Linhagens

crylbe Bacillus thuringiensis

crylca Bacillus thuringiensis subsp. aizawai, Bacillus thuringiensis
subsp. entomocidus

crylcb Bacillus thuringiensis subsp. galleriae

crylda Bacillus thuringiensis subsp. aizawai

cryldb Bacillus thuringiensis

crylea Bacillus thuringiensis subsp. kenyae

crylfa Bacillus thuringiensis subsp. aizawai

crylfb Bacillus thuringiensis subsp. morrisoni

crylga Bacillus thuringiensis

crylgb Bacillus thuringiensis subsp. wuhanensis

crylhb Bacillus thuringiensis subsp. morrisoni

crylia Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki

crylib Bacillus thuringiensis subsp. entomocidus

crylic Bacillus thuringiensis

crylid Bacillus thuringiensis

crylja Bacillus thuringiensis

cryljb Bacillus thuringiensis

crylka Bacillus thuringiensis subsp. morrisoni

cry2aa Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki, Bacillus thuringiensis
subsp. kenyae

cry2ad Bacillus thuringiensis

cry3aa Bacillus  thuringiensis  subsp.  tenebriones, Bacillus
thuringiensis subsp. san diego, Bacillus thuringiensis subsp.
morrisoni

cry3ba Bacillus thuringiensis subsp. tolworthi

cry3ca Bacillus thuringiensis subsp. kurstaki

crydaa Bacillus thuringiensis subsp. israelensis
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Genes Linhagens

crydba Bacillus thuringiensis subsp. israelensis

crySaa Bacillus thuringiensis subsp. darmstadiensis

cry5ac Bacillus thuringiensis

crySba Bacillus thuringiensis

cry6aa Bacillus thuringiensis

cry7aa Bacillus thuringiensis

cry7ab Bacillus thuringiensis subsp. dakota, Bacillus thuringiensis

subsp. kumamotoensis

cry8aa Bacillus thuringiensis subsp. kumamotoensis
cry8ba Bacillus thuringiensis subsp. kumamotoensis
cry8ca Bacillus thuringiensis subsp. japonensis
cry9aa Bacillus thuringiensis subsp. galleriae
cry9da Bacillus thuringiensis subsp. japonensis
cry9ea Bacillus thuringiensis subsp. aizawai
cryllba Bacillus thuringiensis subsp. jegathesan
cryllbb Bacillus thuringiensis subsp. medellin
cryldaa Bacillus thuringiensis subsp. sotto

cryl9aa Bacillus thuringiensis subsp. jegathesan
cryl9ba Bacillus thuringiensis subsp. higo

cry20aa Bacillus thuringiensis subsp. fukuokaensis
cry2laa Bacillus thuringiensis

cry22aa Bacillus thuringiensis

cry24aa Bacillus thuringiensis subsp. jegathesan
cry25aa Bacillus thuringiensis subsp. jegathesan
cry26aa Bacillus thuringiensis subsp. finitimus
cry27aa Bacillus thuringiensis subsp. higo

vipl Bacillus thuringiensis
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Genes Linhagens
vipla Bacillus thuringiensis
vip2 Bacillus thuringiensis
vip2a Bacillus thuringiensis
vip2ab Bacillus thuringiensis
vip3a Bacillus thuringiensis

Grande parte das linhagens correspondentes a cada gene, segundo dados do
UniProt, ndo foi identificada em nossas andlises de subespécies de B. thuringiensis
através da plataforma MG-RAST. Este fator sugere que ha outras linhagens de B.
thuringiensis que também apresentam os mesmos genes codificadores de proteinas
inseticidas.

Apesar da tentativa de montagem de contigs com as sequéncias cry e vip,
isso nao foi possivel. Este resultado esta de acordo com a baixa proporcédo de B.
thuringiensis encontrado em todas as amostras, indicando assim um possivel
reservatorio de genes cry e vip novo e inexplorado presente nas amostras.

Na Figura 2 observa-se que 21 (50%) das sequéncias encontradas na
amostra SCW pertencem a classe de genes cryl. O segundo gene mais identificado
foi o vipl representando 5 (11,9%) do total de sequéncias, e também foram
identificados 2 (4,7%) genes cry9 e cry22. Analisando a amostra SCD o gene cryl
também apresentou maior abundancia com 40 seqUéncias (48,78%), além desse,
destacaram-se 0s genes cry5 e o0 gene cry8, com 13 (15,85%) e 5 (6,1%)
sequéncias, respectivamente.

A amostra FW continha 28 (58,33%) genes pertencentes ao perfil cryl,
seguido pelos genes cryll, cryl9 e vipl, todos com 3 (6,25%) sequéncias. Por fim,
a amostra FD também apresentou grande quantidade de gene cryl com 45
(65,22%) sequéncias, acompanhado pelo gene cry5 com 6 (8,70%) sequéncias.

Em suma, o gene cryl, como esperado, apresentou maior abundéancia para
todas as amostras, com 134 sequéncias, representando 55,6% de todos 0s genes

identificados. O segundo gene mais identificado foi o cry5, com 22 (9,13%)
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sequencias e em terceiro lugar ficaram os genes cryll e vipl com 12 (4,9%)
sequéncias cada um.

Os resultados evidenciam que independentemente das subclasses de genes
existentes, a maioria dos alinhamentos ocorreu para o gene cryl nas quatro
amostras metagendémicas. Como dito anteriormente, ndo ha na literatura pesquisas
realizadas com essa mesma abordagem, porém, os resultados mostram grande
proximidade em relagdo aos experimentos realizados com isolados de B.
thuringiensis em variados locais, seja em territdrio nacional, assim como em outros
paises do mundo. Em pesquisa realizada na Colbmbia, os genes cryl
representaram 73% dos resultados, apresentando 30 perfis diferentes de genes cryl
em 137 cepas analisadas. Chak et al. (1994) analisaram 225 isolados provenientes
de ecossitemas de Taiwan, e desses, cerca de 98,2% continham os genes cryl.
Além disso, pesquisas realizadas em diferentes ecossistemas no México
evidenciaram que 49,6% dos 496 isolados de Bt apresentaram genes cryl (BRAVO
et al., 1998). Ferrandis et al. (1999) ap6s estudar 223 isolados de B. thuringiensis na
Espanha identificaram também que (54,3%) era representada por genes cryl .

Ferrandis et al. (1999) também identificaram genes cry5 (66%) e cry2 (42%)
nos isolados estudados e, em uma analise realizada especificamente com isolados
que apresentaram genes cryl foram detectados os seguintes perfis de genes:
crylAc (62%), crylAa (49%), crylD (43%), crylC (35%) e crylAb (34%), os quais
também foram identificados no presente trabalho.

Na Coréia, 58 cepas de Bacillus thuringiensis foram isoladas de solos de
varias regides e analisadas por PCR utilizando iniciadores especificos dos genes
cryl, cry2, cry3, cry4 e cry5. Os resultados mostraram que a frequéncia do gene
crylC (57%) foi predominante, seguido por crylAb (45%) e o gene cry2A (34%).
Mas, os genes crylE, crylF, cry3, cry4C e cry5 ndo foram encontrados (KIM et al.,
1998). Destes, apenas o gene cry4dC também ndo foi encontrado nas quatro
amostras analisadas.

Vilas-bbéas e Lemos (2004) também analisaram varios isolados e os que
apresentaram genes cryl foram os mais abundantes (48%) seguido pelos genes
cryll e cyt (7%) e genes cry8 (2%). Estes valores se aproximam bastante dos

resultados aqui apresentados, pois 0 gene cryl também foi o mais abundante
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(55,60%), e os genes cryll (4,98%) e cry8 (3,32%) também foram significativos,
diferenciando-se apenas pela abundancia dos genes cry5 (9,13%) e vipl (4,98%).
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Figura 2. Quantificacdo de perfis de genes codificadores de proteinas
inseticidas de B. thuringiensis identificados em SCW — Sugarcane Wet (A), SCD —
Sugarcane Dry (B), FW — Forest Wet (C) e FD - Forest Dry (D) via programa BLAST.
“E” mostra a juncéo dos resultados obtidos para todas as amostras.
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Na Figura 3 estdo representados trés diagramas relacionando as amostras
pesquisadas. O diagrama A relaciona 0s genes cry e vip presentes nas duas
amostras de solo com cultivo de cana-de-acucar. Ainda neste diagrama, pode-se
notar que ha 17 perfis de genes em comum entre as amostras, 11 perfis de genes
presentes somente em SCW e 18 perfis de genes presentes somente em SCD.
Desconsiderando as subclasses dos genes pode-se observar que 0 gene cry4 esta
presente somente em SCW e os genes cryl4, cry20, cry24, cry26 e vip3 ocorrem
somente em SCD.

O diagrama B faz referéncia aos genes encontrados em FW e FD. Ha 15
perfis de genes em comum entre as duas amostras, 14 genes presentes somente
em FW e 22 genes presentes somente em FD. Os genes cry2, cry3, cry6 e cry25
estdo presentes somente em FW e os genes cryl4, cry22, cry27 e vip3 foram
encontrados somente em FD.

O diagrama C exibe os genes cry e vip identificados em amostras de
diferentes culturas. Foi possivel concluir que ha 32 perfis de genes em comum entre
as amostras coletadas em diferentes ambientes, 14 genes presentes somente em
SCW+SCD e 19 genes presentes somente em FW+FD.

Por dltimo, o diagrama D detectou a relacdo entre as amostras obtidas
durante diferentes estac¢des climaticas. A comparacao resultou em 22 perfis
coincidentes em ambas as amostras analisadas, enquanto 19 genes foram
identificados apenas nas amostras SCW +FW e 20 seqiéncias de genes ocorreram
somente em SCD+FD.

Pesquisa desenvolvida por Konecka et al. (2012) com isolados de solo e de
agua identificou nas cepas de B. thuringienis provenientes de solo os genes cryl,
cry2 e cry9. Enquanto cepas cultivadas em agua apresentaram somente 0s genes
cryl e cryl5. O gene crylA estava presente em todos os isolados, assemelhando-se
ao resultado obtido nesta analise, na qual todas as amostras apresentaram esse
mesmo gene. Todas as cepas de B. thuringiensis obtidos a partir de amostras de
solo possuiram cry2A e cryll. Neste trabalho, o gene cry2A somente n&o foi
identificado na amostra FD e o gene cryll foi identificado na amostra coletada em
solo com cultivo de cana-de-agcucar em periodo chuvoso e em amostra de floresta

nativa em periodo seco.
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Figura 3. Diagramas de Venn mostrando a diversidade de genes cry e vip
identificada nas amostras. O “diagrama A” demonstra a intersec¢do entre os genes
identificados nas duas amostras SCW e SCD. O “diagrama B” representa a
interseccdo existente entre os genes das amostras FW e FD, o “diagrama C”
apresenta a interseccdo entre 0s genes de amostras provenientes de diferentes
culturas e o “diagrama D” relaciona os genes obtidos nas amostras coletadas em
estacBes climaticas distintas.

Como foi verificado nas diversas pesquisas, a frequéncia de B. thuringiensis
em varios locais e as diferencas encontradas podem ser atribuidas a inUmeros
fatores, incluindo variagbes geogréficas, climaticas, atividade agricola, tipo de solo e
método de isolamento.

Ha uma grande quantidade de proteinas Cry e Vip ja descritas, porém os
resultados apresentados também incitam a busca por novas toxinas através da
Metagen6mica aliada a Bioinforméatica. Esta busca por toxinas até entédo
desconhecidas pode possibilitar uma maior eficdcia para o controle de insetos,
visando também novas alternativas para reduzir os problemas relacionados a

resisténcia (VILAS-BOAS; LEMOS, 2004).
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5. CONCLUSOES

e Em todas as amostras foi possivel identificar uma grande diversidade de
linhagens de B. thuringiensis e seus genes codificadores de proteinas
entomopatogénicas;

e Foram identificadas as mesmas linhagens de Bacillus thuringiensis em todas
as amostras coletadas, independentemente da estacdo climatica ou tipo de
cultura analisados, variando apenas a quantidade de sequéncias;

e A quantidade de sequéncias de genes cry encontrada nas amostras
analisadas, de fato, € maior do que as sequéncias de genes cyt e vip de B.
thuringiensis;

¢ O gene cryl representa mais da metade dos genes identificados;

e Ha uma provavel influéncia das estacdes climaticas sobre a diversidade dos
genes obtidos nesta andlise;

e O novo modelo de prospeccao, por abordagem metagenémica aliada a
bioinformética, mostra-se bastante promissor e incita a busca por novas

toxinas de B. thuringiensis.
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APENDICE A

TABELA 1A. Dados da prospeccéao via programa BLAST para a amostra SCW - SUGARCANE WET.
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Reads (QUERY) Gene (SUBJECT) Tamanho % Rank | Gaps Query Hit

Positivos Inicio| Fim |Inicio | Fim
(..)1103:13673:91223 2(...) sp Q45774 CR1BC BACTM 44 52,27% 1 7 19 | 129 | 901 | 944
(...)1105:5911:68269 2(...) sp Q03744 CR1AD BACTA 34 67,64% 1 3 4 96 | 562 | 595
(..)1105:16285:70345 2(...) sp Q9ZAZ6 CR1GB BACTZ 33 54,54% 1 0 1 99 | 666 | 698
(.)1113:17122:44434 2(..) sp_Q45715 CR1KA BACTM 32 62,50% 1 0 1 96 | 799 | 830
(..)1115:10279:85460 1(...) sp_Q45774 CR1BC BACTM 21 80,95% 1 0 12 | 74 | 76 | 96
(...)1203:7380:26380 1(...) sp_POA368 CR1AA BACTE 32 62,50% 1 0 414 | 445 | 2 97
(..)1205:4892:81037_2(...) sp_Q9S597 C27AA BACUH 23 73,91% 1 0 12 | 80 | 224 | 246
(..)1205:19848:84917 1(...) sp Q45716 CR1JB BACTU 32 68,75% 1 0 3 98 | 921 | 952
(...)1209:8295:30726 1(...) sp_P56956 C21AA BACTU 25 72% 1 0 12 | 86 | 867 | 891
(..)1212:17190:76451 2(...) sp_ Q9XDL1 CR1ID BACTU 27 66,66% 1 1 2 79 | 414 | 440
(..)1214:13702:20612 1(...) sp_Q45715 CR1KA BACTM 26 53,85% 1 0 4 81 | 807 | 832
(..)1216:10239:16803_1(...) sp_ Q57458 CR1EA BACTX 27 51,85% 1 0 17 | 97 | 777 | 803
(...)1308:8805:48483 1(...) sp_P16480 CR4AA BACTI 22 72,72% 1 0 17 82 755 | 776
(..)1310:8816:100052 1(...) sp Q9ZNL9 CR9EA BACTA 32 62,50% 1 0 2 97 110 | 141
(..)1311:9837:23060 1(...) sp Q45774 CR1BC BACTM 21 80,95% 1 0 34 96 76 96
(..)1312:15546:62010 2(...) tr G8C881 G8C881 BACCE 31 70,97% 1 1 2 94 530 | 559
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(..)1101:17459:13693 1/1101:17459:13693 2(...) | sp POA375 CR1CA BACTE 43 55,81% 1 3 3 | 122 | 392 | 430
(..)1101:7386:35488 1/1101:7386:35488 2(...) | sp P56957 C22AA BACTU 54 59,26% 1 1 16 | 174 | 289 | 342
(..)1104:5339:93733 1/1104:5339:93733 2(...) | sp Q45712 CR5BA BACTU 36 61,11% 1 4 16 | 111 | 91 | 126

(..)1105:18948:13160 1/1105:18948:13160 2(...) | sp Q45712 CR5BA BACTU 35 62,86% 1 2 24 | 128 | 27 | 59

(..)1110:19753:38894 1/1110:19753:38894 2(...) | tr B2LWZ1 B2LWZ1 BACTU 45 55,55% 1 1 22 | 156 | 99 | 142

(..)1110:13207:68670 1/1110:13207:68670 2(...) | tr B2LWZ1 B2LWZ1 BACTU 47 57,45% 1 1 6 | 146 | 95 | 140

(..)1113:15248:81633 1/1113:15248:81633 2(...) | sp Q45715 CR1KA BACTM 34 67,64% 1 2 2 | 103 | 65 | 96

(..)1115:10978:35054 1/1115:10978:35054 2(...) | sp Q45744 CR3CA BACTK 54 48,14% 1 3 21 | 182 | 309 | 359

(..)1115:21085:72500 1/1115:21085:72500 2(...) | sp P05519 CR4BA BACTI 25 72,00% 1 0 24 | 98 | 711 | 735
(..)1115:7777:81453 1/1115:7777:81453 2(...) | sp Q45738 CR1JA BACTU 44 61,36% 1 0 12 | 143 | 408 | 451

(..)1201:16785:82124 1/1201:16785:82124 2(...) | sp 086170 C19BA BACUH 39 53,85% 1 0 2 | 118 | 643 | 681

(..)1202:17720:12575 1/1202:17720:12575 2(...) | sp Q45709 CR1IB BACTE 45 60,00% 1 6 14 | 148 | 199 | 237

(..)1202:13933:88907 1/1202:13933:88907 2(...) | sp Q45718 CR1HB BACTM 47 44.,68% 1 0 7 | 147 | 765 | 811

(..)1206:13018:18798 1/1206:13018:18798 2(...) | sp POA369 CR1AA BACTS 34 70,59% 1 2 56 | 157 | 329 | 360

(..)1206:11602:63471 1/1206:11602:63471 2(..) | sp Q9RMG3 CR2AD BACTU 53 49,05% 1 1 4 | 159 | 520 | 572

(..)1206:10588:95873 1/1206:10588:95873 2(...) | sp Q03746 CR1FA BACTA 26 69,23% 1 1 77 | 151 | 430 | 455
(..)1208:4593:59901 1/1208:4593:59901 2(...) | sp 006014 CR9DA BACTP 56 60,71% 1 4 16 | 171 | 250 | 305
(..)1209:4396:86493 1/1209:4396:86493 2(...) | sp POA375 CRICA BACTE 43 55,81% 1 3 5 | 124 | 392 | 430
(..)1214:11569:36140 1/1214:11569:36140 2(...) | tr BOYIUS BOYIUS BACTU 37 67,57% 1 0 40 | 150 | 98 | 134
(..)1214:7838:41894 1/1214:7838:41894 2(...) | sp Q03746 CR1FA BACTA 50 50,00% 1 0 10 | 159 | 192 | 241
(..)1215:20165:90729 1/1215:20165:90729 2(...) | sp Q9zIU5 C11BB BACTV 76 47,37% 1 14 2 | 187 | 675 | 749
(..)1305:14966:6580 1/1305:14966:6580 2(..) | sp Q45715 CR1KA BACTM 47 51,06% 1 5 7 | 132 | 805 | 851
(..)1312:8177:84834 1/1312:8177:84834 2(..) | sp P56957 C22AA BACTU 53 60,38% 1 3 4 | 153 | 269 | 321
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(..)1313:16692:50940 1/1313:16692:50940 2(...) | sp Q45705 CR8BA BACUK 34 64,71% 33 | 134 | 39 | 72
(..)1314:15261:36174 1/1314:15261:36174 2(...) | sp Q95597 C27AA BACUH 37 62,16% 60 | 170 | 547 | 583
(..)1316:5192:83655 1/1316:5192:83655 2(...) |tr M1QYU2 M1QYU2 BACTU 59 54,24% 4 | 180 | 96 | 145




TABELA 2A. Dados da prospeccéo via programa BLAST para a amostra SCD - SUGARCANE DRY
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Reads (QUERY) Gene (SUBJECT) Tamanho Pos?ﬁvos Rank | Gaps I?uery_ ,_Hit _

Inicio | Fim |Inicio | Fim

(..)1102:3163:22181 1(...) sp_Q45716 CR1JB BACTU 29 5517% | 1 | o | 1 | 87 | 790 | 827
(..)1103:7886:21665 1(...) sp_Q9ZIUS C11BB BACTV 32 5313% | 1 | o | 4 | 99 | 670 | 701
(..)1103:7886:21665 1(...) sp_Q9ZIUS C11BB BACTV 32 5313% | 2 | o | 4 | 99 | 686|717
(..)1103:7886:21665 1(...) sp_Q9ZIUS C11BB BACTV 32 5313% | 3 | o | 4 | 99 | 702 | 733
(..)1103:7886:21665 1(...) sp_0Q97ZIU5 C11BB BACTV 32 5313% | 4 | o | 4 | 99 | 718 | 740
(..)1110:7981:35562_2(...) sp_0Q45715 CR1KA BACTM 26 6154% | 1 | o | 21 | 98 | 799 | 824
(..)1201:7923:19078_2(...) sp_ Q45705 CR8BA_BACUK 30 7000% | 1 | o | 10 | 99 | 998 |1027
(..)1201:1932:78911 1(..) sp_P56956 C21AA BACTU 29 7586% | 1 | o | 5 | 91| 907|935
(..)1211:3977:91822 2(..) sp_P05068 CRIAC BACTK 31 100% 1 o] 3 ]os]| 1|31
(..)1212:19658:19990 1(...) sp_Q45760 CRSAA BACUD 30 6000% | 1 | o | 7 | 96 | 439 | 468
(..)1302:2476:68814 2(..) sp_Q45715 CR1KA BACTM 30 6333% | 1 | 4 | 4 | 93| 808|833
(..)1308:19524:78393 1(...) sp_Q45704 CR8AA BACUK 20 8000% | 1 | o | 18 | 77 | 1018|1037
(..)1310:3273:51140 1(...) sp_0Q45715 CR1KA BACTM 16 8750% | 1 | o | 18 | 65 | 203 | 308
(..)1313:5225:22601 2(...) sp_ Q45715 CR1KA BACTM 16 8750% | 1 | o | 27 | 74 | 2093 | 308
(..)1314:12146:81330_2(...) sp_ Q45715 CR1KA BACTM 33 6364% | 1 | 4 | 2 [100] 804 | 832
(..)1101:15629:24060 1/1101:15629:24060 2(..) | sp Q45715 CR1KA BACTM 16 8750% | 1 | o | 23 | 70 | 293 | 308
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(..)1101:8521:47933 1/1101:8521:47933 2(...) | sp P56955 CRSAC BACTU 46 50,00% 1 0 6 | 143 | 681 | 726
(..)1101:17192:94799 1/1101:17192:94799 2(...) | sp Q45738 CR1JA BACTU 43 67,44% 1 0 | 34 162 854 | 896
(..)1102:14042:8835 1/1102:14042:8835 2(..) | sp Q45704 CR8AA BACUK 40 67,50% 1 0 2 | 121 ] 48 | 87
(..)1102:20833:92531 1/1102:20833:92531 2(...) | sp Q9zIU5 C11BB BACTV 49 57,14% 1 2 | 21 | 167 ] 663 | 709
(..)1102:20833:92531 1/1102:20833:92531 2(...) | sp Q9zIU5 C11BB BACTV 54 55,56% 2 2 6 | 167 ] 674 | 725
(..)1102:20833:92531 1/1102:20833:92531 2(...) | sp Q9zIU5 C11BB BACTV 54 55,56% 3 2 6 | 167 | 690 | 741

(..)1103:5193:3030 1/1103:5193:3030 2(...) sp P56955 CR5AC BACTU 46 50,00% 1 o | 30 167 681 | 726
(..)1103:15841:59799 1/1103:15841:59799 2(...) | sp Q45738 CR1JA BACTU 56 57,14% 1 7 2 | 169 | 106 | 154
(..)1104:20535:84898 1/1104:20535:84898 2(...) | sp Q45746 CR1GA BACTU 54 59,26% 1 2 2 |163] 40 | 91
(..)1105:3693:17090 1/1105:3693:17090 2(...) | sp Q45716 CR1JB BACTU 36 63,89% 1 0o | 56 |163] 759 | 794
(..)1105:14373:31631 1/1105:14373:31631 2(...) | sp ©9S597 C27AA BACUH 66 56,06% 1 4 1 ] 186 | 705 | 770
(..)1106:18340:33247 1/1106:18340:33247 2(...) | sp Q45715 CR1KA BACTM 36 66,67% 1 4 | 49 | 156 | 802 | 833
(..)1107:6147:30802 1/1107:6147:30802 2(..) | sp Q9ZAZ6 CR1GB BACTZ 43 60,47% 1 3 | 29 | 148 | 286 | 328
(..)1107:18073:38773 1/1107:18073:38773 2(...) | sp Q9X597 C26AA BACTF 50 52% 1 0 2 | 151 | 1028 | 1077
(..)1107:8766:52983 1/1107:8766:52983 2(...) | sp Q45738 CRLJA BACTU 48 56,25% 1 6 2 | 145 | 388 | 429
(..)1108:14019:82759 1/1108:14019:82759 2(...) | tr FEGPM3 F6GPM3 BACTU 49 51,02% 1 3 | 23 | 169 | 640 | 685
(..)1109:2473:79853 1/1109:2473:79853 2(...) | sp Q9S515 CR1AG BACTU 33 57,57% 1 0 | 36 | 134 403 | 435
(..)1109:6729:82815 1/1109:6729:82815 2(...) | sp Q45715 CR1KA BACTM 36 66,67% 1 4 | 28 |135] 802 | 833
(..)1109:19324:89369 1/1109:19324:89369 2(...) | sp Q9zIU5 C11BB BACTV 57 59,65% 1 1 1 | 171 ] 664 | 719
(..)1109:19324:89369 1/1109:19324:89369 2(...) | sp Q9zIU5 C11BB BACTV 56 58,93% 2 1 4 |171] 681 | 735
(..)1109:19324:89369 1/1109:19324:89369 2(...) | sp Q9zIU5 C11BB BACTV 54 57,41% 3 1 4 | 165 | 697 | 749
(..)1110:14150:23705 1/1110:14150:23705 2(...) | sp POA374 CR1BA BACTE 53 47 17% 1 o | 13 171 | 257 | 309
(..)1110:18963:62813 1/1110:18963:62813 2(...) | sp Q99031 CR9AA BACTG 49 48,99% 1 1 1 | 144 | 226 | 274
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(..)1110:1840:88598 1/1110:1840:88598 2(...) | sp Q9ZIU5 C11BB BACTV 46 67,39% 1 2 5 | 142 | 663 | 706
(..)1111:12024:9449 1/1111:12024:9449 2(...) | tr F6GPM3 F6GPM3 BACTU 49 51,02% 1 3 | 23 | 169 | 640 | 685
(..)1111:3008:17927 1/1111:3008:17927 2(...) | sp P56955 CR5AC BACTU 45 51,11% 1 0 9 |143] 97 | 141
(..)1111:11085:25694 1/1111:11085:25694 2(...) | sp 085805 CR1BE BACTU 56 46,43% 1 4 9 | 164 | 1037 | 1092
(..)1111:6546:89367 1/1111:6546:89367 2(...) | sp Q45712 CR5BA BACTU 45 57,78% 1 0 | 41 [ 175 | 591 | 635
(..)1112:16694:92654 1/1112:16694:92654 2(...) | sp P56955 CR5AC BACTU 45 57,78% 1 2 | 36 | 164 | 941 | 985

(..)1114:3867:8215 1/1114:3867:8215 2(...) sp P56953 CR1CB BACTG 57 52,63% 1 5 9 | 164 | 533 | 589
(..)1114:9642:41366 1/1114:9642:41366 2(...) | sp Q45715 CRIKA BACTM 36 66,67% 1 4 | 51 | 158 ] 802 | 833
(..)1114:7925:61645 1/1114:7925:61645 2(..) | sp POA375 CR1CA BACTE 43 55,81% 1 3 | 37 156 | 392 | 430
(..)1114:15659:67793 1/1114:15659:67793 2(...) | sp Q45710 C14AA BACTS 44 50% 1 4 | 11 | 142 ] 678 | 717
(..)1114:1422:85295 1/1114:1422:85295 2(..) | sp Q45706 CRSCA BACTP 43 60,47% 1 0 | 41 | 169 | 594 | 636
(..)1115:8915:94730 1/1115:8915:94730 2(...) | sp P56957 C22AA BACTU 56 44.64% 1 2 | 21 |182] 76 | 131
(..)1201:4108:28496 1/1201:4108:28496 2(...) | sp 087905 C24AA BACTJ 42 54,76% 1 9 | 50 |148 | 577 | 618
(..)1202:17527:40474 1/1202:17527:40474 2(..) | sp Q45712 CR5BA BACTU 45 57,78% 1 0 1 ] 135 | 591 | 635
(..)1203:14902:33510 1/1203:14902:33510 2(...) | sp Q03746 CR1FA BACTA 26 65,38% 1 0 | 24 |101] 432 | 457
(..)1204:16433:75728 1/1204:16433:75728 2(..) | sp Q45738 CR1JA BACTU 41 53,66% 1 1 | 11 | 133 | 758 | 797
(..)1205:11590:38627 1/1205:11590:38627 2(...) | sp Q45706 CR8CA BACTP 40 65% 1 0 6 | 125 | 594 | 633
(..)1205:3312:70103 1/1205:3312:70103 2(...) | sp Q9ZIU5 C11BB BACTV 60 48,33% 1 1 5 | 181 | 669 | 727
(..)1205:3312:70103_1/1205:3312:70103 2(...) | sp Q9ZIU5 C11BB BACTV 60 48,33% 2 1 5 | 181 | 685 | 743
(..)1205:4706:94784 1/1205:4706:94784 2(...) | sp P56953 CR1CB BACTG 57 52,63% 1 5 8 | 163 | 533 | 589
(..)1206:13613:15529 1/1206:13613:15529 2(...) | sp Q03746 CRIFA BACTA 26 65,38% 1 0 | 104 | 181 | 432 | 457
(..)1206:4867:59274 1/1206:4867:59274 2(..) | sp P56957 C22AA BACTU 49 55,10% 1 0 | 21 | 167 | 295 | 343
(..)1206:11614:71862 1/1206:11614:71862 2(...) | sp Q45715 CR1KA BACTM 36 66,67% 1 4 | 28 |135] 802 | 833
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(..)1206:16497:77900 1/1206:16497:77900 2(...) | sp P56955 CR5AC BACTU 46 50,00% 1 o | 21 |158 | 681 | 726
(..)1209:14897:82748 1/1209:14897:82748 2(...) | sp Q9ZNL9 CR9EA BACTA 35 62,86% 1 o | 52 | 156 | 109 | 143

(..)1210:3663:7658 1/1210:3663:7658 2(...) sp Q9ZIU5 C11BB BACTV 47 48,94% 1 1 | 27 | 164 | 701 | 745
(..)1210:7049:85546 1/1210:7049:85546 2(..) | sp Q45716 CR1JB BACTU 33 66,67% 1 0 1 ] 99 | 762 | 794
(..)1211:14392:98482 1/1211:14392:98482 2(...) | sp P56955 CR5AC BACTU 46 50,00% 1 0 6 | 143 | 681 | 726
(..)1212:16303:27637 1/1212:16303:27637 2(..) | sp Q45716 CR1JB BACTU 29 55,17% 1 0 | 61 | 147 | 799 | 827
(..)1213:9617:26846 1/1213:9617:26846 2(...) sp P21733 YCR2 BACTK 49 59,18% 1 | 10] 3 J119] 66 | 114
(..)1213:9617:26846 1/1213:9617:26846 2(...) sp P21733 YCR2 BACTK 48 60,42% 2 | 10| 3 |116] 127 | 174
(..)1213:15300:33282 1/1213:15300:33282 2(...) | sp Q45712 CR5BA BACTU 45 57,78% 1 0 6 | 140 | 591 | 635
(..)1213:17365:89731 1/1213:17365:89731 2(...) | sp 066377 CR1FB BACTM 27 74,07% 1 o | 73 | 153 ] 440 | 466
(..)1213:13851:96369 1/1213:13851:96369 2(...) | sp 032321 C20AA BACUF 43 58,14% 1 0 | 31 | 159 ] 234 | 276
(..)1214:1570:99168 1/1214:1570:99168 2(...) | sp Q9ZIU5 C11BB BACTV 39 51,28% 1 2 | 28 | 144 ] 680 | 716
(..)1214:1570:99168 1/1214:1570:99168 2(...) | sp Q9ZIU5 C11BB BACTV 39 51,28% 2 2 | 28 | 144 | 696 | 732
(..)1214:1570:99168 1/1214:1570:99168 2(...) | sp Q9ZIU5 C11BB BACTV 39 51,28% 3 2 | 28 144 | 712 | 748
(..)1302:17100:11841 1/1302:17100:11841 2(...) | sp POA376 CR1CA BACTA 43 55,81% 1 6 | 30 | 158 | 417 | 453
(..)1302:18304:76381 1/1302:18304:76381 2(...) | sp Q45715 CR1KA BACTM 42 52,38% 1 1 3 | 125 | 803 | 844
(..)1304:2731:29139 1/1304:2731:29139 2(..) | sp Q03744 CR1AD BACTA 42 64,29% 1 0 5 | 130 | 493 | 534
(..)1305:17887:27638 1/1305:17887:27638 2(...) | sp POA375 CR1CA BACTE 43 55,81% 1 3 | 12 131 392 | 430
(..)1305:2045:30534 1/1305:2045:30534 2(...) | sp Q45710 C14AA BACTS 45 60,00% 1 0 4 | 138 | 984 |1028
(..)1305:15604:45708 1/1305:15604:45708 2(..) | sp. Q9RMG3 CR2AD BACTU 49 55,10% 1 0 2 | 148 | 174 | 222
(...)1305:16852:46785 1/1305:16852:46785 2(...) | sp Q45716 CR1JB BACTU 29 55,17% 1 0 | 46 | 132 ] 799 | 827
(..)1305:5389:61078 1/1305:5389:61078 2(...) | sp Q45744 CR3CA BACTK 43 53,49% 1 2 | 20 | 148 | 344 | 384
(..)1305:7146:70014 1/1305:7146:70014 2(...) | sp P56955 CRSAC BACTU 43 51,16% 1 0 9 | 137 | 684 | 726
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(..)1306:15298:62922 1/1306:15298:62922 2(...) | sp 032307 C19AA BACTJ 41 51,22% 1 0 3 | 125 ] 405 | 445
(..)1306:18431:94823 1/1306:18431:94823 2(...) | sp P56955 CR5AC BACTU 36 58,33% 1 0 4 |111] 97 | 132
(..)1307:2151:29642 1/1307:2151:29642 2(...) | sp Q45715 CR1KA BACTM 52 50,00% 1 0 4 | 159 | 1150 1201
(..)1309:5883:90114 1/1309:5883:90114 2(...) | sp 087905 C24AA BACTJ 43 62,79% 1 3 4 |132] 57 | 96
(..)1310:13407:80741 1/1310:13407:80741 2(...) | sp Q45715 CRI1KA BACTM 29 55,17% 1 4 | 15 | 101 ] 814 | 838

(..)1314:3803:7465 1/1314:3803:7465 2(...) sp Q99031 CRIAA BACTG 48 47,92% 1 6 | 15 | 140 | 987 |1034
(..)1314:18332:23360 1/1314:18332:23360 2(...) | sp Q45744 CR3CA BACTK 51 56,86% 1 5 | 38 | 175 ] 102 | 152

(..)1315:7977:3873 1/1315:7977:3873 2(...) tr BOYIUS BOYIUS BACTU 51 60,78% 1 4 | 16 | 156 | 98 | 148
(..)1315:9711:60287 1/1315:9711:60287 2(...) | sp Q9ZAZ6 CR1GB BACTZ 64 45,31% 1 5 3 | 179 ] 250 | 313
(..)1315:10099:62986 1/1315:10099:62986 2(...) | sp Q9S515 CR1IAG BACTU 33 57,57% 1 0 | 36 | 134 403 | 435
(..)1315:12540:71733 1/1315:12540:71733 2(...) | sp Q9S597 C27AA BACUH 46 52,17% 1 0 | 15 | 152 | 209 | 254
(..)1316:6101:67189 1/1316:6101:67189 2(...) | sp Q45715 CR1KA BACTM 16 87,50% 1 o | 15 | 62 | 293 | 308
(..)1316:3114:77015 1/1316:3114:77015 2(...) | sp P56955 CR5AC BACTU 44 52,27% 1 7 | 19 | 129 | 901 | 944




TABELA 3A. Dados da prospeccéao via programa BLAST para a amostra FW - FOREST WET
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Reads (QUERY) Gene (SUBJECT) Tamanho Posti’/t‘;vos Rank | Gaps ,?“ery. ,.Hit .

Inicio| Fim |Inicio] Fim
(..)1104:16841:79142 2(...) sp_Q9S515 CRIAG BACTU | 31 5161% | 1 | 2 | 8 | 94 | 777 | 807
(..)1109:6234:97618 1(...) sp_ Q45748 CRIHA BACTU | 32 5625% | 1 ] o | 5 | 100/ 773 | 804
(..)1112:9965:41144 1(...) sp_Q45715 CRIKA BACTM | 29 5517% | 1 | 4 | 16 | 90 | 808 | 836
(..)1112:14324:79071 1(...) sp_ Q57458 CRLEA BACTX 27 6296% | 1 | 2 | 14 | 88 | 784 | 810
(..)1112:11719:85057 2(...) sp_Q03748 CRIAE BACTL 35 5143% | 1 | 3 | 1 | 96 | 781 | 815
(..)1113:6277:10862 1(...) sp_Q45774 CRIBC BACTM | 22 7273% | 1 | o | 6 | 71 | 521 | 542
(..)1116:2791:13948 1(...) sp_Q45746 CR1GA BACTU | 28 5714% | 1 | o | 10 | 93 | 781 | s08
(..)1202:8735:60387 1(...) sp_Q45715 CR1KA BACTM | 27 5555% | 1 ] o | 16 | 96 | 807 | 833
(..)1202:12038:76023_2(...) sp_ 066377 CRLFB_BACTM 30 6333% | 1 | o | 1 | 90 | 547 | 576
(..)1206:17704:94358_1(...) tr Q7RFQ7 Q7RFQ7 PLAYO | 29 6552% | 1 | o | o | 95 | 98 | 126
(..)1208:4121:53350 1(...) sp_Q45708 CR7AB BACUK | 26 7308% | 1 | o | 16 | 93 | 124 | 149
(..)1209:8945:42903 1(...) sp_032307 C19AA BACTJ 33 81829 | 1 | 1 | 2 | 100 195 | 226
(..)1209:13499:66305 _2(...) sp_Q03746_CR1FA BACTA 31 5484% | 1 | o | 7 | 99 | 786 | 816
(..)1209:2798:77447 1(...) sp_POA375 CRICA BACTE | 27 7407% | 1 | o | 3 | 83 | 762 | 788
(..)1210:19052:85768 1(...) tr M1QYU2 M1QYU2 BACTU| 23 6956% | 1 | o | 4 | 72 | 218 | 240
(..)1212:4382:98503 1(...) sp_Q45760 CRSAA BACUD | 30 7000% | 1 ] o | 1 | 90 |1023]1052
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(..)1214:13255:63666 2(...) sp Q45757 CR6AA BACTU 28 71,43% 1 0 | 13 | 96 | 265 | 292
(..)1215:10932:56583 1(...) sp 032307 C19AA BACTJ 26 73,08% 1 0 8 | 85 | 525 | 550
(..)1215:12870:76265 2(...) sp Q45704 CR8AA BACUK 24 79,17% 1 0o | 11 | 82 | 103 | 126
(..)1216:16335:77887 2(...) sp Q45715 CRIKA BACTM 25 68,00% 1 0 8 | 82 | 457 | 481
(..)1301:5638:85356 1(...) sp 032307 C19AA BACTJ 31 80,65% 1 0 8 | 100 | 193 | 223
(..)1304:14580:40129 1(...) sp Q9ZIU5 C11BB BACTV 30 73,33% 1 1 1 | 90 | 663 | 691
(..)1305:5268:28767 2(...) sp Q45715 CR1KA BACTM 30 63,33% 1 4 3 | 80 | 809 | 838
(..)1311:13223:17315 1(...) sp Q45715 CR1KA BACTM 16 87,50% 1 0 | 17 | 64 | 293 | 308
(..)1311:18313:39834 1(...) sp POA378 CR2AA BACTX 32 62,50% 1 0 2 | 97 | 337 | 368
(..)1313:11095:60586 2(...) sp Q45715 CR1KA BACTM 26 53,85% 1 0 5 | 82 | 808 | 833
(..)1314:9689:97004 1(...) tr G3LT33 G3LT33 BACTU 21 90,48% 1 0 | 34 | 96 | 170 | 190
(..)1315:17037:67543 2(...) sp Q57458 CRLEA BACTX 27 62,96% 1 2 | 12 | 86 | 784 | 810
(..)1316:20767:42151 2(...) sp_ 085805 CR1BE BACTU 20 85,00% 1 0 2 | 61 | 370 | 389
(..)1104:7854:3891 1/1104:7854:3891 2(..) | sp POA375 CR1CA BACTE 30 70,00% 1 o | 18 | 107 | 762 | 701
(..)1105:16810:51296 1/1105:16810:51296 2(...) | sp Q9ZIU5 C11BB BACTV 42 66,67% 1 1 1 | 126 | 663 | 703
(..)1108:8786:26537 1/1108:8786:26537 2(...) | sp Q57458 CR1EA BACTX 56 48,21% 1 1 2 | 166 | 1089 1136
(..)1111:12827:90985 1/1111:12827:90985 2(...) | sp POA381 CR3AA BACTD 31 74,19% 1 0 | 67 | 159 | 506 | 536
(..)1113:15928:99925 1/1113:15928:99925 2(...) | sp 032000 YOKG BACSU 57 54,38% 1 2 | 16 | 180 | 242 | 298
(..)1115:3579:62494 1/1115:3579:62494 2(..) | sp 087906 C25AA BACTJ 43 54,89% 1 0 6 | 134 | 381 | 423
(..)1201:3126:58611 1/1201:3126:58611 2(...) | sp P17969 CR3BA BACTO 51 62,74% 1 1 2 | 154 | 161 | 210
(..)1209:4882:87350 1/1209:4882:87350 2(..) | tr MIPXE3 M1PXE3 BACTU 60 51,67% 1 0 5 | 184 | 291 | 350
(..)1210:10610:24281 1/1210:10610:24281 2(...)| tr BOYIUS BOYIUS BACTU 38 60,53% 1 0 | 19 | 132 ]| 98 | 135
(..)1215:9136:65143 1/1215:9136:65143 2(...) | sp POA375 CR1CA BACTE 43 55,81% 1 3 | 36 | 155 | 392 | 430
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(..)1216:18685:8234 1/1216:18685:8234 2(..) | sp Q03744 CR1AD BACTA 24 75,00% 1 0 | 78 | 149 | 403 | 426
(..)1216:6414:75516 1/1216:6414:75516 2(...) | sp Q45715 CRIKA BACTM 29 68,96% 1 1 | 33 | 116 | 805 | 833
(..)1216:4498:95883 1/1216:4498:95883 2(..) | sp Q99031 CR9AA BACTG 55 57,73% 1 1 8 | 169 | 405 | 459

(..)1304:4897:9041 1/1304:4897:9041 2(...) sp 032000 YOKG BACSU 57 54,38% 1 2 | 16 | 180 | 242 | 198
(..)1305:13357:54367 1/1305:13357:54367 2(...) |tr M1QYU2 M1QYU2 BACTU| 52 53,85% 1 0 | 13 | 168 | 95 | 146
(..)1305:8590:64460 1/1305:8590:64460 2(...) | sp P56953 CR1CB BACTG 41 60,97% 1 o | 48 | 170 | 57 | 97
(..)1308:4003:51875 1/1308:4003:51875 2(...) | sp Q45747 CR1DB BACTU 46 65,22% 1 1 3 | 137 | 347 | 392
(..)1309:13521:74135 1/1309:13521:74135 2(...) | sp Q03748 CRIAE BACTL 45 60,00% 1 3 4 | 129 | 386 | 430
(..)1310:2214:48389 1/1310:2214:48389 2(...) | sp 066377 CR1FB BACTM 45 51,11% 1 5 4 | 138 | 381 | 420
(..)1313:15963:77818 1/1313:15963:77818 2(...) | sp Q9zIU5 C11BB BACTV 42 66,67% 1 1 1 | 126 | 663 | 703
(..)1314:12354:69831 1/1314:12354:69831 2(...) | sp Q57458 CRLEA BACTX 36 47,22% 1 0 2 | 109 | 784 | 819
(..)1316:17787:90176 1/1316:17787:90176 2(...) | sp POA375 CR1CA BACTE 43 55,81% 1 3 | 17 | 136 | 392 | 430
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TABELA 4A. Dados da prospeccéao via programa BLAST para a amostra FD - FOREST DRY

Read (QUERY) Gene (SUBJECT) Tamanho POSZ‘;VOS Rank | Gaps ,'Q“ery. ,'H” '

Inicio|] Fim Inicio | Fim
(..)1101:6379:21068 1(... sp_POA374 CR1BA BACTE 26 7308% | 1 | o | s 85 | 335 | 360
(..)1101:3517:82006_1(... sp_Q03748 CRIAE BACTL 32 10000% | 1 | o | 2 97 | 571 | 602
(..)1101:3517:82006_2(...) sp_POA368 CR1AA BACTE 33 100,00% | 1 | o | 2 | 100 | 537 | s69
(..)1102:4486:60156_2(...) sp_P56957 C22AA BACTU 26 6923% | 1 | o | 7 g4 | 301 | 326
(..)1105:15949:2948 1(...) sp_Q45730 C11BA BACTJ 29 6552% | 1 | o | 1 87 | 374 | 402
(..)1105:2191:75062_2(...) sp_Q03749 CR7AA BACTU 30 6667% | 1 | o | 10 | 99 | 133|162
(..)1106:13123:90426 2(...) sp_085805 CR1BE BACTU 28 6428% | 1 | o | 11 | o4 | 831 | 858
(..)1107:8429:94242 2(..) sp_Q45746 CR1GA BACTU | 28 5714% | 1 | o | 2 g5 | 781 | 808
(..)1109:6042:3820 2(...) sp_Q45715 CR1KA BACTM 25 6800% | 1 | o | s 79 | 457 | 481
(..)1109:7634:92252 1(...) sp_Q45710 C14AA BACTS 32 6250% | 1 | o | 3 98 | 679 | 710
(..)1110:11804:82499 2(...) sp_Q45746 CR1GA BACTU | 27 6667% | 1 | o | 10 | 90 |1095 1101
(..)1111:19877:87631 2(...) sp_Q45715 CR1KA BACTM 22 6364% | 1 | o | 35 | 100 | 821 | 842
(..)1112:13252:30068 _2(...) sp_Q03746_CR1FA BACTA 31 6452 | 1 | o | s 98 | 317 | 347
(..)1112:13614:42409 1(...) sp_Q45712 CRSBA BACTU 31 6120% | 1 | o | 7 99 | 914 | 944
(..)1113:5348:36208 1(...) sp_Q9XDL1 CR1ID BACTU 32 6250% | 1 | o | 4 99 | 268 | 299
(..)1115:12839:63064 1(...) sp_Q03746_CR1FA BACTA 31 5484% | 1 | o | 7 99 | 786 | 816
(..)1115:8094:68151 2(...) tr DOHPBO D9HPBO BACTU | 28 7500% | 1 | 3 | 3 77 | 420 | 447
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(..)1116:16421:53116 2(...) sp Q45746 CRIGA BACTU 28 75,00% 1 0 | 17 | 100 | 424 | 451
(..)1116:4216:72214 2(...) sp Q45709 CR1IB BACTE 33 78,79% 1 0 1 99 | 180 | 212
(..)1202:15114:11415 2(...) tr BOYIUS BOYIUS BACTU 27 74,07% 1 0 | 14 94 | 498 | 524
(..)1203:14663:42853 2(...) sp Q45746 CRI1GA BACTU 28 57,14% 1 0 9 92 | 781 | 808
(..)1207:11513:38954 2(...) sp Q45748 CR1HA BACTU 29 65,52% 1 1 | 12 98 | 785 | 812
(..)1210:19025:37523 2(...) sp Q45715 CR1KA BACTM 26 53,85% 1 0 2 79 | 813 | 838
(..)1211:3370:69605 1(...) sp 087404 CR1IC BACTU 25 76,00% 1 o | 25 99 | 362 | 386
(..)1211:18797:83809 2(...) sp Q45730 C11BA BACTJ 28 60,71% 1 0 9 92 | 309 | 336
(..)1212:14741:31758 1(...) sp Q03744 CR1AD BACTA 28 53,57% 1 0 3 86 | 795 | 822
(..)1213:11981:18115 1(...) sp Q9ZNL9 CRIEA BACTA 24 70,83% 1 o | 19 90 | 1084|1107
(..)1213:8663:55457 1(...) sp Q9S597 C27AA BACUH 26 65,38% 1 o | 10 87 | 737 | 762
(..)1213:18290:67079 2(...) sp Q45730 C11BA BACTJ 29 65,52% 1 0 7 93 | 680 | 708
(..)1301:15321:52153 1(...) sp Q45746 CRI1GA BACTU 28 75,00% 1 0 | 17 | 100 | 424 | 451
(..)1302:19633:40996 1(...) sp P19415 CR1DA BACTA 27 74,07% 1 o | 15 95 | 408 | 434
(..)1302:8335:51573 1(...) sp Q45738 CRLJA BACTU 33 66,67% 1 0 100 | 393 | 425
(..)1304:7469:11766 1(...) sp POA371 CR1AB BACTB 28 67,86% 1 0 4 87 | 196 | 223
(..)1305:7471:51037 2(...) sp Q45715 CR1KA BACTM 25 68,00% 1 0 79 | 457 | 481
(..)1307:12252:22337 2(...) tr MIQYU2 M1QYU2 BACTU| 24 70,83% 1 0 | 14 85 | 217 | 240
(..)1308:14604:11677 1(...) sp Q03744 CR1AD BACTA 24 75,00% 1 0 | 24 95 | 403 | 426
(..)1310:2883:58575 2(...) sp Q9S515 CRIAG BACTU 20 60,00% 1 o | 12 71 | 783 | 802
(..)1310:8071:91548 1(...) sp 066377 CR1FB BACTM 30 63,33% 1 0 5 94 | 547 | 576
(..)1311:10338:71077 2(...) tr D9HPBO D9HPBO BACTU 31 61,29% 1 6 3 95 | 462 | 486
(..)1312:20509:51502 2(...) sp Q45730 C11BA BACTJ 29 62,07% 1 0 3 89 | 374 | 402
(..)1314:14309:91747 2(...) sp Q45752 CR1IA BACTK 33 66,67% 1 0 1 99 | 187 | 219
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(..)1102:17097:91033 1/1102:17097:91033 2(..) | sp Q45760 CR5AA BACUD 47 61,70% 1 1 | 30 | 167 | 891 | 937
(..)1106:14114:101476 1/1106:14114:101476 2(...) | sp P56955 CRSAC BACTU 57 47 37% 1 1 2 169 | 670 | 726
(..)1109:16896:69383 1/1109:16896:69383 2(...) | sp Q9ZAZ6 CRIGB BACTZ 38 52,63% 1 4 | 22 | 135 | 776 | 809
(..)1110:2572:6334 1/1110:2572:6334 2(...) sp POA375 CR1CA BACTE 43 55,81% 1 3 5 124 | 392 | 430
(..)1111:15731:48761 1/1111:15731:48761 2(..) | sp P56955 CR5AC BACTU 46 50,00% 1 0 | 41 | 178 | 681 | 726
(..)1112:10984:8147 1/1112:10984:8147 2(...) | sp Q45706 CR8CA BACTP 50 62,00% 1 1 3 152 | 62 | 110
(..)1112:15506:55681 1/1112:15506:55681 2(...) | tr BOYIUS BOYIUS BACTU 38 60,53% 1 0o | 39 | 152 | 99 | 136
(..)1113:12843:70639 1/1113:12843:70639 2(...) | sp Q03746 CR1FA BACTA 36 55,55% 1 5 | 76 | 168 | 430 | 464
(..)1114:15911:40525 1/1114:15911:40525 2(...) | sp Q45748 CR1HA BACTU 50 56,00% 1 6 | 11 | 160 | 413 | 456
(..)1201:6636:36789 1/1201:6636:36789 2(...) | tr B2LWZ0 B2LWZ0 BACTU 53 67,92% 1 1 160 | 16 | 67
(..)1203:2938:74488 1/1203:2938:74488 2(...) | sp Q03744 CR1AD BACTA 52 42,31% 1 0 4 159 | 783 | 834
(..)1206:2709:90221 1/1206:2709:90221 2(...) | sp Q45760 CRSAA BACUD 38 63,16% 1 0o | 60 | 173 | 946 | 983
(..)1207:7350:2679 1/1207:7350:2679 2(...) sp 085805 CR1BE BACTU 41 58,54% 1 4 | 42 | 152 [1131]1171
(..)1209:4475:3024 1/1209:4475:3024 2(...) sp Q9S515 CRIAG BACTU 49 65,31% 1 1 | 24 | 167 | 576 | 623
(..)1209:6210:67520 1/1209:6210:67520 2(...) sp P19415 CR1DA BACTA 47 46,81% 1 0o | 27 | 167 | 330 | 376
(..)1213:9661:51934 1/1213:9661:51934 2(...) sp P56955 CR5AC BACTU 57 47 37% 1 1 | 15 | 182 | 670 | 726
(..)1213:5686:66734 1/1213:5686:66734 2(...) sp Q9ZIU5 C11BB BACTV 62 46,77% 1 8 8 169 | 672 | 733
(..)1213:5686:66734 1/1213:5686:66734 2(...) sp Q9ZIU5 C11BB BACTV 62 46,77% 2 8 8 169 | 688 | 749
(..)1214:19488:34893 1/1214:19488:34893 2(...) | sp P19415 CR1DA BACTA 56 57,14% 1 1 2 166 | 401 | 456
(..)1214:14844:94711 1/1214:14844:94711 2(...) | sp Q9ZAZ6 CR1GB BACTZ 38 52,63% 1 4 | 22 | 135 | 776 | 809
(..)1215:19326:29383 1/1215:19326:29383 2(...) | sp POA375 CRI1CA BACTE 42 54,76% 1 3 3 119 | 393 | 430
(..)1216:13561:7870 1/1216:13561:7870 2(...) sp Q45716 CR1JB BACTU 41 56,10% 1 5 | 57 | 164 | 391 | 431
(..)1216:8631:30543 1/1216:8631:30543 2(...) | sp Q03744 CR1AD BACTA 52 42,31% 1 0 4 159 | 783 | 834
(..)1216:14304:45841 1/1216:14304:45841 2(...) | sp Q9S515 CR1AG BACTU 49 63,26% 1 1 149 | 481 | 527
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(..)1216:3071:61499 1/1216:3071:61499 2(...) sp Q9ZIU5 C11BB BACTV 31 58,06% 1 0 1 93 | 676 | 706
(..)1216:3071:61499 1/1216:3071:61499 2(...) sp Q9ZIU5 C11BB BACTV 31 58,06% 2 0 1 93 | 692 | 722
(..)1216:3071:61499 1/1216:3071:61499 2(...) sp Q9ZIU5 C11BB BACTV 31 58,06% 3 0 1 93 | 708 | 738
(..)1216:8265:79207 1/1216:8265:79207 2(...) sp Q45752 CR1IA BACTK 49? 63,26% 1 o | 30 | 176 | 251 | 299
(..)1303:16771:34299 1/1303:16771:34299 2(...) |tr M1QYU2 M1QYU2 BACTU| 59 50,85% 1 3 2 178 | 98 | 153

(..)1309:6903:4827 1/1309:6903:4827 2(...) sp Q45715 CR1KA BACTM 34 58,82% 1 0 3 104 | 457 | 490
(..)1312:18995:98348 1/1312:18995:98348 2(..) | sp 032000 YOKG BACSU 57 54,38% 1 2 | 24 | 188 | 242 | 298
(..)1313:13086:55187 1/1313:13086:55187 2(...) | sp POA371 CR1AB BACTB 48 50,00% 1 5 | 26 | 169 | 767 | 809
(..)1314:19469:13955 1/1314:19469:13955 2(...) | sp Q9S515 CR1AG BACTU 22 77,27% 1 o | 76 | 141 | 483 | 504
(..)1315:15074:9631 1/1315:15074:9631 2(...) sp Q45738 CRLJA BACTU 30 63,33% 1 0 | 47 | 136 | 542 | 571
(..)1315:14313:43104 1/1315:14313:43104 2(..) | sp 032307 C19AA BACTJ 38 65,79% 1 1 2 112 | 54 | 91




