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RESUMO

Bacillus thuringiensis é uma bactéria Gram-positiva comumente utilizada no controle
de vetores de doengas tropicais e pragas da agricultura. Apesar de seu uso tanto na
agricultura quanto em saide humana, esta bactéria pode ser produtora de enterotoxinas
que estdo presentes também em algumas linhagens de Bacillus cereus, destacando-se a
enterotoxina ndo-hemolitica (NHE), a hemolisina BL. (HBL) e a enterotoxina T (BceT),
que tém sido relacionadas a surtos de intoxicag¢do alimentar relatados na literatura. Em
vista disso, este trabalho teve como objetivo identificar e caracterizar genotipicamente
estas enterotoxinas em 100 linhagens de B. thuringiensis isoladas no Estado do
Amazonas, bem como realizar o seqiienciamento destes genes de enterotoxinas a partir
do produto da Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR). A prevaléncia dos genes destas
enterotoxinas nas estirpes de B. thuringiensis pelo método de PCR foi relativamente
alta, cujos resultados para os sete genes pesquisados (bceT, hblA, hblD, hblC, nheA,
nheB e nheC) mostraram-se distintos entre si. Pelo perfil genotipico foram determinados
27 grupos e ficou evidenciado que 41% das linhagens deram positivas para todos os
genes de enterotoxinas, enquanto que 3% foram negativas para todos os genes
estudados. A andlise das sequéncias de nucleotideos e de aminodcidos das linhagens de
B. thuringiensis amazonicas identificou similaridades com as sequéncias de
nucleotideos e aminodcidos que estdo depositadas no banco de dados do

GenBank/EMBL.

Palavras-chave: Bacillus thuringiensis, Bacillus cereus, enterotoxinas, perfis

genotipicos.



ABSTRACT

Bacillus thuringiensis is a Gram-positive bacterium commonly used in the tropical
disease vectors and agriculture pragues control. Despite of its use both agriculture and
human health, this bacterium can be enterotoxins producer that are also present in a few
Bacillus cereus strains, emphasizing the non-haemolytic enterotoxin (NHE),
haemolysin BL (HBL) and enterotoxin T (BceT) that have been related to food
poisoning outbreaks reported in the literature. Thereby, this work had as a purpose to
identify and to realize a genotypic characterization of these enterotoxins in one hundred
B. thuringiensis strains isolated in the Amazon State, as well as to achieve the
sequencing of these enterotoxin genes starting from the product of Polymerase Chain
Reaction (PCR). The prevalence of these enterotoxin genes in B. thuringiensis strains
by PCR method was relatively high, of which the results for the seven genes researched
(bceT, hblA, hblD, hblC, nheA, nheB and nheC) showed different between themselves.
By the genotypic profile were determined 27 groups and was evidenciated that 41% of
the strains were positives for all the enterotoxin genes, whereas 3% were negatives for
all the genes studied.. The analysis of the nucleotides and amino acids sequences of the
Amazonian B. thuringiensis strains identified similarities with the nucleotides and

amino acids sequences that are deposited in the GenBank and EMBL databases.

Keywords: Bacillus thuringiensis, Bacillus cereus, enterotoxins, genotypic profiles.
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1. INTRODUCAO

Bacillus thuringiensis € uma bactéria Gram-positiva comumente encontrada no solo e
desde a descoberta de sua atividade inseticida no inicio do século XX, esta bactéria tem sido
usada mundialmente no controle de pragas da agricultura e de vetores transmissores de
doengas tropicais como dengue e maldria (PERANI et al., 1998).

Segundo Jensen et al. (2002) a estreita relagdo entre B. thuringiensis e Bacillus cereus
foi confirmada. Na prética, somente a presenca de cristal intracelular com atividade inseticida
em B. thuringiensis distingue as duas espécies. Estes cristais intracelulares sdo toxicos para
certas espécies de invertebrados, especialmente as larvas de insetos pertencentes as ordens
Coleoptera, Diptera e Lepidoptera.

Entretanto, ambas as espécies de Bacillus sdo compostas por muitas linhagens com
potencial variado que podem causar efeitos adversos em humanos, desde infeccdes
gastrointestinais até infeccdes oportunistas em pacientes imunocomprometidos conforme
relatado recentemente por Ghelardi et al. (2007).

Devido a isso, linhagens de B. thuringiensis sdo capazes de produzir uma variedade de
substancias toxicas que sdo praticamente as mesmas expressas pelo patégeno oportunista B.
cereus. Assim como este patégeno, B. thuringiensis de posse destas toxinas poderd apresentar
algum risco para a saide humana. Contudo, somente relatos esporadicos de casos clinicos t€ém
sido publicados (WHO, 1999).

Na literatura tem-se referéncia que algumas linhagens de B. thuringiensis apresentam
enterotoxinas que sdo compostas pela hemolisina BL (HBL), pela enterotoxina ndo hemolitica
(NHE) e pela enterotoxina T (BceT ou bc-D-ENT), e que sao codificadas pelos genes hbl, nhe
e bceT, respectivamente.

Estas mesmas enterotoxinas sdo produzidas por linhagens de B. cereus e t€ém sido
relatadas por estarem envolvidas em surtos de intoxicacdo alimentar do tipo diarréica,
notadamente as enterotoxinas NHE (LUND e GRANUM, 1996; GRANUM et al., 1999) e
HBL (BEECHER e MACMILLAN, 1991; BEECHER et al., 1995) que apresentam muitos
casos relatados na literatura e, por isso, sdo as que mais possuem estudos publicados.

A enterotoxina HBL € uma hemolisina tricomponente que consiste de dois
componentes liticos, L; e L, (codificados pelos genes hblD e hblC, respectivamente), € uma
proteina de ligacdo B, codificada por hblA. NHE é também uma proteina tricomponente,

porém sem atividade hemolitica, sendo codificada por trés genes (nheA, nheB e nhe(C). Estas
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toxinas estdo organizadas em operons € seus genes sdo transcritos juntos e ordenadamente
(THAENTHANEE et al., 2005; EHLING-SCHULZ et al., 2006). Enquanto isso, a toxina
BceT € uma proteina tnica que foi relatada por Agata et al. (1995) por apresentar atividades
bioldgicas tipicas de enterotoxinas que estdo envolvidas em surtos de intoxica¢do alimentar
do tipo diarréica.

O método de PCR ¢ extremamente sensivel. Ele pode detectar uma tnica molécula de
DNA numa amostra. Mesmo tracos de RNA podem ser analisados da mesma maneira, desde
que sejam previamente transcritos para DNA com transcriptase reversa (ALBERTS et al.,
1997). Devido a isso, este método tem sido muito utilizado para a deteccdo dos genes de
enterotoxinas em linhagens de Bacillus que portam estes genes.

Um outro método que vem sendo muito utilizado nos estudos dos genes de
enterotoxinas de linhagens de Bacillus € o seqiienciamento de DNA, de modo a determinar a
homologia que as sequéncias de nucleotideos destes Bacillus apresentam com sequéncias ja
conhecidas. Segundo Alberts et al. (1997), este método permite a determinagdo, de forma
simples e rdpida, da sequéncia nucleotidica de qualquer fragmento de DNA purificado.

Em conseqiiéncia disso, este trabalho teve como objetivo, por andlise de PCR,
detectar e identificar os genes codificadores destas enterotoxinas, determinar e classificar os
perfis genotipicos nas linhagens amazOnicas de B. thuringiensis, assim como O
seqiienciamento nucleotidico e de proteina de alguns genes enterotoxicos de interesse, visto
que, futuramente, este trabalho poderda viabilizar a montagem de um kit de diagndstico

molecular para a detecc@o destas enterotoxinas em novos isolados bacterianos.



21

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1  Bacillus thuringiensis

Bacillus thuringiensis (Familia Bacillaceae) (Figura 01) ¢ uma bactéria em forma de
bastonete Gram-positivo, anaerdbico facultativo, dotado de flagelo peritriquio, células com
aproximadamente 1 um de largura por 3 a 5 um de comprimento. E uma bactéria formadora
de esporos cilindricos a elipticos, ndo deformantes, com posi¢do central a subterminal no
esporangio. As células vegetativas ocorrem isoladas, aos pares e em cadeia (BUCHANAN e
GIBBONS, 1974).

Este bacilo apresenta como caracteristica importante a sintese de cristal protéico
entomopatogénico que aparece por ocasido do II ao III estdgio da esporogénese e que
representa cerca de 20 a 30% do peso seco da célula esporulada (ARONSON et al., 1986).

Em 1901, Ishiwata identificou um bacilo patogénico para larvas de bicho-da-seda
(Bombyx mori) denominando-o de Bacillus sotto que posteriormente foi classificado como
Bacillus thuringiensis subsp. sotto ISHIWATA, 1901).

A mesma bactéria foi isolada por Berliner (1915) a partir de larvas doentes de tracgas
da farinha (Ephesthia kuniella) da estacdo para processamento de grdos em Berlim. O nome
Bacillus thuringiensis foi dado por Berliner em homenagem a cidade de Thuringen

(Alemanha).

—— [ristais livres

Esporos livres

Esporangio

Figura O1: Bacillus thuringiensis observado por microscopia de contraste de fase.

Fonte: Souza-Filho, 2005.

Taxonomicamente, B. thuringiensis pertence a um grupo denominado B. cereus. Este

grupo inclui ainda B. anthracis, B. cereus, B. mycoides, B. pseudomycoides e B.
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weinhenstephanensis (DAFFONCHIO et al., 2000). O grupo B. cereus consiste de bactérias
Gram-positivas, em forma de bastonetes, mdveis e formadoras de esporos (BRILLARD e
LERECLUS, 2004). No caso de B. thuringiensis e B. cereus, estes microrganismos
apresentam caracteristicas bioquimicas similares, mas somente B. thuringiensis produz
cristais entomotoxicos durante o inicio da esporulacdo que o diferencia de B. cereus
(POLANCZYK et al., 2004; EHLING-SCHULZ et al., 2005).

B. thuringiensis pode se multiplicar em ambientes favordveis como, por exemplo,
insetos-alvo e solos ricos em nutrientes (ARONSON e SHAI, 2001). Diferentes isolados de B.
thuringiensis, oriundos de vdrias partes do mundo demonstram um largo espectro de acdo
inseticida especifico para diferentes ordens de insetos como Lepidoptera, Diptera, Coleoptera
e Hymenoptera (GUAYCURUS, 1991; BRAVO et al., 1998; KAO et al., 2003; SONG et al.,
2003; KUBOTA et al., 2006).

No inicio da esporulacdo, B. thuringiensis sintetiza uma grande quantidade de
proteinas com atividade entomicida. Estas proteinas, chamadas de proteinas Cry, vao se
acumulando e formam uma inclusdo paracristalina, também chamada de proteina cristal ou o-
endotoxina (ASANO et al., 1997; RICE, 1999).

As toxinas Cry sdo codificadas por genes cry e sua toxicidade estd ligada a regido N-
terminal das cadeias polipeptidicas, enquanto a por¢do C-terminal determina a forma da
estrutura do cristal. Estes genes cry podem estar localizados tanto no cromossomo como em
grandes plasmideos (40-200 MDa) ou em ambos (POLANCZYK e ALVES, 2003).

Crickmore et al. (1998) propuseram, pela primeira vez, uma classificagdo para as
toxinas Cry expressas por B. thuringiensis baseada somente nas relacOes entre as seqiiéncias
de aminodcidos. Por outro lado, Kao ef al. (2003) citam que o desenvolvimento de um sistema
de classificac¢do deve estar baseado na especificidade da toxina e na homologia das seqiiéncias
de aminoécidos. Uma revisao destas classificacoes baseada na producdo de 6-endotoxinas foi
descrita em trabalhos de Bravo et al. (1998) e Rice (1999). Mais de 250 genes cry foram
seqiienciados e agrupados em 40 grupos de toxinas Cry. A revisdo da nomenclatura da toxina
Cry estd disponivel em: http://epunix.biols.susx.ac.uk/Home/Neil_Crickmore/Bt/index.html
(SONG et al., 2003).

O modo de acdo inseticida das d-endotoxinas € sofisticado em termos moleculares,
demonstrando alta especificidade e extrema toxicidade. As etapas no processo de acgdo
bioinseticida estdo bem relatadas nas revisdes de Polanczyk e Alves (2003), Polanczyk et al.
(2004) e Barreto (2005) como descritas abaixo:

Apés a ingestdo do cristal, produzido por B. thuringiensis, pelo inseto-alvo, as 0-
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endotoxinas, ainda sob a forma de protoxinas, sdo solubilizadas em pH alcalino do intestino
médio e através da atuacdo de enzimas proteoliticas, as protoxinas sdo clivadas e
transformam-se em fracdes toxicas. Essas toxinas hidrolisadas atravessam a membrana
peritréfica, ligam-se a receptores especificos localizados na membrana apical das células
colunares do intestino médio, interferindo no gradiente idnico e balango osmotico da
membrana apical. No momento que essas toxinas se ligam aos receptores, ocorre uma
provavel mudanga na conformacao tridimensional do peptideo. Conseqiientemente, formam-
se poros que aumentam a permeabilidade da membrana e que possibilitam o vazamento de
ions. Adicionalmente, ocorre o aumento na absorcdo de 4gua, causando turgescéncia e
destruicdo das células do intestino médio. Devido a isso, o inseto também pode morrer por
inanicdo, uma vez que, pouco tempo apds a infeccao, o mesmo para de se alimentar. Estes
mesmos dados corroboram com as informacdes descritas na revisdo de outros autores (TOJO
e AIZAWA, 1983; DU et al., 1994; KNOWLES, 1994; SANGADALA et al., 1994; GAZIT e
SHAI 1995; LIGHTWOOD et al., 2000; KAO et al., 2003;) (Vide figura 02).

C - Toxinas ligam-se a receptores

A - Cristal B - Solubilizacio dos cristais L i S
no epitélio do intestino

ot e ativacao-das toxinas : ¥
Pelta-Endotoxina, L] -.+. i
2 //' Protoxina :! ; ] i

@ L ; ’ﬁeceptores Perfuracapda

membrana do intestino
‘ 3 'r:.

Toxinas

A S

B ‘proliferacao da bactéria

Figura 02: Esquema do mecanismo de acdo da proteina cristal de Bacillus thuringiensis em
larvas de inseto.

Fonte: Souza-Filho, 2005.

Os genes codificadores das toxinas de B. thuringiensis estdo largamente empregados
na constru¢do de plantas transgénicas como o fumo, tomate e milho. Isto € compreensivel,
visto que, atualmente, mais de 62 milhdes de hectares distribuidos pelo mundo abrangem
culturas transgénicas que produzem toxinas inseticidas a partir desta bactéria (DANSON et

al., 2006).
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Os avancos recentes na biologia molecular permitiram o desenvolvimento de métodos
baseados no DNA, capazes de diferenciacdo inter e intraespecifica de B. thuringiensis. Tais
métodos podem diferenciar cepas e isolados e podem também ser empregados para
determinar a presencga ou auséncia de determinados genes cry.

A reacdo de PCR no estudo de B. thuringiensis pode ser empregada com a finalidade
de predizer as atividades inseticidas (CAROZZI et al., 1991), identificar os tipos de genes
(CERON et al., 1995), determinar a distribuicao dos genes (CHAK et al., 1994) e detectar
novos genes, além de indicar o potencial inseticida de uma determinada toxina (KUO e
CHAK, 1996; BRAVO et al., 1998; GUAYCURUS, 1999; PORCAR e JUAREZ-PEREZ,
2003).

A técnica de PCR descrita por Mullis e Faloona (1987) tem sido utilizada em
combinacdo com a técnica de Polimorfismo de Comprimento dos Fragmentos de Restricao
(RFLP), onde o produto de amplificacdo € clivado com enzimas de restricdo e o padrdo de
bandas obtidos em géis, determina os tipos de genes cry presentes na linhagem ou identifica a

ocorréncia de novos tipos de genes (GUAYCURUS, 1999; BARRETO, 2005).

2.2 Bacillus cereus

Bacillus cereus (Figura 03) é uma bactéria Gram-positiva, anaerdbia facultativa, em
forma de bastonete, formadora de esporos comumente encontrada no solo, e que apresenta
motilidade através de flagelos peritriquios (ASANO et al., 1997, CAMARA, 2002; MENDES
et al., 2004).

N7/ A
Figura 03: Bacillus cereus visto por colora¢do de Gram.

Fonte: http://www.bact.wisc.edu/Microtextbook/index.php

B. cereus pode multiplicar-se bem em uma faixa de temperatura de 10° C a 48° C,
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sendo que a temperatura 6tima de crescimento estd entre 28° C a 35° C. Todavia, Méntynen e
Lindstrom (1998) ressaltam que linhagens de B. cereus podem crescer em temperaturas que
variam entre 4° C e 37° C, e que linhagens psicrotréficas podem produzir enterotoxinas tanto
em condicdes aerdbicas quanto anaerdbica facultativa.

Esta bactéria € frequentemente isolada do leite cru e de seus derivados como um
contaminante o qual, como outras bactérias, produz uma grande quantidade de enzimas
proteoliticas que digerem a caseina causando sabor anormal ou odor no leite (ASANO et al.,
1997).

Além de degradar produtos lacteos, algumas amostras de B. cereus podem produzir
enterotoxinas extracelulares que levam a surtos de intoxicac¢ao alimentar, ocasionando vOmito
e diarréia (GUAYCURUS et al., 1987; ASANO et al., 1997).

B. cereus € encontrado em outros ambientes causando contamina¢do como vegetais,
cereais, condimentos, carne bovina, suina e de frango, sopas, pratos a base de vegetais e arroz
cozido (GUAYCURUS et al., 1983; MENDES et al., 2004).

B. cereus pode ocasionar infec¢des oculares, ceratite grave, endoftalmite e
panoftalmite. B. cereus também tem sido associado a infec¢des localizadas e infeccoes
sist€émicas, incluindo endocardite, meningite e pneumonia. Além disso, pode provocar
formacdo de abscessos, bacteremia, septicemia, infec¢do no rim e trato urindrio e sepsia

puerperal (BEECHER e WONG, 1994, JAWETZ et al, 1998).

2.3 ENTEROTOXINAS

As enterotoxinas (Figura 04) s@o proteinas de cadeia simples compostas por uma
quantidade relativamente grande de lisina, tirosina, dcido aspartico e 4cido glutamico. Os
pesos moleculares oscilam entre 28.000 a 35.000 daltons.

As enterotoxinas afetam as células que revestem o trato gastrointestinal e como
resultado as células epiteliais secretam grandes quantidades de liquidos e eletrdlitos (ions).

Estas proteinas produzidas por algumas espécies bacterianas € a causa mais comum da

intoxica¢do alimentar (TORTORA et al., 2000).
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Figura 04: Estrutura em cristalografia da enterotoxina B
estafilocdcica.

Fonte: Swaminathan et al. (1995).

As enterotoxinas, diferente das endotoxinas, s@o toxinas liberadas por um determinado
microrganismo no intestino. Geralmente as enterotoxinas sdo frequentemente citotoxicas e
destroem células pela alteracdo da permeabilidade das células epiteliais da parede intestinal.
Elas sdo, na maioria das vezes, formadoras de poros, secretadas pelas bactérias, que se
reinem para formar poros nas membranas celulares e, com isso, ocasionar a lise e morte
celular.

A morte das células que formam uma barreira entre o limen intestinal e o tecido que
as circundam, causa fluido intersticial, que € composto por dgua e eletrélitos sendo que o
vazamento deste material para dentro do trato intestinal causa a diarréia
(http://en.wikipedia.org/wiki/Enterotoxin). As contra¢des musculares normais sio alteradas,
levando a uma diarréia intensa que pode ser acompanhada de vOmitos. As enterotoxinas que
podem ocasionar vomitos sdo conhecidas como toxinas eméticas (EHLING-SCHULZ et al.,
2005).

Alguns microrganismos secretam enterotoxinas, tais como Escherichia coli O157:H7,
Clostridium perfringens, Vibrio cholerae, Staphylococcus aureus, Yersinia enterocolitica,
Helicobacter pilori e algumas amostras de Bacillus cereus (MOSS, 1987; PINTO, 1996).

Cepas de Staphylococcus aureus também produzem uma enterotoxina que afeta os
intestinos, causando vOmitos e ndusea quando ingerida e, por isso, € denominada de
enterotoxina estafilocécica. Algumas estirpes de S. aureus produzem enterotoxinas que
resultam nos sintomas associados a sindrome do choque térmico (TORTORA et al., 2000).

Do mesmo modo, Vibrio cholerae produz uma enterotoxina denominada toxina
colérica. Assim como a toxina diftérica, a toxina colérica consiste de dois polipeptideos, A

(ativo) e B (de ligacdo). A enterotoxina termoldbil (mais sensivel ao calor que a maioria das
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toxinas), produzidas por algumas linhagens de Escherichia coli, tem uma acdo idéntica a da
toxina colérica (TORTORA et al., 2000).

As intoxicagdes alimentares produzidas pelas enterotoxinas constituem-se em um
problema mundial e tem uma estreita relacio com os hdbitos alimentares regionais.
Madegowda et al. (2008) propuseram, por cristalografia de raio-X, o modelo estrutural do

componente de ligacdo (B) da hemolisina BL. (HBL) de Bacillus cereus (Figura 05).

Figura 05: Estrutura em cristalografia do componente de
ligacdo (B) da hemolisina BL de B. cereus.
Fonte: Madegowda et al. (2008).

Guaycurus et al. (1993) descreveram pela primeira vez no Brasil, a presenca de
proteinas extracelulares (enterotoxinas) produzidas por B. cereus AL-42 e AL-15, amostras
isoladas de surtos de intoxicacdo alimentar no Rio de Janeiro. Através do fracionamento por
cromatografia em QAE-Sephadex e Sephadex G75 ficou demonstrado no ultimo processo
cromatografico a presenca de trés picos. O pico principal apresentou atividade de
permeabilidade vascular em coelhos, letalidade para camundongos e citotoxicidade para
células Vero e Hela. Pela andlise por SDS-PAGE, ap6s ultracentrifugagdo, ficou confirmado
que esta enterotoxina era um composto de massa molecular maior que 30.000 daltons.

Em algumas cepas de B. cereus as enterotoxinas estdo relacionadas com toxinas
conhecidas como hemolisina BL (HBL), enterotoxina ndo-hemolitica (NHE) e enterotoxina

bc-D-ENT (BceeT).

2.3.1 HEMOLISINA BL
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As hemolisinas sdo substancias que se enquadram no grupo das citolisinas e que fazem
a degradacdo das hemacias JAWETZ et al., 1998). As bactérias produzem hemolisinas que
diferem em sua capacidade de lisar diferentes tipos de hemdcias (humanas, de ovelhas e
coelhos, por exemplo) e no tipo de lise que elas causam. Produtores importantes de
hemolisinas sdo os estafilococos, Clostridium perfringens — agente causal mais comum da
gangrena gasosa — , estreptococos e algumas cepas de B. cereus (TORTORA et al., 2000).

O operon hemolisina BL. (HBL) consiste de quatro genes, mas somente os produtos de
trés destes genes foram caracterizados (McKILLIP, 2000). Este complexo € composto por trés
proteinas, B, L; e L,, transcritas pelos genes hblC (codificador de L,) hblD (codificador de
L) e hblA (codificador do componente B), e que estdo organizados em um operon tnico junto
com um quarto gene, o hblB, codificador da proteina B’ (HEINRICHS et al., 1993; RYAN et
al., 1997, GUINEBRETIERE et al., 2002). A toxina HBL possui atividade hemolitica,
citotéxica, dermonecrdtica e de permeabilidade vascular (SERGEEV et al., 2006).

Em acordo com estes autores Kotiranta et al. (2000) reportam que a toxina HBL ¢é
composta de um componente de ligacdo, B, e dois componentes liticos, L; e L,, e ela requer
todos os trés componentes para a atividade maxima hemolitica, citotoxica, dermonecrética e
permeabilidade vascular, assim como acumulac¢do de fluidos em al¢a ileal ligada de coelhos.

Os tamanhos dos componentes da hemolisina BL foram relatados como tendo 35, 36 e
45 kDa para B, L; e L,, respectivamente. De qualquer modo, o peso molecular varia
consideravelmente de gel para gel. O componente B do complexo HBL de B. cereus, em
cultura de eritrdcitos, sensibiliza lentamente estas células para que a acdo litica dos
componentes L se dé mais rapidamente, porém o componente B em alta concentracao diminui
o efeito litico dos componentes L, fato este pouco compreendido (BEECHER e WONG,
1994).

No estudo de Hansen e Hendriksen (2001), foram estudadas linhagens de B. cereus,
das quais foram caracterizadas a hemolisina HBL contendo trés componentes de proteina: um
componente de ligacio B e dois componentes liticos L; e L,, sendo estes mesmos
componentes descritos por Beecher e Wong (1994). Os trés genes, hblA, hblC e hblD, foram
detectados por PCR em 11 das 22 linhagens de B. cereus estudadas.

De acordo com Trabulsi er al. (1999), hemolisinas também s3o recorrentes em
Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes. Em S. aureus, sdo caracterizadas pelo
menos quatro hemolisinas. A mais comum, em amostras de origem humana, € a alfa, que é

téxica para plaquetas humanas e letal para animais, quando inoculadas por via sist€émica. A
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hemolisina beta (betalisina) € mais ativa sobre hemdcias de carneiro e tem atividade de
esfingomielinase. Em L. monocytogenes, as hemolisinas juntamente com a fosfolipase C
rompem a membrana fagossomal, permitindo o patégeno escapar para o citoplasma da célula

hospedeira, onde se multiplica usando seus nutrientes.

2.3.2 ENTEROTOXINA NHE

As enterotoxinas sdo proteinas que causam citotoxicidade, acimulo de fluidos na al¢a
ileal ligada de animais experimentais € dermonecroses, sendo letais para camundongos e
citotéxicas em culturas de células Vero (MANTYNEN e LINDSTROM, 1998;
NOTERMANS e BATT, 1998).

O complexo NHE € composto por trés proteinas, NheA, NheB (figura 06) e NheC
(figura 06), com massa molecular de 45, 39 e 105 kDa, respectivamente, e sdo codificadas
pelos genes nheA, nheB e nheC (HANSEN e HENDRIKSEN, 2001). Estes genes estdo
organizados em forma de operon (GUINEBRETIERE e al., 2002). Neste complexo estio
identificados dois possiveis fatores liticos e um fator de ligacdo codificados pelo operon que

contém os genes codificadores desta enterotoxina (SERGEEV et al., 2006).

Figura 06: Modelos de homologia dos componentes NheB e NheC.
Os modelos foram criados com base na estrutura cristal do
componente B de HBL. As estruturas protéicas sdo mostradas no
formato ribbon com as folhas-f em azul marinho.

Fonte: Fagerlund et al. (2008).

Em B. cereus a enterotoxina nado-hemolitica (NHE) é uma das duas enterotoxinas
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tricomponentes responsdvel pela sindrome da intoxica¢do alimentar diarréica causada por esta
espécie do género Bacillus. Nao obstante, a enterotoxina NHE foi originalmente identificada
em uma linhagem de B. cereus responsdvel por um surto de intoxicacdo alimentar
(BRILLARD e LERECLUS, 2004).

Na Noruega, Lund e Granum (1996), identificaram a enterotoxina NHE na linhagem
B. cereus NVH 0075/95, sendo que esta amostra ndo continha os genes hbl e cytK, mas
apresentava atividade citotéxica, permitindo assim a descoberta do gene nhe.

Os estudos posteriores, conduzidos por Ehling-Schulz et al. (2005) e Fagerlund et al.
(2008), indicaram que esta enterotoxina ndo era hemolitica. Segundo Kotiranta et al. (2000),
esta enterotoxina que consiste de trés proteinas possui similaridade com a enterotoxina HBL.
A enterotoxina NHE € codificada por trés genes nhe (A, B e C) que sdo necessarios para
atuarem juntos, a fim de que possa ocorrer a atividade enterotéxica (LINDBACK et al.,
2004).

Hansen e Hendriksen (2001) detectaram os genes desta enterotoxina em 13 de 22
linhagens de B. cereus estudadas. Neste mesmo estudo trés linhagens portaram somente um

gene e uma linhagem nao apresentou nenhum dos trés genes.

2.3.3 ENTEROTOXINA T

B. cereus é uma bactéria responsdvel por ocasionar dois diferentes tipos de
gastroenterites em humanos. A capacidade de B. cereus em causar diarréia é também atribuida
pela produgdo de uma enterotoxina, a enterotoxina diarréica de B. cereus — denominada bc-D-
ENT ou simplesmente BeeT.

Agata et al. (1995) informaram que a bc-D-ENT foi capaz de causar acimulo de
fluidos na alca ileal ligada de coelhos, alterou a permeabilidade vascular da epiderme de
porquinhos-da-india, levando o tecido a sofrer necrose, € mostrou citotoxicidade em cultura
de células Vero. Estes dados foram observados primeiramente no estudo desenvolvido por
Shinagawa et al. (1991).

De acordo com Agata et al. (1995), o produto do gene é uma proteina tnica, sendo que
o DNA correspondente para este gene foi detectado por PCR em todas as linhagens de B.
cereus examinadas e, com base nestes resultados, seria possivel que isolados de B. cereus de
alimentos ou do solo pudessem ser agentes causadores da intoxicacdo alimentar do tipo
diarréica.

A BceT como uma proteina tnica € responsdvel por efeitos enterotdxicos de B. cereus
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e esta proteina possui peso molecular de 45 kDa com atividades bioldgicas tipicas de
enterotoxinas (KOTIRANTA et al., 2000).

O gene da toxina (bceT) em um fragmento de DNA de B. cereus B-4ac com 2,9 kb foi
clonado e expresso em Escherichia coli sendo determinada a sua seqii€éncia de nucleotideos.
O fragmento de DNA conteve uma fase de leitura aberta (ORF) capaz de codificar um
polipeptideo de 336 aminodcidos com massa molecular de 41.039 Da. O produto traduzido
em E. coli exibiu citotoxicidade em cultura de células Vero e foi positivo no ensaio de
permeabilidade vascular. Também causou actimulo de fluidos na alca ileal ligada de ratos e
foi letal para camundongos submetidos a injecdo intraperitoneal. Estas atividades bioldgicas
sdo consideradas caracteristicas de enterotoxinas diarréicas.

Portanto, de acordo com o estudo de Agata et al. (1995) este gene, denominado bceT,
codificava uma das proteinas enterotoxicas de B. cereus que causa diarréia em sindromes
decorrentes de intoxicacao alimentar.

Entretanto, Granum et al. (1996) relataram que o gene bceT foi detectado somente em
duas de sete linhagens de B. cereus isoladas de intoxicacdo alimentar e € incerto se esta
proteina possui um papel nas infeccoes transportadas por alimentos. Isto foi sustentado por
Ombui et al. (1997) que ndo encontraram nenhuma correlagdo entre a produgdo da
enterotoxina testada imunologicamente e a presenca do gene bceT em linhagens de B. cereus

(GRANUM et al., 1996; KOTIRANTA et al., 2000).

24  Sindromes transmitidas por alimentos relacionadas com as enterotoxinas

A maioria das espécies pertencentes ao género Bacillus sao microrganismos ubiquos
do solo e sdo considerados geralmente como contaminantes inofensivos. Contudo, algumas
espécies sdo conhecidas como produtoras de toxinas, incluindo o patégeno de alimentos, B.
cereus. A presenca de isolados naturais de Bacillus spp. que abrigam um ou mais genes
enterotoxicos e a subseqiiente demonstracdo das condi¢des que podem levar a expressdo da
toxina, detém uma importancia crucial na drea de segurancga de alimentos (McKILLIP, 2000).

Os fatores de viruléncia de B. cereus estdao relacionados com a produgdo de varias
toxinas extracelulares, entre elas uma toxina diarréica, mais precisamente um grupo de
proteinas termoldbeis, que € inativada em cinco minutos a 56° C e uma toxina caracterizada
por um pequeno peptidio termoestavel de acdo emética que se mantém inalterada apds uma
hora a 120° C (CAMARA, 2002).

A toxina do tipo emético € pré-formada no alimento, enquanto a do tipo diarréico é,
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provavelmente, produzida no trato intestinal, sendo que os fatores de viruléncia ainda nao
estdio completamente caracterizados (GRANUM, 1994; MINNAARD et al, 2001;
GHELARDI et al., 2002).

Este bacilo tem sido responsdvel por até 23% dos casos relatados na literatura de
enfermidades oriundas de infec¢Oes alimentares (CAMARA, 2002). Muitas linhagens de
Bacillus cereus causam dois tipos principais de intoxica¢do alimentar, a emética e a diarréica
(HANSEN e HENDRIKSEN, 2001).

A sindrome diarréica caracteriza-se por um periodo de incubacdo que varia de oito a
dezesseis horas (NOTERMANS e BATT, 1998; MINNAARD et al., 2001). Seus principais
sintomas sao diarréia intensa, dores abdominais, tenesmos retais, raramente ocorrem nauseas
e vomitos. A durac@o da doenga é de doze a vinte e quatro horas, geralmente estd associada ao
consumo de alimentos de composi¢do protéica contaminados, com aproximadamente 10°
UFC/g (unidades formadoras de coldnias/grama). Estes microrganismos podem fazer parte da
flora fecal, dependendo do tipo de alimento e da sazonalidade, principalmente no verdo,
entretanto néo coloniza o intestino, nio persistindo por longos periodos (CAMARA, 2002).

A sindrome diarréica € aparentemente causada por varias enterotoxinas. A
enterotoxina melhor investigada ¢ a HBL, uma hemolisina tricomponente que consiste de
duas proteinas liticas (L; e L;) e um componente de ligacio (B) (BEECHER e
MACMILLAN, 1991). Esta toxina, que possui atividades hemoliticas e dermonecréticas e
aumenta a permeabilidade vascular, é considerada o fator de viruléncia primario em casos de
diarréia por sua capacidade em causar acimulo de fluidos na al¢a do ileo em coelhos
(GHELARDI et al., 2002).

Conforme relatado por Ehling-Schulz et al. (2006), enquanto a sindrome diarréica
estaria relacionada com a enterotoxina nao hemolitica (NHE), enterotoxina hemolitica (HBL)
e com a citotoxina K (CytK), a sindrome emética seria ocasionada pela acdo da toxina
cereulida.

A sindrome emética caracteriza-se por um periodo de incubagdo curto, de uma a cinco
horas, causando, em geral, mal-estar, vomitos e nduseas, sendo que o tempo de duracdo pode
ser de seis a vinte e quatro horas de duragdo. Esta sindrome estd associada a alimentos com
alto teor de amido e que contenham numero elevado de microrganismos viadveis de B. cereus
(maior ou igual a 10° UFC/g) (CAMARA, 2002; MENDES et al., 2004). Quando grandes
quantidades de arroz sdo cozidas e esfriadas lentamente, os esporos de B. cereus germinam, €
os esporangios produzem a toxina durante a fase logaritmica de crescimento e algumas vezes

durante a esporulagdo (JAWETZ et al., 1998).
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No que se refere a B. thuringiensis tem sido verificado que algumas estirpes deste
bacilo possuem diversos fatores de viruléncia em comum com B. cereus, dentre estes
destacando-se um complexo hemolitico e distintas enterotoxinas. Muitos destes fatores de
viruléncia sdo regulados pela mesma proteina em ambas as espécies. O gene entS codifica,
por exemplo, uma enterotoxina de 45-kDa que foi originalmente encontrada em B. cereus.
Entretanto, a maioria dos isolados de B. thuringiensis estudados foram positivos para entS
(GUTTMANN e ELLAR, 2000).

Han et al. (2006) estudando genes de viruléncia cromossomicamente codificados nas
linhagens B. thuringiensis 97-27 e B. cereus E33L indicaram em seus resultados que ambas as
linhagens compartilham um grupo de fatores de viruléncia comum aos membros do grupo B.
cereus. Estes genes de viruléncia comuns incluem os trés genes da enterotoxina nao-
hemolitica (nheABC), além de duas hemolisinas do tipo III formadoras de canal, uma
perfringolisina O, uma fosfatidilinositol-especifica e uma fosfatidilcolina, um fator sigma-B
da RNA polimerase e uma protease extracelular da familia p60. Estes dltimos cinco genes sdo
homdlogos aos genes de viruléncia codificados pelo patégeno Gram-positivo Listeria
monocytogenes. B. thuringiensis 97-27 e B. cereus E33L possuem também um gene
codificador da citotoxina K, que foi anteriormente identificada em B. cereus (cepa ATCC
14579).

Vale ressaltar, no entanto, que na produ¢do de um bioinseticida a base de B.
thuringiensis, o que se utiliza é o cristal protéico e este € liberado apds lise celular, ou seja, no
ultimo estagio da esporogénese. J4 as enterotoxinas sdo produzidas durante a fase exponencial

de crescimento, nos estagios iniciais da esporulacao.

2.5  Técnicas moleculares aplicadas a B. cereus e B. thuringiensis

2.5.1 A técnica de PCR na deteccao de genes de enterotoxinas expressas por B. cereus e

B. thuringiensis

A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) permite que o DNA de uma regido
selecionada do genoma seja amplificado um bilhdo de vezes, desde que pelo menos parte de
sua sequéncia nucleotidica ja seja conhecida. Primeiro, a parte conhecida da sequéncia é
utilizada para projetar dois oligonucleotideos de DNA sintéticos, cada um complementar a
uma das fitas da dupla hélice de DNA e posicionados em lados opostos da regido a ser

amplificada. Esses oligonucleotideos servem como iniciadores para a sintese de DNA in vitro
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e determinam as extremidades do fragmento de DNA que é finalmente obtido (ALBERTS et
al., 1997).

A reacdo de PCR tem sido cada vez mais usada para a deteccao de genes codificadores
de enterotoxinas e tem provado ser um método rdpido e sensivel para a deteccdo destas
linhagens bacterianas (HANSEN e HENDRIKSEN, 2001; GHELARDI et al., 2002;
GUINEBRETIERE e al., 2002; AL-KHATIB et al., 2007).

Hansen e Hendriksen (2001), descreveram em seus trabalhos que B. thuringiensis
estaria envolvido em surtos de doengas gastrointestinais, e através de diferentes técnicas
aplicadas, como a PCR e kits de diagndstico molecular como Oxoid (para o componente L, de
HBL) e Tecra Via (para a proteina NheA de NHE), ficou demonstrado que algumas linhagens
eram capazes de produzir enterotoxinas e de possuirem genes que estdo envolvidos em

enteropatogéneses provocadas por B. cereus.

2.5.2 Seqiienciamento de DNA e aplicacao em B. cereus e B. thuringiensis

Uma das técnicas mais importantes na biologia molecular € o seqiienciamento de
DNA, pelo qual a ordem exata dos nucleotideos em um segmento de DNA pode ser
determinada. Duas tecnologias diferentes foram desenvolvidas quase que simultaneamente — o
método de terminagdo de cadeia por F. Sanger, no Reino Unido, e o método de degradagdo
quimica por A. Maxam e W. Gilbert, nos Estados Unidos (BROWN, 2003).

Maxam e Gilbert (1977) desenvolveram uma técnica para o seqiienciamento em que o
DNA pode ser seqiienciado por um procedimento quimico que quebra parcialmente uma
molécula de DNA terminalmente marcada em cada repeticdo de base. Os comprimentos dos
fragmentos marcados entdo identificavam a posicdo dessas bases. As reacdes clivavam o
DNA preferencialmente em adeninas, guaninas, citosinas e timinas de modo igual ou em
citosinas somente. Quando os produtos destas quatro reacdes eram determinados pelo
tamanho, eletroforese e gel de poliacrilamida, a seqiiéncia de DNA era lida em bandas
radioativas. A técnica na época permitiu o seqiienciamento de pelo menos 100 bases a partir
do ponto de marcag¢do com 32p,

Na metodologia tradicional de Sanger et al. (1977) as moléculas com as cadeias
terminadas que sdo sintetizadas mostram-se radioativamente marcadas e a seqiiéncia de DNA
¢ lida de uma auto-radiografia. A primeira molécula de DNA a ser completamente
seqiienciada foi o genoma de 5.386 nucleotideos do bacteri6fago ®X174, sendo seguida pelas

seqiiéncias do virus SV40 (5.243 pb), em 1977, e do plasmideo pBR322 (4.363 pb), em 1978.
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O grupo de Sanger publicou a seqiiéncia do genoma mitocondrial humano (16,6 kb) em 1981
e a do bacteriéfago A (49 kb) em 1982.

Diversos autores tém realizado estudos de seqiienciamento entre as bactérias do grupo
B. cereus que expressam genes de viruléncia e que muitas vezes sdo codificados pelos
mesmos genes nas espécies estudadas. Estes trabalhos incluem, rotineiramente, estudos com
B. anthracis, B. cereus e B. thuringiensis, a fim de verificar o grau de homologia que tais
bacilos podem apresentar quanto aos genes de viruléncia expressos.

Deste modo, o trabalho de Granum et al. (1999) estabeleceu que o complexo NHE ¢é
codificado por um operon e os genes para cada subunidade foram clonados e seqiienciados.
Os pesos moleculares e os genes para este complexo foram estabelecidos pelos autores como
sendo o gene nheA, codificador da subunidade L, com 41 kDa, e o gene nheB, codificador da
subunidade L; com 39,8 kDa. Semelhante ao panorama da hemolisina BL existe um gene
adicional no operon NHE com uma funcio desconhecida (gene nheC). Este gene, entretanto,
codifica uma proteina de 36,5 kDa que pode vir a ser um homdlogo de hblA.

Segundo McKillip (2000) existe ainda uma similaridade significativa entre as
seqiiéncias de aminodcidos das proteinas HBL e NHE. De acordo com Granum et al. (1999),
foi proposto que a proteina NheC seja um componente de ligacao, tal qual o componente B da
hemolisina BL (HBL).

No trabalho de Hansen e Hendriksen (2001) o gene bceT foi clonado e seqiienciado a
partir da linhagem B. cereus B-4ac. Pela técnica de PCR, ficou estabelecido que este gene era
amplamente distribuido entre as linhagens bacterianas. No entanto, o gene bceT variou na
seqiiéncia entre as linhagens estudadas, como ficou evidenciado por PCR, ao serem usados
diferentes pares de iniciadores. E, das 22 linhagens de B. cereus estudadas, 10 ndo
apresentaram o gene para a proteina BeeT.

Atualmente, existem muitos trabalhos que fazem referéncia da estrita relagao de B.
cereus com B. thuringiensis, ndo apenas porque estas duas bactérias fazem parte do mesmo
grupo de bactérias (grupo B. cereus), mas porque sdao produtoras de enterotoxinas que sao

freqiientemente recorrentes em surtos de intoxicacdo alimentar.
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3. OBJETIVOS

3.1 GERAL:

Pesquisar a presenca dos genes codificadores das enterotoxinas utilizando a técnica
de PCR, avaliar o perfil genotipico das linhagens de Bacillus thuringiensis isoladas no Estado

do Amazonas e sequenciar estes genes.

3.2 ESPECIFICOS:

¢ [dentificar os genes hblA, hblC e hblD do complexo HBL;

® Detectar os genes nheA, nheB e nheC do complexo NHE;

¢ Determinar a presenga do gene bceT codificador da enterotoxina BeeT;

e Caracterizar os perfis genotipicos das enterotoxinas HBL, NHE e BceT das
linhagens de B. thuringiensis isoladas no Estado do Amazonas;

e Realizar o seqiienciamento, a partir do produto de PCR, das linhagens de B.
thuringiensis que amplificarem os genes de enterotoxinas;

¢ Fazer o alinhamento global das sequéncias de nucleotideos e de aminoacidos das

linhagens que obtiverem um bom resultado de seqiienciamento.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1  Mapa dos locais de coleta

A figura 07 destaca as localidades do Estado do Amazonas onde foram realizadas as
coletas para o isolamento de B. thuringiensis. As linhagens de B. thuringiensis encontram-se
estocadas em meio SOFT, no Laboratério de Tecnologia do DNA Recombinante da

Universidade Federal do Amazonas (UFAM).
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Figura 07: Mapa do Estado do Amazonas com as regides de coleta em destaque.

Fonte: http://www.guianet.com.br/am/mapaam.gif

4.2 Linhagens amazonicas de B. thuringiensis usadas no trabalho

A tabela 01 lista as 100 linhagens de Bacillus thuringiensis que foram utilizadas neste
estudo para a identificacdo e determinacdo dos genes codificadores das enterotoxinas, bem

como a caracterizacao molecular destes genes.



Tabela 01: Relacao das linhagens de B. thuringiensis isoladas no Estado do Amazonas.

1.BtAM 01 26.BtAM 30 51.BtAM 65 76.BtAM 118
2.BtAM 02 27.BtAM 31 52.BtAM 71 77.BtAM 119
3.BtAM 03 28.BtAM 32 53.BtAM 72 78.BtAM 120
4.BtAM 05 29.BtAM 33 54.BtAM 73 79.BtAM 121
5.BtAM 06 30.BtAM 34 55.BtAM 74 80.BtAM 122
6.BtAM 07 31.BtAM 35 56.BtAM 75 81.BtAM 124
7.BtAM 08 32.BtAM 36 57.BtAM 76 82.BtAM 129
8. BtAM 09 33.BtAM 37 58.BtAM 85 83.BtAM 131
9.BtAM 10 34.BtAM 38 59.BtAM 86 84.BtAM 133
10.BtAM 11 35.BtAM 39 60.BtAM 87 85.BtAM 134
11.BtAM 12 36.BtAM 40A 61.BtAM 89 86.BtAM 135
12.BtAM 13 37.BtAM 40B 62.BtAM 91 87.BtAM 136
13.BtAM 14 38.BtAM 40D 63.BtAM 94 88.BtAM 138
14.BtAM 15 39.BtAM 40E 64.BtAM 95 89.BtAM 142
15.BtAM 16 40.BtAM 41 65.BtAM 99 90.BtAM 143
16.BtAM 17 41.BtAM 47 66.BtAM 102 91.BtAM 144
17.BtAM 18 42 .BtAM 49 67.BtAM 103 92.BtAM 153
18.BtAM 19 43.BtAM 50 68.BtAM 105 93.BtAM 154
19.BtAM 20 44 BtAM 53 69.BtAM 107 94.BtAM 155
20.BtAM 23 45.BtAM 54 70.BtAM 108 95.BtAM 156
21.BtAM 24 46.BtAM 55 71.BtAM 111 96.BtAM 158
22.BtAM 25 47.BtAM 57 72.BtAM 112 97.BtAM 159
23.BtAM 26 48.BtAM 60 73.BtAM 113 98.BtAM 161
24.BtAM 27 49.BtAM 61 74.BtAM 116 99.BtAM 162
25.BtAM 28 50.BtAM 63 75.BtAM 117 100.BtAM 165

4.3 Linhagem bacteriana padrao

A amostra padrao B. cereus ATCC 14579 foi utilizada como controle positivo pelo
fato de amplificar, na reacdo de PCR, com todos os genes enterotoxicos (Tabela 02).

Esta cepa foi gentilmente cedida pelo Dr. Bjarne Munk Hansen, do Departamento de
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Ecologia Microbiana e Biotecnologia da Dinamarca, por intermédio da Dra. Thania

Guaycurus.

Tabela 02: Linhagem padrio de referéncia para a andlise de PCR.
Complexo HBL Complexo NHE BceT

hblA  hblC  hblID nheA nheB nheC bceT
B. cereus ATCC 14579
(BGSC 6A5)

Amostra

4.4 Ativacao das linhagens de B. thuringiensis

Para a ativacdo destas linhagens foi feito o in6culo em meio LB Liquido (item
4.10.1.2) e, ap6s 24 horas, o plaqueamento foi realizado em meio Agar LB (item 4.10.1.1)

com a finalidade de obter col6nias puras de B. thuringiensis.

4.5 Morfologia celular

Inicialmente a morfologia bacteriana, assim como a pureza da cultura foi
determinada tanto nas preparagdes a fresco, ndo coradas, e examinadas sob microscopia de
contraste de fase, bem como em esfregacos corados pelo método de Gram (item 4.10.2)

observados sob a microscopia de imersao.

4.5.1 Preparacoes a fresco

a) Procedimentos
Com uma al¢a descartavel foi depositada, em uma lamina de vidro, uma gota das
suspensdes bacterianas com 24, 48 e 72 horas de crescimento em Agar LB (item 4.10.1.1) a
temperatura de 32° C +/- 2 °C. A lamina foi coberta com a laminula e foi feita a observacao

sob microscopia de contraste de fase.

b) Interpretacao
Nestas preparacdes foi visualizada a mobilidade, formas vegetativas, esporangio,

esporos dominantes, assim como a presenca de cristais.
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4.5.2 Esfregacos corados pela técnica de Gram (CONN et al., 1957)

a) Procedimentos

Em uma lamina de vidro foi feito um esfregaco homogéneo, fixado ao calor. A
lamina foi coberta com o Reagente 1 (item 4.10.2.1), deixando agir por um minuto. Lavou-se
a lamina rapidamente em &4gua corrente. O esfregaco foi tratado com o Reagente 2 (item
4.10.2.1) por um minuto, e descorado com etanol absoluto ou dlcool/acetona. Em seguida, a
lamina foi lavada rapidamente em 4gua corrente. Depois foi utilizado o Reagente 3 (item
4.10.2.1), deixando agir por 30 segundos. Enfim, a preparacdo foi seca a temperatura

ambiente.

b) Interpretacao
A observagdo dos caracteres morfotintoriais das células bacterianas foi efetuada pela
coloragcdo de Gram. A bactéria foi considerada Gram-positiva quando sua célula apresentou a
cor violeta escuro. Quando a bactéria apresentou coloracdo rosa foi considerada Gram-

negativa.

4.6  Extracdo de DNA genomico

Com o propésito de obter DNA de fita simples que foram utilizados como molde nas

reacoes de PCR, foi adotado o seguinte protocolo:

4.6.1 Método de extracao de DNA por fervura e congelamento sucessivos
(STARNBACH et al., 1989, modificado por GUAYCURUS, 1999):

Das amostras do estoque, uma alca foi transferida para um tubo de LB liquido e
incubada na temperatura de 37°C por 24h. Da cultura bacteriana crescida em meio liquido,
uma alca foi plaqueada sobre a superficie sélida do LB 4gar. A placa foi invertida e incubada
na temperatura de 37°C por 16-18h. A pureza da cepa bacteriana foi investigada de acordo
com a morfologia celular observada sob microscopia de contraste de fase. Uma al¢a com o
crescimento bacteriano foi transferida para um microtubo contendo 500uL de H,O MilliQ
autoclavada e ressuspensa vigorosamente em homogeneizador (tipo vortex — Daigger Vortex
Genie 2). A suspensao foi centrifugada em minicentrifuga (miniSpin-Eppendorf) a 13.400 rpm

por 10 minutos. Descartou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se o sedimento em 200uL de
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H,O MilliQ. A suspensao foi fervida a 100° C por 10 minutos em banho seco (Dry Bath HC
Control — Loccus Biotecnologia). A amostra foi congelada a -20° C em freezer e descongelada
a temperatura ambiente. Este ultimo passo foi repetido duas vezes por se tratar de uma

bactéria Gram-positiva.

4.7 Iniciadores utilizados na técnica de PCR

Para os genes codificadores das enterotoxinas (BceT, HBL e NHE) foram utilizados

iniciadores, cujas sequéncias estdo relacionadas na Tabela 03:

Tabela 03: Iniciadores de PCR usados para detectar os genes de enterotoxinas em linhagens
de B. thuringiensis.

Iniciadores (seqiiéncia: 5’2 3’) Tamanho (pb)
bceT F: CGT ATC GGT CGT TCA CTC GG 640
bceT R: GTT GAT TTT CCG TAG CCT GGG
hblA F: GTG CAG ATG TTG ATG CCG AT 360 @
hblA R: ATG CCA CTG CGT GGA CAT AT
L1 F: AAT CAA GAG CTG TCA CGA AT 410 @
L1 R: CACCAATTG ACC ATG CTA AAT
L2 F: AAT GGT CAT CGG AACTCT AT 730 @
L2 R: CTC GCT GTT CTG CTG TTA AT
nheA F: TAC GCT AAG GAG GGG CA 479 @
nheA R: GTT TTT ATT GCT TCA TCG GCT
nheB F: CTA TCA GCA CTT ATG GCA G 753 @
nheB R: ACT CCT AGC GGT GTT CC
nheC F: CGG TAG TGA TTG CTG GG 563 @

nheC R: CAG CAT TCG TACTTG CCA A

Fonte: PHeinrichs er al. (1993); VAgata et al. (1995); “Ryan et al. (1997); “Granum er al. (1999).

4.8 CONDICOES DE PCR

4.8.1 Protocolo de PCR

A reacdo de PCR seguiu o protocolo sugerido por Crump et al. (1999) com algumas
modificagdes que foram estabelecidas no desenvolvimento deste trabalho. Esta reacdo

consistiu de um volume final de 25 pL (2,5 pL de MgCl, [25mM]; 2,5 puL de dNTPs
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[2,5mM]; 1,0 uL. de cada iniciador [SpMol/uL]; 0,3 uLL. de Tag DNA polimerase [5 U/uL];
2,5 uL de Tampao 10X; 2 uL de DNA molde; e 13,2 uLL de H,O MilliQ).

4.8.2 Gradiente de temperatura dos iniciadores (segundo WALLACE et al., 1979)

A diferenca de temperatura dos oligonucleotideos foi estabelecida através da técnica
de gradiente, com base no cdlculo da temperatura média de fusdo, cujo objetivo foi eliminar
bandas inespecificas. Esta técnica consiste em submeter iguais misturas reacionais a
diferentes temperaturas, tendo como temperatura média a Tm calculada para cada iniciador.
As temperaturas referentes ao grid foram determinadas automaticamente pelo termociclador
numa escala de 1 a 12 (tabela 04). O gradiente foi realizado em termociclador Mastercycler

Gradient (Eppendorf) sob as condi¢des discriminadas abaixo:

Desnaturacao inicial 95 °C 2 min

Desnaturacao 94 °C 1 min
Anelamento 58 °C 1 min
Polimerizagao 72°C 1 min
Extensao final 72 °C 5 min
Hold 4°C ~
Total de Ciclos 30

Tabela 04: Grid de temperatura utilizado no gradiente para verificar
a temperatura de anelamento dos pares de iniciadores:

1-50,9°C 5-54,8°C 9-623°C
2-51,1°C 6 — 56,7 °C 10-63,8 °C
3-51,9°C 7 - 58,6 °C 11-649°C
4-532°C 8-60,5°C 12 -65,5°C

Nota: A temperatura de anelamento escolhida foi a do grid 7 (58,6 °C) por apresentar

uma banda de melhor resolu¢do no gel de agarose.

4.8.3 Condicoes de amplificacao por PCR

O sistema de amplificacdo, apés gradiente de temperatura (item 4.8.2), foi realizado

em termociclador Mastercycler Gradient (Eppendorf). As amplificagdes dos pares de

iniciadores foram realizadas nas seguintes condi¢des:
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Desnaturacao inicial 95 °C 4 min

Desnaturagdo 94 °C 30s
Anelamento 58 °C 45s
Extensao 72 °C 2 min
Extensdo final 72 °C 3 min
Hold 4°C ~
Total de Ciclos 30

4.8.4 Eletroforese em gel de agarose

A eletroforese em gel de agarose foi utilizada com a finalidade de separar e
identificar fragmentos de DNA gerados na técnica de PCR. A concentracdo do gel de agarose

esteve na faixa de 1% em tampao TBE 1X.

4.8.5 Procedimentos para condicoes de corrida

A cuba foi preparada utilizando os espacadores e o pente. Uma quantidade necessaria
de agarose foi pesada para a preparacao do gel, dependente do volume para uma concentragao
de 1% e transferiu-se o conteido para um erlenmeyer. Em dgua destilada o tampao TBE 10X
foi diluido para uma concentra¢do de 1X, em um volume final adequado ao volume do gel e
transferido para o erlenmeyer contendo a agarose. Ele foi entdo levado ao microondas e
aquecido até a total fusdo da agarose. A solugdo foi esfriada até cerca de 55°C e, entdo, foi
adicionado o corante brometo de etidio na concentracdo final de 1% (0,1-0,5 pg/mL) no gel.
O gel foi vertido cuidadosamente na cuba, procurando-se nio formar bolhas de ar. Ao final, o
gel foi visualizado em transluminador de luz (Ultraviolet Transluminator - Spectroline) e

fotografado para documentacao.

4.9 Sequenciamento

4.9.1 Tratamento com Exo/SAP

A etapa do tratamento com as enzimas Exonuclease I e SAP (Srimp Alkaline

Phosphatase) foi necessdria para que as amostras das linhagens de B. thuringiensis

obtivessem uma pureza no seu DNA, visto que seu material genético ndo foi extraido com kits
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de purificagdo comerciais e, assim, as amostras pudessem ter um bom resultado durante o

sequenciamento. O tratamento com Exo/SAP foi feito em termociclador conforme condi¢des

abaixo:
37°C 30 min 1X
80°C 15 min 1X
4°C Indeterminado

4.9.2 Protocolo de reaciao de seqiienciamento:

Para a reacdo de seqiienciamento foram necessarios os seguintes reagentes:

e Pré-Mix (DYEnamic ET Dye Terminator Cycle Sequencing Kit for MegaBACE da
Amersham Bioscience).

¢ Iniciador Forward ou Reverse (5,0 pmoles/uL).

e Uso de dgua MilliQ autoclavada sendo o volume determinado apds a anélise do
DNA pela eletroforese em gel de agarose.

e Microplaca (Placa para PCR 96 wells com borda-Sorenson Cé6d 23080)

e Adesivo selador (selador para placa SORENSON resistente a dlcool C6d. 21950)

Tabela 05: Reagentes utilizados para a reagdo de seqiienciamento.

Reacao para um tubo Volume Volume /
(01tubo) 105* Placal05
Pré - mix 2,0 uL X 105 220 uL
Iniciador (5,0 pmoles/uL) 1,0 uL X 105 105 uLL
H>0 q.s.p 3,0uL X 105 315 uL
DNA (100 a 200 ng) 5,0 puL - ---

A reacdo foi preparada para 105 amostras a fim de corrigir qualquer erro de
pipetagem. O mix foi preparado somente na hora em que foi utilizado, pois o0 mesmo &

sensivel a luz. Foram distribuidos 5 uLL do mix para cada po¢o da microplaca.

4.9.3 Condicoes de ciclagem:
95°C 255
95°C 155
50°C 20s 30 ciclos
60°C 1min 20s.

4° C indeterminado
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4.9.4 Precipitacao da reacao de seqiienciamento

Para 10,0 uL da reacdo foram usados: 1,0 uL de acetato de amdnia; 27 puL etanol
absoluto.

OBS: O acetato de amonio faz parte do kit de sequenciamento DYEnamic ET Dye

Terminator Cycle Sequencing Kit for MegaBACE da Amersham Bioscience.

Precipitacao

Ap6s a adicdo de 1 pL de acetato de amdnio em cada pogo da placa, foi adicionado
27uLL de etanol absoluto 100 % MERCK, selou-se bem (selador para placa SORENSON
resistente a dlcool Cod. 21950) e, entdo, foi homogeneizado vigorosamente por 1 minuto
(sendo isso um passo fundamental da precipitacdo). A placa foi incubada por 20 min a
temperatura ambiente, protegida da luz e coberta com papel laminado. Centrifugou-se por 40
min a 4000 rpm a 4 °C. Apés isso, a placa foi vertida e descartado o sobrenadante. Em
seguida, foi adicionado 120 pL de etanol 70% por pogo, selando-se bem com o mesmo selo e
homogeneizando por alguns segundos. A placa foi centrifugada por 10 min, na méixima
velocidade de centrifuga, a 4 °C. Virou-se a placa e o contetido foi despejado, com forga. Com
a placa invertida foi dado um pulso de alguns segundos (ndo passando de 700 rpm) na
centrifuga. Deixou-se secar a placa por 15 minutos até que o etanol fosse todo evaporado.
Depois foi adicionado 10 puL de Loading Buffer homogeneizando muito bem (passo
fundamental). Por fim, selou-se a placa com Selador Thermal Seal Sealing Film PCR-COD.
TS§-321-31-101 (ndo resistente a dlcool) centrifugando-se a mesma em um pulso de alguns

segundos (ndo passando de 700 rpm).

4.9.5 Analise de seqiienciamento e caracterizacdo genotipica

As reacdes de seqiienciamento foram realizadas utilizando-se os iniciadores
correspondentes aos produtos de PCR. Neste caso, foi utilizado o iniciador forward referente
aos sete genes de enterotoxinas em estudo.

Foram obtidas um total de seis placas, sendo que destas seis placas, cinco eram
completas com amostras dos genes de enterotoxinas e somente uma que foi em consércio com
outras amostras de trabalhos realizados no Laboratério de Tecnologia do DNA (UFAM).

Apés andlise das sequéncias correspondentes as seis placas no seqiienciador

automdtico MEGA BACE 1000 (Amersham Bioscience), obtiveram-se 169 sequéncias
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vdlidas, isto é, sequéncias que se encontravam apropriadas para andlise, conforme a tarja
verde que o ScoreCard das placas disponibilizava apds o término do seqiienciamento das
amostras no MEGA BACE 1000. Os resultados que saiam do seqiienciador automatico
MEGA BACE 1000 no formato ABD eram organizados em uma pasta zipada com o nome
referente as enterotoxinas e data.

As pastas zipadas eram submetidas a andlise no programa Phred do sitio da UnB
(http://helix.biomol.unb.br/phph/). Os resultados obtidos no Phred e em condi¢des de serem
analisados foram marcados pelo préprio programa com uma tarja verde e sinal de “ok”. Em
seguida, foram submetidas ao sitio do NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi),
onde foi verificado o grau de homologia que as amostras apresentam em relagdo aos dados
disponiveis no GenBank, por meio do BLASTN2 Sequence (para nucleotideos) e BLASTX?2
Sequence (para aminodcidos). As seqiiéncias também foram analisadas no sitio EBI
(http://'www.ebi.ac.uk/Tools/), comparando-as com o banco de dados do EMBL-EBI.

O alinhamento global foi feito na ferramenta CLUSTALW por meio do programa
CLC Sequence Viewer versao 6.0 por se achar que este obtinha um resultado mais rapido e
detalhado comparado com o MEGA. E, portanto, o programa CLC Sequence Viewer foi
considerado para se fazer o alinhamento final das sequéncias.

O resultado do CLUSTALW foi sumbetido ao programa TeXShade, o qual foi
utilizado a fim de se fazer o trabalho de arte final das sequéncias. Foram feitos os
alinhamentos globais tanto das sequéncias de DNA quanto das sequéncias de aminoécidos.

A caracterizacdo genotipica das linhagens estudadas foi feita de acordo com os perfis
de amplificagdo que as linhagens de B. thuringiensis amazoOnicas apresentaram para cada gene
analisado por PCR. Desta forma, foi montada uma matriz contendo os perfis apresentados,

classificando cada linhagem nos seus devidos grupos genotipicos.

4.10 Meios de cultura, corantes, tampoes, enzimas e marcadores

4.10.1 Meios de cultura:

4.10.1.1 AGARLB

Extrato de levedura..........ccocceeeviieiniienneennneen. S5g
Peptona de caseina...........ccceeuveeveuveeniieenneeennne. 10g
Cloreto de SOdio.......cuueeeerreerciieeniieeeiieeeiee e 10g

Agar bacteriol6gico...........ovvveveverereererrnn, 15¢



Agua destilada............oooveveeeeeereieennn 1000mL
4.10.1.2 LB LIQUIDO

Extrato de levedura..........ccccoveevcveencnieenineennee. S5¢g

Cloreto de SOdi0......c.eeevvieeriieeniieeiieeieeae 10g

Peptona de caseina............ccoeceeeeiiiennieennneen. 10g

Agua destilada............ccooeveeeeeerennn 1000mL

4.10.2 Coloracao de Gram

4.10.2.1 Reagentes da coloracao de Gram

Reagente 1- Cristal Violeta e Oxalato de Amonio

Solucdo A:

Cristal Violeta........ccccveevvieeniieeeieeeieeeee e g
Alcool etflico @ 95%......uuverreerrierereierineeieeeianee. 20mL
Solugdo B:

Oxalato de aMONIO. ....ueeeeeeeeeeieieeeee e eeeeees 0,8g
Agua destilada............c.oveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 80mL

* Misturar a Solu¢do A com a Solugdo B.
Reagente 2- Lugol modificado
Todeto de POtaSSIO......eeeevveeereiieeiieeeiieeeiie e 2g

Agua destilada............oocovrverreereeeeeeieeeeeeeeean 300mL

Reagente 3- Contra-corante

Fucsina DASICA....cevuveneeeeee e eeees 0,3g
ALCOOL 1TIICO 1o eresenas 10mL
Fenol saturado...........eeeeeeiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeiieieeeeeeeeeees SmL

Agua destilada............coooeoveeveeeeeeeeeeeeeeeeees 95mL
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4.10.3 Tampoes:

4.10.3.1 TAMPAO DE ELETROFORESE TBE 10 X

TriSMAa-DASE. .o eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 0,89M
Acido BOIICO. ..., 0,89M
EDTA....oooioieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 0,08M
1515 OO RPO 8,5

TBE....o i 5X
Glicerol........oooovviiiiiiiiiian, 30 % (p/v)
Azul de Bromofenol................. 0,05 % (p/v)

4.10.4 Enzimas:

Foram utilizadas as seguintes enzimas:

Exonuclease I........cccoocuvveeennnnen. 10U/uLL
SAP...ccoiiiiiiiiiii 1U/uL
Taq DNA Polimerase I .............. SU/uL

4.10.5 Marcadores de massa molecular:
Gene Ruler™ 1 kb DNA Ladder (Fermentas).
Gene Ruler™ 100pb DNA Ladder (Fermentas)
1Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen).
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S. RESULTADOS

Ap6s a extragdo do DNA das linhagens de B. thuringiensis, foi preparada a reacdo de
PCR com a finalidade de verificar a presenca dos genes de enterotoxinas nestas linhagens. As
reacoes de PCR foram realizadas em duas etapas, dividindo-se as linhagens em dois grupos de
50 amostras, porém os géis com os resultados obtidos para cada iniciador foram agrupados
para cada gene como se seguird abaixo. Cada grupo foi testado com os sete pares de
iniciadores para os genes de enterotoxinas, tendo sempre como parametro a cepa B. cereus

ATCC 14579 (padrao) e um controle negativo.

5.1 ENTEROTOXINA BceT (gene bceT)

Seguindo-se a PCR para controle da qualidade e integridade do DNA foi realizada a
amplificacdo das 100 linhagens para verificar a presenca do DNA da enterotoxina BceT,
utilizando-se os iniciadores bceTF (forward) e bceTR (reverse) que amplificam para esta
enterotoxina. As figuras 08 e 09 indicam as linhagens de B. thuringiensis que amplificaram o

gene bceT.

Figura 08: Perfil eletroforético em gel de agarose 1%, evidenciando um fragmento de 640pb resultante da
amplificacdo do gene bceT nas linhagens de B. thuringiensis. M- marcador de peso molecular Gene
Ruler™ 1 kb DNA Ladder (Fermentas). 20 a 162 — linhagens de B. thuringiensis isoladas no Estado do
Amazonas. Bcer — cepa Bacillus cereus ATCC 14579. Bra — controle negativo.
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Figura 09: Perfil eletroforético em gel de agarose 1%, evidenciando um fragmento de 640pb resultante da
amplificacdo do gene bceT nas linhagens de B. thuringiensis. M- marcador de peso molecular 1Kb Plus
DNA Ladder (Invitrogen). 01 a 165 — linhagens de B. thuringiensis isoladas no Estado do Amazonas.
Bcer — cepa Bacillus cereus ATCC 14579. Bra — controle negativo.

A andlise dos produtos de PCR por eletroforese em gel de agarose 1% das 100
linhagens de B. thuringiensis evidenciou uma banda de 640 pb correspondente ao fragmento
do gene bceT. Como mostram as figuras 08 e 09 o fragmento do gene que codifica a
enterotoxina T (BceT) esteve presente em 78% das linhagens de B. thuringiensis isoladas no

Estado do Amazonas.

5.2 ENTEROTOXINA HBL

5.2.1 Componente B (gene hblA)

A fim de verificar a presenca do gene hbIA nas linhagens de B. thuringiensis foi
utilizado o par de iniciadores hblAF e hblAR que amplificaram um fragmento de 360 pb
correspondente ao gene codificador do componente B da hemolisina BL (HBL). A anélise dos
produtos de PCR por eletroforese em gel de agarose 1% revelou os resultados que sdo

mostrados nas figuras a seguir (figuras 10 e 11).



Figura 10: Perfil eletroforético em gel de agarose 1%, evidenciando um fragmento de 360pb resultante da
amplificagcdo do gene hblA nas linhagens de B. thuringiensis. M- marcador de peso molecular Gene Ruler™
1 kb DNA Ladder (Fermentas). 20 a 162 — linhagens de B. thuringiensis isoladas no Estado do Amazonas.
Bcer — cepa Bacillus cereus ATCC 14579. Bra — controle negativo.
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Figura 11: Perfil eletroforético em gel de agarose 1%, evidenciando um fragmento de 360pb resultante da
amplificacdo do gene hblA nas linhagens de B. thuringiensis. M- marcador de peso molecular 1Kb Plus DNA
Ladder (Invitrogen). 01 a 165 — linhagens de B. thuringiensis isoladas no Estado do Amazonas. Bcer — cepa
Bacillus cereus ATCC 14579. Bra — controle negativo.
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Conforme mostram as figuras 10 e 11 foi observado que das 100 linhagens de B.
thuringiensis isoladas no estado, um total de 77 linhagens (77%) demonstraram a presenga do
fragmento de 360 pb que correspondente ao gene hblA.

Surpreendentemente, o segundo grupo (figura 11) de linhagens testadas revelou um
resultado muito superior em quantidade para este gene do que as linhagens testadas no
primeiro grupo (figura 10), além das bandas apresentarem-se mais visiveis.

Contudo, algumas destas linhagens apresentaram bandas inespecificas acima de 650
pb do marcador molecular 1Kb DNA Ladder Plus (Invitrogen). Isto, porém, ndo invalida o
resultado obtido nestas linhagens porque a banda de interesse foi revelada com maior
destaque nas mesmas, € que corresponde ao tamanho do fragmento amplificado pelo par de

inciadores do gene hblA.

5.2.2 Componente L (gene hbID)

Para o gene hblD que codifica o componente litico L; da hemolisina BL foi utilizado
o par de iniciadores L1F e L1R. O fragmento que amplifica o gene hbID possui um tamanho
de 410 pb, conforme € evidenciado nas figuras 12 e 13.

Apo6s as amostras terem sido submetidas a PCR, foi realizada a eletroforese em gel
de agarose 1% cujos resultados sdao apresentados nas figuras que se seguem.

Os resultados obtidos pela técnica de PCR e analisados por eletroforese indicaram a
presenca do fragmento correspondente ao gene hbID em 65% das linhagens de B.
thuringiensis, o que equivale a um ndmero total de 65 linhagens.

Nota-se mais uma vez que o segundo grupo (figura 13) apresentou um melhor
resultado de linhagens hblD-positivas do que o primeiro grupo (figura 12). Além disso, a
banda do fragmento que indica a presenca do gene hblD foi mais visivel neste segundo grupo

do que no primeiro.
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Figura 12: Perfil eletroforético em gel de agarose 1%, evidenciando um fragmento de 410pb
resultante da amplificacdo do gene hbID nas linhagens de B. thuringiensis. M- marcador de peso
molecular Gene Ruler™ 1 kb DNA Ladder (Fermentas). 20 a 162 — linhagens de B. thuringiensis
isoladas no Estado do Amazonas. Bcer — cepa Bacillus cereus ATCC 14579. Bra — controle

negativo.
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Figura 13: Perfil eletroforético em gel de agarose 1%, evidenciando um fragmento de 410pb resultante
da amplificacdio do gene hbID nas linhagens de B. thuringiensis. M- marcador de peso molecular 1Kb
Plus DNA Ladder (Invitrogen). 01 a 165 — linhagens de B. thuringiensis isoladas no Estado do
Amazonas. Beer — cepa Bacillus cereus ATCC 14579. Bra — controle negativo.
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5.2.3 Componente L, (gene hblC)

Com a finalidade de verificar a presenca do gene hblC codificador do componente
litico L, da hemolisina BL (HBL) foi utilizado o par de iniciadores L2F e L2R que
amplificam um fragmento de 730pb correspondente ao gene hbIC.

Os dados obtidos pela técnica de PCR para as 100 linhagens de B. thuringiensis sdao

demonstrados nas figuras 14 e 15.

730pb

730pb

Figura 14: Perfil eletroforético em gel de agarose 1%, evidenciando um fragmento de 730pb resultante
da amplificacdo do gene hbIC nas linhagens de B. thuringiensis. M- marcador de peso molecular Gene
Ruler™ 1 kb DNA Ladder (Fermentas). 20 a 162 — linhagens de B. thuringiensis isoladas no Estado do
Amazonas. Beer — cepa Bacillus cereus ATCC 14579. Bra — controle negativo.
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Figura 15: Perfil eletroforético em gel de agarose 1%, evidenciando um fragmento de 730pb resultante da
amplificacdo do gene hblC nas linhagens de B. thuringiensis. M- marcador de peso molecular 1Kb Plus
DNA Ladder (Invitrogen). 01 a 165 — linhagens de B. thuringiensis isoladas no Estado do Amazonas. Bc —
cepa Bacillus cereus ATCC 14579. Bra — controle negativo.

De acordo com os resultados mostrados nas figuras 14 e 15, um total de 84 linhagens
(84%) de B. thuringiensis isoladas no estado foram positivas para o gene hb[C. O tamanho do
fragmento amplificado nestas linhagens corresponde a 730 pb, o que confirma a presenga do

gene hblC nestas linhagens.

Verifica-se que os dois grupos de linhagens de B. thuringiensis amplificaram bandas

bem nitidas e um ndmero de linhagens hblC-positivas muito parecido.

5.3 ENTEROTOXINA NHE

5.3.1 Componente A (gene nheA)

Para o gene nheA que codifica o componente A da enterotoxina ndo-hemolitica
(NHE), foram utilizados os iniciadores nheAF e nheAR. Estes iniciadores amplificam um
fragmento de 479pb que corresponde ao gene nheA. A andlise dos amplicons foi feita por

meio de eletroforese em gel de agarose e € mostrada nas figuras 16 e 17.
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479pb
Figura 16: Perfil eletroforético em gel de agarose 1%, evidenciando um fragmento de 479pb resultante
da amplificacdo do gene nheA nas linhagens de B. thuringiensis. M- marcador de peso molecular Gene
Ruler™ 1 kb DNA Ladder (Fermentas). 20 a 162 — linhagens de B. thuringiensis isoladas no Estado do
Amazonas. Becer — cepa Bacillus cereus ATCC 14579. Bra — controle negativo.
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Figura 17: Perfil eletroforético em gel de agarose 1%, evidenciando um fragmento de 479pb resultante
da amplificacdo do gene nheA nas linhagens de B. thuringiensis. M- marcador de peso molecular 1Kb
Plus DNA Ladder (Invitrogen). 01 a 165 — linhagens de B. thuringiensis isoladas no Estado do
Amazonas. Becer — cepa Bacillus cereus ATCC 14579. Bra — controle negativo.

A andlise dos produtos da PCR por eletroforese mostrou que o fragmento de 479pb

esteve presente em 63% das linhagens de B. thuringiensis, o que equivale a um ndmero total
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de 63 das 100 linhagens analisadas.

Notou-se que o segundo grupo (figura 17) de linhagens de B. thuringiensis
apresentou um ndmero maior de linhagens nheA-positivas do que o primeiro grupo (figura
16), além das bandas estarem mais nitidas. Mas, a priori, todas as linhagens amplificaram o

fragmento que realmente corresponde ao gene nheA do componente A de NHE.

5.3.2 Componente B (gene nheB)

A fim de confirmar a presenca do gene nheB, que codifica o componente B da
enterotoxina NHE nas 100 linhagens de B. thuringiensis isoladas no Estado do Amazonas,
foram utilizados na amplificacdo por PCR os iniciadores nheBF e nheBR que amplificam um
fragmento com tamanho de 753pb correspondente ao gene em questao.

Os resultados da andlise dos amplicons por eletroforese em gel de agarose 1% sao

observados nas figuras 18 e 19.

753pb

Figura 18: Perfil eletroforético em gel de agarose 1%, evidenciando um fragmento de 753pb resultante da
amplificacdo do gene nheB nas linhagens de B. thuringiensis. M- marcador de peso molecular Gene
Ruler™ 1 kb DNA Ladder (Fermentas). 20 a 162 — linhagens de B. thuringiensis isoladas no Estado do
Amazonas. Beer — cepa Bacillus cereus ATCC 14579. Bra — controle negativo.
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Figura 19: Perfil eletroforético em gel de agarose 1%, evidenciando um fragmento de 753pb
resultante da amplificacdo do gene nheB nas linhagens de B. thuringiensis. M- marcador de peso
molecular 1Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen). 01 a 165 — linhagens de B. thuringiensis isoladas
no Estado do Amazonas. Beer — cepa Bacillus cereus ATCC 14579. Bra — controle negativo.

Conforme mostram as figuras 18 e 19 foi evidenciado que das 100 linhagens de B.
thuringiensis, um total de 59 linhagens (59%) demonstraram a presen¢a do fragmento de 753
pb que corresponde ao gene nheB.

Os resultados mostrados nas figuras 18 e 19 confirmam, através da presenca do

fragmento, que estas linhagens isoladas no Amazonas s@o portadoras do gene nheB.

5.3.3 Componente C (gene nheC)

Com a finalidade de verificar a presenca do gene nheC, foi preparada uma reacdo de
PCR utilizando-se os iniciadores nheCF e nheCR que amplificam um fragmento de 563pb que
indica a presenca do gene nheC codificador do componente C da enterotoxina ndo-hemolitica
(NHE).

Os dados obtidos na técnica de PCR com este gene para as 100 linhagens de B.

thuringiensis sdo apresentados nas figuras 20 e 21.
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Figura 20: Perfil eletroforético em gel de agarose 1%, evidenciando um fragmento de 563pb resultante da
amplificacdo do gene nheC nas linhagens de B. thuringiensis. M- marcador de peso molecular Gene
Ruler™ 1 kb DNA Ladder (Fermentas). 20 a 162 — linhagens de B. thuringiensis isoladas no Estado do
Amazonas. Beer — cepa Bacillus cereus ATCC 14579. Bra — controle negativo.
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Figura 21: Perfil eletroforético em gel de agarose 1%, evidenciando um fragmento de 563pb resultante
da amplificagcdo do gene nheC nas linhagens de B. thuringiensis. M- marcador de peso molecular 1Kb
Plus DNA Ladder (Invitrogen). 01 a 165 — linhagens de B. thuringiensis isoladas no Estado do
Amazonas. Beer — cepa Bacillus cereus ATCC 14579. Bra — controle negativo.
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Conforme mostram as figuras 20 e 21, a andlise dos produtos de PCR por
eletroforese em gel de agarose 1% das 100 linhagens de B. thuringiensis amazOnicas
evidenciou uma banda de 563pb correspondente ao tamanho do fragmento que amplifica
especificamente para o gene nheC. Os resultados indicam que um total de 67 linhagens foi
positivo para este gene, o que equivale a 67% de todas as linhagens de B. thuringiensis
analisadas.

Os resultados obtidos por PCR em cada gene de enterotoxina estudado revelaram que
as linhagens de B. thuringiensis foram, em média, 70,43% positivas para todos os genes de

enterotoxinas analisados.

54 PERFIS GENOTIPICOS DAS LINHAGENS DE B. thuringiensis
AMPLIFICADAS PARA OS GENES DE ENTEROTOXINAS

Os resultados obtidos pela reacdo de PCR, de cada linhagem de B. thuringiensis
amplificada ou ndo, com cada iniciador especifico para os genes codificadores das
enterotoxinas estdo organizados na Tabela 06. Esta etapa teve como finalidade identificar
quais genes poderiam estar presentes nos isolados de B. thuringiensis, bem como determinar o

perfil genotipico das 100 linhagens de B. thuringiensis (vide tabela 06).

Tabela 06: Identificacdo e caracterizacdo genotipica de enterotoxinas apresentada pelas 100
linhagens de B. thuringiensis.

Linhagens  bceT hblA hblD hblC nheA nheB nheC

B. cereus

ATCC 14579
BtAM 01

BtAM 02
BtAM 03
BtAM 05
BtAM 06
BtAM 07
BtAM 08
BtAM 09
BtAM 10
BtAM 11

+ + + + + +

+ + + o+

+ + + + + + + + + +

+ + + + + + + + o+ o+

+ + + + + + + + + +

+ + + + + + + + + +

+ + + + + + + + o+ o+

+ + + + + + + + o+ o+
'

+ + + + +
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BtAM 12
BtAM 13
BtAM 14
BtAM 15
BtAM 16
BtAM 17
BtAM 18
BtAM 19
BtAM 20
BtAM 23
BtAM 24
BtAM 25
BtAM 26
BtAM 27
BtAM 28
BtAM 30
BtAM 31
BtAM 32
BtAM 33
BtAM 34
BtAM 35
BtAM 36
BtAM 37
BtAM 38
BtAM 39
BtAM 40A
BtAM 40B
BtAM 40D
BtAM 40E
BtAM 41
BtAM 47
BtAM 49
BtAM 50

+ + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + o+

=+

+

+ + + +

+ + + + + + + + + + + F + F o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+

=+

+

=+

+ + + + o+

+ + + + + o+

+ + + + + o+

+

+ + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + o+

+ + + + + + + + + +

+ + + + + + + + + + F + +F 4+ o+ o+ o+ o+ o+

+ + + + + + + + + + o+ o+ o+

+ + + +

=+

+ + + + + + 4+ o+ + 0+ o+ o+ o+ O+ o+ O+ o+

=+
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BtAM 53
BtAM 54
BtAM 55
BtAM 57
BtAM 60
BtAM 61
BtAM 63
BtAM 65
BtAM 71
BtAM 72
BtAM 73
BtAM 74
BtAM 75
BtAM 76
BtAM 85
BtAM 86
BtAM 87
BtAM 89
BtAM 91
BtAM 94
BtAM 95
BtAM 99
BtAM 102
BtAM 103
BtAM 105
BtAM 107
BtAM 108
BtAM 111
BtAM 112
BtAM 113
BtAM 116
BtAM 117
BtAM 118

+ + + o+ + + + + o+

+

=+

+ + + + + + + o+ o+

+

+ + + +

=+

+ + + + + + + o+ o+

+

+ + + + + + 4+ o+

+

+ + + +

=+

+ + + + + + + o+ o+

+

=+

+ + + + +
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BtAM 119
BtAM 120
BtAM 121
BtAM 122
BtAM 124
BtAM 129
BtAM 131
BtAM 133
BtAM 134
BtAM 135
BtAM 136
BtAM 138
BtAM 142
BtAM 143 - - - - - - +
BtAM 144 - - - - -
BtAM 153 - +
BtAM 154 +
BtAM 155 + +
BtAM 156 + +
+ +

+

L}
L}
+
+
L}
L}
=+

+ + + + + + + o+ o+
]
]
+
]
]
]

1
L}
1
1
+
+
L}

BtAM 158

BtAM 159 -
BtAM 161 - - - - + -
BtAM 162 - - - - + - -
BtAM 165 + + - + + + +

De posse desses perfis genotipicos foram montados grupos e a classificacdo
genotipica foi realizada de acordo com a amplificacdo por PCR de cada linhagem. Esses
grupos foram enumerados de GO1 a G27, conforme a ordem de entrada na tabela. Contudo, as
linhagens que se enquadraram no G27 foram as ultimas a ser consideradas, pois como foram
negativas para todos os genes considerou-se melhor enumera-las por ultimo, em contraste
com GO1 que amplificou todos os genes. A cepa B. cereus ATCC 14579 nao foi inclusa.

De acordo com os dados referenciados na tabela de caracterizagdo genotipica, foi
evidenciado que 41% das linhagens de B. thuringiensis foram positivas para todos os genes de

enterotoxinas (bceT, hblA, hblD, hblC, nheA, nheB e nheC) investigados. Em contrapartida,
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apenas 3% das linhagens de B. thuringiensis foram negativas para todos os genes
investigados.

O restante das linhagens apresentou perfis genotipicos distintos, sendo que alguns
deles se repetiram em outras linhagens. Outros, porém, foram restritos a somente uma
linhagem. O perfil genotipico e a classificacdo genotipica dos grupos referentes as 100

linhagens de B. thuringiensis € mostrado na tabela que se segue.

Tabela 07: Perfis genotipicos e classificacdo genotipica das linhagens de B. thuringiensis,
conforme a amplificacido por PCR.

GO01 + + + + + + + 41
G02 + + + + + + - 1
GO03 + + - + + - + 3
G04 + + - + + - - 4
GO05 + + + + + - + 2
G06 + + - + - - + 1
Go07 - - - - + + - 4
GO08 - - - + + - - 2
G09 + + + + + - - 2
G10 - + - + + - - 1
G11 + + - + - - - 4
G12 - - - - - - + 3
G13 + - - - - - - 1
G14 + + + + - - - 6
G15 + + + + - - + 2
G16 + + + + - + + 7
G17 - - - + - - - 3
G18 - - + + - - + 1
G19 + - - - - - + 1
G20 + - - - - + + 1
G21 - - - - - + - 1
G22 - + + + - + + 2
G23 + - + + - + + 1
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G24 - - - - + - + 1
G25 - - - - + - - 1
G26 + + - + + + + 1
G27 - - - - - - - 3
Total de linhagens 100

5.5 SEQUENCIAMENTO DOS AMPLICONS DOS GENES DE
ENTEROTOXINAS

As 169 sequéncias de DNA em boas condi¢des de analise foram submetidas ao sitio
do NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov) e analisados por meio do programa BLAST 2 Sequence
(ZHANG et al, 2000), o qual analisa e compara a sequéncia de nucleotideos da amostra
padrao depositada no GenBank com as amostras submetidas ao BLASTN.

Foi feita também a andlise das sequéncias de aminodcidos referentes a estas 169
amostras. A ferramenta utilizada para a anélise de aminoacidos foi o BLASTX 2 Sequence
(ALTSCHUL et al., 1997), o qual tem a mesma finalidade conferida ao BLASTN.

Ap6s os resultados obtidos através do BLASTN e BLASTX, foi feita a andlise
molecular no programa MEGA versao 4.0 (TAMURA et al, 2007) e também no programa
CLC Sequence Viewer 6.0 version (obtido no sitio www.clcbio.com).

O alinhamento global foi feito na ferramenta CLUSTALW por meio do programa
CLC Sequence Viewer, por se achar que este obtinha um resultado mais rapido e detalhado
comparado com o MEGA.

Para as sequéncias de DNA (anexos 01-07) conseguiu-se obter um alinhamento para
todos os genes de enterotoxinas em estudo [bceT (anexo 01); hblA (anexo 02); hblD (anexo
03); hblC (anexo 04); nheA (anexo 05); nheB (anexo 00); e nheC (anexo 07)]. O alinhamento
mostrado nos anexos para as sequéncias de DNA sao mostrados no modo identidade, o qual
analisa o grau de identidade que elas possuem com a sequéncia padrao.

Para as sequéncias de aminodcidos s6 foi possivel obter resultado para trés proteinas
referentes a L1 (anexo 08), L2 (anexo 09) e o componente A de NHE (NheA) (anexo 10). Tal
fato se deve em virtude destas sequéncias nao apresentarem stop codons. As outras sequéncias
de aminoécidos referentes a BceT, Hbl B (componente B de HBL), NheB e NheC
apresentaram stop codons e, portanto, ndo foram consideradas. O alinhamento para as

sequéncias de aminodcidos foi baseado no modo similaridade de proteina.
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6 DISCUSSAO

Dada a importancia que B. thuringiensis oferece para o controle de pragas e vetores
de doengas tropicais, o que € facilmente observado na vastidao de referéncias bibliogréficas
especificas, abrangendo campos que medeiam desde a taxonomia até a biologia molecular, é
que direcionamos nossas pesquisas para esta espécie.

Este trabalho envolveu a identificacdo nos isolados amazonicos de B. thuringiensis
dos genes bceT, hblA, hblD, hblC, nheA, nheB e nheC, codificadores das enterotoxinas BceT,
HBL e NHE, respectivamente.

Também foi efetuada a caracterizacdo genotipica, seguida da classificacio em
grupos, demonstrada pela amplificagcdo por PCR de cada linhagem de B. thuringiensis a um
determinado tipo de iniciador. Para algumas linhagens de B. thuringiensis foi realizado o
procedimento de sequenciamento de nucleotideos e de aminodcidos dos genes enterotoxicos.

No Brasil, o levantamento de novos isolados de B. thuringiensis entomopatogeénicos
de solo ndo tratado com inseticidas bioldgicos foi relatado por Guaycurus et al. (1988). Neste
trabalho, as amostras de B. thuringiensis utilizadas foram isoladas de diversas fontes naturais
(solos, insetos, plantas, dgua) e oriundas de distintas localidades do Estado do Amazonas
(vide figura 07), tendo como metodologia de isolamento a descrita por Guaycurus et al.
(1999).

Através das caracteristicas morfotintoriais e morfomoleculares, obtidas pela
coloragdo de Gram e pela microscopia sob contraste de fase, todas as linhagens de B.
thuringiensis foram Gram-positivas, apresentaram células moveis, isoladas, aos pares e
algumas vezes formando pequenas cadeias. Os esporos livres eram elipticos a cilindricos,
sendo que no esporangio localizavam-se na posic@o central a subterminal, ndo deformante ao
restante da célula. A presenca de cristais pode ser visualizada no citoplasma de todas as
c€lulas bacilares.

Os resultados detectados pela técnica de PCR, neste estudo, corroboram com os
trabalhos de diferentes autores que analisaram a presenga destes genes de enterotoxinas em
linhagens de Bacillus. Como estd descrito em vérias referéncias, estes genes codificadores das
enterotoxinas (BceT, HBL e NHE) estdo envolvidos com surtos de intoxicagdo alimentar por
B. cereus (OMBUI et al., 1997; MANTYNEN e LINDSTROM, 1998; HENDRIKSEN et al.,
2006; MORAVEK et al., 2006; SWIECICKA et al., 2006; AL-KHATIB et al., 2007;
SVENSSON et al., 2007; OUOBA et al., 2008).

Diversas pesquisas relacionam a semelhanca de B. cereus com B. thuringiensis e a
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producdo e ocorréncia destas enterotoxinas em B. thuringiensis pelo fato desta bactéria
pertencer ao mesmo grupo de Bacillus, conhecido como grupo Bacillus cereus.Este grupo
também inclui as espécies B. weihenstephanensis ¢ B. mycoides (BOURQUE et al., 1995;
CARLSON et al., 1996; HSIEH et al., 1999; PRUB et al., 1999; HELGASON et al., 2000;
STENFORS e GRANUM, 2001; IN“T VELD et al., 2001; HANSEN e HENDRIKSEN, 2001;
GUINEBRETIERE et al., 2002; STENFORS et al., 2002; GRAY et al., 2005; MORAVEK et
al., 2006; MINAARD et al., 2007).

No trabalho de Minaard et al. (2007) foram feitas multiplas andlises em linhagens de
B. cereus para comprovar a presenca de genes responsdveis pela viruléncia desta bactéria.
Pela técnica de PCR e de ribotipagem, constataram que 10 linhagens apresentaram ao menos
uma das seqiiéncias de hemolisina BL e 20 estirpes demonstraram, ao menos, uma das
seqiiéncias da enterotoxina ndo-hemolitica (NHE). Como relatado por Lindbick er al. (2004)
e Guinebretiere ef al. (2002), o operon nhe estd presente em quase todas as linhagens de B.
cereus. Minaard et al. (2007) encontraram amplicons com ao menos uma seqiiéncia de
nhe(ABC) em 20 (95%) das 21 linhagens estudadas. O gene bceT foi detectado em nove
linhagens de B. cereus.

Gray et al. (2005) através da andlise de PCR detectaram a presenca do gene hblA em
duas linhagens de B. thuringiensis e na maioria das linhagens de B. cereus utilizadas em seu
trabalho. Ankolekar et al. (2008) estudaram 11 isolados de B. thuringiensis e determinaram a
presenca do gene nheA em todos os isolados, utilizando um par de iniciador especifico. Ainda,
nove dos onze isolados de B. thuringiensis foram positivos para os genes hblA e hblD.
Através do kit RPLA (Oxoid), que determina a presenga do componente L, de HBL, foi
detectado também a presenca deste componente em todos os isolados de B. thuringiensis.

Os isolados de B. thuringiensis foram previamente relatados por distintos autores por
apresentarem os genes nhe e hbl e suas toxinas associadas, NHE e hemolisina BL (ABDEL-
HAMEED e LANDEN, 1994; PRUS et al., 1999; GAVIRIA RIVERA et al., 2000; HANSEN
e HENDRIKSEN, 2001; KYEI-POKU et al., 2007, NGAMWONGSATIT et al., 2008;
PHELPS e MCKILLIP, 2002).

Bartoszewicz et al. (2008) detectaram a presenga do gene nheA em 17 de 20 isolados
de B. thuringiensis. Para o gene hblA, 11 das 20 linhagens foram positivas para este gene.
Similarmente, 178 isolados de B. cereus foram positivas para nheA e 123 foram positivos para
hblA, de um total de 227 isolados do leite. Os isolados de B. thuringiensis foram coletados de
amostras de leite fresco em diferentes estacdes do ano.

No estudo de Kalyan Kumar et al. (2008) foi investigada a presenca dos genes de
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HBL em cepas de diferentes espécies de Bacillus. Dentre estas espécies de Bacillus as que
apresentaram resultado positivo em testes de atividade hemolitica foram as cepas de B. cereus
e B. thuringiensis. O mesmo trabalho apontou, por meio da andlise de Western Blot, a
presenca dos componentes da enterotoxina HBL (B, L; e ;). Notadamente, trés das quatro
cepas de B. thuringiensis utilizadas no estudo foram positivas para HBL por Western Blot.

Kim e Batt (2008) analisaram por PCR 72 linhagens de B. cereus e cinco de B.
thuringiensis para os genes do complexo HBL e da enterotoxina BceT. Um total de 46 (64%)
de linhagens de B. cereus foram positivas por PCR para os genes hblA, hblC e hblD da
hemolisina BL. As cinco linhagens de B. thuringiensis foram positivas para os trés
componentes da hemolisina BL. Por outro lado, um total de 41 (57%) das linhagens de B.
cereus testadas foram positivas por PCR para o gene bceT, enquanto que todas as cinco
linhagens de B. thuringiensis apresentaram este gene.

Ngamwongsatit et al. (2008) estudaram a presenca dos genes hbl(ACD) e nhe(ABC)
em 616 linhagens de Bacillus, sendo 411 de B. cereus e 205 de B. thuringiensis. Os resultados
deste estudo indicaram por PCR multiplex, a presenca de todos os genes hbl(ACD) em
86,80% das linhagens de B. thuringiensis, mas somente em 65,94% das linhagens de B.
cereus. A alta ocorréncia dos genes hbl em B. thuringiensis revelou que este operon € mais
comum em B. thuringiensis do que em B. cereus, como previamente sugerido por Gaviria
Rivera et al. (2000). Em contrapartida, todas as linhagens de B. thuringiensis e B. cereus
apresentaram os genes do complexo NHE (genes nheABC).

De acordo com Swiecicka et al. (2006) linhagens de B. thuringiensis portando os
genes da enterotoxina NHE foram encontrados mais frequentemente (nheA, 100%; nheB,
77%; nheC, 96%) do que aquelas com os genes da hemolisina BL (hbIACD, 74%).

Yuan et al. (2002) determinaram a presenca do gene bceT e de hblA em quatro
linhagens de B. thuringiensis sub. israelensis tanto pelo método de PCR quanto por
imunoensaio (TECRA VIA e BCET-RPLA) quando comparadas com a linhagem B. cereus
F4433/73 (linhagem de isolado clinico).

Zhou et al. (2008) investigaram a ocorréncia de nove isolados de B. thuringiensis em
leite pasteurizado e detectaram a presenca de todos os genes da enterotoxina NHE (nheA
100%, nheB 100% e nheC 100%) nestes isolados. Os resultados de PCR também mostraram
os genes da hemolisina BL (hblA, hblD e hblC) em sete dos nove (cerca de 77,8% do total)
isolados de B. thuringiensis.

A existéncia de genes de enterotoxinas relacionados a B. cereus e sua expressao em

B. thuringiensis foram relatados por outros estudos (DAMGAARD et al., 1996; GAVIRIA
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RIVERA et al., 2000; HANSEN e HENDRIKSEN, 2001).

Conforme relatos de Drobniewski (1994), B. thuringiensis nao constitui em ameaca
alguma a saide humana quando usado como um pesticida microbiano.

Nesta pesquisa, as melhores condi¢des para a amplificacdo, via PCR, tais como
concentracdo dos iniciadores, dos dNTPs, do MgCl,, da Tag DNA polimerase, assim como 0
grid de anelamento dos iniciadores (item 4.8.2), foram cuidadosamente analisadas e
estabelecidas.

Com base nos resultados fornecidos pela técnica de PCR, ficou evidenciado que ndo
foi necessario a extracdo e purificacdo do DNA, pois as células bacterianas foram lisadas
através de um protocolo simples e rdpido de fervura e congelamento (item 4.6.1), o que esta
em conformidade com os dados obtidos por Guaycurus (1999).

A aplicagao da técnica de PCR com iniciadores especificos e diferenciais (tabela 03),
para as enterotoxinas NHE, HBL e BceT mostrou-se amplamente util na identificagdo e na
determinac¢do de quais dos genes de enterotoxinas, relacionados com os fatores de viruléncia,
estariam presentes nas estirpes de B. thuringiensis (tabela 06) e, também, na caracterizacao do
perfil genotipico (tabela 07).

Conforme o perfil genotipico, vinte e sete grupos puderam ser caracterizados (vide
Tabela 07). Pelos resultados o grupo 01 reuniu 41% dos isolados de B. thuringiensis que
amplificaram os genes codificadores das enterotoxinas.

Chama atencdo que somente 3% das estirpes de B. thuringiensis ndo apresentaram
perfil de amplificacdo para nenhum dos sete genes codificadores das enterotoxinas estudadas
(Tabela 07).

De acordo com a identificagdo molecular fornecida pela reacao de PCR, foi possivel
determinar quais dos genes que codificam as enterotoxinas (BceT, HBL e NHE) estariam
presentes nos isolados de B. thuringiensis. E, pelos resultados obtidos, 84% das cepas de B.
thuringiensis foram positivas para o gene hblC; 78% para o gene bceT; 77% para o gene hblA;
67% para o gene nheC; 65% para o gene hblD; 63% para o gene nheA; e 59% para o gene
nheB.

Dos resultados analisados, pode-se destacar que 70,43% dos isolados de B.
thuringiensis foram positivos, pelo menos, para um dos sete genes enterotoxicos avaliados
(tabela 06).

A ultima etapa do trabalho baseou-se no sequenciamento do amplicon de algumas
amostras de B. thuringiensis, cuja finalidade foi analisar e comparar as sequéncias de

nucleotideos e aminodcidos obtidas com as sequéncias depositadas no GenBank.
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Os resultados obtidos no sequenciamento estdo disponiveis nos Anexos de 01 a 10 e
sdo descritos a seguir.

As linhagens de B. thuringiensis apresentaram regides conservadas que estdo
localizadas no meio das seqii€éncias correspondentes aos fragmentos amplificados dos genes
de enterotoxinas pesquisados tanto na andlise por BLASTN quanto por BLASTX. A andlise
pelas duas plataformas indicou que estas regides conservadas estdo presentes em todas as
linhagens de B. thuringiensis estudadas.

Ademais, estas regides constantes ou conservadas, provavelmente, estejam
relacionadas com os dominios funcionais que podem conferir a atividade bioldgica das
enterotoxinas estudadas. As regides constantes foram observadas, em grande maioria, nas
seqiiéncias das amostras analisadas, conforme indicam os Anexos de 01 a 10.

Quando todas as linhagens foram submetidas a andlise pelo programa MEME
(BAILEY e ELKAN, 1994), a fim de verificar os dominios (regides de sequéncias
conservadas), o que foi observado é que todas as linhagens possuem pelo menos trés regides
conservadas em nivel de nucleotideo, quando comparadas com a cepa padrao B. cereus ATCC
14579.

O que varia entre as linhagens e a cepa padrdo € justamente a posicdo destes
dominios, sendo que algumas linhagens apresentaram distancias maiores entre eles, e outras
com distancias menores. Esta mesma linha de raciocinio foi observada quando as linhagens
foram comparadas entre si. Além disso, muitas linhagens de B. thuringiensis apresentaram
dominios duplicados, porém distantes entre si. Outras linhagens apresentaram dominios
duplicados, mas estes se achavam translocados em outras regides das sequéncias de DNA.

Além de ter sido verificado a presenca de regides constantes, as amostras de B.
thuringiensis revelaram no sequenciamento grande variabilidade tanto no inicio quanto no
término das seqiiéncias. Esta variabilidade observada é passivel de ocorrer devido sua
proximidade com os iniciadores (forward e reverse), em decorréncia de artefatos do préprio
método de sequenciamento. Regides varidveis de inicio e término de sequenciamento sdo
mostradas nos anexos de 01 a 07.

Foi observada também a presenca de regides varidveis no meio das seqii€ncias de B.
thuringiensis analisadas. Geralmente, a presenca de variabilidade no meio das seqiiéncias das
amostras deve-se, provavelmente, as mutacdes que estas linhagens de B. thuringiensis
sofreram como parte do processo evolutivo, visto que mutagdes sdo comuns entre grupos de
microrganismos, principalmente bactérias, como forma de se adaptarem a novos ambientes.

Esta variabilidade no meio das seqii€éncias pode ser observada através da presenca de
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gaps, como também a ocorréncia de mutagdes no DNA analisado que podem ser vistas por
meio de duplicagdes, inversdes ou substituicdes de bases, por exemplo. As alteracdes nas
sequéncias sao mostradas nos Anexos de 01 a 07.

Depois que foi feita a andlise das sequéncias de nucleotideos no programa CLC
Sequence Viewer através da ferramenta CLUSTALW e feita a comparagdo das amostras com
a sequéncia da cepa padrdo, teve-se a idéia de comparar também as sequéncias de
aminodcidos de cada enterotoxina pesquisada. Este tipo de anélise foi realizado para verificar
se as proteinas que estes genes sintetizam nas linhagens de B. thuringiensis sao similares as
proteinas produzidas por Bacillus cereus.

Os dados revelaram que as sequéncias de aminodcidos, tais quais as sequéncias de
nucleotideos, apresentaram variabilidade no inicio das mesmas. Entretanto, a regido
localizada na porc¢do central do fragmento permaneceu conservada para a maioria das
amostras.

A grande maioria das linhagens analisadas, a partir do momento que foram feitos os
alinhamentos globais, apresentou o que pode supor que sejam stop codons. Estes possiveis
stop codons nao estavam distribuidos uniformemente. Em algumas linhagens, eles se
encontravam no inicio da seqiiéncia de aminoacidos, em outras estavam localizados na regido
central ou no fim da seqiiéncia.

A presenca de stop codons nas sequéncias compromete a funcionalidade da proteina
em estudo, pois se sabe que a atividade bioldgica de NHE e HBL € observada somente
quando os seus trés componentes sdo sintetizados, ja que para estas duas proteinas é
necessario que todos os seus componentes estejam na forma ativa, sem que sua tradugdo seja
comprometida por stop codons. Este mesmo raciocinio € valido para a proteina BeeT.

Entretanto, a fim de comprovar se realmente nas seqiiéncias analisadas existem
alteracdes importantes como, por exemplo, stop codons ou mutagdes nao silenciosas, faz-se
necessdrio realizar uma anélise de sequenciamento mais minuciosa, com um maior nimero de
vezes, e, de preferéncia, com os iniciadores nas duas dire¢des.

Porém, como este trabalho visou fazer um estudo de homologia entre as seqiiéncias
das linhagens de B. thuringiensis com as seqii€ncias depositadas no banco de dados, o
sequenciamento foi feito uma unica vez e, por isso, € possivel que estes stop codons,
observados nas seqiiéncias de aminodcidos das enterotoxinas NHE, HBL e BceT, sejam
artefatos de sequenciamento (defeito) e, ndo necessariamente, um término real de tradugao.

Ademais, para saber se as proteinas das amostras analisadas correspondiam as

proteinas codificadas pelos genes de enterotoxinas, foi utilizado a plataforma do Pfam
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(www.pfam.sanger.ac.uk/search) e InterProScan (www.ebi.ac.uk/Tools/InterProScan/), onde
foi verificado que as sequéncias de aminodcidos das linhagens de B. thuringiensis, que
estavam em boas condi¢des de serem analisadas, realmente correspondiam as sequéncias de
proteinas depositadas no banco de dados do Pfam e InterProScan.

A variabilidade das sequéncias de proteinas observadas nas linhagens de B.
thuringiensis, provavelmente, deve-se as mutagdes que esta espécie deve ter sofrido no
processo evolutivo, em que pese que estes bacilos habitantes do solo tiveram de se adaptar a
novas condi¢des do ambiente, como forma de garantir a perpetuacdo da espécie e de se
adequar a um ambiente que estd em constante mudanca como € o caso do solo.

Em geral, a andlise do alinhamento em nivel de proteina revelou que as linhagens de
B. thuringiensis apresentaram variabilidade de aminoécidos, notadamente observada no inicio
do sequenciamento, mas também sdo dotadas de regides conservadas que estdo localizadas
praticamente na parte central do seqiienciamento.

Apesar de se ter conseguido identificar sequéncias de aminodcidos de algumas
enterotoxinas (no caso, L;, L, e NheA) em diferentes linhagens de B. thuringiensis isoladas
no Estado do Amazonas, ndo se pode afirmar que essas linhagens produzem estas
enterotoxinas, pois para isso seria necessario detectar a atividade bioldgica e realizar testes
bioquimicos e imunoldgicos.

E importante ressaltar que as amostras de Bacillus thuringiensis estudadas nio foram
provenientes de nenhum tipo de alimento ou surtos toxico-alimentares e, sim, foram oriundas
de variadas fontes, tais como solo, lama, insetos mortos, plantas entre outros. Os resultados
fornecidos por esta pesquisa mostram que os genes codificadores das trés principais
enterotoxinas (BceT, HBL e NHE) encontram-se largamente distribuidos em estirpes de B.
thuringiensis encontradas em ambientes naturais.

Este trabalho forneceu um melhor conhecimento das enterotoxinas presentes nas
linhagens amazonicas de Bacillus thuringiensis, e pode oferecer, também, subsidio para o
desenvolvimento de um kit de diagndstico molecular para detec¢do de fatores de viruléncia

em novos isolados de Bacillus.
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CONCLUSOES

As linhagens de B. thuringiensis isoladas no Estado do Amazonas apresentaram
perfis distintos de amplificagdo para os genes de enterotoxinas pesquisados, onde:
78% das linhagens foram positivas para bceT; 77% para hblA; 65% para hblD;
84% para hblC; 63% para nheA; 59% para nheB; e 67% foram positivas para
nheC;

A caracterizagdo genotipica das 100 linhagens estudadas determinou que 41%
foram positivas para todos os genes de enterotoxinas, enquanto apenas 3% delas

foram negativas para todos os genes;

Uma média de 70,43% do total das linhagens de B. thuringiensis foi positiva para

ao menos um dos sete genes de enterotoxinas pesquisados;

O alinhamento global das sequéncias de nucleotideos das linhagens de B.
thuringiensis mostrou que as mesmas possuem uma regiao muito conservada e de

alta identidade com as sequéncias depositadas no banco de dados do GenBank;

O alinhamento global das sequéncias de aminoécidos das proteinas L;, L, e NheA
mostrou que as linhagens de B. thuringiensis possuem regides similares com as

sequéncias de aminoécidos disponiveis no banco de dados do Pfam e InterProScan.
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8.  PERSPECTIVAS

® Proceder andlise mais completa das seqii€éncias dos genes de enterotoxinas estudados
nas linhagens de B. thuringiensis;
e Desenvolver um kit de diagndstico molecular a fim de detectar esse conjunto de

enterotoxinas em outros isolados de Bacillus ou de géneros bacterianos diferentes.
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ANEXO 01:

Alinhamento em modo identidade das sequéncias de nucleotideos do gene bceT



Bacillus/1-371
BtAM35/1-362
BtAM156,/1-320
BtAM134,/1-366
BtAM18/1-3E56
BtAMZ28/1-358
CONSensus

Bacillus/1-371
BtAM35/1-362
BtAM156/1-320
BtAM134,/1-366
BtAM18/1-356
BtAM28/1-3E68
COnSensus

Bacillus/1-371
BtAM3&/1-362
BtAM156,/1-320
BtAM134,/1-366
BtAM18/1-356
BtAMZ28/1-358
COnSensus

Bacillus/1-371
BtAM35/1-362
BtAM156,/1-320
BtAM134,/1-366
BtAM18/1-356
BtAM28/1-368
COnSensus

Bacillus/1-371
BtAM35/1-362
BtAM156,/1-320
BtAM134,/1-366
BtAM18/1-366
BtAM28/1-358
CONSensus

Bacillus/1-371
BtAM35/1-362
BtAM156,/1-320
BtAM134,/1-366
BtAM18/1-356
BtAM28/1-368
COnSensus

Modo Identidade - beeT

ATCAARMITTGGAGTAINCTCGAAA TﬂAAACTAGCATTAAA

ATCAAMMTTGGAGTARCTCGAAATHIMIMAACTAGCATTAAA
ATCAAMMITTGGAGTANCTCGAAATHCIENACTAGCAETAAA

IR TTGGAGTANCEHCGAAMTRCEMACTAGCATTAAA
ATCAAINMTHRGGAGTANCTCGAAATRCIAACTAGCATTAAA

BAACTAGCATTAAA
aACTAGCA-TAAA

ITRAAMVITGGAGTAMCTCGA Apyeiu
Tt IGGAGTA . CoCGAAaT . c

NCAGATAGTAR
NCAGATAGTAR

Aly .
F\CETCAAAATACRIENCAGATAGT
I CAAAATACGTEICAGATAGTAR

g . CAAAATACgt.CAGATAGTA TGAAAT:T=AAAAAC

NATGCTGCTGAAATTACATTACCAGGACGTGCTTA
NATGCTGCTGAAATTACATTACCAGGACGTGCTTA
JATGCTGCTGAAATTACATTACCAGGACGTGCTTA

ATGCTGCTGAAATTACETEACCAGGACGTGCTTA
JATGCTGCTGAAATTACATTACCAGGACGTGCTTA
BATGCTGCTGAAATTACATTACCAGGACGTGCTTA

ATGCTGCTGAAATTACaTTACCAGGACGTGCTTA

CTTACAAGTTGGGAATAATGAAATTTATGAACTATTCCAA
CTTACAAGTTGGGAATAATGAAATRITATGAACTATTCCAA
CTTACAAGTTGGGAATAATGAAATTTATGAACTATTCCAA
CTTACAAGTTGGGAATAATGAAATTMATGAACTATTCCAA
T TACAAGTTGGGAATAATGAAATTTATGAACTATTCCAA
CTTACAAGTTGGGAATAATGAAATRITATGAACTATTCCAA
TTACAAGTTGGGAATAATCGAAATt tATGAACTATTCCAL

TCAGCTTGGAGCGGAGCAGACTATGTR
TCAGCTTGGAGCGGAGCAGACTATGTEAG
TCAGCTTGGAGCGGAGCAGACTATGTINAG
TCAGCTTGGAGCGGAGCAGACTATGTR
TCAGCTTGGAGCGGAGCAGACTATGTAG
TCAGCTTGGAGCGGAGCAGACTATGTEAG

ACAAAG

ARAAACAG
JACAAAG

ACAAAGA

A-ARAGAg

: NCTATGCAATAAA
GAT[MAAGAACATTTLAG A

NETATGCAATAAA

CATAAAGAARATTTHAGA .GTATGCEATAEA
GATAAAGAACATTT[MG A AR CTATGCHATA[gA
ci: AMATHCTATGCAATAAA

ATHETATGCAATAAA

GATAAAGAACIETTTISG A i
CoACa.aT. TATGCaATA A

GAT - AAGAA-aTTT.GA

88

62
1
EB
1
kg
ET

101
g2
93
94
a7
94

140
131
132
134
136
133

180
171
172
174
178
173

219
210
212
213
215
212

287
248
250
252
283
252



Bacillus=/1-371
BtAM35/1-362
BtAM156/1-320
BtAM134/1-366
BtAM18/1-356
BtAMZ28/1-3E8
CONSensus

Bacillus/1-371 |
BtAM35/1-362 G
BtAM156/1-320 G
BtAM134/1-366 G
BtAM18/1-356 G
BtAMZ28/1-358 G
CONEensus

[ non conserved
Bl >50% conserved

X

GGTAGCA
GACTTGGTAGHA
GACTTGGTAGCA

GACTTGGTAGCA
GACTTGGTAGCA
GACTTGGTAGHA
GGACTTGGTAG-Ag.TA . aGAAGTa.Ta g

all match

TATTSAGTGAAG

|

TATTAAGTGAAGATTTAAGT

326
317
318
321
322
321

TTAAGT
TTAAGT

89

287
288
280
292
283
292
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ANEXO 02:

Alinhamento em modo identidade das sequéncias de nucleotideos do gene hblA



Bacillua/1-3E2
BtAMi19,/1-340
BtaM32/1-348
BtaM10,/1-336
BtAM102/1-344
BtAMO3/1-3E2
BtAM36/1-337
BtAMOT /1-335
BtAM28/1-306
BtaMO1/1-338
BtAMOE/1-332
BtAM3E6/1-343
BtAM13E/1-3E6
BtaM49,/1-311
BtAM1EE/1-347
BtaM18/1-334
BtaMEl /1-331
BtAMO2/1-330
BtAM134/1-302
BtAMiBE/1-2T7E
BtaM2d/1-284
BtaM163/1-272
BtAMi12/1-266
BtaMi18/1-278
BtAM4OB/1-266
BtaM133/1-278
BtaMi11e/1-2E7
BtAMST 1-223
BtAM39/1-2768
BtAM73/1-2E7
BtAM122/1-25¢6
BtAMEE /1-272
BtaM108/1-263
BtAMOD1-287
BtAMiEE/1-245
BtaM16/1-272
BtAM23/1-226
BtAMED /1-242
BtaMi124,/1-282
BtAMaG1-261

conasnsus

Modo Identidade - hblA

GGGTGCTATTTTGGGTCTACCAATAATTGGCGGTATMATAGTGGGAGTAG
GGGTGCTATTTGGCTCTACCAATAATTIICCGGTATCATAGTGGGAGTAG
GGGTGCTATTTTGGGCTCTACCAAMIATTGGCGGTPTCATAGTGGGAGTAG
GGGTGI NI TANGGCTCTACHE AIMARITGGCGGTATCATAGTGGGAGTAG
GGGTGCTATTTTGGCTCTACCAATAATTIICCGGTATCATAGTGGGAGTAG
GGGTGCTATTTTGGGTCTACCAATAATTGGCGGTATRATAGTGGGAGTAG
GGCTGETTTTTGGGCTCTACHAATARTTGGCGGTHTWATAGTGRGAGTAG
GGGTG TTTCCCTCTACHAATAATTGCCGOTATHATACTGGCAGTAG
GGGTGCTATTTTGGGCTCTACCAATAATTGGCGGTATMATAGTGGGAGTAG
GGGTGCTATTTTGGGTCTACCAATAATTGGCGGTATCATAGTGGGAGTAG
GGGTG TTRRGGGTCTACHE AIMANTGGCGGTRTIATAGTGGGAGTAG
GGGTGHTATTTTGGGTCTACCAATAATTGGCGGTATCATAGTGGGAGTAG
GGGTGCTATTTTGGGTCTACCAATAATTGGCGGTATCATAGTGGGAGTAG
1GGTGCTATTHNGCCTCTACCAATAATTGGCGGTATHATAGTGGGAGTAG
GGGTGCTATTTTGGGTCTACCAATAATTGGCGGTATCATAGTGGGAGTAG
GGGTGCTATTENGGCTCTACHEATNATTGGCGGTITCATAGTGGGAGTAG
GGCGCITTRAGGGCTCTACHAATARTTGGCGGTHTIATACTEGG AGTAG
GGGTGIY W TTHNGGCTCTACHAATAATTGGCGGTHTCATAGTGGGAGTAG

GGGTGCTATTTTGGGTCTACCAATAATTRIGCGGTATCATAGTGGGAGTAG

GGGTGCTATTTITGGGTCTACCAATAATTGGCGGTATCATAGTGGCAGTAG
GGGTGCTATTTITGGGTCTACCAATAATTGGCGGTATCATAGTGGGAGTAG
GGGMGCTATTTGGGTCTACCAATAATTGGCGGTATIATAGTGGGAGTAG
GGGTGCTATTTITGGGTCTACCAATAATTGGCGGTATCATAGTGGCAGTAG
GGGTGCTATTTITGGGTCTACCAATAATTGGCGGTATCATAGTGGGAGTAG
GGGTGRTATTTTGGGTCTACHATAATTGGCGGTATCATAGTGGGAGTAG
GGGTGCTATTITGGGTCTACCAATAATTGGCGGTATCATAGTGGCGAGTAG
GGGTGCTATTTTGGGTCTACHAATAATTGGCGGTATCATAGTGGGAGTAG
GGGTGCTATTITGGGTCTACCAATAATTGGCGGTATCATAGTGGGAGTAG
GGGTGCTATTTITGGGTCTACCAATAATTGGCGGTATCATAGTGGGAGTAG
GGGTGCTATTTITGGGTCTACCAATAATTGGCGGTATCATAGTGGGAGTAG
GGGTGCTATTTITGGGTCTACCAATAATTGGCGGTATCATAGTGGGAGTAG
GGGTGCTATTTITGGGTCTACCAATAATTGGCGGTATCATAGTGGCAGTAG
GGGTGCTATTTITGGGTCTACCAATAATTGGCGGTATCATAGTGGGAGTAG
GGGTGCTATTITGGGTCTACCAATAATTGGCGGTATCATAGTGGGAGTAG
GGGTGHTATTTTGGGTCTACAATAATTGGCGGTATCATAGTGGGAGTAG
GGGTGHTATTITGGGTCTACCAATAATTGGCGGTATCATAGTGGGAGTAG
GG TGHTATTTITGGGTCTACHAATAATTGGCGGTATCATAGTGGGAGTAG
GGHTGHTATTTHGGCTCTACHAATAATHGGCGGTATCATAGTGGGAGTAG
GGGTGCTATTITGGGTCTACCAATAATTGGCGGTATCATAGTGGGAGTAG
GO GCIWNT TG G G TRTACHAATAATTGGCGGTRTCATAGTGGGAGTAG
ghgtGotatt tGGETecTACcalAtaattgGCOGT T ATAGTggGAGTAG
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121
120
114
107
111
119
107
109
112
110
104
109
120
103
11e
103
103
101
110
119
121
114
109
121

99
119
113
107
120
112
114
114
112
119
107
113
105
103
120
103



Bacillua/1-3E2
BtAM19,/1-349
BtAM32/1-348
BtAM10,/1-335
BtAM102/1-344
BtAMOZ/1-362
BtAM3E/1-337
BtAMOT /1-336
BtAM28/1-3086
BtAMO1/1-338
BtAMOG/1-332
BtAM36,/1-343
BtAM13E/1-3EE
BtAM49/1-311
BtAM1GE/1-347F
BtAM18/1-334
BtAMEL/1-331
BtAMOD,/1-330
BtAM134/1-302
BtAM1GE/1-2TE
BtAM24/1-284
BtAM1G3/1-2T72
BotAMi2/1-266
BtAM118/1-278
BtAMAOR/1-2E6
BtAM133/1-278
BtAM116/1-2E7
BtAMST /1-223
BtAM39/1-2T6
BtAMT3/1-2ET7
BtAM122/1-2E6
BtAMER1-2T72
BtAM108,/1-263
BtAMa9/1-287
BotAMiE2/1-240
BtAM1G/1-272
BtAM23/1-226
BtAMED /1-242
BtAM124/1-282
BtAMOG1-2E1
consensus

CAAGGGA
CAAGGGA
CAAGGGS
CIJACGGH
CABGGG!
CAAGGG!
CAAGGGA
CAAGGGA
CAAGGGA
CAEGGGS
CAAGGGA
CAAGGGS
CAAGGGA
CAAGGGA
CAAGGGA
CAAGGGA
CAJGGGS
CAAGGGA
CAAGGGA
CAAGGGA

CRAGG
CAAGGGA

CAAGGGA
CAAGGGAR
CAAGGGA
CAAGGGA
CAAGGGA
CAAGGGA
CAAGGGA
CAAGGGA
CAAGGG-
CAAGG

CAAGGG
CAAG
CAAGGGA
CAAGGGHA
CAAGGGA
CAAGGG!
CAAGGGS

caaGlga.

GGAN

ATAATTTAGGTAAGTTAGAGCCTTTATTAGCAGAATTACGTCA
MTAATTTAGGTAAGTEMAGAGCCTTTATTAGCAGAATTACGTCA
MTAATTTAGGTAAGTTAGAGCCTTTATTAGCAGAATTACGTCA
ATAATTTAGGTAAGTTAGAGCCTTTATTAGCAGAATTACGTCA
ATAATTTAGGTAAGTTAGAGCCTTTATTAGCAGAATTACGTCA
MTAATTTAGGTAAGTTAGAGCCTTTATTAGCAGAATTACGTCA
NTAATTTAGGTAAGTTAGAGCCTTTATTAGCAGAATTACGTCA
ATAATTTAGGTAAGTTAGAGCCTTTATTAGCAGAATTACGTCA
NTAATTTAGGTAAGTTAGAGCCTTTATTAGCAGAATTACGTCA
ATAATTTAGGTIAGTTAGAGCCTTTATTAGCAGAATTACGTCA
ATAATTTAGGTAAGTTAGAGCCTTTATTAGCAGAATTACGTCA
NTAATTTAGGTAAGTTAGAGCCTTTATTAGCAGAATTACGTCA
MTAATTTAGGIENACTTAGAGCCTTTATTAGCAGAATTACGTCA
ATAATTTAGGTAAGTTAGAGCCTTTATTAGCAGAATTACGTCA
ATAATTTAGGTAAGTTAGAGCCTTTATTAGCAGAATTACGTCA
MTAATTTAGGTAAGTTAGAGCCTTTATTAGCAGAATTACGTCA
ATAATTTAGGTMAGTTAGAGCCTTTATTAGCAGAATTACGTCA
ATAATTTAGG T AGTTAGAGCCTTTATTAGCAGAATTACGTCA
MTAATTTAGGTAAGTTAGAGCCTTTATTAGCAGAATTACGTCA
ATAATTTAGGTAAGTTAGAGCCTTTATTAGCAGAATTACGTCA

AMTAATTTAGGTAAGTTAGAGCCTTTATTAGCAGAATTACGTCA

MTAATTTAGGTAAGTTAGAGCCTTTATTAGCAGAATTACGTCA
MTAATTTAGGTAAGTTAGAGCCTTTATTAGCAGAATTACGTCA
TAATTTAGGTAACGTTAGAGCCTTTATTAGCAGAATTACGTCA
GTAAETTAuhTAAhTTAuAuEITTTATTAutAbﬁATTAth:A
BTAATTTAGGTAAGTTAGAGCCTTTATTAGCAGAATTACGTCA
MTAATTTAGGTAAGTTAGAGCCTTTATTAGCAGAATTACGTCA
MTAATTTAGGTAAGTTAGAGCCTTTATTAGCAGAATTACGTCA
MTAATTTAGGTAAGTTAGAGCCTTTATTAGCAGAATTACGTCA
MTAATTTAGGTAAGTTAGAGCCTTTATTAGCAGAATTACGTCA
MTAATTTAGGTAAGTTAGAGCCTTTATTAGCAGAATTACGTCA
MTAATTTAGGTAAGTTAGAGCCTTTATTAGCAGAATTACGTCA
ATAATTRAGGTAAGTTAGAGCCTTTATTAGCAGAATTACGTCA
NTAATTTAGGTAAGTTAGAGCCTTTATTAGCAGAATTACGTCA
AATTTAGGTAAGTTAGAGCCTTTATTAGCAGAATTACGTCA
MTAATTTAGGTAAGTTAGAGCCTTTATTAGCAGAATTACGTCA
MTAATTTAGGTAAGTTAGAGCCTTTATTAGCAGAATTACGTCA
NTAATTTAGGTAAGTTAGAGCCTTTATTAGCAGAATTACGTCA
MTAATTTAGGTAAGTTAGAGCCTTTATTAGCAGAATTACGTCA
NTAATTTAGGTAAGTTAGAGCCTTTATTAGCAGAATTACGTCA
tAAtTtAGGtaAGTtAGAGe CTTTATTAGCAGAATTACGTCA
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170
189
163
1EE
180
1&g
1EE
158
181
1E9
1E3
1E8
189
1Bz
185
1E2
162
1E0
1E9
168
170
163
1E8
170
149
168
182
1E6
169
181
1683
1&3
180
168
=t
182
154
1E2
189
162



Bacillua/1-3E2
BtaM19,/1-349
BtAM32/1-348
BtAM10,/1-335
BtaM102,/1-344
BtAMO3/1-3E2
BtAM3E/1-337
BtAMOT /1-335
BtAM28/1-3068
BtAMO1/1-338
BtAMOE/1-332
BtAM3E/1-343
BtAM13E/1-3E6
BtaM49,/1-311
BtAM1GE/1-347
BtaMi58,/1-334
BtaMel1-331
BtAMOD/1-330
BtAM134/1-302
BtAM1EE/1-27E
BrtaM24/1-284
BtAM1E2/1-272
BtAM12/1-266
BtaMi118/1-278
BtAMAOE/1-2E6
BtAM133/1-278
BtaM116/1-257
BtAMST 1-223
BtAM39/1-2768
BtAM7T3/1-2E7
BtAM122/1-2E8
BtAMER 1-272
BrAMi08,/1-263
BtAMOD /1-287
BtAaM1GE/1-249
BtAM1G/1-272
BtAM23/1-226
BtAMED1-242
BtAM124/1-282
BtAMOE /1-2E1
consensus

GACCGTGCATTATAAAGTAACCTTAAATCCTGTAGTTGGAGTTGCTTACA
GACCGTGGATRATAAAGTAACCTTAAATCGTGTAGTTGGAGTRGCTTACA
GACCGTGIATTATAAAGTAACCTTEAATCGTGTAGTTINGAGTTGCTTACA
GACCGTGCATRATAAAGTAACCTTAAATCCTGTAGTTEIGAGTTGCTTACA
GACCGTGGATTATAAAGTAACCTTEAATCCTGTAGTTMGAGTTGCTTACA
GACJGTGGATTATAAAGTAACCTTAAATCGTGTAGTTGGAGTTGCTTACA
GACYYGTGCATTATAAAGTAACCTTAAATCCTGTAGTTGGAGTTGCTTACA
GACCGTGGATTATAAAGTAACCTTAAATCCTGTAGTTGGAGTTGCTTACA
GACRGTGGATTATAAAGTAACCTTAAATCGTGTAGTTGGAGTTGCTTACA
GACCGTGCATTATAAAGTAACCTTIAATCCTGTAGTTGGAGTTGCTTACA
GACRNGTGGATRATAAAGTAACCTTAAATCCTGTAGTTGGAGTTGCTTACA
GACCGTGGATRATAAAGTAACCTTAAATCGTGTAGTTGGAGTTGCTTACA
GACCGTGGATTATAAAGTAACCTTAAATCCTGTAGTTIGAGTTGCTTACA
GACRGTGGATTATAAAGTAACCTTAAATCGTGTAGTTEIGAGTTGCTTACA
GACCGTGGATTATAAAGTAACCTTIAATCGTGTAGTT[MGAGTTGCTTAC
GACCGTGCATTATAAAGTAACCTTAAATCCTGTAGTTGGAGTTGCTTAC
GACCGTGGATTATAAAGTAACCTTIAATCGTGTAGTTGGAGTTGCTTAC
GACCGTGGATTATAAAGTAACCTTAAATCGTGTAGTTGGAGTTGCTTAC
GACCGTGCATIATAAAGTAACCTTRAATCGTGTAGTTGAGTTGCTTAC
GACCGTGGATTATAAAGTAACCTTAAATCGTGTAGTTGGAGTTGCTTAC
GACCGTGGATTATAAAGTAACCTTAAATCGTGTAGTTGGAGTTGCTTAC
GACCGTGGATTATAAAGTAACCTTARATCCTGTAMTTGGAGTTGCTTAC
GACCGTGGATTATAAAGTAACCTTAAATCGTGTAGTTGGAGTTGCTTAC
GACCGTGGATTATAAAGTAACCTTAAATCGTGTAGTTGGAGTTGCTTAC
GACCGTGGATTATAAAGTAANCTTAAATRCTGTAGTTGGAGTTGCTTAC
GACCGTGGATTATAAAGTAACCTTAAATCGTGTAGTTGGAGTTGCTTAC
GACCGTGGATTATAAAGTAACCTTAAATCGTGTAGTTGGAGTTGCTTAC
GACCGTGGATTATAAAGTAACCTTAAATCCTGTAGTTGGAGTTGCTTAC
GACCGTGGATTATAAAGTAACCTTAAATCGTGTAGTTGGAGTTGCTTAC
GACCGTGGATTATAAAGTAACCHATRAATCGTGTAGTTGGAGTTGCTTAC
GACCGTGGATTATAAAGTAACCTTAAATCCTGTAGTTGGAGTTGCTTAC
GACCGTGGATTATAAAGTAACCTTAAATCGTGTAGTTGGAGTTGCTTAC
GACCGTGGATTATAAAGTAACCTTAAATCGTGTAGTTGGAGTRGCTTAC
GACCGTGGATTATAAAGTAACCTTAAATCCTGTAGTTGGAGTTGCTTAC
GACCGTGGATTATAAAGTAACCTTAAATCGTGTAGTTGGAGTTGCTTAC
GACCGTGGATTATAAAGTAABCTTAAATCGTGTAGTRGGAGTAGCTTAC
GACCGTGGATTATAAAGTAAECTTAAATCCTGTAGTTGGAGTTGRTTACA
GACCGTGGATTATAAAGTAACCTTAAATCGTGTAGTTGGAGTTGCTTACA
GACCGTGGATTATAAAGTAACCTTAAATCGTGTAGTTIIGAGTTGCTTACA
GACCGTGGATTATAAAGTAACCTTAAATCCTGTAGTTGGAGTTGCTTACA
GAC-GTGgATtATAAAGTAACCtT2aATeGTGTAgTtoGAGTtGeTTACA
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220
219
213
208
210
218
208
208
211
209
203
208
219
202
215
202
202
200
209
218
220
213
208
220
199
218
212
208
219
211
213
213
210
218
208
212
204
202
219
202



Bacillua/1-3E2
BtaM19,/1-3449
BtAM32/1-348
BtaM10/1-335
BtAM102/1-344
BtAMO3 /1-362
BtAM3E/1-337
BtAMOT /1-335
BtAM28/1-306
BtaMO1/1-338
BtAMOE/1-332
BtAM3E6/1-342
BtaM13E/1-3EE
BtaM49,/1-311
BtAMiEE/1-347
BtAM18/1-334
BtaMe1/1-331
BtAMOS /1-330
BtaM134/1-302
BtAM1EE/1-2TE
BtAM24/1-284
BtaM1E53/1-272
BtAM12/1-266
BtAMiig8/1-278
BtAM40B/1-2E56
BtaM133/1-278
BtAMi1E6/1-267
BtAMST /1-223
BtAM39/1-2T6
BtAMT3/1-2E7
BtAM122/1-2E86
BtAMER /1-272
BtAM108/1-262
BtAMa9 /1-287
BtaM1G8/1-249
BtAMiE /1-272
BtaM23/1-226
BtAMEO /1-242
BtAM124/1-282
BtaMat /1-261
COnSensua

GETAATATTAATGA
GETAATATTAATGA

NTAATATTAATGA

CETAATATTAATCA
GNTAATATTAATGA

NTAATATTAATGA

CETAATATTAATCA

NTAATATTAATGA
CTG
TAATATTEATGA

:.TAATATTﬁATGA

NTAATATTAATGA

CETAATATTAATCA
GNTAATATTAATGA

NTAATATTAATGA

GETAATATTAATGA
GETAATATTAATGA
GETAATATTAATGA
GETAATATTAATGA
GETAATATTAATGA

NTAATATTAATGA

GUTEATATTAATGA
GHTAATATTAATGA

NTAATATTAATGA

CETAATATTAATCA
GTAATATTEATGA

MTAATATTAATGA

CETAATATTEATCA
GNTAATATTISATGA

NTAATATTAATGA

GETAATATTAATGA
GETAATATTAATGA
GETAATATTAATGA
GETAATATTAATGA
GETAATATTAATGA

NTAATATTAATGA

GNTAATATEAATGA
GETAATATTAATGA
GHTAATATTAATGA
GETAATATTAATGA

B
X
X

.TaATATtaltga

non conserved

= E0Y conserved

all match

233
232
226
219
223
231
219
221
226
222
216
221
232
215
228
215
215
213
222
231
233
226
221
233
212
231
22E
219
232
224
228
226
223
231
219
225
217
215
232
215
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ANEXO 03:

Alinhamento em modo identidade das sequéncias de nucleotideos do gene hbID



Bacillus/1-354
EtAM26/1-366
EtAMDE/1-246
BtiM134/1-34%
EtAM10/1-344
BtaAM14/1-248
EtAM27/1-2347
Bt4M13E/1-361
EtdM113/1-364
EtAM28/1-336
EtAM49/1-333
EtAME1/1-316
EtAM124/1-345
COLSEensus

Bacillua/1-354
EtAM3E/1-356
EtAMO&/1-2346
Bt4M124/1-34%
EtAM10/1-344
EtAM14/1-348
BtAM27/1-347
EtAM13E5/1-361
EtAM113/1-364
BtAM28/1-226
BtAM45/1-333
BtAME1/1-216
Bt4M124/1-34%
CONSENsus

Bacillua/1-354
BtAM25/1-3E6
EtAMOE/1-2346
EtiAM124/1-34%
BtAM10/1-244
EtAM14/1-248
BtAM27/1-347
BtAM135/1-361
EBtAM113/1-364
EtAM2E/1-326
EtAM49/1-333
EtAME1/1-316
EtiM124/1-34%
COLSENSUs

Bacillua/1-354
EtAM26/1-366
BtAMDE/1-346
EtaM124/1-345%
BtAM10/1-344
EtAM14/1-348
EtAM27/1-347
EtAM135/1-361
EtiM113/1-364
BtAM28/1-336
EtAM49/1-323
BtiME1/1-231E
EtAM124/1-345
COLEENSUE

Modo Identidade - hblD

ACTGTACAAAAGAAAGATA
BACTGTAMAAAAGAAAGATAP
TGTARAAAAGAAAGATAR

GGCAGGTCTAAAAG
GCCAGGTCTAAAAG
GGCAGGTCTAAAAG

TGTACA AR ABRAGATANCG

AGGGTATAAATGATTTAATTACTACAATCAATACAAATTCAAAAGAAGTTACAGA
AGGGTATAAATGATTTAATTACTACAATCAATACAAATTCAAAAGAAGTTACAGA
AGGGTATAAATGATTTAATTACTACAATCAATACAAATTCAAAAGAAGTTACAGA
AGGGTATAAETGATTTAAT[SACTACAATCAATACAAATTCAAAAGAAGTTACAGA
AGGGTATAAATGATTTAAT[SACTACAATCAATACAAATTCAAAAGAAGTTACAGA
AGGGTATAAATGATTTAATTACTACAATCAATACAAATTCAAAAGAAGTTACAGA
AGCGTATAAATHATINIAATSACTACAATCAATACAAATTCAAAAGAAGTIIACAGA
AGGGTATAAATGATTTAATTACTACAATCAATACAAATTCAAAAGAAGTTACAGA
AGGGTATAAATGATTTAATTACTACAATCAATACAAATTCAAAAGAAGTTACAGA
AGGGTATAAATGATTTAATTACTACAATCAATACAAATTCAAAAGAAGTTACAGA

NGGTATAAATNTTAATTACTACANTCAATACAAATHCAAAAGAAGTHACAGA
AGGGTATAAATGATTTAATTACTACAATCAATACAAATTCAAAAGAAGTTACAGA
agGGLATAAaTg At ttAAT ACTACASTCAATACAAAT:CAAAAGAAGTLACAGA

BATTAAGATGCTACAAGACTTCAAAGGGAARACTATATCAAAATTCTACAG
BATTAAGATGCTACAAGACTTCAAAGGGAAACTATATCAAAATTCTACAG
BATTAAGATGCTACAAGACTTCAAAGGGAARACTATATCAAAATTCTACAG
BATTAAGATGCTACAAGACTTCAAAGGGAAACTATATCAAAATTCTACAG
NATTAAGATGCTACAAGACTTCAAAGGGARACTATATC AATTITEt&u
R ATTAAGATGCTACAAGACTTCAAAGGGAAANTATATCMAAATTCTHCAG
ATTAALATu‘TA:AAuAITT:AﬁAhuuAAACTATATIAAAATTITﬁtﬁu

.ATTAALATMPTAFAAMALTTﬁﬁﬁhhhuAAACTATATIAAAATTITAFﬁu
NATTAAGATGCTACAAGACTTCAAAGGGAAACTATATCAARATTCTACAG
BATTAAGATGCTACAAGACTTCAAAGGGAAACTATATCAAAMATTCTACAG
NATTAAGATGCTACAAGACTTCAAMGGGAAACTATATCAAAATTCTACAG
NATTAAGATGCTACAAGACTTCAAAGGGAAACTATATCAAAMATTCTACAG
. ATTAAGATGCTACAAGACTTCALaGGGAALCcTATATCaaATtCTaCAG

ATTTTAAAAATAATGTTGGTGGTCCAGATGGGARAGGTGGITTAACTGCAATATT
ATTTTAAAAATAATGTTGGTGGTCCAGATGGGAAAGGTGGATTAACTGCAATATT
ATTTTAAAAATAATGTTGGTGGTCCAGAIMGGAAAGGTGGATTAACTGCEATATT
ATTTTAAAAATAATGTTGGTGGTCCAGATGGGAAAGGTGGATTAACTGCAATATT
ATTTTAAAAATAATGTTGGTGGTCCAGATGGCARAAGGTGGATTAHCTGCHATATT
ATTTTAAAAATAATGTTGGTGGTCCAGATGGGAAAGGTGGATTAACTGCAATATT
ATTTTAAAAATAATGTTGCTGGTCCAGATGGCAAAGGTGCGATTAACTGCAATATT

ATTTTAAAAATAATGTRGGTGGTCCAGATMGGAAAGGTGGATRAAC[EGCAATATT
ATTTTAAAAATAATGTTGGTGGTCCHGATGGG AEGGTGGATTAACTGCAATATT
ATTTTAAAAATAATGTTGGTGGTCCAGATGGGAAAGGTGGATTAACTGCEATATT

ATTTTAAAAATAATGTTGGTGGTCCAGATGGGAAAGGTGGATTAACTGCAATATT
ATTTTAAAAATAATGTTGCGTGGTCCAGATGGCAAAGGTGCGATTAACTGCAATATT
ATTTTAAAAATAATGTTGGTGGTCCAGATGGGAAAGGTGGATTAACTGCAATATT
ATTTTAAAAATAATGTtGETGGTCCaGAt pGGAaaGGTGGaTt AaCt GO ATATT
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127
128
119
118
118
121
120
122
127
110
106

93
118

182
183
174
173
173
178
175
177
182
165
161
143
173

236
238
227
2268
226
229
228
232
23k
218
214
196
226

290
29
282
281
28
284
283
287
290
273
269
261
281



Bacillua/1-354
BtAM3E/1-265
EtAMO&/1-246
BtAM134/1-345
EtAM10/1-344
EtAM14/1-348
BtAM27/1-347
BtAM136/1-361
BtAM113/1-364
BtAM28/1-238
BtiM48,/1-333
EtAME1/1-316
BtaM124/1-345
CONSENaUS

Bacillua/1-354
EtAM3E5/1-366
BtAMO&/1-248
BtaM134/1-345
EtAM10/1-344
EtAM14/1-348
BtAM2T7/1-247
BtAM136/1-361
BtAM113/1-364
BtAM28/1-336
EtAM49/1-3332
EBtAME1/1-316
BtaM124/1-345
CONSENaUS

AGCAGGTCAACAGGCAACGATTCCACAACTTCAAG
AGCAGGTCAACAGGCAACGATTCCACAACTTCAAG
ACCAGGTCARCACCCAACGATTCCACAACTTCHEG
AGCAGGTCAACAGGCAACGATTCCACAACTTCAAG
AGCAGGTCAACAGGCAACGATTCCACAACTTCAAG
AGEAGGTCAACAGGCEAEG&TTCEACAAETTQ@AP
AGCAGGTCAACAGGCAACGATTCCACAACTTCAAG

AGCAGGTRAACAGGCAACGATTCCACAACTTCAAG
AGCAGGTCAACAGGCAACGATTCCACAACTTCAAG
AGCAGGTCAACAGGCEACGATTCCMCAACTTCAAG
AGCAGGTCAACAGGCAACGARTCCACAACTTCAAG
AGCAGGTCAACAGGCAACGATTCCACAACTTCAAG
AGCAGGTCAACAGGCAACGATTCCACAACTTCAAG

347
348
339
338
339
341
340
344
347
329
3268
308
338

¥ non conserved
E >E0} conserved
B all match

NCTGAAATTGAGCAACTTCG
NCTAAATTGAGCAACTTCG
ACEAAATTGAGCARCTTCG
NCTCGAAATTGAGCAACTTCG

CTGAAATTGAGCAANTTCG

QCTGAAATTGAGCAACTTCG
QCTGAAATTGAGCAACTTCG
ACTGAAATTGAGCAACTRCG
NCTGAAATTGAGCAACTTCG
NCTGAAATEHAAECA[NTTCG
NCTGAAATTGAGCAACTTCG
QCTGAAATTGAGCAACTTCG
NCTGAAATTGAGCAACTTCG
AGCAGGTcAaCAGGCaACGALTCCaCAACTT Caai.

CtpAAATtgAgClacTtCG
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344
345
338
33k
336
338
3ar
341
344
327
323
306
336
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ANEXO 04:

Alinhamento em modo identidade das sequéncias de nucleotideos do gene hbIC



Bacillus/1-E6E6
BtAMO8/1-664
BtAM2T7/1-662
BtAME1/1-6E8
BtAM49/1-663
BtAM13E/1-848
BtAM3E/1-649
BtAM28/1-832
BtAM0OE/1-638
BtAM18/1-614
BtAMiEE/1-812
BtAM03/1-E93
BtAMO6/1-E84
BtAM1158/1-548
BtAM1E59/1-528
BtAM153/1-503
BtAM19/1-485
BtAM36/1-488
BtAMA0A/1-4T4
BtAM7TE/1-470
BtAM40B/1-470
BtAMO1/1-476
BtAM10/1-466
BtAMEE/1-416
BtAM154/1-391
BtAM14/1-390
BtAM32/1-380
BtAM102/1-350
BtAM108/1-317
CONSensus

Bacillus/1-BE66
BtAMOS/1-664
BtAM2T /1-662
BtiMEl/1-6E8
BtAM49/1-663
BtAM135/1-646
BtAM3E/1-649
BtAM28/1-632
BtAMOE/1-638
BtAMi18/1-614
BtAM1EE/1-612
BtAMO3/1-E93
BtAMOE/1-E84
BEtAM118/1-E48
BtAM1E9/1-E26
BtAM1E3/1-E03
BtAM19/1-485
BtAM36/1-488
BtAM40A/1-474
BtAMTE/1-4T0
BtAM40B/1-470
BtAMO1/1-476
BtAM10/1-466
BtAMEE/1-418
BtAM1E4/1-391
BtiM14/1-390
BtAM32/1-380
BtAM102/1-3E0
BtAM108/1-317
COnSensus

Modo Identidade - hblC

CGGATAGACTT
BCGGATAGACTT
CGGATAGACTT

$CGGATAGACTT
NCGGATAGACTT
CGGATAGACTT
CGGATAGACTT
CGGATAGAC

BNCGCATAGACTT
NCGCATACAC

CGGATAGACTT
CGGATAGACTT

AtcGTTtGTaCA .- Thasghagat.

GAAGTACTTCAAGAAATGGCTATGACGAATCAAGAAAATGCGCAACGACA
GAAGTACTTCAAGAAATGGCTATGACGAMTCAAGAAAATIAICGCAACGECA
GAAGTACTTCAAGAAATGGCTATGACGAATCAAGAAAATGCGCAACGACA
GAAGTACTTCAAGAAATGGCTATRACGAATCAAGAAAATGCGCAACGACA
GAAGTACTTCAAGAAATGGCTATGACGAATCAAGAAAATGCGCAACGACA
MAAGTACTTCAAGAAATGGCTATGACGAATCAAGAAAATGCGCAACGACY)
NAAGTACTHCAAGAAATGGCTATGACGAATCAAGAAAATGCGCAACGACA
MAAGTACTTCAAGAAATGGCTATGACGAATCAAGAAAATGCGCAACGACY]
GAAGTACTTCAAGAAATGGCTATGACGAATCAAGAAAATGCGCAACGAQY]
NAAGTACTTAAGAAATGGCTATGACGAATCAAGAAAATGCGCAACGACA
GAAGTACTTCAAGAAATGGCTATGACGAATCAAGAAAATGCGCAACGAQY]
GAAGTACTTCAAGAAATGGCTATGACGAATCAAGAAAATGCGCAACGACA
QAAGTACTTCAAGAAATGGCTATGACGAATCAAGAAAATGCGCAACGACA
GAAGTACTTCAAGAAATGGCTATGACGAATCAAGAAAATGCGCAACGACA
AAGTACTTCAAGAAATGGCTATGACGAATCAAGAAAATGCGCAACGACTS
GAAGTACTTCAAGAAATGGCTATGACGAATCAAGAAAATGCGCAACGACTY
GAAGTACTTCAAGAAATGGCTATGACGAATCAAGAAAATGCGCAACGACA
GAAGTACTTCAAGAAATGGCTATGACGAATCAAGAAAATGCGCAACGACA
GAAGTACTTCAAGAAATGGCTATGACGAATCAAGAAAATGCGCAACGACA
GAAGTACTTCAAGAAATGGCTATRACGAATCAAGAAAATGCGCAACGACE]
GAAGTACTTCAAGAAATGGCTATGACGAATCAAGAAAATGCGCAACGAQY]
GAAGTACTTCAAGAAATGGCTATGACGAATCAAGAAAATGCGCAACGACA
GAAGTACTTCAAGAAATGGCTATGACGAATCAAGAAAATGCGCAACGACA
GAAGTACTTCAAGAAATGGCTATGACGAATCAAGAAAATGCGCAACGAQH
GAAGTACTTCAAGAAATGGCTATGACGAATCAAGAAAATGCGCAACGAQY
JAAGTACTTCAAGAAATGGCTATGACGAATCAAGAAMATGCGCAACGACHE
GAAGTACTTCAAGAAATGGCTATGACGAATCAAGAAAATGCGCAACGACA
AAGTACTEcAAGAAATGGCTATgACGAaTCAAGAAaATECGCAACGAC

99



Bacillus/1-686
BtAMOS/1-664
BtAM27/1-662
BtAMB1/1-6E8
BtAM4S/1-663
EtAM13E/1-646
BtAM3E/1-649
BtAM25/1-632
BtAMOG/1-638
BtAMi8/1-614
EtAM1EE/1-612
BtAMO3/1-E93
BtAMOE/1-584
EtAMi118/1-E48
BtAM1E9/1-E26
BtAM1E3/1-E03
BtAM19/1-4856
BtAM36/1-488
BrtAM40A/1-4T4
BtAM7E/1-470
EtAM40B/1-4T0
BtAMO1/1-476
BtAM10/1-466
BtAMELR/1-418
EtAMiE4/1-301
BtAM14/1-390
BtAM32/1-380
BtAM102/1-350
EtAM108/1-317
CONSEensus

Bacillus/1-666
BtAMOS/1-664
BrtAM27/1-662
BtAM&1/1-6568
BtAM49/1-663
EtAM13E/1-646
BtAM3E/1-649
BtAM28/1-632
BtAMOR/1-638
BtAM1&8/1-614
BrtAMiEE/1-612
BtAMO3/1-E93
BtAMOE/1-E84
EtAM118/1-E48
BtAM1ES/1-E26
BtAM1E3/1-E03
BtAM19/1-485
BtAM3E6/1-4588
BtAM40A/1-474
BtAM7TE/1-470
EtAM40E/1-470
BtAMO1/1-476
BtAM10/1-466
BtAMER/1-418
EtAM1E4/1-391
BtAM14/1-390
BtAM32/1-380
BtAM102/1-3E0
BrAM108/1-317
COnZensus

AATCAATGAATTAACAGARNCTTAAATTACAGCTTGATAAAAAATTAAAAG
AATCAATGAATTAACAGATCTTAAATTACAGCTTGATAAAAAATTAAAAG
AATCAATGAATTAACAGATCTTAAATTACAGCTTGATAAAAAATTAAAAG
AATCAATGAATTAACAGATCTTAAATTACAGCTTGATAAAAAATTAAAAG
AATCAATGAATTAACAGATCTTAAATTACAGCTTGATIAAAAATTAAAAG
AATCAATGAATTAACAGATCTTAAATTACAGCTTGATAAAAAATTAAAAG
AATCAATGAATTAACAGATCTTAAATTACAGCTTGATAAAAAATTAAAAG
AATCAATGAATTAACAGATCTTAAATTACAGCTTGAPNIAAAAATEAA ALY
AATCAATGAATTAACAGATCTTAAATTACAGCTTGATAAAAAATTAAAAG
AATCAATGAATTAACAGATCTTAAATTACAGCTTGATAAAAAATTAAAAG
AATCAATGAATTAACAGATCTTAAATTACAGCTTGATAAAAAATTAAAAG
AATCAATGAATTAACAGATCTTAAATTACAGCTTGATAAAAAATTAAAAG
AATCAATGAATTAACAGATCTTAAATTACAGCTTGATAAAAAATTAAAAG
AATCAATGAATTAACAGATCTTAAATTACAGCTHGATAAAAAATTAAAAG
AATCAATGAATTAACAGATCTTAAATTACAGCTTGATAAAAAATTAAAAG
AATCAATGAATTAACAGATCTTAAATTACAGCTTGATAAAAAATTAAAAG
AATCAATGAATTAACAGATCTTAAATTACAGCTTGATAAAAAATTAAAAG
AATCAATGAATTAACAGATCTTAAATTACAGCTTGATEAAAAATTEALAC
AATCAATGAATTAACAGATCTTAAATTACAGCTTGATAAAAAATTAAAAG
AATCAATGAATTAACAGATCTTAAATTACAGCTTGATAAAAAATTAAAAG
AATCAATGAATTAACAGATCTTAAATTACAGCTGATAAAAAATTAAAAG
AATCAATGAATTAACAGATCTTAAATTACAGCTTGATAAAAAATTAAAAG
AATCAATGAATTAACAGATCTTAAATTACAGCTTGATAAAAAATTAAAAG
AATCAATGAATTAACAGATCTTAAATTACAGCTTGATAAAAAATTAAAAG
AATCAATGAATTAACAGATCTTAAATTACAGCTTGATAAAAAATTAAAAG
AATCAATGAATTAACAGATCTTAAATTACAGCTTGATEAAAAATTMAAAG
AATCAATGAATTAACAGATCTTAAATTACAGCTTGATAAAAAATTRIAAAG
AATCAATGAATTAACAGATCTTAAAT{ACAGCTTGATAAAAAATTAAAAG
AATCAATGAATTAACAGATCTTAAATTACAGCTTGATAAAAAATTAAAAG
AATCAATGAATTAACAGATCTTAAATCACAGUTtGATaAAALAAT L aldag

ATTTTGATACTAATGTGGCAACTGCGCAA

ATTTTGATACTAATGTGGCAACTGCGCAA
ATTTTGATACTAATGTGGCAACTGCGCAA
ATTTTGATACTEATGTGGCAACTGCGCAM
ATTTTGATACTAATGTGGCAACTGCGCAA
ATTTTGATACTAATGTGGCAACTGCGCAA
ATTTTGATACTAATGTGGCAACTGCGCAA
ATTTHGATACTAATGTGGEMACHGCGCA[H
ATTTTGATACTAATGTGGCAACTGCGCAA
ATTTTGATACTAATGTGGCAACTGCGCAA
ATTTTGATACTAATGTGGCAACTGCGCAA
ATTTTGATACTAATGTGGCAACTGCGCAA
ATTTTGATACTAATGTGGCAACTGCGCAA
ATTTTGATACTAATGTGGCAACTGCGCAA
ATTTTGATACTAATGTGGCAACTGCGCAA
ATTTTGATACTAATGTGGCAACTGCGCAA
ATTTTGATACTAATGTGGCAACTGCGCAA
ATTTTGATACTAATGTGGCAACTGCGCAA
ATTTTGATACTAATGTGGCAACTGCGCAA
ATTTTGATACTAATGTGGCAACTGCGCAA
ATTTTGATACTAATGTGGCAACTGCGCAA
ATTTTGATACTAATGTGGCAACTGCGCAA
ATTTTGATACTAATGTGGCAACTGCGCAA
ATTTTGATACTAATGTGGCAACTGCGCAA
ATTTTGATACTAATGTGGCAACTGEGCAA
ATTTTGATACTAATGTGGCAACTGCGCAA
ATTTTGATACTAATGTGGCAACTGCGCAA
ATTTTGATACTAATGTGGCAACTGCGCAA
ATTTTGATACTAATGTGGCAACTGCGCAA

NGCCATACTAAGTACAGATGG
NGCATACTAAGTACAGATGG
NGCATACTAAGTACAGATGG
NGCCATACTAAGTACAGATGG
NGCATACTAAGTACAGATGG
NGCATACTAAGTACAGATGG
NGCATACTAAGTAClEGATRC
NGCCATACTAAGTACAGATGG
NGCATACTAAGTACAGATGG
NGCATACTAAGTACAGATGG
NGCATACTAAGTACAGATGG
NGCATACTAAGTACAGATGG
NGCATACTAAGTACAGATGG
NGCATACTAAGTACAGATGG
NGCATACTAAGTACAGATGG
NGCATACTAAGTACAGATGG

GCATACTAAGTACAGAT[RG

NGCATACTAAGTACAGATGG
NGCCATACTAAGTACAGATGG
NGCATACTAAGTACAGATGG
NGCATACTAAGTACAGATGG
NGCATACTAAGTACAGATRGC
NGCATACTAAGTACAGATGG
BG[EATACTAAGTACAGATGG
NGCATACTAAGTACAGATGG
NGCATACTAAGTACAGATGG
NCCATACTAMGTACAGATGG
NGCATACTAAGTACAGATGG
ATTTtGATACTaATGTGGcaACtGeGCAAG.

GocATAcTAaGTACaGATgG
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148

199
195
198
198
198
198
197
190
193
192
195
190
198
197
194
194
193
198
199
197
198
198
198
197
197
198
193
192
197



Bacillus/1-666
BtAMOS/1-664
BtAM27/1-662
BtAM&l/1-8E8
BtAM49/1-863
BtAM13E/1-6848
BtAM35/1-649
BtAM28/1-632
BtAMOE/1-838
BtAMi18/1-514
BtAMi5E/1-612
BtAM0O3/1-5593
BtAMOB/1-584
EtAM118/1-E48
BtAM159/1-528
BtAM153/1-503
BtAM19/1-485
BtAM36/1-488
BtAM4O0A/1-474
BtAM7TE/1-4T70
BtAM40E/1-470
BtAMO1/1-476
BtAM10/1-466
BtAMEE/1-416
BtAM154/1-391
BrAM14/1-390
BtAM32/1-380
BtAM102/1-350
BtAM108/1-317
CONSEnsus

Bacillus/1-666
BtAMO8/1-6864
BtAM27 /1-B62
BtAM&1/1-85858
BtAM49/1-663
BtAM13E/1-648
BtAM3E5/1-849
BtAM28/1-832
BtAMObL/1-8358
BtAM18/1-614
BEtAMiBE/1-E812
BtAM0O3/1-E593
BtAMOB/1-584
BrtAM1158/1-548
BtAM159/1-526
BtAM153/1-E03
BtAM19/1-48k
BtAM36/1-4585
BtAM4OA/1-474
BtAM7TE/1-470
EtAM40E/1-470
BtAMO1/1-476
BtAM10/1-466
BtAMELE/1-416
EtAMi54/1-301
BtAM14/1-390
BtAM32/1-380
BtAM102/1-350
BtAM108/1-317
CONSensus

AACAGGAAAAATAGATCAGTTH
AACAGGAAAAATAGATCAGTTAAAAAA
AACAGGAAAAATAGATCAGTTAAAAAA

BCAAATATTAAATH
BCAAATATTAAATH
AACAGCAAAAATAGATCAGTTAAAAAATIGAAATATTAAATH
AACAGCAAAAATACGATCAGTTAAAAAATHGAAATATTAAATR
AACAGGAAAAATAGATCAGTTAAAAAATHGAAATATTAAATR
AACAGGAAAAATAGATCAGTTHAAAAAISNGAAATATTAAATR
AACHECAMAAATAGATCAGTTIEAAA[ISNGAAATATTAAATR
AACAGCAAAAATAGATCAGTTAAAAAATIGAAATATTAAATR
AACAGCAAAAATAGATCAGTTHAAAAPMNGAAATATTAAATR
AACAGGAAAAATAGATCAGTTAAAAAATINGAAATATTAAATR
AACAGGAAAAATAGATCAGTTAAAAAATINGAAATATTAAATH
AACAGGAAAAATAGATCAGTTHAAAAAINGAAATATTAAAT
ACAGCAAAAATACATCAGTTAAAAAATIGAAATATTAAATR
AACAGGAAAAATAGATCAGTTAAAAAATHGAAATATTAAATR
AACAGGAAAAATAGATCAGTTAAAAAATIGAAATATTAAATR
AACAGGAAAAATAGATCAGTTAAAAAATIGAAATATTAAATR
AACAGCA[MAAATACGATCAGTT{SAAAATICGAAATATTAAATR
AACAGGAAAAATAGATCAGTTAAAAAATHGAAATATTAAATR
AACAGGAAAAATAGATCAGTTAAAAAATIGAAATATTAAATR
ACAGGAAAAATAGATCAGTTAAAAAATINGAAATATTAAATH
AACAGGAMAAATAGATCAGTTEAAA[A
AACAGCAAAAATACATCAGTTAAAAAA
AACAGGAAAAATAGATCAGT
AACAGGAAAAATHGATRARAT
AACAGGAAAAATAGATCAGTTIJAAAAA
AACAGCAAAAATAGATCAGTTIeAAAAA
AACAGGAAAAATAGATCAGTT[®AAAAA
AACAGGAAAAATAGATCAGTTAAAAAA

CAAATATTAAATH
NCAAATATTAAATH

AGCAATTCAAAATGATTTACAGCAAATTGCATTAATACCAGGAGE
AGCAATTCAAAATGATTTACAGCAAATTGCATTAATACCAGGAGH

GCAATTCAAAATGATTTACAGCAAATTGCATTAATACCAGGEGHE
AGCAATTCAAAATGATTTACAGCAAATTGCATTAATACCAGGAGH
AGCAATTCAAAATGATTTACAGCAAATTGCATTAATACCAGGEGHE
AGCAATTCAAMATGATTTACAGCAAATTGCATTAATACCAGGAGE
AGCAATTCAAAATGATTTACAGCAARATTGCATTAATACCAGGAGH
AGCAATTCAAAATGATTTACAGCAAATTGCATTAATACCAGGEGHE
AGCAATTCAAAATGATTTACAGCAAATTGCATTAATACCAGGAGH
AGCAATTCAAAATGATTTACAGCAAATTGCATTAATACCAGGEGHE
AGCAATTCAAMATGATTTACAGCAAATTGCATTAATACCAGGAGE
AGCAATTCAAAATGATTTACAGCAAATTGCATTAATACCAGGAGH
AGCAATTCAAAATGATTTACAGCAAATTGCATTAATACCAGGAGH

AGCAATTCAAAATGATTTACAGCAAATTGCATTAATACCAGG
GCAATTCAAAATGATTTACAGCAAATTGCATTAATACCAGG

AGCAATTCAAAATGATETACAGCAAATTGCATTAATACCAGGEGHE
AGCAATTCAAAATGATTTACAGCAAATTGCATTAATACCAGGAGHE
AGCAATTCAAAATGATTTACAGCAAATTGCATTAATACCAGGAGH
AGCAATTCAAMATGATTTACAGCAAATTGCATTAATACCAGGAGE

GCAATTCAAAATGATETACARMCAAATTGCATTAATACCAGGAGH
AGCAATTCAAAATGATTTACAGCAAATTGCATTAATACCAGGEGHE
AGCAATTCAAAATGATTTACAGCAAATTGCATTAATACCAGGAGH

AGCAATTCAAAATGATTTACAGCAAATTGCATTAATACCAGGEG

AGCAATTCAAAATGATTTACAGCAMATTGCATTAATACCAGCAGH
AGCAATTCARAATGATTTACAGCAAATTGCATTAATACCAGGAGH
AGCAATTCAAAATGATTTACAGCAMATTGCATSJJATACCAGGEGH
AGCAATTCAAAATGATTTACAGCAAATTGCATTAATACCAGCEGH
AGCAATTCAaRATGATtTACAgCAaATTGCATtaATACCAGGAG.
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296
202
295
295
295
295
204
287
290
289
202
287
295
294
291
201
290
295
296
204
205
296
295
295
296
298
29
289
204



Bacillu=/1-BE6
EtAMOS/1-664
BtAM27 /1-662
BtAME1l/1-6E8
BtAM45/1-663
BtAMi13E/1-648
BtAM3E/1-649
BtAM2E8/1-632
BtAMOE/1-638
BtAM18/1-614
BtAMiEG/1-612
BtAM0O3/1-583
BtAMOE/1-E84
BtAM118/1-E48
EtAM1EQ/1-E26
BtAM1E3/1-E03
BtAM15/1-485
BtAM36/1-488
BtAM40A/1-474
BtAMTE/1-470
EtAM40E/1-470
BtAMO1/1-476
BtAM10/1-4686
BtAMEER/1-416
BtAMiE4/1-391
BtAM14/1-3890
BtAM32/1-380
BtAM102/1-3E0
BtAM1058/1-317
CONSensus

MATTTGCTATATTC
MATTTGCTATATTC
AATTTGCTATATTC
MATTTGCTATATTC
NATTTGCTATATTC
NATTTGCTATATTC
MATTTGCTATATTC
MATTTGCTATATTC
MATTTGCTATATTC
MATTTGCTATATTC
MATTTGCTATATTC
NATTTGCTATATTC
MATTTGCTATATTC
MATTTGCTATATTEN
MATTTGCTATATTC
QATTTGCTATATTC
MATTTGCTATATTC

GGEATTTGCTATATTC

NATTTGCTATATTC
MATTTGCTATATTC
AATTTGCTATATTHN
BATYTGCTATATTC
AATTTGCTATATTC

ATTTGCTATATTC

$ATTTGCTATATTC
NATTTGCTATATTC
MATTTGCTATATTC
BATTECCTATATTC
NATTTGCTATATTR
AATGA . CaGGG.

ATttGCTATATT:

M non conserved
El =E0Y% conserved

ﬂ all match

320
318
319
219
319
319
318
3211
314
313
318
311
219
318
31k
316
314
219
320
318
319
320
319
219
321
319
315
313
317
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ANEXO 05:

Alinhamento em modo identidade das sequéncias de nucleotideos do gene nheA



Bacillus/1-421
BtAMO1,/1-405
BtAM14/1-412
BtAMOS/1-418
BtAM27/1-416
BtAM10/1-420
BtAMAG/1-406
BtAM1E6/1-415
BtAMO3/1-411
BtAM28/1-408
BtAMO&/1-350
BtAM365/1-416
BtAM102/1-403
BtAM16E/1-405
BtAME1/1-412
BtAMOE/1-405
BtAM136/1-412
BtAM19/1-361
BtAM1&8/1-408
BtAM36/1-414
BtAM134/1-358
BtAM3T/1-415
BtAMSE/1-310
BtAM40A/1-385
BtAM142/1-373
BtAM4OE/1-412
BtAME3/1-303
BtAMBE/1-370
BtAM32/1-332
BtAM40B/1-300
BtAM161/1-434
BtAM24/1-279
BtAM12/1-27T7
CONSensus

Modo Identidade - nheA

TTTTGCAACAGCCAGAR
TTTTGCAACAGCCAGAR
TTTTGCAACAGCCAGAR
TTTTGCAACAGCCAGAR
TTTRACAACAGCCAGAR
TTTTGCAACAGCCAGAR
TTHACAACAGCCAGAR
TTTTGCAACAGCCAGAR

CAACAGCCAGAR

TTTTGCAACAGCCAGAR
TTTTGCAACAGCCAGAR
TTTTGCAACAGCCAGAR
TTTPGCAACAGCCAGAR

TTTTGCAACAGCCAGA

TTTTGCAACAGCCAGAY
TTTTGCAACAGCCAGAR
MCAACAGCCAGAR
MCAACAGCCAGAR
IICAACAGCCAGAR
MCAACAGCCAGAR
MCAACAGCCAGAR
PICAACAGCCAGAR
TTTTGCAACAGCCAGAR
TTTTGCAACAGCCAGAR
TATTCEAACAGCCAGANE
TTITTGCAACARCCAGAR
TTTTGCAACAGCHIGAR
TTTTGCAACAGCCAGAR
TtttgchaCAgCcaGh.

RTAAATGCGATGAGTAG

BTAAATCCGATCACTAC
WA A[ETCCCATCACTAGCTTAACGAATCAT
NTAAATGCGATGAGTAGCTTAACGAATCAT

NTAAATGCGATGAGTAGCTTAACGAATCAT
NTAAATGCGATGAGTAGCTTAACGAATCAT
NTAAATGCGATGAGTAGCTTAACGAATCAT
NTAAATGCGATGAGTAGCTTAACGAATCAT
NTAAATGCGATGAGTAGCTTAACGAATCAT
NTAAATGCGATGAGTAGCTTAACGAATCAT
NTAAATGCGATGAGTAGCTTAACGAATCAT
NTAAATGCGATGAGTAGCTTAACGAATCAT
NTAAATGCGATGAGTAGCTTAACGAATCAT
NTAAATGCGATGAGTAGCTTAACGAATCAT
NTAAATGCGATGAGTAGCTTAACGAATCAT
NTAAATGCGATGAGTAGCTTAACGAATCAT
BTAAATGCGATGAGTAGCTJAACGAATCAT
NTAAATGCGATGAGTAGCTTAACGAATCAT
NTAAATGCGATGAGTAGCTTAACGAATCAT
NTAAATGCGATGAGTAGCTTAACGAATCAT
NTAAATGCGATGAGTAGCTTAACGAATCAT
NTAAATGCGATGAGTAGCTTAACGAATCAT
NTAAATGCGATGAGTAGCTTAACGAATCAT
NTAAATGCGATGAGTAGCTTAACGAATCAT
NTAAATGCGATGAGTAGCTTAACGAATCAT

GCGATGAGTAG ACGAATCAT
ACGAATCAT
ACGAATCAT
ACGAATCAT
ACGAATCAT
ACGAATCAT

AATGCGATGAGTAG
AATGCGATGAGTAG
AATGCGATGAGTAG

AAATGCCGATGAGTAGCTTAACGAATCAT

RTEAATCCIATCACEACGHTTAACGAATCAT
NTAAATGCGATGAGTAGCTTAACGAATCAT
NTAAATCCGATCACTAGCTTAACGAATCAT
ATTAAEG.tahalGCEATGAGLAG TtaACGAATCAT
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Bacillus/1-421
EtAMO1/1-408
EtAMi14/1-412
EtAMOS8/1-418
EtAM27 /1-416
BtAM10/1-420
EtAM48/1-406
BtAM1BE/1-415
EtAMO3/1-411
EtAM28/1-408
EtAMO&/1-359
BtAM35/1-416
BtAM102/1-403
BtAM1EE/1-405
EtAM6l/1-412
EtAMOE/1-408
EtAM135/1-412
EtAM15/1-361
EtAMi8/1-408
EtAM36/1-414
EtAM134/1-368
EtAM37/1-415
EtAMSE/1-310
BtAM40A/1-385
BtAM142/1-373
EtAM40E/1-412
EtAMB3/1-353
EtAM5E/1-370
EtAM32/1-332
BtAM4ACGE/1-300
BtAM161/1-434
EtAM24/1-279
BtAM12/1-277
COonsensus

Bacillus/1-421
EtAMO1/1-408
EtAMi14/1-412
EtAMOS8/1-418
BTtAM27/1-416
EtAM10/1-420
EtAM48/1-408
BtAM1BE/1-415
EtAMO3/1-411
EtAM28/1-408
BtAMO6/1-359
EtAM3E/1-416
BtAM102/1-403
EtAM16E6/1-405
EtAMB1/1-412
EtAMOE/1-408
EtAM135/1-412
EtAM15/1-361
EtAMi8/1-408
EtAM36/1-414
BtAM134/1-358
EtAM37/1-415
EtAMSE/1-310
BtAM40A/1-385
BtAM142/1-373
EtAM40E/1-412
EtAMB3/1-353
EtAM5E/1-370
EtAM32/1-332
BtAM40E/1-300
EtAMi61/1-434
EtAM24/1-279
BtAM12/1-277
consensus

CAAAAGTTMGCAAAGGCGAATGTHCGAGAGTGGATTGATGAATATAA
CAAMAGTTTGCAAAGGCGAATGTACGAGAGTGGATTGATGAATATAA
CAAAAGTTTGCAAAGGCGAATGTACGAGAGTGGATTGATGAATATEA
CAAAAGTTTGCAAAGGCGAATGTACGAGAGTGGATTGATGAATATAA
CﬁﬁﬁﬁGTTTGCEAAGGCGﬁﬁTGTACGAGEETGEATTGATC&ATﬁTﬁA
CAAAAGTTTGCAAAGGCGAATGTACGAGAGTGGATTGATGAATATAA
CAAAAGTTTGCAAAGGCGAATGTACGAGARNTGGATTGATGAATATAA
CAAMAGTTTGCAAAGGCGAATGTACGAGAGTGGATTGATGAATATAA
CAAAAGTTTGCAAAGGCGAATGTACGAGANTGGATTGATGAATATAA
CAAMAGTTTGCAAAGGCGAATGTACGAGAMTGGATTGATGAATATYRA
CAAMAGTTTGCAAAGGCGAATGTACGAGAMTGGATTGATGAATATEA
CAAAAGTTTGCAAAGGCGAATGTACGAGARNTGGATTGATGAATAT®A
CAAAAGTTTGCAARGGCGAATGTACHAGAGTGGATTGATGAATAT[EA
CAAAAGTTTGCAAAGGCGAATGTACGAGANTGCGATTGATIAATAT[EA
CAAAAGTTTGCAAAGGCGAATGTACGAGAGTGGATTGATGAATATYA

CAAMAGTTTGCAAAGGCGAATGTACGAGAGTGGATTGATGAATATAA
CAAAAGTTTGCAAAGG

CGAATGTACGAGAGTGGATTGATGAATATAA
CAAMAGTTTGCAAAGGCGAATGTACGAGAGTGGATTGATGAATATYRA
CAAMAGTTTGCAAAGGCGAATGTACGAGAGTGGATTGATGAATATEA
CAAAAGTTTGCAAAGGCGAATGTACGAGAGTGGATTGATGAATAT®A
CAAAAGTTTGCAAAGGCGAATGTACGAGAGTGGATTGATGAATATAA
CAAMAGTTTGCAAAGGCAAATGTARIGAGAGTGGATTGATGAATATAA
CAAAAGTTTGCAAAGGOINMAATGTANGAGAGTGGATTGATGAATATAA
CAAMAGTTTGCAAAGCONAATGTARGAGAGTGGATTGATGAATATAA
CAAMAGTTTGCAAAGGORAAATGTAMGAGAGTGGATTGATGAATATAA
CAAAAGTTTGCAAAGGCIMAATGTANGAGAGTGGATTGATGAATATAA
CAAMAGTTTGCAAAGGCRAAATGTALGAGAGTGGATTGATGAATATAA
CAAMAGTTTGCAAAGGCGAATGTACGAGAGTGGATTGATGAATATAA
CAABAGTTTGCAAAGGCGAATGTACGAGAGTGGATTGATGAATAT[EA
CAAMAGTTTGCAAAGGCGAATGTACGAGAGTGGATTGATGAATATAA
CAAAAGTTTGCAAAGGCGAATGTECGAGAGTGGATTGATGAATATRJA
CAAAAGTTTGCAAAGGCGAATGTACGAGAGTGGATTGATGAATATAA
CAAMAGTTTGCAAAGGCGAATGTACGAGAGTGGATWGATGAATATAATR
CAAMAGTTtGCAAAGGCEAATCTa gAGAETGGATtGATgAATAT AT .

CCGAAG

CTAATTGACTTAAATCAAGARATGATGAGATACAGCACTAGATTTAATAGETATT
CTAATTGACTTAAATCAAGAGATGATGAGATACAGCACTAGATTMAATAGTTATT
CTAATTGACTTAAATCAAGAGATGATGAGATACAGCACTAGATT®MAATAGTTATT
CTHJATTGACTTAAATCAAGAGATGATGAGATACAGCACTAGATTMAATAGTTATT
CTAATTGACTTAAATCAAGAGATGATGAGATACAGCACTAGATTTAATAGETATT
CTAATTGACTTAAATCAAGAGATGATGAGATACAGCACTAGATTAATAGTTATT
CTAATTGACTTAAATCAAGAGATGATGAGATACAGCACTAGATTTAATAGHETATT
CTAATTGACTTAAATCAAGAGATGATGAGATACAGCARTAGATTTAATAGSTATT
CTAATTGACTTAAATCAAGAGATGATGAGATACAGCACTAGATTTAATAGETATT
ATTGACTTAAATCAAGAGATGATGAGATACAGCACTAGATTTAATAGETATT
ATTGACTTAAATCAAGAGATATGAGATACAGCACTAGATT[MAATAGETATT
ATTGACTTAAATCAAGAGATGATGAGATACAGCACTAGATTTAATAGTATT
ATTGACTTAAATCAAGAGATGATGAGAT&CAGG&CTAGAT ATAuTTATT
ATTG&CTTAAATCAAGAGAﬂ@ATGﬁGATAGAGC&CTAGAT
ATTGACTTAAATCAAGAGATGATGAGATACAGCACTAGAT
CTAATTGACTTAAATCAAGAGATGATGAGATACAGCAN TAGATTTﬂATAuCThTT
CTAATTGACTTAAATCAAGAGATGATGAGATACAGCARTAGATTTAATAGSTATT

CTAATTGACTTARNATCAAGAGATGATGAGATACAGCACTAGATTMAATAGTTATT
CTAATTGACTTAAATCAAGAGATGATGAGATACAGCACTAGATT®AATAGTTATT
CTAATTGACTTARATCAAGAGATGATGACATACAGEACTAGATT®AATAGTTATT
CTAATTGACTTAAATCAAGAGATGATGAGATACAGCACTAGATT®AATAGTTATT

CTAATTGACTTAAATCAAGAGATGATGAGATARAGHNARTAGATTTAATAGTTETT
CTAATTGACTTAAATCAAGAGATGATGAGATANAGIANTAGATTTAATAGTTATT
CTAATTGACTTAAATCAAGAGATGATGAGATAPNAGISACTAGATTTAATAGTTATT
CTAATTGACTTAAATCAAGAGATGATGAGATANAGISACTAGATTTAATAGTTATT
CTAATTGACTTAAATCAAGAGATGATGAGATARNAGIWACTAGATTTAATAGTTATT
CTAATTGACTTAAATCAAGAGATGATGAGATARAGIARTAGATTTAATAGTTHTT
CTAATTGACTTAAATCAAGAGATGATGAGATACAGCACTAGATTMAATAGTTATT
CTEATTGACTTAMATCAAGAGATGATGAGATACAGCACTAGATTHAATAGTTETT
CTAATTGACTTAAATCAAGAGATGATGAGATACAGCARTAGATTTAATAGETATT

TAATEGACTTAAATCAAGAGATGATGAGATARAGCANTAGATTTAATAGETATT
CTAATTGACTTAAATCAAGAGATGATGAGATACAGCACTAGATTMAATAGTTATT
CTAATTGACTTAAATCAAGAGATGATGAGATACAGCARITAGATTTAATAGETATT

105



Bacillus/1-421
EtAMO1 /1-405
BtiM14/1-412
BtAMO8/1-418
BtAM27/1-418
BtAM10/1-420
BtAM45/1-406
BtAMiEE/1-415
BtAM0O3/1-411
BtAM28/1-408
BtAMOG/1-3585
BtAM3E/1-418
BtAM102/1-403
BtAM1E6E/1-405
BtAME1/1-412
BtAMOE/1-405
BtAM13E/1-412
BtaM19/1-361
BtAM18/1-408
BtiM36/1-414
BtAM134/1-3E8
BtAM37T/1-415
BtAMSE/1-310
BtAM40A/1-385
BtAM142/1-373
BtAM4OE/1-412
BtAME3/1-3093
BtAMER/1-3T0
BtAM32/1-332
BtAM40B/1-300
BtiMiE61/1-434
BtAM24/1-279
BtAM12/1-277
ConSensus

ATAGTA

\WGCTCTATGAACTAGCAGGAAACGTAAATGAAGATCA
\WGCTCTATGAACTAGCAGCAAAGTAAATGAACATCA

NGCTCTATGAACTAGCAGGAAANNGTAAATMAAGATCA
\WccTCTATR
\WGCTCTATGAARTAGCAGGAAACGTAAATAAGATCA
\WGCTCTATGAACTAGCAGCAAAGGTAAATGAAGATCA
\WGCTCTATGAANTAGCAGGAAACGTAAAT[HAAGATCA

AACTAGCAGGAAANGTAAATGAAGATCA

CTCTATGAACTAGCAGGAAACGTAAATGAAGATCA
CTCTATGAAWTAGCAGGAAACGTAAAT[AAGATCA

\MGCTCTATGAAWTAGCAGGAAACGTAAATGAAGATCA
\MGCTCTATGAANTAGCAGGAAACGTAAATHAAGATCA
\MGCTCTATGAAWTAGCAGGAAACGTAAATGAAGATCA
\MGCTCTATGAACTAGCAGGAAAPNGTAAATGAAGATCA
NGCTCTATMAAWTAGCAGGAAACGTAAATMAAGATCA
\MGCTCTATGAACTAGCAGGAAACGTAAATGAAGATCA
\MGCTCTATGAACTAGCAGGAAACGTAAATGAAGATCA
-.GCTGTATGAAGTAGGAGGAAAGGTAAATiAAGATGA

\MGCTCTATIIAACTAGCAGGAAAWGTAAATMAAGATCA
\MGCTCTATGAACTAGCAGGAAANWGTAAATMAACGATCA
\MGCTCTATGAACTAGCAGGAAANWGTAAATGAAGATCA
\MGCTCTATGAACTAGCAGGAAACITAAATGAAGAT[EA
\MGCTCTATGAACTAGCAGGAAAC
\RGCT
\MGCTC

.GCTGTATGAAGTAGCAGGAAAiGTAAATCAAGATGA

TAAATGAAGATEA
TGAACTAGCANGEAACGTAAAT[HA[CATIEA
TGAACTAGCAGGIRAACGTAAATGAECATEA
CTCTATGAACTAGCAGGEAACGTAAATGAMGAT{EA
CTCTATGAACTAGCAGGAAACIATAAATHAAGAT[EA
CTCTEEGAACTAGCAGGAAANGTAAATGAAGATCA

:GCTGTATGAAGTAGCAGGAAATGTAEATGAAGATGA
\RGCTC

TGAACTAGCAGGAAACGTAAATGAAGATCA

CTETETCAARTADNCAGCAAAINATAAATGAACATEA

NCCTAHATGAACTAGCAGGAAANGTAAATGAAGATCA
NCCTCTATGAACTAGCAGGAAACGTMHSTGAACATClE

ATAGTAA.GCTctatghl TAgCAgGallh gTaaaT AaGATca

[¥] non conserved
Il =50% conserved
all match

269
283
269
266
264
287
261
264
261
261
260
289
284
264
262
284
260
259
261
263
289
265
287
261
282
261
2687
268
271
288
269
260
265

106
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ANEXO 06:

Alinhamento em modo identidade das sequéncias de nucleotideos do gene nheB



Bacillus/1-T14
BtAMOS/1-T01
BtAM27/1-890
BtAM365/1-T25
BtAM134/1-668
BtAM124/1-6834
BtAM28/1-586
BtAM49/1-536
BtAM32/1-496
BtAM144/1-415
BtAM136/1-350
BtAM36/1-3556
CONnSensus

Bacillus/1-7T14
BtAMOS/1-T01
BtAM27/1-890
BtAM35/1-T25
BtAM134/1-668
BtAM124/1-6834
BtAM28/1-586
BtAM49/1-536
BtAM32/1-496
BtAM144/1-415
BtAM136/1-3580
BtAM36/1-3585
COnsSensus

Bacillus/1-714
BtAMOS/1-T01
BtAM27 /1-6590
BtAM35/1-T25
BtAM134/1-668
BtAM124/1-634
BtAM28/1-586
BtAM49/1-536
BtAM32/1-496
BtAM144/1-415
BtAM136/1-3588
BtAM36/1-3585
COnsSensus

Bacillus/1-714
ETtAMOS/1-701
EtAM27/1-680
EtAM3E/1-T25
EtiM134/1-668
EtAM124/1-634
EtAM28/1-586
EtAM40/1-536
EtAM32/1-496
EtAM144/1-415
EtAM136/1-389
EtAM36/1-355
consensus

Modo Identidade - nheBB

AAGAATAMNMATTAGGACCAGAAGGCTTGAAAGATGCAATG
(T A GCACCAGAAGGNTTGAAAGATGCANTG
C.ATTAGGACCAGAAPGGIEEAAAGATGCAATG
(MATTAGGACCAGAAGGCTRARJAGATGCAATG
(SRATTAGGACCAGAAGGCTTGAAAGATGCAATG
MEATTAGGACCAGAAGGCTTGAAAGATGCAATG
WA THAGGACCAGAAGGCMTIAAAAGATGCAATG
(MRATTAGGACCAGAAGGCMTIMAAAGATGCAATG
INUATTAGGACCAGAAGGITTGAAAGATGCAATG
WAECAATA[INEATTAGGACCAGAACGCHTIAAAGATGCAATG
UAACGAATATYEATEACCACCAGAACCITTCAAACATCCAATC
AAGAATATOATTAGGACCAGAAGGCTTGAAAGATGCAATG
aaghlTa at AGGACCAGRAGGCctTghAaAGATGCAATG

TtATa.T ACTAt

TAATGGATCTGTAMGCTTTAACAATTAT
S TAATGCGATCTGTAWGCTTTAACAATTAT
TAATGGATCTGTAMGCTTTAACAATTAT
NCAAAGAACAGGTTCAAATGCTTTAMTARTGGATCTGTAMGCTTTAACAATTAT
MCAAAGAACAGGTTCAAATGCTTTA TAATGGATCTGTAWGCTTTAACAATTAT
BCAAAGAACAGGTTCAAATGCTTTAM TAMTGCATCTGTAWGCTTTAACAATTAT
NCAAAGAACAGGTNCAAATGCTTIANETAATGCATTGTAMGCTTTAACAATTAT
MCAAAGAACAGGTRCAAATGCTTTAMTAATGGATCTGTAMGCTTTAACAATTAT
BGAAAGAACAGGTTCAAATGCTTTAMSTATGGATCTGTAWGCTTTAACAATTAT
NGAAAGAACAGGTHCAAAMGCTTTACMTAATGGATCTGTAMGCTTTAACAATTAT
SCAALGAACAGGTTCAAATGCTTTAMRTAATGGATCTGTAWGCTTTAACAATTAT
B CANAGAACAGGTTCAAATGCTTTAMATAATGGATCTGTANGCTTTAACAATTAT
LGAAAGAACAGGTECAAACGCTTtA . . TAaTGGATcTGTA . GCTTTAACAATTAT

MCAAAGAACAGGTTCAAATGCTTTAR
MCAAAGAACAGGTTCAAATGCTTTAR
BCAAAGAACAGGTTCAAATGCTTTAR

TAAACAAGGTAATGT

JACTTTGGAAATGTATCGINCTGTTGA
TAAACEAGGTAATGTTY
TAAACAAGGTAATGHE
TAAACAAGGTEATGTY
TAAACAAGGTAATGTS
TAAACAAGGTAATGT

JALACAAGGTA

TAAACAAGGTAAT
TAAACAAGGTAATGT
TAAACAAGGEAATGTT)
TAAACAAGGTAATGT

AFTTTuuﬁ&ATuT&TCGﬁFTGTTGﬁ
SACTTTGGAAATGTATCGRICTGTTGA
ACTTTGGAAATGTATCGNCTGTTGA
ACTTTGGAAATGTATCGUCTGTTGA
S ACTTTGGAAATGTATCGRICTGTTGA
JACTTTGGAAATGTATCENNCTGTTGA
AACTTTGGAAATGTATCGRCTGTTGA
JACTTTGGAAATGTATCGRCTGTTGATHR
ACTTTGGAAATGTATCg . CTGTTgAT.

TAAACAAGGTAATGT
TAAACRAGGTaAtgtt

ATTCAGCACCAAGATACAGCTIGAGHAAATGCGAAGCE
GAGHAAATGCGAAGCH
GAGGAAATGCGAAGCE

AAATGCGAAGCH

AAATGCGAAGCHAR

ATTCAECACCAAGATacAGCTAEAEEAAATGCEAAGC:

ATTCAGCACC&&uATACAuCTAGﬁ
ATTCAGCACCAAGATACAGCTAGA
AGGEIAAAGTGATTCAGCAC "&&GATACAuSTEGAGGAAATGFPAAGF
GEAAAGTGATTCAGCACCA[GATACAGCTAGAGGAAATGCGAAGCH
AGGA&AAGTG&TTCAGCACC&ﬁuATACAuCTAGﬁGGAEﬁTGCGLAGC
H GAGGAAATGCGAAGCH
aGG.AAAGTgATTCAGCACCAaGATACAGCT GAGEAaATGCGAAGT,

AttGGT

108

174
162
168
170
172
169
162
172
168
177
172
171

228
218
222
224
226
223
214
226
222
231
226
225



Bacillus/1-714
BtAMOE/1-T01
BtAM2T /1-690
BtAM3E/1-T25
EtAM134/1-668
BEtaM124/1-634
BtAM258/1-E586
EtAM49/1-E38
EtAM32/1-496
EtAM144/1-415
BtAM136/1-389
BtAM36/1-355
Consensus

CCACAG

AGAT.gTA.Ttaka.CCaCAGC.

f non conserved
B =50} conserved
B all match

PTTATTTCAACHE
PTTATTTCAACHE
PTTATTTCAACHE
PTTATTTCAACHE
PTTATTTCAACHE
{sTTATTTCAACIHEMA
PTTATTTCAACHE
PTTATTTCAACHE
cclicaccl
CCACAGCH
CCACAGC

TTATTTCARCHE
TTATTTCAACHES
RTEATTTCAACHE
ATTATTTCAACI.
TtATTTCAaAC. .

314
301
308
210
312
313
300
312
307
317
2156
311

109



110

ANEXO 07:

Alinhamento em modo identidade das sequéncias de nucleotideos do gene nheC



Bacillus/1-549

BtAM03/1-536
EtiM28/1-536
BtAM27/1-540
BtAM45/1-640
BtAM35/1-540
EtiM134/1-E38
BtiMi10/1-532
BtAM102/1-516
BtAMOE/1-B34
BtAMO1/1-533
BtAM36/1-625
BtAM135/1-526
BtAMOS/1-5B18
BtAM18/1-520
BtAM129/1-821
BtAM156/1-509
BtaM14/1-510
BtAM12/1-415
BtAM32/1-515
BtAM2E/1-416
consensus

Bacillus/1-549

BtAM0O3/1-536
BtAM28/1-536
EtAM27 /1-540
BtAM45/1-540
BtAM3E/1-640
BtAM134/1-538
BtAM10/1-532
BtAM102/1-516
BtAMO5/1-634
EtdM01/1-533
BtAM36/1-525
EtAM136/1-E26
BtAMO8/1-518
BtAM18/1-520
BtAM129/1-521
BtAM156/1-509
BtAM14/1-B10
BtAM12/1-415
BtAM32/1-B15
BtAM25/1-416
CONEensus

Modo Identidade - nheC

GTGAAAAACTA
GTGAAAAACTA
CGTGAAAAANTA
GTGAAAAACTA
GTGAAAAACTA
GTGAAAAANTA
GTGAAAAACTA
GTGAAAAACTA
GTGAAAAACTA

GTGAAAAACTA

GTG&AA&ACT&
GTGAAAAACTA
GTGAAAAACTA

CTCTTGGACCAGC
PCTCTTGGACCAGC
HCTCTTGGACCAGC
PCTCTTGGACCAGC
WCTCTTGGACCAGC
WCTCTTGGACCAGC

BAAGATGTAATGGCACAAACG
MAAGATGTAATGGCACAAACG
BAAGATGTAATGGCACAAACG
BAAGATGTAATGGCACAAACG
BAAGATGTAATGGCACAAACG
BARGATGTAATGGCACAAACG
GATGTAATGGCACAAACG
GATGTAATGGCACAAACG
GATGTAATGGCACAAACG
GATGTAATGGCACAAACG

NA
NA
aA
N A

MAGATGTAATGGCACAAACG

T”TPTTuGACFAGPAGG&TCO:.AGATGT&ATGGC&CAA&CG
T“TPTTuGACPAGPAGGATCt.AAGATGTAATGGCACAAACGA

MANGATGTAATGGCACAAACGA
BAAGATGTAATGGCACAAACGA

ICTCTTGGACCAGCAGGATCCAAGATGTAATGGCACAAACGA
MCTCTTGGACCAGCAGGAMCINWMAGATGTAATGGCACAAACG

MAGATGTAATGGCACAAACGA

H”TPTTuGﬁCFAGPAGGATCO:.AGATGTALTGGC&CAA&CGA

BAAGATGTAATGGCACAAACGA

JTHEAAEE TAT CTCTTGGACCAGCag Atce.aaGATGTAATGGCACAAACGA

CHATTCATATGCAAAATTAATTCAAAATCAACAAG

ATTCATATGCAAAATTAATTCAAAATCAACAAG

.ATTCAT&TGCAA&ATTAATTCL&&ATCA&C&AG
GEATTCATATGCAAAATTAATTCAAAATCAACAAG
MATTCATATGCAAAATTAATTCAAARATCAACAAG
BATTCATATGCAAAATTAATTCAARATCAACAAG
MATTCATATGCAAAATTAATTCAAARATCAACAAG
CEATTCATATGCAAAATTAATTCAAAATCAACAAG
GEATTCATATGCAAAATTAATTCAAAATCAACAAG
CEATTCATATGCAAAATTAATTCAAAATCAACAAG
NATTCATATGCAAAATTAATTCAAAATCAACAAG

MATTCATATGCAAAATTAATTCAAAATCAACAAG

G ATTCATATGCAAAATTAATTCAAAATCAACAAG
N ATTCATATGCAAAATTAATTCAARATCAACAAG

G ATTCATATGCAAAATTAATTCAAAATCAACAAG

N ATTCATATGCAAAATTAATTCAAAATCAACAAG
NATTCATATGCAAAATTAATTCAAAATCAACAAG
NATTCATATGCAAAATTAATTCAAAATCAACAAG
CATTCATATGCAAAATTAATTCAAAATCAACAAC
GUATTCATATGCEAAATTIJATTCARAATCAACHAC

_ N ATTCATATGCAAAATTAATTCAAAATCAACAAG

CATC AG.ATATtTGCAATCC.

ATTCATATGCaAAATTaATTCAaAATCAACAAG

111

121
113
109
111
112
112
110
111
111
118
111
117
114
115
104
111
117
113
117
110
115



112

TSNS T A CA CGGATTTAARGTAAAATAAGTTCGATTAATAGTGAATTTAAAGGGAATATG A Qe
EtAM0O3/1-536 AGACGGATTTAARGTAAAATAAGTTCGATTAATAGTGAATTTAAAGGGAATATGA SR
EtAM28/1-536 AGACGGATTTAAMGTAAAATAAGTTCGATTAATACGTGAATTTAANGGGAATATGA JEESLE
BtAM27 /1-540 AGACGGATTTAMNGTAAAATAAGTTCGATTAATAGTGAATTTAAAGGGAATATG A QPN
EtAM49/1-540 AGACGGATTTAAMGTAAAATAAGTTCGATTAATAGTGAATTTAAAGGGAATATGA SN
EtAM3E/1-540 AGACGGATTTAARMGTAAAATAAGTTCGATTAATAGTGAATTTAAAGGGAATATGA AN
e N R R A A CA CGCATTTAARGTAAAATAAGTTCGATTAATAGTGAATTTAAAGGGAATATG A JESPER:
EtAM10/1-632 AGACGGATTTAAMGTAAAATAAGTTCGATTAATAGTGAATTTAAAGGGAATATGA SRS
e N R RS R A CA CGCATTTAARGTAAAATAAGTTCGATTAATAGTGAATTTAAAGGGAATATGA JEESPRRY
EtAMOE/1-E34 AGACGGATTTAARGTAAAATAAGTTCGATTAATAGTGAATTTAAAGGGAATATG A QL
BtAM01/1-633 AGACGGATTTAAMGTAAAATAAGTTCGATTAATAGTGAATTTRAAGGGAATATCA SRS
EtAM36/1-525 AGACGGATTTAAMGTAAAATAAGTTCGATTAATAGTGAATTTAAAGGGAATATGA I
Ry R N A GA CGGATTTAARGTAAAATAAGTTCGATTAATAGTGAATTTAAAGGGAATATG A QP
EtAM08/1-518 AGACGGATTTAANMGTAAAATAAGTTCGATTAATAGTGAATTTAAAGGGAETATGA WL
EtAM18/1-520 AGACGGATTTAARGTAAAATAAGTTCGATTAATAGTGAATTTAAAGGGAATATGA RSN
BtAM129/1-521 AGACGGATTTAAMGTAAAATAAGTTIGATTAATAGTGAATTTAAAGGGAATATGA SRS
e R eV R A CA CGCATTTAARGTAAAATAAGTTCGATTAATAGTGAATTTAAAGGGAATATG A Qi
BtiM14/1-510 AGACGGATTTAAMGTAAAATAAGTTCGATTAATAGTGAATTTAAAGGGAETATG A QS
EtiM12/1-415 AGACGGATTTAAMGTAAAATAAGTTCGATTAATAGTGAATTTAAAGGGAATATGA S
BtAM32/1-515 ACACGGATTTAAMGTARAATAACTTCCATIAATACTGAATTTAAAGGCAETATCA JESE:
EtAM2E/1-416 AGACGGATTTAARGTAAAATAAGTTCGATTAATAGTGAATMTAAAGGGAATATGA AR
consensus AGACGGATTTAL . GTAaAATAAGTTcGATtAATAGTGAATtTahaGGGAATATGA

Rt R YR T N T T CAGCATCAAAGAGATGCAAAAATTAATGCAGCATATTGGTTAAATAATATGA AL
EtAMO3/1-536 TTCAGCATCAAAGAGATGCAAAAATTAATGCAGCATATTGGTTAAATAATATGAL RN
EtAM28/1-536 TTCAGCATCAAAGAGATGCAAAAATTAATGCAGCATATTGGTTAAATAATATGAA TSI
EtAM27/1-540 TTCAGCATCAAAGAGATGCAAAAATTAATGCAGCATATTGGTTAAATAATATGAA RS
EtAM49/1-540 TTCAGCATCAAAGAGATGCAAAAATTAATGCAGCATATTGGTTAAATAATATGAA QAL
EtAM3E/1-540 TTCAGCATCAAAGAGATGCAAAAATTAATGCAGCATATTGGTTAAATAATATGA L EEESES
2 VR Rk - A T T CAGCATCAAAGAGATGCAAAAATTAATGCAGCATATTGGTTAAATAATATGA A AT
BtAM10/1-632 TTCAGCATCAAAGAGATGCAAAAATTAATGCAGCATATTGGTTAAATAATATGAA YL
23 VR R Y - I T T CAGCATCAAAGAGATGCAAAAATTAATGCAGCATATTGGTTAAATAATATGA A QL
BtAMOE/1-E34 TTCAGCATCAAAGAGATGCAAAAATTAATGCAGCATATTGGTTAAATAATATGA A YL
EtAM01/1-533 TTCAGCATCAAAGAGATGCAAAAATTAATGCAGCATATTGGTTAAATHATATGAA JESAYE
EtAM36/1-525 TTCAGCATCAAAGAGATGCAAAAATTAATGCAGCATATTGGTTAAATAATATGA A EEEAHN
2o Ve Ry R v R T T CAGCATCAAAGAGATGCAAAAATTAATGCAGCATATTGGTTAAATAATATGA A TN
EtAMO8/1-518 TTCAGCATCAAAGAGATGCAAAAATTAATGCAGCATATTGGTTAAATAATATGAA YL
BtAM18/1-520 TTCAGCATCAAAGAGATGCAAAAATTAATGCAGCATATTGGTTAAATAATATGA A Y
EtiM129/1-521 TTCAGCATCAAAGAGATGCAAAAATEAATCCEGCATATTGGTTAAATAATATCAA QAL
2 Ve Ry R IV R T T CAGCATCAAAGAGATGCAAAAATTAATGCAGCATATTGGTTAAATAATATGA A QI
EtiM14/1-510 TTCAGCATCAAAGAGATGCAAAAATTAATGCAGCATATTGGTTAAATAATATGAA YL
BtiM12/1-415 TTCAGCATCAAAGAGATGCAAAAATTAATGCAGCATATTGGTTAAATAATATGA A N
BtAM32/1-515 TTCAGCATCAAAGAGATGCAAAAATTAATGCAGCATATTGGTTAAATAATATGA A A
EtAM25/1-416 278
consensus

Bacillus/1-549 CAAATTATGAAAAC M AATATTATAAATTANCAATAATACTTT ekl
EtAMO3/1-536 CAAATTATGAAAAC BN AATATTATAAATTANCAATAATACTTT jueitts
EtAM28/1-536 CAAATTATGAAAAC SN AATATTATAAATTANCAATAATACTTT sy
EtAM27/1-540 CAAATTATGAAAAC EMAATATTATAAATTANCAATAATACTTT ueils
EtAM45/1-540 CAAATTATGAAAAC BN AATATTATAAATTANCAATAATACTTT ey
EtAM3E/1-540 CAAATTATGAAAACHEC BN AATATTATAAATTANCAATAATACTTT uuepls
BtAM134/1-E38 CAAATTATGAAAACAGATCARNMMAATATTATAAATTARCAATAATACTTT e
EtAM10/1-532 CAAATTATGAAAACAGATCAAPMAATATTATAAATTARCAATAATACTTT gusyis
BtiM102/1-E16 CAAATTATGAAAACAGATCAARMAATATTATAAATTARCAATAATACTTT ey
BtAMOE/1-E34 CAAATTATGAAAACAGATCAARMAATATTATAAATTARCAATAATACTTT guesiy]
EtAMO1/1-533 CAAATTATGAAAACAGATCAAPMAATATTATAAATTARCAATAATACTTT guusyis
BtAM36/1-525 CAAATTATGAAAACAGATCAARMAATATTATAAATTARCAATAATACTTT gucks]
EtAM135/1-E26 CAAATTATGAAAACAGATCAAPMAATATTATAAATTARCAATAATACTTT guets
BtAMO8/1-518 CAAATTATGAAAACAGATCAARMAATATTATAAATTARCAATAATACTTT guueyas)
EtAM18/1-520 CAAATTATGAAAACAGATCAAPMAATATTATAAATTARCAATAATACTTT gusEs]
BtAM129/1-821 CAAATTATGAAAACECATCAARMAATATTATIRAATTARCAATAATACTTT RIS
EtAM156/1-509 CAAATTATGAAAACAGATCAARMAATATTATAAATTARCAATAATACTTT gueEy]
EtaM14/1-510 CAAATTATGAAAACAGATCAAPRMAATATTATAAATTANCAATAATACTTT gsiry
BriM12/1-415 MTCAAATTATGAAAACAGATCAAMRAATATTATAAATTANCAATAATACTTT EEEN)
EtAM32/1-615 ESNATTATGAAAACAGATCARMAATATTATAAATTARCAATAATACTTT st
BtAM2E/1-416 CCWTCAAMTTATGAAMECHCATCMwNe AMTATTATAAATMARCMATAATAC 333

CC.tcaaaTTATGAA2aCaGATCaa . . AaTATTATAAATTA.

CaATAATACETt

consensus g



Bacillus/1-549
BtAMO3/1-536
BtAM28/1-536
BtAM27 /1-540
BtAM45/1-540
BtAM35/1-540
BtAM134/1-538
BtAM10/1-532
BtAM102/1-516
BtAMOG/1-534
BtAMO1/1-533
BtAM36/1-525
BtAM136/1-526
BtAMO&/1-518
BtAM18/1-520
BtAM129/1-521
BtAM156/1-509
BtAM14/1-510
BtAM12/1-415
BtAM32/1-515
BtAM25/1-416
consensus

Bacillus/1-549
BtAMO3/1-536
BtAM28/1-536
BtAM27 /1-540
BtAM49/1-540
BtAM35/1-540
BtAM134/1-538
BtAM10/1-532
BtAM102/1-516
BtAMOG/1-534
BtAMO1/1-533
BtAM36/1-525
BtAM1356/1-526
BtAMOS/1-518
BtAM1&/1-520
BtAM129/1-521
BtAM156/1-509
BtAM14/1-510
BtAM12/1-415
BtaM32/1-515
BtAM25/1-416
consensus

TCAATCGTAT
TCAATCGTAT
TCAATCGTAT
TCAATCGTAT
TCAATCGTAT

TCAATCGTAT

TCAATCGTAT
TCAATCGTAT
TCAATCGTAT
TCAATCGTAT
TCAATCGTAT

tCAatCGtAtt

atﬁﬂ

gAC1TGttaa

BAAGCGGATTTAGAAAAGTTGT
BAAGCGGATTTAGAAAAGTTGT
BAAGCGGATTTAGAAAAGTTGT

AGTGGAAAATTAAP
AGTGGAAAATTAAR
AGTGGAAAATTAAR
AGTGGAAAATTAAR
AGTGGAAAATTAAR
AGTGGAAAATTAAR
AGTGGAAAATTAAP
AGTGGAAAATTAAP
AGTGGAAAATTAAP
AGEGGAAAATTAAR
AGTGGAAAATTAAP
AGTGGAAAATTAAP
AGTGGAAAATTAAR

Ag ggaalatTaa.

[ non conserved

AAGCGGATTTAGAAAAGTTGT
AAGCGGATTTAGAAAAGTTGT
AAGCGGATTTAGAAAAGTTGT

AAGCCGATETHCAABACTTCT
AAGCCGGATTTAGAAAAGTTCT

aagcggﬁtttdgﬁﬂaﬁ;ttgt

= B0% conserved

B all match

_tAGC.

415
408
402
406
406
406
404
405
405

ARTCAAAAGGAT)
ARTCAAAAGGAT)
ARTCAAAAGGAT)
AMTCAAAAGGAT
AMTCAAAAGGAT
ARTCAAAAGGAT)
ARTCAAAAGGAT)
ARTCAAAAGGAT)
ARTCAAAAGGAT)
ARTCAAAAGGAT)
ARTCAAAAGGAT)
AMTCAAAAGGAT
AMTCAAAAGGAT
AMTCAAAAGGAT
AMTCAAAAGGAT

.gATTga t01aaaGgﬂt

113

379
380



114

ANEXO 08:
Alinhamento em modo similaridade das sequéncias de aminoacidos do

componente L; da hemolisina BL



Modo Similaridade - L1

Bacillus cereus
BtAM113

BtAM14
consensus

Bacillus cereus
BtAM113

BtAM14
consensus

Bacillus cereus
BtAM113

BtAM14
consensus

Componente L1

ARNpRYN bEQFQNYYDTLVETVQKKDKAGLKEGIN

B8 TIHAHENEQFQNYYDTLVETVOQKKDKAGLKEGIN

DEKDY|VEIRIKFKIIRH I DyRNY S Q009N SR eepn|
iv

iv.cneqfq dt1VeTVQKKDKAgLKEGIN

Dominio HEL

Componente L1

DLITTINTNSKEVTDVIKMLQDFKGKLYQNSTDFK
DLITTINTNSKEVTDVIKMLQDFKGKLYQNSTDFK
DLITTINTNSKEVTDVIKMLODFKGKLY)gNSREIDFK
DLITTINTNSKEVTDVIKMLODFKGKLY NStDFK

Dominio HEL

Componente L1
NNVGGPDGKGGLTAILAGQQATIPQLQAETIEQLREY
NNVGGPDGIGGLTAILAGQQATIPQLRAEIEQLRS
NNVGGPDGKGGLTAILAGQQATIPQLIJAEIEQLRS
NNVGGPDGKGGLTAILAGQQATIPQL AEIEQLRs
—

Dominio HBL

non conserved
similar

> 50% conserved
> 807 conserved

[ <] <] JES

115

35
35
35

70
70
70

105
105
105
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ANEXO 09:
Alinhamento em modo similaridade das sequéncias de aminoacidos do

component L, da hemolisina BL.



Modo Similaridade - L2

Bacillus cereus
DtAM11E

EBtAMOS

BtAM404
BtAM1EE
consensus

Bacillus cereus
BtAM118

BtAMOs

DtAM404
BtAM1EE
consSensus

Bacillus cereus
BtAM118

EBtAMOS

BtAM404
BtAM1EE
consensus

Bacillus cereus
BtAMiig

BtAMOS

BtAM404
BtAM156
consensus

Bacillus cereus
EBtAM118

BtAMOS

BtAM404
BtAM1EE
consensus

Componente L2
—
WINYREGFSDRLEVLOEMAMTNQENAQRQINEL T

IKK0Y WSDRLEVLOQEMAMTNQENAQRQINELTD
DIKKEE ESDHLE?LQEHAMTNQEHHQHEIHELTD
WIANNREGFRDRLEVLOEMAMTNQENAQRQINELTD
NI KKREGF)gDRLEVLOQEMAMTNQENAQ

DRELEVLOEMAMTNQENAQRqINELTD

Dominio HBL

Componente L2

LELOQLDKKLEDFDTNVATAQGILETDGTGKIDQLE
LELQLDEEKLEDFDTNVATAQGILSTDGTGKIDQLK
LELQLDKKLKDFDTNVATAQGILSTDGTGKIDQLK

LELQLDKKLKDFDTNVATAQGILSTDGTGKIDQLK
LELOQLDEELEDFDTNVATAQGILSTDGTGKIDQLE
LELQLDEELEDFDTNVATAQGILSTDGTGEIDOLE

Dominio HEL

Componente L2

NEILNTKEAIQNDLQQIALIPGALNEQGFAIFKEV
NEILNTKEAIQNDLQQIALIPGALNEQGFAIFKEYV
NEILNTKKAIQNDLQQIALIPGALNEQGFAIFBEV
NEILNTEEAIQNDLQQIALIPGALNEQGFAIFKEV
NEILNTEKAIQNDLQQIALIPGALNEQGFAIFKEV
NEILNTEEAIQNDLOGIALIPGALNEQGFAIFEEV
-

Dominio HEL

Componente L2

TSLSKEIIEPAAQAGVAAYNKGKEINNSILEA
YSLSKEIIEPAAQAGVAAYNKGKEINNSILEA
YSLSKEIIEPAAQAGVAAYNBICKEINNSILEA
YSLSKEIIEPAAQAGVAAYNKGKEIINSILEA
YSLSKEIIEPAAQAGVAAYNINGKEINNS|JLEA
YSLEKEITEPAAQAGVAAYNLGEEINNSILEAE . K

Componente L2

153
183
153
183
AAQEATEQGETAL SR
LAqEATENGETAL

|¥ non conserved
B similar

Il >50% conserved
=20% conserved

35
3b
35
35
35

70
70
7O
70
70

105
105
105
105
105

140
140
140
140
140

117
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ANEXO 10:
Alinhamento em modo similaridade das sequéncias de aminoacidos do

componente A da enterotoxina NHE



Modo Similaridade - NheA

Bacillus cereus
BtAMO&
BtAMi9
BtAMig
BtAMiZ2
BtAM156
BtAMO&B
BtAM134
BtAM37
BtAMs3
consensus

Bacillus cereus
Bt AMOS
BtAMi9
BtAMig
BtAMiZ2
BtAMi 56
BtAMO&B
BtAM134
BtAM37
BtAMs3
consensus

Bacillus cereus
Bt AMOS
BtAMig
BtAMig
BtAMiZ2
BtAM1&E
BtAMO&B
BtAM134
BtAM37
EtAMs3
consensus

PSLTWDY
HHRSRII

I
LIRRRI[T
QLDVRIMI
TINNVGYT
SAORN] EEAVIGIN(  ILQQPDIKVNAMSSLTNH
NI FEARYIQUINY ILQQPDIKVNAMSSLTIH
...... t. ga.giilLOQQPDIKVNAMSSLTNH

Dominio HBL

NheA

UKFAKANVREWIDEYNPKLIDLNQEMMRYSTRFNS
QKFAKANVREWIDEY PKLIDLNQEMMRYSTRFNS
QKFAKANVREWIDEYWPKLIDLEQEMMRYSTRFNS
UKFAKANVREWIDEY PKLIDLNQEMMRYSTRFNS
UKFAKANVREWIDEYNPKLIDLNQEMMRYSHRFNS
OUKFAKANVREWIDEYNPKLIDLNQEMMRYSRRFNS
UKFAKANVREWIDEYNPKLIDLNQEMMRYSTRFNS
UKFAKANVREWIDEYNPKLIDLNQEMMRYSTRFNS
QKFAKANVREWIDEYNPKLIDLNQEMMRYSHRFNS
QKFAKANVREWIDEYNPKLIDLNQEMMRYSHRFNS
GEFAKANVEEWIDEYnPELIDLNQEMMRYS RFNS

Dominio HBL

NheA

YYSELYELAGNVN DQQA ADLHSAEGKLQL Vv
YYSKLYELAGNVN DQQAK

YYSHLYELAGH?H DQQAK
YYSKLYELAGNVREDEE: AV
YYSKELYELAGNVNEDQQAK DIMSAYGKLQLQV
YYSHLYELAGH?HEDQQRK DIFMSAYGKLOLQV
YYSKELYELAGNVNEDQQA

YSKELYELAGN NED Q KEIDIMWIAYGKLQLQV
SYSKELYELAGN N D 0 KRDERRARVKimy 1%
YYSKELYELAGN NeDaoQAk : q
—'

Dominio HBL

YYSHLYELAGH?HEDQQAKADLHSAYGKLQLE?

non conserved
similar

= 50% conserved
> 80% conserved

= ST | =

103
103
103
103

89
103
103
103
103
103
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