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RESUMO

BERNARDO, S. P. C., Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro,
agosto de 2020. Analise Gendmica e Potencial Antimicrobiano do Bacillus sp.
SMIA-2. Orientadora: Prof? Ph.D. Meire Lelis Leal Martins.

Produtos naturais de fontes microbianas surgem como alternativa ao uso dos
antibidticos atuais. O género Bacillus, por incluir espécies de interesse industrial,
biotecnoldgico e ambiental, além de espécies clinicamente importantes, € alvo de
varios estudos sobre sua diversidade genética. Nesse contexto, este trabalho teve
como objetivo analisar o genoma e estimar o potencial antimicrobiano da bactéria
termofilica Bacillus sp. SMIA-2, isolada por Nunes e Martins (2001) de solos do
municipio de Campos dos Goytacazes. Inicialmente foi realizado o re-
sequenciamento do gene 16S rRNA e posteriormente o sequenciamento do
genoma completo da bactéria, visando a identificacdo da sua espécie e de
possiveis genes relacionados com a biossintese de metabdlitos secundarios. O
Staphylococcus aureus ATCC 12600 foi selecionado para avaliar a atividade
antimicrobiana de sobrenadantes provenientes de culturas submersas da cepa
SMIA-2 contendo meio BHI. Com base na analise da sequéncia do gene 16S rRNA,
o grau de semelhanca entre o Bacillus SMIA-2 e a espécie relacionada mais
proxima, Bacillus licheniformis Gibson 467, foi de 100%.

Além disso, a analise do genoma de SMIA-2 mostrou valores médios de identidade
nucleotidica (ANI) e de hibridizacdo do DNA-DNA (DDH) que identificaram a cepa
SMIA-2 como uma nova espécie da linhagem licheniformis. O sequenciamento de

extremidades emparelhadas rendeu 46.616.926 leituras. O esboco do genoma é
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de 4.292.816 bp em 34 contigs (N50, 317.403 bp), com um teor de GC de 45,85%.
A anotacdo do genoma detectou 4.322 sequéncias de codificacdo, 11 genes de
rRNA e 79 tRNAs. A anotagdo RAST alocou esses genes em 734 subsistemas, dos
guais os mais abundantes sao genes associados a carboidratos (15,6%), seguidos
por metabolismo de amino&cidos e derivados (13,8%), e cofatores, vitaminas,
grupos protéticos, pigmentos (8,3%). O genoma contém inventarios de genes que
suportam a producdo de enzimas termoestaveis, incluindo 5 genes de amilase, 13
loci para o metabolismo da xilose, 55 loci associados a degradacao de proteinas e
3 enzimas celuloliticas loci sob um complexo de celulossoma putativo. E um total
de 13 grupos de genes para metabdlitos secundarios biossintéticos putativos para
peptideos ndo ribossémicos (lichenisina, fengicina e bacilibactina) e bacteriocinas
(lichenicidina e peptideo lago) foram previstos usando antiSMASH v5. A
comparacao filogenética do genoma completo com cepas mais proximas através
do TYGS web server e comparacdes fenotipicas apoiaram fortemente a colocacéo
da cepa SMIA-2 na espécie licheniformis. O mapa cromossdémico ilustrou a
conservacao de caracteristicas gendmicas entre B. licheniformis SMIA-2, B.
licheniformis ATCC 14580 e B. paralicheniformis KJ-167. A analise do genoma do
B. licheniformis SMIA-2 usando BAGEL 4.0 previu o0 agrupamento de genes para a
biossintese de lichenicidina, sonorensina e peptideo laco nao identificado. A
bactéria mostrou efeito antagbnico contra varios microrganismos patogénicos,
sendo o Staphylococcus spp mais sensivel. A formacdo da zona de inibicdo de
sobrenadantes de culturas do SMIA-2 contendo meio BHI contra S. aureus ATCC
12600 comecou durante a fase de crescimento exponencial (2 h) do microrganismo
e alcancou o maximo na fase estacionéaria (6 h), sugerindo que as substancias
antimicrobianas encontradas no sobrenadante de culturas de SMIA-2 no meio BHI
podem pertencer aos compostos antimicrobianos previstos no genoma. Portanto,
pode-se concluir que Bacillus licheniformis SMIA-2 € um microrganismo promissor
para o desenvolvimento de novos compostos antimicrobianos que podem ser

utilizados clinicamente.



ABSTRACT

BERNARDO, S. P. C., Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro,
august 2020. Genetic analysis and antimicrobial potential of Bacillus sp. SMIA-2.
Advisor: Prof2 Ph.D. Meire Lelis Leal Martins.

Natural products from microbial sources appear as an alternative to the use of
current antibiotics. Instead the Bacillus genus includes species of industrial,
biotechnological and environmental interest, in addition to clinically important
species, several studies have been carried out on their genetic diversity. In this
context, this work aimed to analyze the genome and estimate the antimicrobial
potential of the thermophilic bacterium Bacillus sp. SMIA-2, isolated by Nunes and
Martins (2001) from soils in the municipality of Campos dos Goytacazes. Initially,
the 16S rRNA gene was re-sequenced and then the complete bacterial genome was
sequenced, characterizing the identification of its species and possible genes
related to the biosynthesis of secondary metabolites. The antimicrobial potential of
SMIA-2 against 22 pathogenic microorganisms was also carried out using the
overlay assay. Staphylococcus aureus ATCC 12600 was selected to evaluate
antimicrobial activity of supernatants from submerged cultures of the SMIA-2 strain
containing BHI medium. Based on analysis of 16S rRNA gene sequence, the degree
of similarity between Bacillus sp. SMIA-2 and the closest related species, Bacillus

licheniformis Gibson 46T was 100%. In addition, the SMIA-2 genome showed an
average nucleotide identity (ANI) and DNA-DNA hybridization (DDH) values that

identified the SMIA-2 strain as a new species of the licheniformis lineage. Paired —
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end sequencing yielded 46,616,926 readings. The draft genome is 4,292,816 bp in
34 contigs (Nso, 317,403 bp), with a G+C content of 45.85%. Genome annotation
detected 4,322 sequences, 11 rRNA genes and 79 tRNAs. The RAST annotation
allocated these genes in 734 subsystems, of which the most abundant are genes
associated with carbohydrates (15.6%), followed by metabolism of amino acids and
derivatives (13.8%), and cofactors, vitamins, prosthetic groups, pigments (8.3%).
The genome contains inventories of genes supporting thermostable enzymes
production, including 5 amylase genes, 13 loci for xylose metabolism, 55 loci
associated with protein degradation and 3 cellulolytic enzymes loci under a putative
cellulosome complex. A total of 13 gene clusters for putative biosynthetic secondary
metabolites for non-ribosomal peptides (lichenysin, fengycin and bacillibactin) and
bacteriocins (lichenicidin and lassopeptide) were predicted using antiSMASH V5.
The phylogenetic comparison of the complete genome with the closest strains
through the TYGS web server and phenotypic comparisons strongly supported the
placement of the SMIA-2 strain in the licheniformis species. Graphical circular map
of the chromosome of B. licheniformis SMIA-2 genome illustrates conserved
genomic characteristic among B. licheniformis SMIA-2, B. licheniformis ATCC
14580T and B. paralicheniformis KJ-16". BAGEL 4.0 analysis of the B. licheniformis
SMIA-2 predicted gene clusters for a biosynthesis of lichenicidin, sonorensin and
unidentified lassopeptide. The bacterium showed an antagonistic effect against
several pathogenic microorganisms, with Staphylococcus spp. being more
sensitive. The formation of the zone of inhibition of supernatants from cultures of the
SMIA-2 strain containing BHI medium against S. aureus (ATCC 12600) started
during the exponential growth phase (2 h) and reached the maximum in the
stationary phase (6 h), suggesting that as antimicrobial substances found in the
supernatant of SMIA-2 cultures in BHI medium may belong to the antimicrobial
compounds predicted in the genome. Therefore, it can be concluded that Bacillus
licheniformis SMIA-2 is a promising microorganism for the development of new

antimicrobial compounds, which can be used clinically.
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1. INTRODUCAO

O uso indiscriminado de antimicrobianos ocasionou o desenvolvimento de
microrganismos resistentes e multiresistentes, gerando uma situagao preocupante
visto que, o aumento da resisténcia dos microrganismos frente aos antibioticos e a
incapacidade de discernir os mecanismos de inibicdo desses microrganismos
tornou-se um assunto de enorme preocupacao, requerendo imediata atencao da
induUstria farmacéutica e instituicdes académicas.

A resisténcia antimicrobiana € multifacetada, multidimensional, e é a
segunda maior causa de mortes no mundo. Tanto as bactérias Gram positivas
guanto as Gram negativas estdo ficando imunes ao arsenal atual de drogas
antimicrobianas. A necessidade urgente de obter novos antimicrobianos tém
impulsionado a pesquisa por Peptideos Antimicrobianos (PAMs) produzidos por
bactérias (Boparai e Sharma, 2019).

Peptideos antimicrobianos (PAMs) com caracteristicas bioquimicas
diversas tém sido identificados em diferentes espécies de microrganismos, plantas
e animais vertebrados e invertebrados, os quais demonstram atividade contra
patégenos bacterianos incluindo linhagens multirresistentes a antibioticos (Sumi et
al., 2015).

Os membros da familia Bacillaceae sdo de grande interesse na industria
médica devido aos vastos peptideos antimicrobianos que eles produzem como
agentes terapéuticos. Por décadas, antibibticos sintéticos e naturais tém sido

usados para tratar doencas infecciosas, mas a forte dependéncia dessas drogas



levou a desvantagens significativas que impulsionam desenvolvimento de uma
nova geracao de antibiéticos (Lajis, 2020).

O género Bacillus é amplamente distribuido no solo e sua versatilidade
metabdlica permite a sintese de uma ampla variedade de compostos bioativos
estruturalmente complexos, a exemplo dos antimicrobianos. Espécies deste género
sdo consideradas boas produtoras de substancias antimicrobianas incluindo
antibioticos peptidicos, lipopeptideos e bacteriocinas. A producdo de substancias
antimicrobianas e a capacidade de esporulacdo conferem aos Bacillus sp. dupla
vantagem de sobrevivéncia em diferentes habitats (Abriouel et al., 2011).

Bacillus sp. SMIA-2, uma bactéria termofilica, que foi isolada de solos do
municipio de Campos dos Goytacazes, RJ, inserida no grupo de organismos
reconhecidos como seguros (GRAS), revelou-se como uma espécie capaz de
produzir niveis satisfatorios de varias enzimas hidroliticas termoestaveis, tais como:
amilases, pectinases,xilanases, celulases e especialmente as proteases (Souza e
Martins, 2001; Silva et al. 2007; Carvalho et al. 20082°; Andrade et al. 2011; Oliveira
et al. 2014; Ladeira et al., 2010; Ladeira et al., 2013, Barbosa et al., 2014; Ladeira
et al. 2015; Costa et al. 2017; Cruz et al., 2019), quando cultivada em culturas
submersas contendo residuos agroindustriais, abrindo novas perspectivas para
utilizacdo desta cepa para a producdo de enzimas em escala industrial. Porém,
apesar de muitos estudos realizados sobre a producéo de enzimas, nenhum estudo
foi realizado até o momento, sobre a producéo de substancias antimicrobianas pelo
Bacillus sp. SMIA-2.

O aumento da disponibilidade de genomas microbianos sequenciados e o
desenvolvimento de novas ferramentas de bioinformatica viabilizaram a
identificacdo de genes ou vias biossintéticas associadas com a producdo de
peptideos antimicrobianos em diferentes organismos e ecossistemas e a predi¢cao
de sequéncias de peptideos com potencial atividade antimicrobiana (Oliveira,
2017).

Neste, sentido,0 sequenciamento genético é uma técnica que possibilita
revelar as sequéncias de bases nucléicas, permitindo assim, desenvolver estudos
estruturais e funcionais do genoma, buscando compreender a complexa
maquinaria bioldgica (Ribeiro et al., 2012).

Bacillus spp. Compreende um grupo heterogéneo composto por

organismos diversos que podem ser divididos em nove grupos (grupos I-1X), com



base em seu alto nivel caracteristicas filogenéticas ou fenotipicas ligadas a
similaridade da sequéncica do gene 16S rRNA (Bhandari et al., 2013; Kaya-Ongoto
et al., 2019). No entanto, além de sua heterogeneidade, &s vezes o género Bacillus
é filogeneticamente incoerente, o que pode levar a uma classificacéo incorreta de
espécies no género, um problema que resulta na redefinicao repetida do género e
na reorganizacao de suas espécies constituintes (Logan e de Vos, 2009; Kaya-
Ongoto et al., 2019 ). A sequéncia do gene 16S rRNA foi inicialmente selecionada
em estudos filogenéticos, mas agora é reconhecido que falta poder discriminatério
suficiente para diferenciar espécies em muitos géneros, e com isso o conhecimento
de toda a sequéncia do genoma de cepas bacterianas e a analise das mesmas,
sao de grande para classificacdo bacteriana e identificacdo (Lalucat et al., 2020).
Portanto, o objetivo deste trabalho foi descrever o sequenciamento do
genoma do Bacillus sp. SMIA-2, e adicionalmente, estimar seu potencial para

produzir compostos com propriedades antimicrobianas desejaveis.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Bacillus spp.

O género Bacillus, pertencem a familia Bacillaceae e é provavelmente
0 género mais antigo e mais diverso entre bactérias (Contesini et al. 2017). E
extremamente heterogéneo, tanto geneticamente quanto fenotipicamente
(tipo respiratorio, metabolismo dos aglcares, composicéo da parede, etc). E
composto, por bactérias aerébias ou anaerdbias facultativas; gram-positivas
gue formam enddsporos resistentes a condicdes ambientais adversas, tais
como calor e dessecacdo. Muitas espécies de Bacillus sdo moveis por meio
de flagelos (Madigan et al., 2010; Gomes, 2013).

As células sdo em forma de bastonete, retas ou ligeiramente curvas,
ocorrendo isoladamente e em pares, alguns em cadeias e, ocasionalmente,
em filamentos longos. As colbnias possuem tamanho muito variavel entre e
dentro das espécies. Uma grande diversidade de habilidades fisiologicas é
exibida, variando de psicrofilico para termofilico e acidofilico para alcalifilico;
algumas cepas sao tolerantes ao sal e outras sao halofilicas. A maioria das
espécies tem pouco ou nenhum potencial patogénico e raramente s&o
associados a doencas em humanos ou outros animais com exce¢fes como
Bacillus anthracis (antrax), Bacillus cereus (alimentos intoxicacdo e infec¢des
oportunistas) e Bacillus thuringiensis (patogénico para invertebrados) (Logan
e de Vos, 2009).



As espécies do género Bacillus quando expostos a condi¢cdes ndo
favoraveis, como calor, dessecacéo e falta de nutrientes, formam esporos que
podem aumentar a sua sobrevivéncia e consequentemente aumentar a sua
resisténcia no meio ambiente (Polanca, 2019). Podem ser classificadas em
trés grupos, segundo a morfologia do esporo e do esporangio em: grupo 1
(formado por bacilos Gram-positivos que apresentam esporo central ou
terminal; esféricos ou ovoides; nao deformam a célula; grupo 2 (constituido de
espécies Gram-variaveis; apresenta esporo oval, central ou terminal que
deformam a parede celular); e grupo 3 (caracterizado por bacilos Gram-
variaveis; apresentam um esporo esférico terminal ou subterminal que
deformam a parede celular) (Gomes, 2013).

Os membros do género Bacillus sdo geralmente encontrados no solo
e apresentam ampla habilidades fisiologicas, permitindo que o0 organismo
cresca em todos os ambientes e dispute com outros organismos devido a sua
capacidade de formar esporos extremamente resistentes e produzir
metabdlitos com efeitos antagdnicos para outros microrganismos (Amin et al.,
2015).

O género Bacillus foi relatado pela primeira vez por Cohn em 1872,
gue o descreveu como resistente ao calor e bactérias produtoras de
endosporos. Atualmente, o género inclui mais de 543 espécies, que
apresentam alto percentual de similaridade genética, sendo estreitamente
relacionadas. Os grupos de maior representatividade sdo o do Bacillus cereus
e 0 grupo do Bacillus subtilis por sua importancia meédica, biotecnoldgica e
industrial (Logan e de Vos, 2009; Villarreal-Delgado et al., 2018; LPSN, 2020).

Em sua maioria sdo mesofilos, com temperatura 6tima entre 30 e
45°C. Porém o género contém um numero de termofilicos representativos, que
crescem a temperaturas de 65°C ou mais altas. Sao capazes também de
crescerem sob condi¢cdes extremas de pH e, por isso, originam produtos
estaveis em uma ampla faixa de ambientes adversos (Madigan et al., 2010).

As espécies de Bacillus sdo industrialmente importantes por varios
motivos, dos quais se destacam: o seu excelente histérico de seguranca por
ser reconhecido como um organismo seguro GRAS (Generally Recognized as
Safe) (com excecdo do B. cereus e B. anthracis); sua rapida taxa de

crescimento que resulta em ciclos curtos de fermentacdo; e sua alta



capacidade de secrecdo de proteinas no meio extracelular (Marco, 2012;
Sumi et al., 2015), além disso a maioria das enzimas industriais microbianas
sdo provenientes de espécies de Bacillus (Outtrup & Jagrgensen, 2008).
Segundo Monteiro e Silva (2009), a producgéao industrial de enzimas se destaca
devido ao desenvolvimento de novas tecnologias e novos campos de
aplicacdo. A maioria das bactérias do género Bacillus tem a capacidade de
desintegrar proteinas, nomeadamente de atividade proteolitica (Pushpendra
et al., 2018).

Além da capacidade de certos Bacillus sp. em produzir enzimas e
aumentar a utilizac@o de nutrientes de diferentes alimentos, esporos de varias
cepas de Bacillus sp. também foram incluidos em dietas de aves para
controlar a incidéncia de diferentes doencas gastrointestinais por meio da
producdo de compostos antimicrobianos ou como agentes de excluséo
competitivos contra Salmonella typhimurium, Clostridium perfringens,
Escherichia coli e Campylobacter jejuni (Latorre et al.,, 2016). Segundo
Monteiro (2002), a producdo de esporos ocorre ao término da fase
exponencial, na qual a exaustdo de nutrientes, nas espécies de Bacillus leva
a uma série de processos que afetam sua sobrevivéncia em condicOes
ambientais adversas. Esses processos incluem: inducdo de quimiotaxia e
motilidade, sintese de enzimas degradativas, desenvolvimento de
competéncia genética, producdo de antibidticos peptidicos e, por fim,
esporulacao.

No esforco para superar a crescente ameaca de doencas infecciosas
bacterianas para os seres humanos, produtos naturais de fontes microbianas
surgem como a alternativa mais favoravel aos antibiéticos atuais (Sumi et al.,
2015).

Amin e colaboradores (2015) identificaram cepas de Bacillus sp.
isoladas de amostras do solo de diferentes regifes do rio Bahmanshir, na
cidade de Abadan, no Ird, com atividade antibacteriana contra bactérias gram-
positivas e gram-negativas. Moshafi et al. (2011) isolaram Bacillus sp. do solo
capazes de inibir o crescimento das estirpes bacterianas de Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Salmonella typhi, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis e Pseudomonas aeruginosa, além das fungicas

Candida albicans, Aspergillus flavus e Aspergillus Niger. O que vai ao



encontro do trabalho de Eldeen (2014), em que as espécies de Bacillus foram
as que se sobressairam quanto a atividade antibacteriana de amplo espectro
contra as cepas teste.

Carrim et al. (2016) avaliaram a atividade antimicrobiana de bactérias
endofiticas, dentre as quais algumas do género Bacillus (B. circulans, B.
coagulans, B. licheniformis e B. megaterium) isoladas de Jacarranda
decurrens Cham. (carobinha-do-campo) contra diferentes cepas indicadoras.
Segundo esses autores, 70% das bactérias apresentaram atividade
antimicrobiana, evidenciada pela formacao de halos de inibicdo em placas de
agar com dupla camada contra no minimo uma ou mais das 15 cepas
bacterianas indicadoras testadas.

Latorre et al. (2016) concluiram que Bacillus spp. diferem em sua
capacidade de produzir enzimas, compostos antimicrobianos, e biofilmes,
mesmo que sejam da mesma especie. Linhagens de Bacillus sp. selecionadas
como superiores produtores de enzimas foram diferentes dos isolados
mostrando uma maior atividade antimicrobiana; no entanto, todos os Bacillus
sp. isolados no estudo apresentaram determinada atividade de inibicdo a
patogenos.

De acordo com Sumi et al. (2015), peptideos derivados de bactérias
do género Bacillus mostraram atividades antibacterianas, antifungicas,
antivirais, antitumorais, anti-amebociticas, e atividades anti-micoplasmicas.
Varios antibidticos peptidicos que séo de importancia farmacéutica, tais como
bacitracina, gramicidina, tirocidina, subtilina, e bacilisina, sdo produzidos por

espécies de Bacillus.

2.2 Bacillus sp. SMIA-2

A bactéria Bacillus sp. SMIA-2 foi isolada de amostras de solos
coletadas no municipio de Campos dos Goytacazes, Rio de Janeiro, Brasil por
Souza e Martins (2001). Os resultados da comparacdo de sequéncias de 16S
rRNA indicaram que o isolado apresentou similaridade com as sequéncias de
Bacillus caldoxylolyticus e Bacillus sp. AK1 e estes trés organismos exibiram
niveis de homologia de 94% nas sequéncias de DNA ribossomal (Souza e
Martins, 2001).



De acordo com Souza e Martins (2001), as col6nias do microrganismo
apresentaram bordas regulares e formas circulares, lisas, brilhantes e com
elevacao convexa e consisténcia cremosa apos 24 horas de crescimento em
agar nutriente a 50°C. As células do microrganismo isolado apresentaram-se
como bastonetes regulares, isolados e em cadeias; identificadas como gram-
positivas com esporos presentes com localizacdo terminais e subterminais.
Na forma vegetativa, apresentaram 1,2 pym de largura e 53 pm de
comprimento de dimenséo. O crescimento ocorreu em ampla faixa de pH
variando de 6,5 a 9,0 e com crescimento 6timo em torno de pH 6,8. A
temperatura 6tima de crescimento foi em torno de 55°C e a maxima de 70°C.
Foi observado que o extrato de levedura, como fonte de nitrogénio, estimulou
o crescimento do organismo em meio de cultura com a glicose como fonte de
carbono. Com relagdo ao requerimento do oxigénio, o microrganismo foi
classificado como aerobico.

Bacillus sp. SMIA-2 produz niveis satisfatérios de varias enzimas
hidroliticas termoestaveis, incluindo proteases (Ladeira et al., 2010; Ladeira et
al., 2013, Barbosa et al., 2014), amilases (Carvalho et al., 2008a; Carvalho et
al., 2008b), pectinases (Cordeiro et al., 2009; Andrade et al., 2011), xilanases
(Cordeiro et al., 2011) e celulases (Ladeira et al., 2015; Costa et al. 2017; Cruz
et al.,, 2019), quando cultivada em culturas submersas contendo residuos
agroindustriais tais como soro de leite, bagaco de cana, farinha da casca de
maracuja e agua de maceracao de milho, abrindo novas perspectivas para
utilizacdo desta cepa para a producdo de enzimas em escala industrial
utilizando substratos de baixo custo.

Os estudos sobre a producédo de amilases e proteases pela bactéria
termofilica Bacillus sp. SMIA-2 resultaram no desenvolvimento de um meio de
cultura constituido de substratos de baixo custo, que proporcionou a obtencéo
de excelentes niveis de atividade das enzimas em um Unico processo
fermentativo (Corréa et al., 2011). Convencionalmente, multiplas enzimas sao
produzidas por culturas mistas compostas por diferentes microrganismos ou
pela mistura de varias enzimas diretamente através de microrganismos
geneticamente modificados dotados de multiplas fun¢des. No entanto, a

producdo concomitante destas enzimas em um Unico processo fermentativo



utilizando apenas um microrganismo é de grande importancia para aumentar
a eficiéncia e economia do processo.

Estudos sobre a producdo de celulases por Bacillus sp. SMIA-2
também foram realizados. Diferentes fontes de celulose, tanto puras (avicel,
carboximetilcelulose e celulose microcristalina) quanto naturais complexas de
celulose, como o bagaco de cana foram utilizadas no meio de cultura.
Entretanto, os niveis de atividade que foram alcancados, quando comparados
com os obtidos por diversos autores, foram inferiores aos obtidos usando o
Bacillus sp. SMIA-2 (Ladeira et al., 2015).

Como descrito anteriormente, SMIA-2 é um excelente produtor de
enzimas com a utilizacéo de substratos de baixo custo, contudo seu potencial

como agente antimicrobiano precisa ser explorado.

2.3 Andlise do genoma bacteriano para a identificacdo e predicdo de

metabolitos secundarios

A introducao da gendmica esta mudando profundamente a taxonomia
bacteriana atual. O conhecimento de toda a sequéncia do genoma de cepas
bacterianas e as analises dos genes ganhou valor superior sobre as
caracteristicas fenotipicas para classificacdo bacteriana e identificacdo. As
comparacdes digitais do genoma inteiro usando identidades meédias de
nucleotideos (ANIs) ou calculos de distancia genoma-a-genoma (GGDCs) séo
0S novos padrdes de ouro para circunscricdo de espécies. Além disso, as
relaces filogenéticas entre as bactérias podem ser inferidas a partir das
sequéncias de nucleotideos de genes selecionados e permitem uma
classificacdo natural de bactérias com base em suas relacfes evolutivas. A
sequéncia do gene 16S rRNA foi inicialmente selecionada em estudos
filogenéticos, mas atualmente é reconhecido que falta poder discriminatério
suficiente para diferenciar espécies em muitos géneros (Lalucat et al., 2020).

Segundo Ribeiro et al. (2012), a técnica de sequenciamento permite
revelar as sequéncias de bases nucléicas e assim desenvolver estudos
estruturais e funcionais do genoma. Com a obtengdo do genoma, novas

analises sdo nescessarias para melhorar o conhecimento biolégico dos
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organismos, tal como comparacéo entre genomas de género ou linhagens da
mesma espécie ou diferentes.

O programa CG Viewer (Circular Genome Viewe), permite a
elaboracdo de mapas gréaficos circulares do genoma que sdo amplamente
usados para avaliar as caracteristicas do genoma e as caracteristicas da
sequéncia que podem transmitir com eficicia informagdes que podem ajudar
na compreensao das propriedades biologicas e da histéria evolutiva de
organismos (Stothard et al., 2019).

Metabolitos secundéarios derivados de bactérias, fungos, organismos
marinhos e as plantas constituem uma importante fonte de antibidticos,
agentes anticancer, inseticidas, imunossupressores e herbicidas. Muitos
metabolitos especializados em bactérias e fungos sao biossintetizados por
vias metabolicas cujas enzimas séo codificadas por clusters de genes em um
cromossomo. Clusters génicos metabolicos compreendem um grupo de
genes fisicamente co-localizados que, juntos, codificam enzimas para a
biossintese de um metabdlito especifico. A descoberta de novas vias
metabdlicas estd sendo habilitado pela crescente disponibilidade de alta
gualidade de sequenciamento do genoma juntamente com o desenvolvimento
de kits de ferramentas de bioinformatica para identificar clusters de genes
responssaveis pela biossintese de metabdlicos secundarios (Chavali e Rhee,
2018).

A variedade de ferramentas que possibilitam a analise de uma grande
guantidade de dados faz da bioinformatica uma importante aliada na
descoberta de novos peptideos antimicrobianos produzidos por diferentes
grupos de bactérias (Flaherty et al., 2014).

Com a bioinformatica, analises comparativas sdo realizadas com o
objetivo de analisar e selecionar possiveis alvos de estudos in vivo e in vitro.
Aguiar (2015) ressalta que antes de estudos in vivo ou in vitro, as analises in
silico séo realizadas.

Sao diversos os bancos de dados de sequenciamento disponiveis tais
como o National Center for Biotechnology Information (NCBI)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/) e o Joint Genome Institute (JGI)
(http://genome.jgi.doe.gov/). De acordo com Wilkinson e Micklefield (2007),

esses dados podem ser utilizados para mineragéo de regides conservadas e



11

predicdo de proteinas de interesse, sendo possivel inferir funcbes e
estruturas, bem como estimar relac6es filogenéticas entre proteinas e genes
de interesse.

A identificacdo, caracterizacdo e classificacdo de peptideos
antimicrobianos séo auxiladas por outras ferramentas online como algoritimo
antiSMASH e o Antimicrobial Peptide Database (APD), utilizadas para anélise
de sequéncias de peptideos antimicrobianos e/ou de metabdlitos secundéarios
em genomas microbianos (Veldsquez e Van der Donk, 2011; Medema et al.,
2011).

Algoritimos destinados especificamente a mineracdo de genes de
bacteriocinas tém sido desenvolvidas e aperfeicoadas nos ultimos anos. Por
exemplo, o software BAGEL 4 permite identificar e visualizar agrupamentos
de genes no DNA procaridtico envolvido na biossintese de peptideos
ribossémicos sintetizados e pos-translacionalmente modificados (RiPPs) e
bacteriocinas (ndo modificadas) (van Heel et al., 2018).

Portanto o sequenciamento dos genomas e posterior analises de
grupamentos de genes metabdlicos com o suporte das ferramentas da
bioinformatica, tornam possivel a descoberta, classificacdo e previsdo de

novos peptideos antimicrobianos (Wang et al., 2016; Chavali e Rhee, 2018).

2.4 Metabdlitos secundarios produzidos por Bacillus spp.

Metabdlitos secundarios sdo importantes moléculas bioativas
produzidas por espécies de Bacillus, que tém sido estudadas devido as suas
propriedades antifungicas, antibacterianas e bactericida (Moshafi et al., 2011,
Alvarez-Ordénez et al. 2014; Horak et al., 2019). Essas moléculas sao
principalmente peptideos antimicrobianos (PAMS), que séo caracterizadas por
estruturas geralmente ciclicas, hidrofébicas e contém porcbes peculiares,
como D-aminoéacidos (AA) ou ligacdes tioéter intramoleculares. Além de
PAMs, metabdlitos volateis também constituem uma grande familia de
antimicrobianos exibindo varios papéis metabdlicos e funcionais (Caulier et
al., 2019).

Ruiz et al. (2010) afirmam que metabolitos secundarios sdo pequenas

moléculas organicas que normalmente ndo sao essenciais para o crescimento
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e desenvolvimento do organismo produtor, mas que contribuem para a sua
adaptacdo ao longo de sua evolugdo. S&o produtos naturais muito
diversificados, com uma gama de atividades biologicas e propriedades
farmacolégicas. Possuem estruturas incomuns e geralmente sdo formados
durante a fase final de crescimento dos microrganismos produtores, na qual a
sua sintese pode ser grandemente influenciada pela manipulacdo do tipo e
concentragéo dos nutrientes que formulam os meios de cultura.

Os metabdlitos secundérios microbianos tém sido uma fonte importante
de antibiéticos clinicamente Uteis. Sabe-se que as espécies de Bacillus sédo
uma das maiores fontes de produtos naturais bioativos, que exibem ampla
atividade antibidtica e sao produzidas como polipeptideos de baixo peso
molecular, por mecanismos ribossémicos ou néo ribossémicos (Figura 1)
(Stoica et al., 2019).

—Lipopeptideosciclicos

N&o sintetizados por Policetideos
ribossomos

Peptidecsantibidticos

Metabdlitos |
secundarios

- Bacteriocinas

Lichenina

| | Sintetizados por Outros Megacina
ribossomos Cereina
Turicina

Peptideosantibidticos

Figura 1 Classificacdo dos metabdlitos secundarios produzidos por Bacillus
sp. (Adaptado de Horak et al., 2019)

Os metabdlitos secundarios nao sintetizados por ribossomos séo
peptideos sintetizados por sintetases, que, ao contrario dos ribossomos, sao
independentes do RNA mensageiro, sendo conhecidos como peptideos nao-
ribossémicos (NRPS). Similarmente aos peptideos nao-ribossomais, devido

ao mecanismo versatii de montagem, os policetidios, produzidos por
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policetideos sintetase (PKS), exibem notavel diversidade tanto em termos de
estrutura quanto em atividade biologica. Além de peptideos ndo-ribossomais
e de policetideos, diversos Bacillus sp. também podem produzir interessantes
peptideos antimicrobianos sintetizados pelos ribossomos como as
bacteriocinas e peptideos sintetizados por ribossomos e modificados pés-
traducionalmente (RiPPs) (Stoica et al., 2019).

2.5 Peptideos antimicrobianos (PAMS)

Os peptideos antimicrobianos (PAMs) sdo moléculas constituintes da
imunidade inata de organismos multicelulares, podendo ser expressos de
forma constitutiva ou induzida. Essas moléculas apresentam variedade
guanto a sequéncia, estrutura e conformacao, geralmente possuindo de 12 a
50 aminoécidos (Pinheiro da Silva e Machado, 2012; Roscia et al., 2013). Uma
caracteristica comum entre esses peptideos € a presenca de residuos de
cisteinas em nuamero par (4, 6 ou 8), interconectadas por pontes dissulfeto,
conferindo a eles uma alta estabilidade (Hegedus e Marx, 2013; Roscia et al.,
2013). Além disso, devido a sua anfipaticidade, carga catibnica e tamanho,
esses peptideos possuem a habilidade de se inserirem facilmente nas
membranas lipidicas, e uma vez dentro da célula bacteriana o peptideo entao
exercera seu efeito no DNA ou RNA (Bahar e Ren, 2013).

De acordo com a via biossintética os peptideos antimicrobianos podem
ser agrupados em duas classes diferentes: a primeira classe compreende
peptideos sintetizados por vias ribossdmicas, incluindo bacteriocinas,
enquanto a segunda classe compreende pequenos peptideos microbianos
sintetizados enzimaticamente por vias nao ribossémicas (Baruzzi et al., 2011).

Uma das hipoteses sobre o mecanismo de acdo (Figura 2) dessas
moléculas envolve a habilidade dos PAMs causarem um colapso na
membrana devido a formacédo de poros, através da interagcdo com os lipidios
da superficie celular dos microrganismos. Esses poros tornam a célula mais
permeavel, levando-a a morte. Os peptideos também podem penetrar na
membrana celular, sem formar poros, alcancam o ambiente citosdlico e
interferem na sintese de biomoléculas importantes para a sobrevivéncia do

microrganismo, resultando em vazamento de ions e metabdlitos,
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despolarizagcdo da membrana e interrup¢do do processo de respiracao,

sintese de biopolimeros e morte celular (Sumi et al., 2015).

Bacterial membrane

=== AMPs

Membrane
adsorption

Barrel stave model Toroidal pore model Carpet model

Figura 2. Mecanismos de acao dos PAMs (Boparai & Sharma, 2020).

Diferentes PAMs tém apresentado um amplo espectro de a¢éo, sendo
efetivos contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, fungos,
protozoarios, envelopes virais e recentemente, tém sido estudados como
possiveis moléculas de combate as células tumorais. Isto faz dos PAMs uma
alternativa ao uso de antibiéticos convencionais, especialmente no tratamento
de infec¢Bes geradas por microrganismos resistentes a antibiéticos ja usados
(Baron et al., 2018).

Além do mais, Barros et al. (2020) ressaltam o potencial dos PAMs
serem utilizados como adtivos em alimentos, visando ampliar o tempo de
prateleira e a seguranca dos alimentos, além de permitirem que novos
produtos com melhor qualidade e propriedades nutricionais sejam

introduzidos no mercado.

2.5.1 Bacteriocinas
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Bacteriocinas sdo peptideos sintetizados por ribossomos,
caracterizadas como moléculas de baixo peso molecular que exibem
atividades de inibicdo do crescimento contra bactérias proximas a cepa
produtora da bacteriocina (Caulier et al., 2019). As bacteriocinas podem ser
divididas em trés classes (tabela 1) segundo a sua estrutura primaria,

estabilidade térmica, peso molecular e mecanismo de acao.

Tabela 1. Classificacdo de bacteriocinas produzidas por bactérias Gram-
positivas

Classes Designacao
Classe | ( =5 KDa) - Modificadas (sofrem Lantipeptideos
modificacbes pés-traducionais) Tiopeptideos
Sactipeptideos
Peptideos laco
Classe Il (4 a 6 KDa) - Ndo modificadas ou tipo  pediocina; com dois
ciclicas peptideos; ciclicas; tipo néao-

Subclasses lla, lIb, lic, Iid, lle pediocina, linear

Classe Il (10 kDa) — grandes e termolabeis  Bacteriolisinas

Fonte: Adptado de Cotter et al. 2013; Acedo et al., 2018.

Segundo Cotter et al. (2013), algumas bacteriocinas e, em particular,
muitas que inibem bactérias Gram-positivas, atuam visando o envelope
celular. Algumas bacteriocinas de classe | inibem o lipidio Il na membrana
celular, revogando assim a sintese de peptidoglicano. Outras bacteriocinas
formam poros para inibir ou matar sua bactéria alvo. Por exemplo,
bacteriocinas da classe Il, como a Lactocina A, se ligam ao receptor manose
de formacdo de poros do sistema fosfotransferase (Man-PTS). Outros
peptideos de classe |, como os tiopeptideos e botromicinas, controlam as

bactérias Gram-positivas direcionando a traducdo. J4 as bacteriocinas da



16

classe Il tem o seu mecanismo de acao diferenciado das demais
bacteriocinas, promovendo a morte celular através da lise da parede celular
do microrganismo alvo (Chang et al., 2009).

A maioria das bacteriocinas de bactérias Gram-positivas eram
tradicionalmente divididas em duas classes principais, a saber, lantibiéticos,
gue sao bacteriocinas pos-traducionais e bacteriocinas ndo modificadas. Na
Ultima década ocorreu 0 aumento de produtos de peptideos sintetizados
ribossomicamente e modificados pos-traducionalmente (RiPPs) em bactérias
Gram-positivas que possuem atividade antibacteriana (Acedo et al., 2018).

Os lantipeptideos s&o produtos naturais, bacteriocinas, que fazem
parte do grupo de peptideos sintetizados ribossomicamente e modificados
pos-traducionalmente (RiPPs). O termo “lantipeptideo” abrange tanto
lantibidticos quanto compostos semelhantes que nédo sédo antimicrobianos
(Acedo et al., 2018; Habibi et al., 2019). Muitas bacteriocinas de Bacillus sp.
pertencem aos lantibidticos, uma categoria de peptideos pdés-traducionais
modificados amplamente disseminados entre diferentes clados bacterianos.
Lantibioticos sé@o bacteriocinas definidas pela presenca dos anéis Lan e / ou
Melan (Acedo et al.,, 2018).0s lantibidticos estdo entre os peptideos
antimicrobianos mais bem caracterizados nos niveis de estrutura peptidica,
determinantes genéticos e mecanismos de biossintese (Abriouel et al., 2011).
Alvarez-Ordoéfez et al. (2014) isolaram cepas de Bacillus licheniformis de
férmulas de leite infantil capazes de produzir o lantibético lichenicidina que
demostrou atividade antibacteriana contra dirversas bactérias gram-positivas.

Peptideos laco também fazem parte do grupo de peptideos
sintetizados ribossomicamente e modificados pos-traducionalmente (RiPPS).
Sao uma classe de produtos naturais sintetizados por varias bactérias e como
0 nome indica, esses peptideos adotam uma topologia semelhante a um laco
rosqueado ou um né (Maksimov et al., 2012). Essas caracteristicas fazem
esses peptideos 6timos candidatos para a producdo de compostos bioativos
mais potentes e mais seletivos (Martin-Gémeza & Tulla-Puche, 2018). De
acordo com Anirson et al. (2013), os peptideos laco sdo notavelmente
resistentes a proteases e agentes desnaturantes, e esta alta estabilidade além
de suas atividades biologicas tém intensificado o interesse por esses

peptideos.
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Outras substancias antimicrobianas que nao foram bem caracterizados
séo conhecidas como substancias inibidoras do tipo bacteriocina (BLIS). Este
termo é frequentemente usado quando a natureza do peptideo do composto
antimicrobiano néo foi confirmada (Abriouel et al., 2011). Guo et al. (2012)
verificaram que a cepa Bacillus licheniformis B116 isolada do solo, produz
substancias inibidoras do tipo bacteriocina (BLIS) com ac&o antimicrobiana
contra bactérias patogénicas Gram-positivas e Gram-negativas.

Segundo Acedo et al. (2018), as bacteriocinas além de serem
consideradas possiveis alternativas aos antibidticos também podem ser

usadas na preservacgao de alimentos e no biocontrole de fitopatdogenos.

2.5.2 Peptideos nao-ribossdmicos e Policetideos

Os peptideos nao ribossémicos e os policetideos abrangem uma
variedade de mecanismos lineares, ciclicos e estruturas ramificadas, geradas
por complexos enzimaticos conhecidas como peptideos sintetases nao
ribossémicos (NRPS) e policetideos sintetases (PKS) (Zhao et al., 2016).

Diversas espécies de Bacillus produzem uma ampla gama de
peptideos sintetizados por NRPS. Esses peptideos tém uma variedade de
formas e fung¢des, incluindo sideroforos quelantes de ferro, biossurfactantes,
lipopeptideos ciclicos citotoxicos e peptideos clinicamente importantes
antibidticos. Além disso, varias cepas de Bacillus com atividades
antibacterianas e /ou antifiUngicas sdo usadas como agentes de biocontrole
na agricultura devido a producao de lipopeptideos ciclicos e biossurfactantes
provenientes das familias de surfactinas, iturinas e fengicinas (Ongena &
Jacques, 2008). De acordo com lIsa et al. (2017), os lipopeptideos da familia
surfactina (surfactina, lichenisinas e pumilacidinas) sao produzidos por varias
cepas de B. subtilis, B. licheniformis, B. natto e B. pumilus, que demonstraram
atividades antibacterianas (contra S. aureus) e também atividades
antifangicas.

Policetideos representam um grupo de metabdlitos secundarios,
exibindo grande diversidade tanto em termos de estrutura e fung¢ao. Produtos
naturais policetidicos sdo conhecidos por possuir uma riqueza de atividades

farmacologicamente importantes, incluindo antibacteriana, antifingica,
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antiparasitéria, antitumoral e propriedades agroquimicas. O género Bacillus
produz trés tipos de PKs, incluindo bacillaene, dificidina e macrolactina (Zhao
et al., 2016). Arbsuwan et al. (2018) identificaram macrolactina como sendo
responsaveél pela acdo antagonista de Bacillus licheniformis BFP0O11 frente a
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.

2.6 Grupo do Bacillus subtilis

O grupo do B. subtilis compreende as seguintes espécies: B. subtilis
sensu stricto, B. licheniformis, B. amyloquefaciens, B. atrophaeus, B.
mojavensis, B. vallismortis e B. sonorensis (figura 3) (Alina et al., 2015). As
espécies do grupo Bacillus subtilis sdo intensamente estudadas devido a sua
importancia na industria biotecnolégica e agricultura (Mishra &Kumar, 2012).

As quatro espécies originais do grupo (B. subtilis, B. licheniformis, B.
pumilus e B. amyloliquefaciens) foram descobertos ha mais de 40 anos ( Priest
et al.,, 1977). A capacidade das espécies desse grupo de formar endosporos
de sobrevivéncia e a infinidade de compostos antimicrobianos produzidos,
tém gerado um crescente interesse industrial para a aplicacdo desses
compostos como conservantes de alimentos, agentes terapéuticos e

biopesticidas (Caulier et al. 2019).

18970
B suniiie B. licheniformis | | B. pumilus
1980
B. amylofiquefaciens
1990 - B. atropheus
— B. mojavensis
— B. vallismortis
_[ Bs subsp. sublilis
2000 Bs subsp. spizizenii \- B. sonorensis
A . s - B. valazansis L B aerius o g :gﬂudrms
2010 — Bssubsp. inaguosorum
_|: B. paraficheniformis |- 8. invictae
. B. glycinifermentas B. xiamensis
~ B. nakamuraf ~ B. gobiensis

Figura 3. Taxonomia (timeline) do grupo B. subitilis (Caulier et al., 2019).
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Cada vez mais, os membros do grupo foram desenvolvidos para serem
usados como melhoradores de alimentos para animais e agentes de
biocontrole antifingicos. Ha muito que o grupo é reconhecido por produzir
uma variedade de metabolitos secundarios e, apesar de sua longa historia de
USO seguro, isso resultou em um foco maior em sua seguranga (Harwood et
al., 2018).

Além de peptideos ndo-ribossomais e policetideos, diversas espécies
desse grupo também podem produzir interessantes peptideos
antimicrobianos sintetizados pelos ribossomos, como as bacteriocinas (figura
4).

« Entianina

+ Ericina A

+ Mersacidina
» Sublancina

+ Subtilisina A
+ Lichenicidina
« Sonorensina
+Bac 14 B

- Lichenisina

« Iturina

« Surfactina

« Mycosubtilina
- Bacilisina

« Fengicina

= Bacillibactina
« Peptideos laco

N

Figura 4. Compostos antimicrobianos produzidos pelo grupo Bacillus subtillis
(Adaptado de Caulier et al., 2019).

Os membros do grupo sdo amplamente distribuidos no solo, onde
ajudam a reciclar carbono e nitrogénio através da producdo e secrecdo de
hidrolases macromoleculares tais como proteases, amilases e celulases.
Harwood et al. (2018) ressaltam que os membros do grupo B. subtilis sé&o
extremamente importantes por produzirem uma ampla variedade de

metabdlitos secundarios.

2.7 Bacillus licheniformis
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S&o moveis, anaerdbios facultativos, Gram-positivos, formam esporos
elipsoidais a cilindricos, situados centralmente, paracentralmente e
subterminalmente em esporangios nao inchados. A morfologia das colbnias é
variavel, dentro e entre as cepas, e, como acontece com Bacillus subtilis, pode
dar a aparéncia de cultura mista. Apresentam temperatura de crescimento
variando entre 15°C a 55°C, pH entre 5,7 e 6,8, podendo crescer na
concentracao de até 7% de NaCl. Amplamente distribuido no solo e em muitos
outros ambientes, incluindo leite e outros alimentos, e amostras clinicas e
veterinérias, sendo relatado ocasionalmente como um agente patogénico
oportunista a0 homem e outros animais, e como uma causa de intoxicacdes
alimentares (Logan e de Vos, 2009).

Bacillus licheniformis tém sido utilizados amplamente em varios
aspectos da industria da biotecnologia, como na fabricagcdo de enzimas,
antibioticos e bioquimicos. Filogeneticamente esta intimamente relacionado
ao B. subtilis (espécie mais estudada no genéro Bacillus) (Gao et al., 2015).

Tém sido demonstrados que diversas cepas de B. licheniformis séo
capazes de produzir compostos com atividade antimicrobiana (Tabela 2).

As bacteriocinas de B. licheniformis sdo geralmente estaveis a
mudancas de pH e resistentes a altas temperaturas, da ordem dos 100°C
(Abriouel et al., 2011). A bacitracina 29 foi o primeiro antibiético peptidico de
sintese nao ribossomal derivado de culturas de B. licheniformis e tem sido
amplamente aplicada nas areas da medicina humana e veterinaria, exibindo
atividade contra estirpes de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas
(Johnson et al., 1945; He et al., 2006).

Tabela 2: Compostos antimicrobianos produzidos por Bacillus licheniformis

Estirpes Compostos Microrganismos alvo Referéncia

antimicrobianos

26 L- Lichenina Streptococcus bovis e Eubacterium Pattnaik et al.,
10/3RA ruminantium. 2001
490/5 Bacilocina 490 Geobacillus stearothermophilus, Bacillus smithii, Martirani et al.,

Bacillus subtilis, Bacillus anthracis, Bacillus 2002
cereus e Bacillus licheniformis.
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P40

ZJUuil2

ATCC
14850
DSM 13

VK21

BL-09

BFPO11

JS

BL1

Lipopepitideo
ciclico
(surfactina  ou
lichenisina)

Bacitracina

Lichenicidina

Lichenicidina

Lichenicidina

Lichenisina
Mersacidina

Macrolactonas
Amicoumacinas

Peptideo
antibacteriano

Bacitracina

Listeria monocytogenes, Bacillus cereus e

isolados clinicos do Streptococcus spp.

Bacillius  subtilis, Enterococcus faecium,

Micrococcus flavus, Staphylococcus aureus
ATCC 2592322, Staphylococcus aureus MRSA e
Staphylococcus epidermidis; Alternaria
brassicae e Fusarium oxysporum.

Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus

MRSA e Enterococcus resistente a vancomicina

Bacillus subtilis, Micrococcus luteus,
Staphylococcus aureus, Streptococcus
pyogenes, Staphylococcus  simulans e

Staphylococcus aureus MRSA.

Bacillus subtilis, Rhodococcus sp, Micrococcus
luteus, B. megaterium, Staphylococcus. aureus,
Bacillus

Bacillus pumilus, Bacillus globigii,

amyloliquefaciens, Mycobacterium smegmatis
and Mycobacterium phlei

Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Shigella flexneri e Salmonella
typhimurium.

Bacillus amyloliquences TISTR 1045; Bacillus
cereus ATCC 11778; Bacillus
TISTR 1010; Bacillus pumilus TISTR 905;
Bacillus subtilis TISTR 008; Bacillus subtilis
TISTR; Staphylococcus aureus ATCC 25923;
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228;
Escherichia coli ATCC 25922; Escherichia coli
0157:H7; Klebsiella pneumoniae ATCC 17736;
Salmonella typhi ATCC 5784.

licheniformis

Bacillus cereus, Bacillus subtilis e Shigella

dysenteriae, Salmonella typhimurium.
Escherichia  coli, Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa e Proteus mirabilis,
Acinetobacter baumannii, Serratia marcescnes,
Enterobacter

Morganella morganii, cloacae,

Streptococcus  agalactiae,  Staphylococcus

aureus e Staphylococcus epidermidis.

Cladera-
Olivera et al.,
2004; Teixeira
et al., 2009
He et al., 2006

Begley et al,
2009
Dischinger et
al., 2009

Shenkarev et
al., 2010

Gao et al,
2015

Arbsuwan et
al., 2018

Waghmare et
al., 2019
Mussa et al.,
2020

B. licheniformis P40, isolado do peixe Leporinus sp., de origem nativa

da bacia amazoénica, produz uma bacteriocina que pode ser usada como um
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bioconservante, no controle de microrganismos patogénicos e deteriorantes
de alimentos, entre os quais pode-se destacar Listeria monocytogenes e
Bacillus cereus (Cladera-Oliveira et al., 2004). Esta bacteriocina, foi
identificada como um lipopeptideo ciclico, também apresenta eficiéncia no
combate ao desenvolvimento da putrefagdo em batatas, que é uma
fitopatogenia causada por Erwinia carotovora (Teixeira et al., 2009)

B. licheniformis ZJU12 foi isolado do solo e apresentou capacidade de
producdo de peptideos antimicrobianos, como a bacitracina, com amplo
espectro de atividade frente a bactérias gram-positivas e espécies
patogénicas de fungos, com excecao de bactérias gram-negativas (He et al.,
2006).

B. licheniformis 189, uma cepa termotolerante, apresentou genes de
biosintese para lichenisinas e bacitracinas, além da atividade antimicrobiana
contra bactérias Gram-positivas (Mendo et al., 2004).

Arbsuwan et al. (2017) identificaram macrolactonas e amicoumacinas
como principais contituintes antimicrobianos do sobrenadante da cultura de
células B. licheniformis BFPO11 com amplo espectro de acao frente a diversas
bactérias patogénicas Gram-positivas e Gram-negativas.

Waghmare et al. (2019) purificaram o peptideo antimicrobiano
produzido pelo B. licheniformis JS, que mostrou atividade antimicrobiana
contra organismos Gram-negativos em menor extensdo do que Gram-
positivos. Além disso, 0 peptideo antimicrobiano apresentou efeito
combinatério com antibiéticos (canamicina, neomicina e estreptomicina)
aumentando a eficiéncia dos mesmos.

Em virtude dos fatos mencionados, as diversas estirpes do Bacillus
licheniformis se destacam devido a producdo de uma variedade de
metabdlitos secundarios e PAMs que ndo so6 auxiliam a sua sobrevivéncia em
seu ambiente nativo, como também tornam promissor o estudo dessa espécie
seja para a producdo de novos compostos antimicrobianos (Harwood et al.,
2018; Waghmare et al., 2019).
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ABSTRACT

Bacillus licheniformis SMIA-2, a thermophilic and thermostable enzyme-producing
bacterium, is found to be active against several strains of Staphylococcus aureus and
several Bacillus species. Here, we report the 4.30 Mbp draft genome and bioinformatic
prediction supporting gene inventories for amylase, protease, cellulase, xylanase and

antimicrobial compound biosynthesis.

Bacillus sp. SMIA-2 is an important Brazilian strain for the production of industrially-
relevant thermostable enzymes such as amylases (1), xylanases (2), proteases (3) and
cellulases (4, 5) utilizing diverse industrial fermentation substrates such as whey, sugarcane
bagasse, corn steep liquor and food-waste (6, 7). SMIA-2 was isolated in 2001 from the
soil of Rio de Janeiro, Brazil. Serially diluted soil was plated on tryptone-saline-yeast
extract agar (TSYA), incubated at 65 °C for 24 h and single colony isolate SMIA-2 was
maintained on TSYA (8). The strain was phylogenetically categorized with thermophilic
Bacillus group 5 with 94% similarity with B. caldoxylolyticus (Accession No.
AHO010483.2) (8). Our re-sequencing of the 16S rRNA gene (Accession No. MN645931)
revealed that SMIA-2 is 100% identical with the type strain, Bacillus licheniformis Gibson
46". We embarked in sequencing the genome of SMIA-2 for it is an important strain used
in agricultural waste fermentation (6), laundry detergent development (9) and thermo-
stable enzyme production (4-7) for second generation bioethanol production in Brazil.
Genomic DNA was purified from a 12-h culture grown in Brain Heart Infusion
broth (50 °C, 200 rpm) using the DNeasy blood and tissue kit (Qiagen), following the
manufacturer’s protocol for Gram-positive bacterial DNA extraction. DNA was quantified
using Qubit v2.0 and sequencing libraries were created using Nextera XT DNA library

preparation kit (Illumina, San Diego, CA) and sequenced using the NextSeq reagent kit
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(2x150 bp). Default parameters were used for all software unless otherwise specified.
FastQC v0.11.8 (http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/) was used to
inspect quality of the sequences and quality trimming based on Phred quality scoring 20
and SolexaQA v3.0 (10). Trimmed reads were de novo assembled using IDBA-UD v1.1.1.
(11) implemented in Microbial Genome Atlas (MiGA) Pipeline v0.3.6.2 (12). The draft
genome sequence was annotated using the NCBI PGAP v4.8 (13). Taxonomic
classification was established using MIGA v0.5.0.0 (12); calculation of the average
nucleotide identity v0.90 (14) and digital DNA:DNA hybridization using the Genome-to-
Genome Distance Calculator (GGDC) v2.1 server (15).

SMIA-2 genome showed an ANI of 99.71% and alignment fraction of 0.97 with
Bacillus sp. H15-1 whereas a comparison with the closest type strain B. licheniformis
Gibson 46" has an ANI of 99.57% (AF = 0.95) supporting the placement of SMIA-2 under
the species B. licheniformis. SMIA-2 is a novel strain as revealed by dDDH values <79%
(formula 2). Paired-end sequencing yielded 46,616,926 reads (233x coverage). The draft
genome is 4,292,816 bp in 34 contigs (Nso = 317,403 bp) and G+C = 45.85%.

Genome annotation detected 4322 coding sequences, 11 rRNA genes and 79
tRNAs. The genome encodes gene inventories supporting thermostable enzyme production
while a total of 13 gene clusters for putative biosynthetic secondary metabolites were
predicted using antiSMASH v5 (16). A summary of the genome scan highlights 5 of the
10 clusters (Table 1). Lastly, the thermostable enzymatic activities of SMIA-2 (1-4) can be
supported by gene inventories including six amylase genes; 13 loci for xylose metabolism,
55 protein degradation-associated loci and three cellulolytic enzyme loci under a putative

cellulosome complex (17).
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Data Availability. The whole genome project for Bacillus licheniformis SMIA-2 has been

deposited in DDBJ/ENA/GenBank under accession number JAACZZ000000000. The

version described in this paper is the first version, JAACZZ010000000 under BioProject

number PRINA602865, BioSample number SAMN1390944 and Sequence Read Archives

number SRX7638223.
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FUNCTIONAL GENOMICS CHARACTERIZATION AND ANTIMICROBIAL
POTENTIAL OF A THERMOPHILIC BACTERIUM SMIA-21

Abstract

As the number of bacterial and fungi antibiotic-resistant strains increases
considerably, new challenges arise in the infection’s treatment and the investigation
for new microorganisms with antimicrobial activity is extremely important. Bacillus
sp. SMIA-2, a thermophilic bacterium, has established itself as an excellent
producer of enzymes, such as proteases, xylanase, amylase, and cellulase. The re-
sequencing of the 16S rRNA gene demonstrated a 100% similarity with Bacillus
licheniformis ATCC 14580T. The phylogenetic comparison of the complete genome
with closest strains by the TYGS web server strongly supported the placement of
SMIA-2 strain in the licheniformis species. The genome encodes several inventories
genes for the biosynthesis of bioactive compounds, such as lichenicidin, lichenysin,
and multiple bacteriocins. The investigation of the antimicrobial potential of SMIA-2
was also carried out and it was observed that SMIA-2 has antimicrobial activity in
several pathogenic microorganisms. Once the genetic characteristics are known, as
well as the potential for antimicrobial activity has been revealed, it can be concluded
that Bacillus licheniformis SMIA-2 is a promising microorganism for the development
of new antimicrobial compounds that can be used clinically and as a biocontrol agent

in food production.

Keywords: Bacillus licheniformis; genome sequencing; antimicrobial potential;

bacteriocin.
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Journal
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Introduction

Antimicrobial peptides are found in almost all living organisms with diverse
chemical structures and play a crucial role in the innate immunity of defense systems
in protecting their hosts from invasive pathogens (Benitez et al., 2011). The genus
of Bacillus, one of the most abundant bacterial strains found in soil, is known to
produce antimicrobial substances, including peptide and lipopeptide antibiotics, and
bacteriocins (Abriouel et al., 2011; Alvarez-Ordofiez et al., 2014). The production of
a wide range of hydrolytic enzymatic systems, the production of metabolites that
have antagonistic effects on other microorganisms, as well as its capacity to form
extremely resistant spores, allow Bacillus species to survive in different ecosystems
(Lee et al., 2016; Abriouel et al., 2011; Barbosa et al., 2014; Wiegand et al., 2013;
Amin et al., 2015; Latorre et al., 2016). Besides, this genus has a history of safe use
in both the food and pharmaceutical industries (Ledes et al., 2015).

Bacillus is the source of several enzymes of current industrial interest like
amylases, proteases, cellulases, and lipases, which are the main enzymes
consumed worldwide and have applications in a wide range of products and
industrial processes. Bacillus spores are also being used extensively as probiotic
food supplements, where they are used in humans as dietary supplements and in
feed for livestock and aquaculture as growth promoters and competitive exclusion
agents (Nath et al., 2015). Thus, Bacillus members have great potential for
applications in the medical, agricultural, and pharmaceutical industries.

Bacillus sp. SMIA-2 a Gram-positive, aerobic, thermophilic, spore-forming
bacterium is known to produce important enzymes for industrial use such as
proteases (Silva et al. 2007), amylases (Carvalho et al. 20082P), pectinases

(Andrade et al. 2011), and cellulases (Oliveira et al. 2014; Ladeira et al. 2015; Costa



31

et al. 2017; Cruz et al., 2019) in submerged cultures employing both pure and
complex carbon sources. Phylogenetic analysis showed that this strain is a member
of the Bacillus rRNA group 5, which includes Bacillus stearothermophilus and other
thermophilic Bacillus spp. (Souza and Martins, 2001).

Currently, the availability of whole-genome sequencing and readily available
bioinformatics tools have become a powerful approach for the identification of gene
clusters associated with the synthesis of substances useful for biotechnology
(Chavali and Rhee, 2018; Weber and Kim, 2016), such as antimicrobial compounds
and enzymes. Recently, the entire Bacillus sp. SMIA-2 genome was sequenced and
relevant gene clusters, including genes for ribosomal synthesized antibacterial
peptides and thermostable enzymatic activities, were identified (Bernardo et al.
2020). Despite many studies on the production of enzymes by the SMIA-2, no
studies have been done so far on the production of antimicrobial substances.

This work was analyzed the whole genome sequence of Bacillus sp. SMIA-2
and subsequently studied its potential to produce secondary metabolites with

desirable antimicrobial properties.

Materials and Methods

Bacterial strains

The bacterial strain investigated in this study is a thermophilic Bacillus sp.
strain SMIA-2, previously isolated from a soil sample collected in Campos dos
Goytacazes city, Rio de Janeiro, Brazil (Souza and Martins, 2001). Indicator
microorganisms used in the screening for antimicrobial activity were summarized in
Table 1. The American Type Culture Collection (ATCC) strains were obtained from

Instituto Nacional de Qualidade em Saude (INCQS), Fundagdo Oswaldo Cruz
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(FIOCRUZ), Rio de Janeiro, Brazil and the clinical strains were provided by the

Laboratério Sanidade Animal

(LSA),

Centro de Ciéncias e Tecnologias

Agropecuarias (CCTA), Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro,

Campos dos Goytacazes, Rio de Janeiro, Brazil.

Table 1. Indicator microorganisms for the antibacterial and antifungal activity assays

Strains | Relevant (Phenotype) | Reference |
Gram-positive Bacteria |
Staphylococcus aureus ATCC 25923 | Methicillin-susceptible Stenholm et al.,
20009.
Staphylococcus aureus ATCC 33591 | Methicillin-resistant Lemaire et al.,
2008.
Staphylococcus epidermidis ATCC | Toxic-shock syndrome and | Sharma et al.,
12228 staphylococcal scarlet fever | 2018.
Staphylococcus aureus ATCC 12600 | Methicillin-susceptible Stenholm et al.,
20009.
Listeria innocua ATCC 33090 Not-hemolytic Mohan et al.,
2019.
Staphylococcus aureus 1 (SA 1) Clinical strain, CCTA This study
Staphylococcus aureus 5 (SA 5) Clinical strain, CCTA This study
Staphylococcus aureus 7 (SA 7) Clinical strain. CCTA This study
Staphylococcus epidermidis 2 (SE 2) | Clinical strain, CCTA This study
Staphylococcus epidermidis 6 (SE 6) | Clinical strain, CCTA This study
Staphylococcus pseudointermedius | Clinical strain, CCTA This study
Enterococcus sp. Clinical strain, CCTA This study

Gram-negative Bacteria

Pseudomonas aeruginosa ATCC | Non-invasive, hon-cytotoxic | Zhu et al., 2002.
15442

Pseudomonas aeruginosa ATCC | Producer of the | Mai-Prochnow et
9027 biosurfactant rhamnolipid al., 2015.

Escherichia coli ATCC 25922

B-Hemolytic

Traub and
Leonhard, 1994.

Escherichia coli 0126:H27

Enteroaggregative E. coli

Shazberg et al.,
2003.

Salmonella enteretidis ATCC 13076 | Invasive, non-typhoidal Garcia et al.,
2018.
Salmonella enteretidis ATCC 13096 | Invasive, cytotoxic Quilodran-Vega
et al., 2016.
Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 | Extended-spectrum-§3- Podschun and
lactamase (ESBL) producer | Ulimann, 1998.
Enterobacter sp. Clinical strain This study

Fungal strain

Candida glabrata ATCC 2001

Biofilm producer and azole
drugs resistant

Schwarzmiller et
al., 2014.

Candida parapsilosis ATCC 22019

Biofim  and
producers

proteinase

Quilodran-Vega
et al., 2016.
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Genome: sequencing information and analysis

The draft genome and the secondary metabolite bioinformatic predictions of
Bacillus sp. strain SMIA-2 were described previously by Bernardo et al. (2020). The
whole-genome sequencing was deposited to the GenBank databases under
accession number JAACZZ010000000. Species identity was established by
calculating the average nucleotide identity (ANI), while the strain novelty via the in
silico digital DNA-DNA hybridization (dDDH) using the ANI Calculator OrthoANIu
v0.90 server (Yoon et al., 2017) and the Genome-to-Genome Distance Calculator
(GGDC) version 2.1 (Meier-Kolthoff et al., 2013), respectively, against previously
sequenced genomes in the GenBank database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). The
alignment and genome comparisons for phylogenic tree analysis were performed
using the Type (Strain) Genome Server (TYGS) (Meier-Kolthoff and Gdke, 2019)
and the phylogenetic tree was constructed using FastME version 2.1.6.1 (Lefort et
al., 2015). The numbers above the branches are GBDP (Genome Blast Distance
Phylogeny) pseudo-bootstrap support values from 100 replications. The evaluation
of pseudo-bootstrap for internal branches was obtained from 100 replications.

Genome annotation was performed using three automated genome
annotation pipelines: (1) the NCBI Prokaryotic Genome Annotation Pipeline (PGAP)
(Tatusova et al., 2016); (2) the Rapid Annotation using Subsystem Technology
(RAST) v2.0 server (Aziz et al., 2008); (3) the Prokaryotic Genome Annotation
Pipeline (PGAP) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/annotation_prok/). The
whole genome of SMIA-2 was aligned with the closed genomes of the type strain B.
licheniformis ATCC 14580" and the closest but different species as B.
paralicheniformis KJ-16" to generate a chromosome map using the CGViewer
(Grant and Stohard, 2008).

The prediction of secondary metabolites was performed using antiSMASH


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/annotation_prok/
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version 5 server (Blin et al., 2019) including gene clusters of putative bacteriocins,
non-ribosomal peptides synthase (NRPS), ribosomally-synthesized, post-
translationally modified peptides (RiPPs), polyketide synthetase (PKS) while other
bacteriocins were further verified using a web-based bacteriocin genome mining tool
version 4 (BAGELA4) server (van Heel et al., 2018). The analysis was performed with
a full probabilistic biosynthetic gene cluster (BGC) detection and ClusterFinder
algorithm. The biosynthetic gene cluster gene inventories were further cross
validated by reciprocal blast analysis with the NCBI protein database using Basic

Local Alignment Search Tool protein (BLASTp).

Transmission electron microscopy

The transmission electron microscopy (TEM) was performed according to
(Rosana et al. 2016) with some adaptations. The SMIA-2 cells were fixed and
stained with osmium tetroxide 1% followed by sequential dehydration using an
increasing concentration of ethanol, ethanol: Spurr resin mixture, and, finally, in
Spurr resin matrix. Ultramicrosections were prepared using a Reichert - Jung Ultra
Cut E microtome, supported on nickel-plated gratings, and stained sequentially with
a solution containing uranyl acetate and lead citrate. The colored sections were
visualized using a Morgagni 268 TEM (Philips, FEI, Hillsboro, OR, USA) equipped

with a GatanOrius CCD camera and analyzed with the Morgagni 268 v3.0 software.

Culture, media conditions and antimicrobial activity assays

For screening of antimicrobial activity of Bacillus sp. SMIA-2, the overlay
assay was performed (Benitez et al., 2011; Coventry et al., 1996). An 18-h culture
was placed into plates with Brain Heart Infusion (BHI) (Oxoid, England) agar with a

sterilized metal needle and incubated at 50 °C for 12-h in aerobic conditions. After
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incubation, a layer of 8 ml of soft BHI agar (0.8% w/v agar) containing a suspension
with 1.5 x 108 colony forming units per ml (0.5 McFarland unit) of each designated
indicator microorganisms (Table 1) was poured over the plates. After incubation
under appropriate conditions for each microorganism, growth inhibition was
detected by the appearance of a clear zone around the producer strain, which was
measured using a digital caliper (Vernier caliper, Model 316119, MTX). The plates
without SMIA-2 strain were also inoculated and tested as controls.

In order to use the supernatant for antimicrobial activity, a fermentation was
performed as follow: 50 mL of BHI broth in 250 mL Erlenmeyer flasks were
inoculated with 10% inoculum (1 x 108 cfu ml) of standard cultures of SMIA-2 and
incubated at 50 °C in an orbital shaker (Thermo Forma, Ohio, USA) operated at 150
rpm for different incubation times. At time regular intervals flasks were withdrawn
and analyzed for growth (OD600nm) and pH. The contents were then centrifuged
(HERMLEZ 382 K, Wehingen, Germany) (15 min at 10 000 x g) at 4 °C and the cell-
free supernatant was used for antimicrobial activity assay.

The antimicrobial activity of SMIA-2 cell-free supernatant against
Staphylococcus aureus ATCC 1600 was investigated by the agar disk diffusion
method (Hudzicki, 2009). A suspension with 1.5 x 108 cfu of Staphylococcus aureus
ATCC 1600 was spread with sterilized swabs in Mueller-Hinton agar plates. The
supernatant was filtrated using a 0.22 um Millipore filter to obtain a cell-free
fermentation broth and sterile cellulose discs (6 mm) were placed aseptically on the
plates and impregnated with 10 pL of the cell-free supernatant and incubated at
37°C. The zones of inhibition around the disks were measured after 18 - 24 h. The
sensitivities of Staphylococcus aureus ATCC 1600 to the cell-free supernatant were

determined by measuring the sizes of inhibitory zones on the agar surface around
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the disks using a Vernier caliper (Model 316119, MTX). Besides, the strain
Staphylococcus aureus ATCC 12600 was chosen because of its sensitivity to the
cell-free supernatant.

The biomass cell was measured by centrifuging 10 mL of culture in BHI broth
for 20 min at 2 830 x g, washed with distilled water twice, and dried in the oven at
80°C for 24 h. The experiments were carried out in duplicates and the results were

expressed as mean + standard deviation (SD).

Results and Discussion

Genomic features of strain SMIA-2

Bacillus has long been regarded as a phylogenetic heterogeneous group
(Ash et al., 1991) and over the years reclassification of species and numerous novel
species of genus Bacillus were reported and at the same time, many new genera of
Bacillaceae were established (Ash et al., 1993; Shida et al., 1997; Nazine et al.,
2001; Dasmn et al., 2002; Wang, 2009). The analysis of the 16S rRNA gene of
SMIA-2 performed by Souza and Martins (2001), showed that this organism is
phylogenetically closely related to members of the genus Bacillus rRNA group 5 (B.
stearothermophilus, B. flavothermus, B. thermoglucosidasius and B.
caldoxylolyticus). The levels of similarity ranged from 90% to 91% from B.
stearothermophilus, B. thermocatenulatus, B. thermoleovorans, B. denitrificans, B.
flavothermus, and B. thermoglucosidasius to 94% for B. caldoxylolyticus and
Bacillus sp strain AK1. However, the works of Bernardo et al. (2020) based on
analysis of 16S rRNA gene sequence revealed the degree of similarity between
Bacillus sp. SMIA-2 and the closest related species, Bacillus licheniformis Gibson

467 was 100%. Also, the SMIA-2 genome showed an average nucleotide identity
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(ANI) and DNA-DNA hybridization (DDH) values, which together with the
phylogenetic comparison of the complete genome with the closest strains by TYGS
web server, strongly supported the placement of SMIA-2 strain in the licheniformis
specie.

Based on 16S rRNA phylogenetic analyses, Logan and de Vos (2009) state
that the family Bacillaceae is paraphyletic and composed of species misassigned to
the genus Bacillus as well as genera misassigned to the family. Moreover, Bandhari
et al. (2013) explained that sometimes the genus Bacillus is a phylogenetically
incoherent taxon with members of the group, lacking a common evolutionary matter.
These statements could justify the phylogenetic misclassification by Souza and
Martins (2001).

Besides, new rules for the description of a new species have been applied,
whereas that a strain exhibiting values above 97% will point towards those species
16S rRNA gene similarities with other members of the genus, should be included in
DNA-DNA reassociation experiments (Stackebrandt and Swiderski, 2008).
Moreover, the genus Bacillus is a large heterogeneous group consisting of highly
diverse organisms (Bhandari et al. 2013). According to Logan and de Vos (2009),
the misclassification of species in the genus has historically been a problem
resulting in a repeated redefinition of the genus and reorganization of its constituent
species. Based on the evolution distance, the whole genome phylogeny analysis is
described in Figure 1. Kaya-Ongoto et al. (2019) reported that Bacillus spp. may be
divided into nine groups (groups I-IX), based on their high-level phylogeny or
phenotypic features linked to 16S rRNA gene sequence similarity. B. subtilis, B.
pumilus, B. licheniformis, B. amyloliquefaciens, B. altitudinis, B. mojavensis, B.

safensis, B. circulans, and B. atrophaeus belong to group | (Bandhari et al., 2013).
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Figure 1. Whole-genome phylogenetic tree of Bacillus sp. SMIA-2. The tree was
inferred with FastME 2.1.6.1 including SPR postprocessing from the GBDP
distances calculated from the genome sequences. The branch lengths are scaled
in terms of GBDP distance formula ds. The numbers above the branches are GBDP
pseudo-bootstrap support values >60% from 100 replications, with average branch

support of 63.6%.

The degree of similarity between Bacillus sp. SMIA-2 and its closest related
species type strain Bacillus licheniformis ATCC 14580" is 100% for 16S rRNA
sequence level. With the average nucleotide identity (ANI) of 99.57% (alignment
fraction, 0.95) and digital DNA-DNA hybridization (dDDH) values up to 70%,
supporting the placement of SMIA-2 in the species B. licheniformis (Bernardo et al.,
2020). The bootstrap values ranged from 72% to 100% from B. licheniformis
DSM13", B. haynesii NRRL B-413277, B. paralicheniformis KJ-167, B.
glycinifermentans GO-13T7, B. sonorensis KCTC 13918" and NBRC 101234, B.
swezeyi NRRL B-41294", B. subtilis ATCC 6051™ and NCIB 36107, B. cabrialesii

TE3T and B. subtilis subsp. spizizenii TU-B-10". Paenibacillus glycanilyticus NBRC
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16618" was used as an outgroup due to the fact it is the most distant related group
of organisms that serves as a reference group when determining the evolutionary
relationship of the ingroup. It had been classified as species Bacillus, but it was
associated with novel genera because of its distinct phylogenetic positions (Dasman
et al., 2002).

B. licheniformis DSM13T is an isogenic strain to B. licheniformis ATCC
14580" (Hoffmann et al., 2010; Veith et al., 2004). In addition, Dunlap et al. (2017)
identified B. haynesii NRRL B-413277 and B. swezeyi NRRL B-41294T, in which the
two strains shared a close relationship with B. subtilis group strains. Phylogenetic
analysis of the 16S rRNA gene sequence showed that B. haynesii NRRL B-41327T
share the highest identity (99.7 %) with the type strains of B. sonorensis (99.7 %)
and B. paralicheniformis (99.7 %), while B. swezeyi NRRL B-41294" was found to
share similarly high levels of nucleotide sequence identity with the type strains of B.
sonorensis (99.2 %) and B. licheniformis (99.1 %).

Phylogenomic analysis of B. paralicheniformis KJ-16"7 indicated that the
strain was most closely related to Bacillus sonorensis KCTC-139187 (99.5 %
similarity) and Bacillus licheniformis DSM 13T (99.4 %) (Dunlap et al., 2015). Strains
of B. glycinifermentans GO-13" according to Kim et al. (2015) were related most
closely to Bacillus sonorensis KCTC-13918" and Bacillus licheniformis DSM 13'. B.
sonorensis was isolated from desert soil, it is phenotypically most closely related to
Bacillus licheniformis (Palmisano et al., 2001). Rey et al. (2004) estimated that 80%
of the B. licheniformis genome sequence contains orthologous genes of B. subtilis.
The type strains NCIB 3610 and ATCC 6051 are highly similar and are likely
descendants of the original Marburg strain (Kabisch et al., 2013). De los Santos
Vilallobos et al. (2019) confirmed that B. cabrialesii TE3" belongs to the genus

Bacillus and it is closest related with B. subtilis NCIB 3610 and B. subtilis subsp.
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spizizenii TU-B-10". Furthermore, Nakamura et al. (1999) pointed out that B. subtilis
subsp. spizizenii TU-B-10" has a distant phylogenetic relationship to B. licheniformis
by low DNA relatedness values ranging from 13 to 39 %.

Similarities of the phenotype characteristics of SMIA-2 and phylogenetically
related species of the genus Bacillus findings were shared among all analyzed type
strains (Table 2). Souza and Martins (2001) described SMIA-2 as a Gram-positive

motile bacillus, with subterminal to terminal spores, ellipsoidal in shape (Figure 2).

L g
0.5 pm
Figure 2. Transmission electron micrograph (TEM) of SMIA-2 showing flagellated

cell and ellipsoidal endospore.

According to Logan and de Vos (2009), the family Bacillaceae contains
Bacillus and 18 other genera. The majority of taxa are aerobic or facultatively
anaerobic chemo-organotrophic rods that possess Gram-positive type cell-wall
structures and that form endospores. However, there are exceptions to all of these
characteristics including strict anaerobes, autotrophs, cocci, and organisms that do
not form endospores.

These results showed that the SMIA-2 and the related type strains are a
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phenotypically coherent group of bacilli displaying very high similarity among their

16S rRNA sequences.
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Table 2: Differentiation of Bacillus sp. SMIA-2 from closely related Bacillus species. Strains: 12, SMIA-2; 2°, B. licheniformis ATCC 14580"; 3¢, B.
licheniformis DSM 13T; 49, B. haynesii NRRL B-413277 ; 5¢, B. paralicheniformis KJ-16"; 6%, B. glycinifermentans GO-13"; 79, B. sonorensis KCTC
139187 ; 89, B. swezeyi NRRL B-412947; 9" B. subtilis ATCC 60517 ; 10/, B. cabrialesii TE3" ; 11/, B. subtilis subsp. spizizenii TU-B-10T; 12,
Paenibacillus glycanilyticus NRBC 16618".

Characteristic 12 2° 3¢ 4d 5¢ 6' 79 84 on 10 11 12K
Isolated from Soll Soil Soil Soil Fermented Korean soil desert Soil Marburg Wheat Tunisian Soil
soybean fermented strain (Triticum desert
food product soybean turgidum (strain
paste subsp. 168/
durum) NRRL B-
230497
Gram reaction + + + + + + + + + + + +
Colony colour Yellowish Opaque to Opaque to Creamy Creamy Creamy Yellowish- Creamy NI White, White, Pinkish yellow
white white white white white cream white circular, circular,
flat, irregular
opaque
Spore shape ellipsoidal  ellipsoidal to  ellipsoidal to ellipsoidal ellipsoidal ellipsoidal ellipsoidal ellipsoidal NI cylindrical  cylindrical ellipsoidal
cylindrical cylindrical
Swollen - - - - + - - - NI - - +
sporangia
Growth at:
pH 7.0 (6.5— 6.0-8.0 6.0-8.0 7.0 (5.5- 7.0 7.0 5.0-7.0 7.0 NI 6.0-8.0 5.0-6.0 50-7.0
9.0) 10.0)
temperature 50°C 15°C - 55°C  15°C - 55°C 37°C 37°C 37°C 15°C - 55°C 37°C 28+30°C 28+30°C 28+37°C
oxygen Aerobic Facultatively Facultatively  Facultatively  Facultatively Facultatively  Facultatively  Facultatively  Aerobic Strictly Strictly Facultatively
requirements anaerobic anaerobic anaerobic anaerobic anaerobic anaerobic anaerobic aerobic aerobic aerobic
% NacCl 5.0 7.0 7.0 0.0-12 >10 >8.0 3.0 0.0-12 NI 2.0 7.0 <5.0
Catalase + + + + + + + + NI + + +
Nitrate + + + + + + + NI
reduction
Hydrolysis of:
casein + + + + + + + + NI + + -
starch + + + + + + + + NI + + +
Gelatine + + + + + + + + NI -

* +, Positive; 2, negative; NI, Not Inferred. T: Type strain. a: data from Souza and Martins, 2001; b: data from Manachini et al., 1998; c: data from Manachini et al., 1998; d: data from Dunlap et al., 2017;
e: data from Dunlap et al., 2015; f: data from Kim et al., 2015; g: data from Palmisano et al., 2001; h: data from Kabisch et al., 2013; i: data from de los Santos Vilallobos et al., 2019; j: data from Nakamura
et al., 1999; k: data from Dasman et al., 2002.
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Whole-genome sequencing revealed a total size of 4,292,816 bp in 34
contigs, with a G + C of 45.85% (Bernardo et al., 2020). The RAST annotation has
allocated these genes into 734 subsystems, the most abundant of which are genes
that are associated with carbohydrate (15.6%), followed by amino acid and
derivatives metabolism (13.8%), and cofactors, vitamins, prosthetic groups,
pigments (8.3%). The 4.30 Mbp complete circular chromosome map of SMIA-2, as
aligned against B. licheniformis ATCC 14850" and B. paralicheniformis KJ-167 is

presented in Figure 3.
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Figure 3. Graphical circular map of the chromosome of Bacillus licheniformis SMIA-
2 genome. The outermost circle shows predicted coding regions transcribed on the
forward (clockwise) DNA strand. The second circle shows predicted coding regions
transcribed on the reverse (counterclockwise) DNA strand. The next three rings
show the positions of BLAST hits detected through Blastn comparisons of the
sequence against B. licheniformis SMIA-2, B. licheniformis ATCC 145807, and B.
paralicheniformis KJ-16". The next two rings show GC content and GC skewness.

Each is plotted as the deviation from the average for the entire sequence.

Antimicrobial activity of Bacillus licheniformis SMIA-2 and genetic basis for its
pathogen’s inhibition
For studies of antimicrobial activity of B. licheniformis SMIA-2 cells, the BHI

was chosen for its ability to support both growths of indicators microorganisms and
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B. licheniformis SMIA-2. BHI is a nutrient-rich culture medium that is widely used for
the growth of a variety of microorganisms including bacteria, yeasts and mold, even
those fastidious (Kadam et al., 2013; Yang et al., 2018). Thus, for a correct
assessment of the interaction between SMIA-2 and the selected pathogens, all of
them were all grown in the same medium and their best environmental growth
conditions.

Among the microorganisms tested, Staphylococcus spp. was found to be the
most sensitive microorganism (Table 3). Staphylococcus aureus is a pathogen that
causes various life-threatening human diseases (Lin and Peterson, 2010) and
Staphylococcus pseudointermedius is an important colonizer and pathogens of
dogs, cats, and other domesticated and wild animals (Limbago, 2016; Machado and
Machado, 2017).

Yilmaz et al. (2006) reported several strains of Bacillus spp. isolated from
soils that did not show inhibitory effects against Gram-negative strains, but that were
effective against Staphylococcus aureus, similar to what was observed in this study.
Moreover, Mendo et al. (2004) reported a thermostable Bacillus licheniformis strain
which demonstrated activity against several Gram-positive strains such as Bacillus

subtilis ATCC 14593, Micrococcus luteus ATCC 9341 and Staphylococcus aureus

sp.
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Table 3. Antimicrobial activity spectrum by overlay assay of Bacillus licheniformis

SMIA-2 against indicators strains

Indicators strains Relevant Phenotype Inhibition
zone (mm)
Gram-positive
Staphylococcus aureus 5 Clinical strain 5.71 £0.37
Staphylococcus aureus 7 Clinical strain 5.57 £0.37
Staphylococcus aureus ATCC 33591 Methicillin-resistant 5.26 £0.23
Staphylococcus pseudointermedius Clinical strain 4.13+0.34
Staphylococcus epidermidis 6 (SE 6) Clinical strain 2.81+£0.14
Staphylococcus aureus 1 (SA 1) Clinical strain 2.41 £0.53
Staphylococcus epidermidis 2 (SE 2) Clinical strain 2.41 £0.60
Staphylococcus aureus ATCC 25923 Methicillin-susceptible 1.41 £0.06
Staphylococcus aureus ATCC 12600 Methicillin-susceptible 1.22£0.14
Enterococcus sp. Clinical strain 1.34£0.48
Listeria innocua ATCC 33090 Not-hemolytic 1.12+£0.16
Gram-negative
Salmonella enteretidis ATCC 13076 Invasive, non-typhoidal 3.0+£0.95
Escherichia coli ATCC 25922 B-Hemolytic 2.28 £0.07
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 | Producer of the biosurfactant | 2.05 + 0.88
rhamnolipid
Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 Extended-spectrum-f3- 2.28+0.34
lactamase (ESBL) producers.
Escherichia coli 0126:H27 Enteroaggregative E. coli 1.89+£0.44
Salmonella enteretidis ATCC 13096 Invasive, cytotoxic 1.55+0.45
Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 Not invasive, not cytotoxic 0.0
Klebsiella pneumoniae Clinical strain 0.0
Enterobacter sp. Clinical strain 0.0
Fungi
Candida parapsilosis ATCC 22019 Biofilm and proteinase 3.44 £1.02
producers
Candida galbrata ATCC 2001 Biofilm producer and azole 2.15+0.01
drugs resistant

Members of Bacillus spp. are known to produce a wide arsenal of
antimicrobial substances, including peptide, lipopeptide antibiotics, and bacteriocins
(Abriouel et al., 2011).

In order to assess the biological activity of B. licheniformis SMIA-2
exometabolites released into fermentation broth, the organism was grown in BHI
medium and the antimicrobial activity of supernatant was studied using

Staphylococcus aureus ATCC 12600 as microorganism indicator.

Before antimicrobial activity assays were carried out, the changes in medium
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pH and culture density were also followed during cultivations of Bacillus
licheniformis SMIA-2. As showed in Figure 4, the SMIA-2 had a short exponential
growth phase in cultures shaken at 50°C, reaching the highest OD 600 value after
4 h, probably due to the higher inoculum size used in fermentation combined with
the nutrient-rich composition of the culture medium. In general, non-specifics media
such as Mueller—Hinton (MH) and BHI are used to produce antimicrobial substances
due to abundant sources of nutrient, carbon, nitrogen, vitamins and minerals (Lajis,

2020).
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Figure 4. Growth (=), pH (e) and antimicrobial activity (=) of cell-fee supernatants
of B. licheniformis SMIA-2 cultivated in BHI medium at 50°C. Results are means of

two independent determinations. Bars correspond to standard deviation.

The formation of an inhibition zone against S. aureus (ATCC 12600) started
during the exponential growth phase (2 h) and continued till late stationary phase

growth, were reached a maximum value (26.6 mm). It is known that the antimicrobial
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substances may be produced mainly by the secondary metabolite pathway under
the nutritionally limited conditions (Ruiz et al., 2010). The production of a
bacteriocin-like peptide by B. amyloliquefaciens B10 was detected at the late
logarithmic growth phase (Karaoglu et al., 2014). In addition, the production of
bacteriocin from Bacillus strain 8A started at the early exponential phase and
continued till the stationary growth phase (Salem et al., 2009).

The medium pH declined from 7.22 to 6.56 within 120 min and started to rise
until it reached 7.42 within 720 min. This decline in the medium pH during the
exponential growth phase might be due to the production of acid by the use of
glucose present in the BHI medium and the rise in pH could be attributed to the
consumption of organic acids (Yang et al., 2018).

Bacillus sp. has been reported to produce several antibacterial and antifungal
compounds including nisin, subtilin, cerein, coagulin, licheniocin, chitinase and
serine protease (Waghmare et al. 2019; Vadakedath and Halami, 2019). The SMIA-
2 genome analysis using antiSMASH showed 5 gene clusters involved in the
biosynthesis of secondary metabolites. There were 3 gene clusters belonging to
non-ribosomal peptide synthesis (NRPs) (Lichenysin, Fengycin, Bacillibactin) and
two gene clusters belonging to ribosomal peptide synthesis (Lichenicidin and
Lassopeptide) (Bernardo et al. 2020). Both antiSMASH 5.0 and BAGEL 4.0 servers
also predicted gene clusters for lichenicidin, sonorensin, and lasso peptide
biosynthesis (figure 5).

Although Bacillus licheniformis has been known to produce several
bacteriocins, Zhao and Kuipers (2016) identified and described known and putative
bacteriocins, non-ribosomally synthesized peptides (NRPSs), polyketides (PKs) from

328 whole-genome sequenced strains of 57 species of Bacillales and claimed that
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B. licheniformis are excellent producers of all the three kinds of antimicrobials
(ribosomally synthesized antimicrobials, NRPs or PKs). According to Madslien et al.
(2013) in most of B. licheniformis strains is present the gene cluster responsible for
lichenysins, a non-ribosomally synthesized cyclic lipopeptide biosurfactants, with
antimicrobial activity against both Gram-negative and Gram-positive bacterial

strains including MRSA strains (Das et al., 2008).
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Figure 5. Secondary metabolite biosynthetic gene cluster organization in SMIA-2.
Gene clusters for lichenicidin (A), an unidentified lasso peptide (B) and sonorensin
(C) biosynthesis as predicted by antiSMASH v5.0 and BAGEL 4.0. Color legend for

Fig.5a, b, c is presented in D.

Bacillus licheniformis SMIA-2 have previously been shown to harbor the gene
cluster to produce the bacteriocin lichenicidin, previously described to be produced
by the type strain B. licheniformis ATCC14580" (Rey et al., 2004). Lichenicidin-

producing by B. licheniformis strains isolated from retail infant milk formulae showed
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activity against Staphylococcus aureus, including an MRSA strain (Ordonez et al.,
2013). Moreover, Chopra et al. (2015) predicted that sonorensin, a bacteriocin, was
found to be efficient active against Gram-positive and Gram-negative bacteria.

Harwood et al. (2018) emphasized that B. licheniformis strains have been
shown several gene clusters associated with the synthesis of secondary
metabolites, such as lanthipeptide lichenicidin, lichenysins, bacillibactin-like and
unidentified lasso peptides.

Cochrane and Vederas (2014) argued that lipopeptides produced by Bacillus
spp. are strong antimicrobials. These lipopeptides are known as surfactins, iturins,
lichenysins, fengycins, and polymyxins that have a range of functions such as
antibacterial, antifungal, anticancer and antiviral. In addition, Du et al. (2019)
claimed that antibiotic production by Bacillus spp. enhances the fithess of the
production strains and suppresses plant pathogens that would otherwise harm plant
health.

The massive numbers of bacteria with whole-genome sequence data made
possible to identify an informative set of putative antimicrobial gene clusters across
the genomes that can be developed into new antimicrobials (Zhao and Kuipers,

2016).

Conclusion

The study of the genetic characteristics of the bacterium Bacillus sp. SMIA-2
strongly supports the placement of SMIA-2 in the species licheniformis.

The SMIA-2 strain cells showed antimicrobial potential against several strains
of Staphylococcus aureus. The maximum production of the antimicrobial

substances against S. aureus (ATCC 12600) was found in the late stationary phase
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growth of the microorganism. The SMIA-2 genome analysis using antiSMASH 5 and
BAGEL 4.0 predicted gene cluster for lichenicidin, sonorensin, and lasso peptide
biosynthesis, suggesting that the antimicrobial substances found in the SMIA-2
supernatant of cultures containing BHI may belong to these lipopeptides.

Lastly, with this data, functional and comparative genomics studies can be
initiated and may ultimately lead to new strategies for improving biotechnology for
the production of enzymes and antibiotics with Bacillus licheniformis SMIA-2,

representing a potential source of antibiotic candidates.
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4. RESUMO E CONCLUSOES

Bacillus licheniformis SMIA-2 € uma bactéria termofilica, com grande
destaque na literatura como exlecente produtor de uma varidade de enzimas,
produzidas até mesmo em condi¢des extremas de pH e temperatura. O aumento
da resisténcia aos antibiotiocos traz a necessidade da descoberta de novos
compostos naturais com acao antimicrobiana, despertando o interesse de
investigar o potencial antimicrobiano de SMIA-2.

O primeiro trabalho forneceu informacdes quanto ao genoma do SMIA-2,
no qual a partir do re-sequenciamento do gene 16S rRNA o grau de similaridade
semelhanca entre SMIA-2 e Bacillus licheniformis Gibson 467, foi de 100%. A
analise dos valores médios de identidade nucleotidica (ANI) e de hibridizacdo do
DNA-DNA (DDH), indicaram a colocacao da cepa SMIA-2 na espécie licheniformis.
Além disso a utilizacdo da bioinformatica atrvés do antiSMASH v.5.0 permitiu a
predicdo de genes responsaveis pela biosintese de metabdlitos secundarios, tais
como bacteriocinas e peptideos ndo-ribossémicos.

No segundo trabalho dessa tese, a utilizacdo de ferramentas de
biofinforméatica para analise de todo genoma e a investigacdo do potencial
antimicrobiano de SMIA-2 também foram realizados. As analises comparativas do
genoma entre diversos géneros e espécies possibilitaram a elaboracdo da arvore
filogenética e comparagdes fenotipicas apoiaram fortemente a colocagéo da cepa
SMIA-2 na espécie licheniformis. Através do mapa cromossémico pode-se observar

a conservagdo de caracteristicas genbmicas entre SMIA-2, B. licheniformis
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ATCC14580" e B. paralicheniformis KJ-16". A andlise do genoma do SMIA-2
usando BAGEL 4.0 previu o agrupamento de genes para a biossintese de
lichenicidina, sonorensina e peptideo la¢o ndo identificado. Para a investigacao do
potencial antimicrobiano foi realizada uma varredura com 22 microrganismos
patogénicos e foi observado que o Bacillus licheniformis SMIA-2 possui atividade
antimicrobiana contra varios microrganismos patogénicos, principalmente contra
Staphylococcus spp. A formacgéao de halos de inibicdo do sobrenadante de culturas
do SMIA-2 contendo meio BHI contra S. aureus (ATCC 12600) comecou durante a
fase de crescimento exponencial (2 h) do microrganismo e alcangou 0 maximo na
fase estacionaria de crescimento (26,6 mm), sugerindo que as substancias
antimicrobianas previstas pelo BAGEL 4 podem ser responsaveis por essa
atividade antimicrobiana.

A analise do genoma e os resultados refente a atividade antimicrobiana
destacam o Bacillus licheniformis SMIA-2 ndo s6 como um excelente produtor de
enzimas, como também um microrganismo promissor na producao de substancias

com atividade antimicrobiana.
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