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Apresentacao

As atitudes de usar com responsabilidade os recursos naturais (solo,
agua, ar, flora, fauna, energia), de preservar e conservar a natureza sao
cada vez mais necessdrias para a sociedade moderna acarretando em
uma busca constante por sistemas de producdo agropecudrios apoiados
em principios ecoldgicos e naturais.

Dentro desse cendrio, a Embrapa Agrobiologia construiu o seu

atual plano diretor de pesquisa, desenvolvimento e inovacdo com

a seguinte missdo “gerar conhecimentos e viabilizar tecnologias e
inovacao apoiados nos processos agrobiolégicos, em beneficio de uma
agricultura sustentdvel para a sociedade brasileira”.

A série documentos se constitui em uma linha de publicac6es que visa
disponibilizar informacGes relevantes das mais diversas etapas dos
processos de pesquisa cientifica e tecnoldgica. Podem disponibilizar
revisGes de literatura sobre temas relevantes, relatérios técnicos, um
determinado procedimento metodoldgico, levantamentos de campo,
entre outros tipos de conteudo.

A presente publicacéo intitulada “Base de dados genémica de Bacillus
thuringiensis subsp. kurstaki - estirpe S76"” tem indicacdo para todos
aqueles interessados em conhecer mais sobre o assunto, portanto,
boa leitura.
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Introducéo

O sequenciamento de genomas é um campo de estudos relativamente
recente, onde o primeiro genoma sequenciado de um organismo nao
viral foi o da bactéria Haemophilus influenzae, em 1995 (FLEISCHMANN
et al., 1995), com 1,8 milhdes de pares de base (Mpb). Apds a
publicacdo deste trabalho, genomas de diversas bactérias foram
sequenciados em um curto espaco de tempo (WEISS, 2010).

Na dltima década, por volta de 2005, com o advento dos
sequenciadores de nova geracdo, e consequentemente a rapidez na
obtencédo de dados, estes estudos tornaram-se muito mais frequentes.
Consequentemente houve um aumento exponencial na quantidade

de dados gerados, dobrando a quantidade de bases depositadas

em bancos publicos de sequéncias como o GenBank, sitiado no

Centro Nacional de Informacéo Biotecnolégica ou National Center for
Biotechnology Information - NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). O
NCBI conta atualmente com mais de 350.000 submissbes (sequéncias)
resultando em um total de mais de 100 trilh6es de bases depositadas.
E de acordo com o ranking mundial realizado em 2009, o Brasil
encontrava-se na oitava posicdo em numero de sequéncias depositadas
(WEISS, 2010).
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Existem atualmente 3327 projetos genomas de procariotos no
Genbank, sendo, 153 do Dominhio Archaea e 2525 do Domihio Bacteria
(1017 completos, 961 rascunhos (Drafts) e 547 em andamento)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/static/gpstat.html - Acesso em
07-06-2013). Destes, 198 pertencem ao género Bacillus, e 42 (21 %)
sdo de B. thuringiensis, aproximadamente 20% de B. anthracis (espécie
patogénica) e o restante, 59% pertencentes as mais de 70 espécies do
género Bacillus; reflexo da grande importancia e interesse no potencial
agrobiotecnoldgico de B. thuringiensis.

O conteddo genémico de B. thuringiensis vem sendo estudado por
diversos grupos de pesquisa desde a década de 1970, com interesse
principal nos genes cry. Diversas proteinas Cry com funcdes distintas
ja foram descritas e os seus respectivos genes clonados (CRICKMORE,
2006; GONZALES et al., 1981; KRONSTAD et al., 1981).

Em trabalho realizado pela Embrapa Agrobiologia, foi selecionada uma
estirpe BtkS76, capaz de provocar a mortalidade da populacao de larvas
tratadas de Diatraea saccharalis (agente etiolégico da broca da cana-
de-acucar) com eficiéncia 10 vezes superior a estirpe comercial HD1,
pertencente a mesma subespécie (GITAHY et al., 2007). O estudo
demonstrou a presenca dos genes crylAa, cry1Ab, cry2Aal e cry2Ab2,
sugerindo que as toxinas codificadas por estes genes, ou a combinacdo
delas, podem ser as responsaveis pela alta mortalidade provocada por
esta estirpe as larvas do inseto. As facilidades de sequenciamento

em larga escala a custo baixo e rdpida execucao permitiram gerar um
rascunho do genoma da estirpe BtkS76 que abriu novas perspectivas
para o avanco de conhecimento dos genes cry e de centenas de outros
genes com funcédo desconhecida.

Este documento descreve a metodologia usada no sequenciamento

e montagem das sequéncias desse genoma, assim como apresenta

as principais categorias de genes identificados através do sistema de
anotacdo automadtica, denominado RAST. Em adicdo indica o endereco
na pdgina da Embrapa Agrobiologia que possibilitard o acesso a base de
dados do genoma da estirpe BtkS76.
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Metodologia aplicada no
sequenciamento e na montagem
do genoma

O sequenciamento do DNA total (cromossémico e plasmidial) da
estirpe BtkS76 foi realizado no sequenciador tipo Illumina (SOLEXA)
em parceria com a empresa Fasteris, Suica (www. Fasteris.com). As
informacdes de dois genomas completos e seis plasmideos de estirpes
de B. thuringiensis (Tab. 1), previamente depositados no banco de
genes (Genbank) sitiado no NCBI, foram usadas como referéncia para
a montagem do genoma da estirpe BtkS76 (Tab. 1). Para tal, apés o
sequenciamento ter sido realizado, as sequéncias geradas de BtkS76
foram alinhadas as sequencias de referéncia, a fim de aumentar a
qualidade, e facilitar o processo de montagem dos contigs. A validacao
da qualidade das sequéncias obtidas foi feita através do software MAQ
(Mapping and Assembly with Qualities, version 0.7.1, 2008) conforme
dados fornecidos pela empresa Fasteris SA.

Tabela 1. Sequéncias genémicas de origem cromossomal e plasmidial de
estirpes de B. thuringiensis depositadas no GenBank e utilizadas como
referéncia no processo de montagem do genoma de estirpe BtkS76.

NC 011796.1 B. thuringiensis Plasmidial pBMB7635
B. thuringiensis subsp. kurstaki strain .
NC 002108.1 YBT-1520 Plasmidial pBMB2062
NC 001272.2 B. thuringiensis strain YBT-1520 Plasmidial pBMB9741
DQ363750.1 B. thuringiensis Plasmidial pBMB67
DQ025752.1 B. thuringiensis subsp. kurstaki strain Plasmidial pAW63
AF050161.1 B. thuringiensis subsp. kurstaki Plasmidial pBMB2062
AE017355.1 B. tﬁur/ng/enS/s subsp. konkukian cromossomal
strain 97-27

CP000485.1 B. thuringiensis strain Al Hakam cromossomal
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As sequéncias obtidas foram montadas em contigs (trechos de
sequéncia maiores) utilizando o programa VELVET (realizado pela
empresa Fasteris SA), que é um software para montagem de genomas,
concebido para utilizar sequéncias curtas (pequenos reads), como

as tecnologias geradas pelo sequenciamento Sollexa ou SolliD. A
ferramenta computacional RAST (Rapid Annotation using Subsystem
Technology), foi utilizada com o objetivo de: 1) localizar as ORFs (Open
Reading Frames, ou Regi6es de Leitura Aberta, que sdo os trechos na
sequéncia do DNA que codificam proteinas e RNAs), fazendo uso de
métodos matematicos e estatiSticos, e 2) anotar os genes, atribuindo
suas funcéoes (AZIZ et al. 2008).

Informacdes geradas pelo
sequenciamento e anotacao
automatica

O sequenciamento do genoma da estirpe BtkS76, tomando como base
os genomas de referéncia listados na Tab. 1, mostrou uma cobertura
de cerca de 80% do genoma quando os seis plasmideos foram usados
e mais de 92% quando as sequéncias completas dos genomas de

B. thuringiensis subsp. konkukian estirpe 97-27 (AEO17355) e B.
thuringiensis estirpe Al Hakam (CPO00485) foram utilizadas (Tab. 2).

O emprego do programa MAQ (Mapping and Assembly with Qualities)
permitiu a obtencdo de cerca de 5000 contigs e de 1660 scaffolds, o
que reflete num tamanho do genoma da estirpe S76 entre 4,5 e 4,7
milhées de pares de base (Mpb). O tamanho médio de cada contig foi
estimado em 899 pb enquanto que esse valor foi de 2845 pb para os
scaffolds. O contig de maior tamanho foi calculado possuir 39364 pb
enquanto que para o scaffold foi de 58282 pb (Tab. 3).

Apds a etapa de montagem, foi realizada a validacdo da mesma,
mostrando que cerca de 20% dos reads nédo participaram da montagem
final do genoma (dados ndo mostrados). Este valor é alto para
procedimentos de montagem de genomas. O mesmo pode ser atribuido
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Tabela 2. Percentual total de reads na estirpe BtkS76 mapeados com base
nas sequéncias completas dos genomas e plasmideos de outros estirpes de
B. thuringiensis usados como referéncia.

AE017355 5.211.812 41,5 4.839.016 92,8
CP000485 5.182.208 41,2 4.816.459 92,9
6 plasmideos* 1.164.718 9,3 936.184 80,4

*Conforme Tab. 1.

Tabela 3. Resultados da montagem das sequéncias da estirpe BtkS76
provenientes do sequenciamento na plataforma lllumina.

Comprimento total (pb) 4.513.336 4.737.882
Bases indeterminadas 0 202.891
N° de contigs com 50 pb 2028 8760
Tamanho médio 899 2845
Maior tamanho 39.364 58.292

as diferencas de cobertura de sequéncias dos plasmideos presentes
na estirpe BtkS76 em relacdao aos usados como referéncia, sugerindo
a presenca de plasmideos diferentes na estirpe BtkS76, quando
comparados com os genomas utilizados como referéncia.

A anotacdo automatica realizada pelo programa RAST (Rapid
Annotation using Subsystem Technology), um programa que faz uma
anotacdo (atribuicdo de funcao bioldgica - in silico), as sequéncias,
mostrou a ocorréncia de praticamente todas as categorias de genes
encontrados em outras bactérias ja sequenciadas e depositadas

nos bancos de dados (Fig. 1). As categorias com nimero de genes
superior a 100 foram: metabolismo de carboidratos, metabolismo de
aminodcidos e derivados, metabolismo de proteihas, metabolismo

13
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de cofatores e vitaminas, grupos prostéticos e pigmentos, além da
categoria “Outros” (Miscellaneous). Outras categorias essencialmente
envolvidas em atividades metabdlicas em B. thuringiensis, mas em
menor numero de genes foram: resposta a estresse, plasmideos,
viruléncia e defesa, dorméncia e esporulacéo etc.

Somente através da anotacdo manual serd possivel confirmar de modo
mais preciso todos os genes e as respectivas fungcées no genoma da
estirpe BtkS76. Para tanto, faz-se necessdrio estabelecer uma base de

In

dados que seja “amigdvel” e que permita a cura individual dos genes
anotados pelo sistema automadtico RAST. Além disso, a mesma deve
permitir a exploracao do potencial biotecnoldgico presente no genoma,
em especial daqueles 30 a 40% de genes identificados na categoria
de funcdo desconhecida. A Fig. 2 apresenta um exemplo de genes
encontrados na estirpe BtkS76 e que estdo envolvidos com as etapas

de esporulacdo da bactéria.

Base de dados Genomica de BtkS76

A base de dados contendo as informagdes gendémicas (sequéncias)

da estirpe BtkS76 encontra-se hospedada nos servidores da Embrapa
Agrobiologia. O acesso ao genoma ¢ realizado através do programa
GAAT (Genome Assembly and Annotation Tool), gentilmente cedido
pela UFPR, no endereco http://bioinfo-ext.cnpab.embrapa.br/BH,
conforme ilustrado nas Fig. 3 e 4. Para o acesso e a prospeccédo do
contelddo gendmico da estirpe BtkS76, o potencial pesquisador parceiro,
de outra Unidade da Embrapa e mesmo de Instituicdo de Ensino e
Pesquisa, receberd a senha designada pelo coordenador do projeto, apds
a aprovacdo de proposta de pesquisa em parceria com a Unidade.

Perspectivas
Formulacées comerciais a base de B. thuringiensis compostas por

uma mistura de células, esporos e cristais, que sdo formados por
mondémeros de proteinas Cry em forma inativa, sdo usadas ha mais
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Categoria
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Fig. 1. Categorias de genes identificados no genoma da estirpe BtkS76 através da

anotacdo utilizando o sistema de anotacdo RAST.
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Fig. 2. Painel evidenciando a presenca de diversos genes identificados no genoma da

estirpe BtkS76 apds a exportacdo dos dados para o programa ARTEMIS.
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Fig. 3. Pdgina do website da Embrapa Agrobiologia com o endereco de acesso ao
programa GAAT (Fig. 3A) e com a interface da base de dados do genoma da estirpe
BtkS76 com a lista dos contigs (Fig. 3B).
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Fig. 4. Interface da base de dados do genoma da estirpe BtkS76 com as informacdes
referentes as ORFs presentes no contig#34 (Fig. 4A) e o detalhamento de uma das ORFs
(Fig. 4B).
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de 50 anos na agricultura (BOREM e GIUDICE, 2008). No Brasil, o
mercado para esses produtos € muito promissor, devido a presenca de
cerca de 500 pragas com importdncia econémica, que atacam diversas
culturas de interesse agrotecnoldgico todos os anos.

Estima-se a existéncia de cerca de 70 produtos ja desenvolvidos pelas
inddstrias, a partir de B. thuringiensis, em diversas regiées do mundo,

e alguns desenvolvidos por micro industrias brasileiras (MORAES et al.,
2000), além de alguns biopesticidas importados registrados, a base de

B. thuringiensis, tais como Dipel®, Vectobac® e Bactivec®. Este ultimo é
importado pelo governo brasileiro e distribuido em diversos estados para o
controle das larvas do Aedes aegypti (Diptera) (CAPALBO et al., 2008).

Além dos produtos, existem hoje patentes relacionadas ao uso de
genes cry e cyt para o controle de insetos lepidépteros, coledpteros

e dipteros. Os Estados Unidos sao lideres mundiais em patentes
relacionadas a B. thuringiensis e seus genes cry e cyt, tendo
atualmente 7369 depdsitos relacionados no United States Patent

and Trademark Office (USPTO). No banco de patentes europeu
(European Patent Office - EPO) ha 2243 patentes, enquanto no Brasil,
temos apenas 76 patentes depositadas junto ao Instituto Nacional da
Propriedade Industrial (INPI).

Em conclusdo, podemos inferir que o sequenciamento genémico da
estirpe BtkS76, pioneiro para a espécie B. thuringiensis no Brasil,
abre novas perspectivas para a prospeccdo de genes de interesse
agrobiotecnoldgico e a consequente exploracdo comercial com a
possibilidade de depdsito de patentes. Se considerarmos que existem
cerca de 4000 genes no genoma da estirpe BtkS76 e que 1% possuem
potencial biotecnoldgico, teriamos entdo 40 genes para exploracao
comercial. Obviamente, havera necessidade de esforco contihuo da
pesquisa junto ao banco de dados do BtkS76 para que o potencial
biotecnoldgico seja efetivamente explorado e possa fornecer a
sociedade brasileira informacGes que agregam valor ao agronegdcio
nacional.
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Glossario de termos

ORF - “Open Reading Frame” ou fase aberta de leitura do DNA, que
corresponde a sequéncia com possivel regido codificadora, identificada
por um cdédon iniciador e um terminador.

read - Sequéncia de DNA obtida a partir de uma reacdo de
sequenciamento.

contig - Segmento contiguo de sequéncias de DNA, resultante
da montagem de reads obtidos como parte de um projeto de
sequenciamento de genoma.

scaffold - conjunto de contigs organizados em sequéncia, representam
grandes porc6es de um genoma.

anotacdo - Atribuicdo de caracteristicas funcionais, estruturais primarias
através da busca por homologia das sequéncias de DNA obtidas por
sequenciamento ou secunddrias e tercidrias por predicdo de sequéncia
de aminoacidos codificados. Descricdo de funcées e identificacdo de
genes e seus produtos.






Em:ipa

Agrobiologia

G OV ERNO FEDETRA AL

Ministério da
Agricultura, Pecuaria
e Abastecimento

PAIS RICO E PAiIS SEM POBREZA



	2014-040_DOCUMENTO 279_CAPA A5.pdf
	Página 1
	Página 2
	Página 3
	Página 4


