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RESUMO

A soja (Glycine max) € a principal cultura agricola do Brasil, o maior exportador mundial do
grao. No entanto, a sua produtividade ainda ¢ prejudicada por doencas desencadeadas por
patogenos, nematoides e pragas. A bactéria gram-positiva, formadora de enddsporos Bacillus
methylotrophicus ¢ definida como agente de biocontrole (ABC), ao produzir metabo6litos com
atividade antibiotica, especialmente contra fitonematoides encontrados nas raizes. As
estratégias de manejo destes fitoparasitas envolvem a utilizagdo concomitante de produtos a
base de diferentes espécies de microrganismos. No entanto, devido a complexidade do ambiente
rizosférico, torna-se desafiadora a predicao da performance individual destes agentes. Portanto,
o objetivo do presente estudo foi identificar e quantificar, por meio de ensaios moleculares,
cepas de B. methylotrophicus em raizes de soja. Genes codificantes dessa cepa foram alinhados
com os de outras espécies para a predi¢do de regides com polimorfismos unicos por meio de
analises in silico. Para a diferenciacdo das espécies, foram selecionados os genes que codificam
para as enzimas metiltioribulose-1-fosfato desidratase (MtnB) e proteina de germinagdo de
esporos GerkB (GerkB) como provaveis marcadores quantitativos, uma vez que apresentaram
dois polimorfismos unicos subsequentes na regido 3’ de alinhamento dos primers. Apds a
validacdo da especificidade dos primers por PCR convencional, duas combinag¢des de
oligonucleotideos iniciadores para o gene MnB discriminaram B. methylotrophicus das demais
espécies com estrita relacdo filogenética. Uma das combinacdes foi utilizada na construgdo da
curva-padrdo absoluta para a quantifica¢do de B. methylotrophicus em raizes de soja submetidas
a tratamentos com diferentes ABCs. As andlises de qPCR evidenciaram que a maior
recuperagdo de DNA da bactéria de interesse foi obtida dos experimentos com B.
methylotrophicus + B. subtlis, seguido de B. methylotrophicus + B. subtilis + Trichoderma
asperellum. Nao foi recuperado DNA dos controles nao tratados, os quais ndo diferiram do
tratamento com apenas B. methylotrophicus. Portanto, o marcador utilizado nesse estudo ¢
especifico a B. methylotrophicus e pode ser utilizado para inferir a influéncia de outros ABCs
sob o desenvolvimento dessa cepa bacteriana.

Palavras-chave: Marcador molecular. Bacillus methylotrophicus. Controle biologico. SNPs.
qPCR.
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ABSTRACT

Soybean (Glycine max) is the main agricultural crop in Brazil, which is one of the world's
largest exporters of this grain. However, soybean productivity is injured by diseases triggered
by pathogens, nematodes and pests. The endospore-forming gram-positive bacteria Bacillus
methylotrophicus is defined as a biocontrol agent (BCA), because this rhizobacteria produces
metabolites with antibiotic activity, especially against nematodes found in root plants. The
management strategies of these phytoparasites involve the concomitant use of products based
on different microorganisms species. However, due to the complexity of rhizosphere
environment, is challenging to predict the individual performance of these agents. Therefore,
the present study aimed identify and quantify, through molecular assays, strains of B.
methylotrophicus in soybean roots. Through in silico analysis genes of this strain were aligned
with genes of other Bacillus strains to predict single nucleotide polymorphisms (SNPs) regions.
For species discrimination, genes encoding the enzyme methylthioribulose-1-phosphate
dehydratase (MtnB) and spore germination protein GerkB (GerkB) were selected as probable
quantitative markers, since that two subsequent SNPs in region 3 ' of primer alignment were
identified. The specificity of primers was validated by conventional PCR and two primers
combinations for the MtnB gene able to discriminate B. methylotrophicus from other species
with strict phylogenetic relationship was selected. Primer combination 1 (Cl) was used to
construct the absolute standard curve for B. methylotrophicus DNA quantification from
soybean roots with treatments with different BCAs species. The gPCR analyzes showed that the
highest DNA recovery of the bacteria of interest was obtained from the experiments with B.
methylotrophicus + B. subtlis, followed by B. methylotrophicus + B. subtilis + Trichoderma
asperellum. B. methylotrophicus DNA was not recovered from untreated controls (UTC) and
there was no statistical difference between UTC and treatment with only B. methylotrophicus.
Therefore, the molecular marker used in this study is specific to B. methylotrophicus and can
be used to infer the influence of other BCAs on development of B. methylotrophicus.

Key-words: Molecular Marker. Bacillus methylotrophicus. Biological Control. SNPs. gPCR.
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1 INTRODUCAO

A soja (Glycine max) ¢ uma das principais fontes de proteinas e 6leo destinados a
alimentagdo humana, nutricao animal e obten¢ao de biocombustiveis. O aumento da produgao
na safra 2021/22 ¢ de 4,0 % em relagdo a safra 2020/21, o qual foi possivel gracas a expansao
de 3,7% da area de cultivo da soja (CONAB, 2021). No entanto, o sistema de monocultivos
expoe a cultura da soja ao ataque de pragas e patdgenos, os quais, consequentemente, afetam
diretamente o aumento do rendimento das lavouras (LIU et al., 2015).

Os fitopatogenos expressam diferentes genes envolvidos no estabelecimento da
infeccdo. Em contrapartida, a planta hospedeira produz substancias responsivas aos fatores de
viruléncia, embora insuficientes para impedir o desenvolvimento de doencas (DIXON e
LAMB, 1990). A utilizacao de pesticidas quimicos no manejo de pragas e doengas ¢ a estratégia
mais empregada, porém amplamente questionada devido aos efeitos residuais deixados em
plantas, grdos e no meio ambiente. Além disso, oferecem riscos a saude humana pela alta
toxicidade dos principios ativos presentes em suas formulagoes.

Nesse contexto de demanda econdmica e limitagdes de cultivo, emerge a necessidade
de novas estratégias para redu¢do populacional de fitopatégenos. O manejo bioldgico visa
maximizar o controle de pragas e doencas criando ou aumentando a populagdo de
microrganismos benéficos, na escala local de aplicagdo. Estes microrganismos benéficos sao
definidos como agentes de biocontrole (ABCs), os quais sdo biotréficos e competem por espago
e nutrientes com patdgenos, incitando mecanismos de resisténcia nas plantas com as quais
mantém simbiose (FIEDLER et al., 2008). Rizobactérias gram-positivas do género Bacillus sao
amplamente relatadas como ABCs e oferecem vantagens no manejo agricola. Além disso, as
espécies de Bacillus sdo capazes de produzir esporos que lhes permitem resistir a condi¢des
ambientais adversas, além de serem prontamente manipulados em formula¢des, as quais sdo
facilmente armazenadas. Diferentes produtos a base dessas bactérias sdo comercializados,
como pesticidas ou fertilizantes microbianos (PEREZ-GARCIA et al., 2011). Estas
formulagdes de Bacillus tém sido utilizadas no controle bioldégico de nematoides, uma vez que
reduzem a populagdo de parasitas e promovem o crescimento da planta (CHINHEYA et al.,
2017).

Acredita-se que o estabelecimento de microrganismos benéficos no sistema radicular,
utilizados para o controle de doengas em lavouras, pode ser afetado por diversos fatores, como
as condigdes ambientais e a competicdo com outros microrganismos por espaco e nutrientes.

Além disso, as prescri¢des de produtos bioldgicos envolvem o uso combinado de diferentes



principios ativos, visando aumentar o espectro de protecdo das plantas (MUMTAZ et al, 2018;
FERREIRA et al, 2021). Portanto, torna-se importante definir ferramentas capazes de
identificar e quantificar a presenca de cada um destes ABCs. Para isso, estratégias inerentes a
biologia molecular, especialmente quantitativos como a qPCR, demonstram a acuricia
necessaria. Essa abordagem permite monitorar ABCs a nivel de DNA, o que a torna
especialmente vantajosa na discriminacdo de espécie estritamente correlacionadas como
aquelas dentro do género Bacillus. Além disso, os dados obtidos por quantificacdo absoluta
podem ser utilizados para inferir as interagdes entre ABCs no ambiente de estudo. Portanto,
hipotetizamos que cepas de B. methylotrophicus podem ser quantificadas de forma eficiente por
gPCR, utilizando marcadores especificos previamente identificados.

Dessa forma, o objetivo primordial deste estudo foi identificar e quantificar por PCR
convencional e qPCR a cepa do ABC B. methylotrophicus em raizes de soja. Secundariamente,
objetivou-se: (i) selecionar genes-alvo como possiveis marcadores para a diferenciagdo
molecular de B. methylotrophicus; (i1) desenhar oligonucleotidos iniciadores capazes de
diferenciar B. methylotrophicus de outros microrganismos presentes em raizes da soja; (iii)
comparar a especificidade dos primers desenhados; (iv) construir uma curva padrdo absoluta
para quantificacdo de B. methylotrophicus; (v) quantificar B. methylotrophicus presentes em
raizes de soja sob diferentes condi¢des de tratamento e (vi) inferir a compatibilidade entre a

espécie em estudo e outros ABCs.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Caracteristicas morfoldgicas da soja e sua importancia econdomica

A soja ¢ uma planta herbacea originaria da regido central da China que foi domesticada
e, posteriormente, disseminada para Europa, América do Norte ¢ América do Sul. Sua
introducao no Brasil se deu por volta de 1882, na regido da Bahia (VERNETTI, 1983). Possui
caule hispido e com poucas ramificagdes, folhas trifoliadas, com exce¢do do primeiro par acima
do n6 cotiledonar. Pode apresentar crescimento determinado, no qual, apds o estagio de
floracdo, ndo ha emissdo de novos nos no caule; indeterminado, em que a planta desenvolve
ramificagcdes apds o florescimento; ou semi-determinado, apresentando caracteristicas de
ambos crescimentos supramencionados (THOMAS, 2018). Ao final do seu ciclo, a soja
desenvolve vagens, que sdo estruturas responsaveis por abrigar as sementes. Estas, por sua vez,
apresentam morfologia lisa, eliptica ou globosa, de tegumento amarelo palido, marrom ou preto
com hilo preto, marrom ou amarelo-palha. As plantas podem atingir dimensdes entre 60 e 110
centimetros, dependo da cultivar e das condi¢des edafoclimaticas nas quais a cultura é cultivada
(NEPOMUCENO et al., 2019).

As variedades comerciais de soja acumulam um percentual de 36% de proteinas e 18%
de 6leo em suas sementes. No processamento do grao, cerca de 79 % sao destinados a fabricagcdo
de racdo animal e ¢ considerado “padrao ouro” de suplemento proteico quando comparado com
outras fontes do mesmo nutriente. O 6leo corresponde a 21% do subproduto destinado a
producdo do oleo de soja, utilizado como alimento e para producdo de biodiesel.
(CROMWELL, 1999).

Segundo dados do Ministério do Desenvolvimento, Industria e Comércio Exterior
(MDIC), as exportagdes de soja em 2017 renderam uma receita bruta estimada em US$ 217,74
bilhdes para a economia do Brasil. A safra 2020/21 (Figura 1) apresentou recorde de producao,
sendo 10,3% maior do que a safra anterior. O estado do Mato Grosso responde pelo maior
percentual do total a ser produzido pelo pais, com a colheita acima de 30 milhdes de toneladas.
Ademais, o estado do Rio Grande do Sul apresentou uma expansao produtiva de 80,8%, o que
gerou um incremento de 9,1 milhdes de toneladas de soja para a produgao total nacional. Além
do impacto na economia brasileira, a cultura dessa leguminosa ainda apresenta elevada
relevancia social, uma vez que a cadeia produtiva do grao gera, direta ou indiretamente,

empregos que atendem as mais diversas classes sociais (FARIAS et al., 2007).



No entanto, ainda existem fatores que interferem no maximo desempenho produtivo
desta oleaginosa. Dentre estes, as condi¢gdes endafoclimaticas da safra de 2019/20 ndo foram
favoraveis para a produtividade do grao, prejudicando o rendimento médio nacional (IBGE,
2019). Aliado a este fato, destaca-se a susceptibilidade da soja a fitopatdgenos, os quais incluem
fungos, bactérias, nematoides e virus. Os efeitos nos indices econdmicos de cada doenca variam
de ano para ano e de regido para regido, dependendo das condi¢des climaticas de cada safra. As
perdas podem variar entre 15% e 20% da producao total. Portanto, a ndo detec¢do precoce da
presenca de fitopatdgenos no solo ou um manejo inadequado podem gerar prejuizos de quase

100% na produtividade (AGROPECUARIA, 2013).

Figura 1. Estimativas da producdo de soja, segundo as principais Unidades da Federagao
produtoras e sua variacdo anual (%) para as safras 2020/2021.
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Fonte: IBGE, Diretoria de Pesquisas, Coordenacdo de Agropecudria, Levantamento

Sistematico da Producao Agricola — outubro de 2021.
2.2 Decréscimo da produtividade de soja e sua relacdo com fitopatogenos de solo
2.2.1 Doencas causadas por fungos
A soja € suscetivel a aproximadamente 21 fungos fitopatogénicos que podem infectar o
caule, tecidos foliares e radiculares nos diferentes estadios fenologicos da cultura. O fungo

Colletotrichum truncatum ¢é o agente etioldogico da antracnose, responsavel por afetar a

formacao inicial das vagens. A associag¢do da presenca do fungo com as condi¢des climaticas



pode ocasionar perda total da producdo em periodos com grande volume de chuvas e altas
temperaturas. Os principais sintomas causados pela infec¢do por C. truncatum sdo a presenca
de manchas negras nas nervuras das folhas, hastes e vagens (HENNING et al., 2014).

O patégeno Rhizoctonia solani ocorre naturalmente no solo e infecta as plantas entre os
estadios de pré-emergéncia e pos-emergéncia (30-35 dias ap6s a semeadura) em locais com
umidade e temperatura elevadas. Os sintomas sdo caracterizados por manchas de coloragao
escura na haste tangente ao solo e, geralmente, sdo emitidas raizes adventicias acima da regiao
afetada, uma vez que o sistema radicular ¢ alvejado pelo patogeno. Em lavouras, a presenga de
plantas infectadas com R. solani pode ser detectada pela formacao de reboleiras, que sdo regioes
onde ha concentracdo de plantas mortas (GODOY et al., 2016).

A podridao vermelha de raiz ¢ uma patologia desencadeada pelo Fusarium solani. Na
soja, a primeira manifestacdo infecciosa ocorre na raiz, a qual apresenta descoloragdo vascular
acastanhada que se estende em dire¢o ao caule, com a medula remanescente branca. As plantas
infectadas podem ser retiradas do solo com maior facilidade e, em algumas ocasides, pode ser
observada uma massa de conidios na superficie radicular, evidenciando a esporulagdao do
fitopatogeno nesta regido. A fase mais visualmente proeminente da doenca ocorre quando os
sintomas foliares sdo observados no campo, o que geralmente acontece ap6s o florescimento.
Inicialmente, as folhas mostram manchas clordticas interveolares dispersas que se expandem e
se tornam necrdticas (HARTMAN et al., 2015).

Entre os estddios de floracdo e desenvolvimento das vagens, a soja apresenta
vulnerabilidade acentuada a infecc¢ao por Sclerotina sclerotium. S. sclerotium é capaz de formar
estruturas de resisténcia denominadas esclerddios, os quais garantem a propagacao da doenca
entre cultivos em uma mesma area e, consequentemente, dificultam a erradicagdo do patogeno.
(GOULART, 1997). Condicdes ambientais frias e imidas favorecem a germinagdo destas
estruturas, levando a infec¢do e necrose de folhas juntamente com a cobertura de caule e vagens
por micélios de coloragdo branca (CHEN e WANG, 2005). Este fungo ¢ um produtor prolifico
de enzimas, como pectinases, celulases e hemicelulases, as quais facilitam a degradagao da
parede celular da planta e posterior colonizagdo pelo hospedeiro (AMSELEM et al., 2011).
Além disso, S. sclerotium secreta 4cido oxalico que diretamente ou em combinacdo com outros
fatores de viruléncia, suprime o metabolismo oxidativo da planta hospedeira, de forma que as
células infectadas ativam mecanismos de morte celular programada (CESSNA et al., 2000;
RANIJAN et al., 2018). A via de secrecdo de oxalato também contribui com a acidificagao
tecidual do hospedeiro e, juntamente com o sequestro de ions célcio, facilita a degradacao

enzimatica da parede celular (KABBAGE et al., 2015).



2.2.2 Susceptibilidade da soja a fitonematoides

Os nematoides sdao capazes de se estabelecerem em quase todos os nichos ecolédgicos
possiveis, apesar de sua estrutura corporal relativamente simples. Aqueles que habitam o solo
se alimentam de bactérias, fungos, insetos ou de raizes de plantas. Alguns podem passar todo o
seu ciclo de vida apenas alimentando-se da superficie ou tecidos mais profundos das raizes,
outros sdao capazes de invadir o sistema radicular e se alimentarem de células corticais ou
estelares. Todos os nematoides que infectam plantas sdo parasitas biotréficos obrigatorios, pois
requerem nutrientes das células vivas para sobreviverem, modificando-os por meio de
secrecOes salivares antes da ingestdo. Durante a infec¢do, os nematoides usam sinais vegetais,
denominados aleloquimicos, para garantir uma sincronia estreita entre o seu clico de vida e o
do hospedeiro. Os aleloquimicos influenciam, especialmente, a eclosdo de ovos e a fisiologia
dos parasitas juvenis em desenvolvimento (WYSS, 1997).

Os nematoides parasitas de plantas podem ser classificados como: (i) ectoparasitas
quando permanecem na parte externa da planta e utilizam seu estilete para se alimentarem das
células da raiz (Figura 2A); (ii) semi-endoparasitas, ao penetrarem parcialmente na planta e se
alimentarem desta em algum momento de seu ciclo de vida; (iii) endoparasitas migratérios
(Figura 2B), os quais passam grande parte do tempo migrando pelos tecidos das raizes e
alimentando-se destrutivamente de células vegetais; e (iv) endoparasitas sedentarios (Figura
2C e 2D), quando o nematoide passa a maior parte de sua vida sedentaria dentro do tecido da
planta, estabelecendo um parasitismo altamente especializado (PALOMARES-RIUS et al.,
2017). Considerando as perdas de produtividade da soja, nematoides do grupo iii € iv sdo os

que mais impactam a economia.



Figura 2. Estratégias de infec¢do de nematoides parasitas de plantas. (A) Os ectoparasitas
absorvem nutrientes das células vegetais sem invadir a raiz. (B) Os endoparasitas migratorios
(nematoides das galhas - NG), como Meloidogyne spp., € nematoides do cisto (NC), como
Heterodera spp., se movem através dos tecidos radiculares causando destruicao e alimentando-
se de tecidos vegetais. (C) Os juvenis de segundo estagio de NGs penetram na raiz € migram
intercelularmente para o cilindro vascular, onde reprogramam os tecidos radiculares formando
células gigantes. Apos o estabelecimento de células gigantes, os NGs juvenis se tornam
sedentarios e absorvem nutrientes e agua através de um estilete de alimentacdo. As fémeas
adultas de NGs formam uma massa de ovos na superficie radicular ou abaixo desta. (D) Os
juvenis de segundo estagio de NCs se movem intracelularmente na raiz, causando destrui¢ao
dos tecidos das plantas a medida que avangam, induzindo a formacgao de sincicios nos tecidos
vasculares como células alimentadoras.

Tecido vascular
Periciclo
Endoderme
Cortex

(B) Endoparasitas
migratorios

\ Cisto
~”

(D) Endoparasitas
sedentirios

Epiderme

Massa de
ovos

Nematoide de galha ' 5 e
Nematoide do cisto

Segundo estagio juvenil

Fonte: Adaptado de (SATO et al., 2019).

Dentre os principais organismos que atacam a soja, destacam-se os de lesoes,
representados pela espécie Pratylenchus brachyurus, os formadores de galha (NGs), como
Meloidogyne incognita e Meloidogyne javanica e os nematoides de cisto (NCs), como
Heterodera glycines. Os sintomas causados sdo geralmente inespecificos e associados a
deficiéncia de nutrientes, murcha incipiente, nanismo, baixa produtividade e, as vezes, morte
das plantas. Com excec¢do de galhas nas raizes e presenga de necrose ou deformacdes causadas
por espécies especificas, a deteccdo dos sinais ¢ desafiadora (PALOMARES-RIUS et al., 2017).
Geralmente, cultivos infectados por nematoides formam as reboleiras, as quais sdo regides com
maior densidade de plantas clordticas e atrofiadas. O dano causado por estes parasitas ainda

pode ser agravado pela alta compactacao do solo e pelo déficit hidrico (KIMATI et al., 1997).
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Nematoides da espécie P. brachyurus sdo endoparasitas migratorios capazes de destruir
os tecidos radiculares ao rompé-los superficial e internamente, utilizando-se de seu estilete de
alimentacgdo, de sua movimentagdo ao longo da raiz e da degradagdao enzimatica das paredes
celulares vegetais (Figura 2B). Tanto juvenis quanto adultos podem penetrar e sair das raizes,
o que dificulta a deteccdo de sua presenga e os danos que causam. Durante a migragdo
intracelular, esses nematoides se alimentam do citosol vegetal, causando a destruicao do tecido
radicular e a promogao de infec¢des secundarias por outros patogenos. As fémeas depositam
seus ovos dentro da raiz ou no solo adjacente, garantindo a propaga¢ao do parasita (JONES e
FOSU-NYARKO, 2014; BELL et al., 2018).

Meloidogyne spp. sdo endoparasitas sedentarios que, em seu segundo estagio juvenil
(J2), infectam seus hospedeiros. Ao penetrar a raiz, o nematoide forma sitios multinucleados
denominados de células gigantes (Figura 2C). Como consequéncia, sdo observadas galhas que
se assemelham a nodulos de fixacao de nitrogénio. Contudo, as galhas possuem tamanho maior
e sdo originadas pela expansdo da propria raiz, através da qual as fémeas projetam-se e
depositam massas de ovos na superficie da estrutura (KIM et al., 2016; ELHADY et al., 2017).
As raizes infectadas sao mais curtas que as saudaveis e os elementos vasculares deformados em
galhas impedem a absor¢do efetiva de agua e nutrientes. Os sintomas acima do solo causados
por Meloidogyne spp. sdo plantas raquiticas e cloréticas, sendo de dificil distingdo daqueles
causados por outros patdégenos de solo (TAYLOR e SASSER, 1978).

Os NCs (Figura 2D), como Heterodera glycines, sao endoparasitas sedentdrios que
infectam raizes mediante a produgdo de moléculas que facilitam a invasao no hospedeiro. Estas
sao produzidas principalmente em trés glandulas salivares esofagicas e injetadas nas células
vegetais através do estilete em forma de seringa. Também sdo responsaveis por bloquear as
respostas de defesa das plantas e por mediar a formagdo, no hospedeiro, de células
especializadas (sincicios) em manter a alimentacao do parasita ( SOBCZAK e GOLINOWSKI,
2011; MEJIAS et al., 2019).

Os nematoides parasitas de plantas sdo mais vulneraveis durante sua fase ativa no solo,
na qual procuram as raizes das plantas hospedeiras. Uma vez que as espécies endoparasitas
penetram na raiz, o controle com produtos quimicos ¢ restrito, pois os nematicidas precisam ser
nao fitotoxicos e preferencialmente sist€émicos (GOWEN, 1997). Ainda que o uso de pesticidas
possibilite o aumento da producao, simplificando os sistemas de cultivo, a confianga excessiva
no controle quimico esta associada a contaminacdo dos ecossistemas e aos efeitos indesejaveis

a satide humana. Além disso, o futuro da produgdo agricola estd ameagado pela emergéncia de
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variantes resistentes aos agroquimicos utilizados e pela diminui¢cdo da disponibilidade de

substancias ativas (BARZMAN et al., 2015).

2.3 Desafios do manejo agroquimico da soja

O termo pesticida abrange uma gama de compostos, incluindo inseticidas, fungicidas,
herbicidas, nematicidas, reguladores de crescimento vegetal e outros quimicos destinados ao
manejo de culturas agricolas. O uso desses produtos tem relagdo com o aumento da produgao
e, de fato, sdo responsaveis pela reducdo de doengas e pragas em lavouras. No entanto, sérias
implicacdes para saude humana e do meio ambiente sdo associadas a sua aplicacdo, uma vez
que podem contaminar solos e mananciais hidricos, além de deixarem residuos que podem ser
encontrados em uma grande variedade de alimentos e bebidas (AKTAR et al., 2009;
NICOLOPOULOU-STAMATI et al., 2016). Além disso, o sistema de monocultivos agrava o
quadro de perda da protecao a pesticidas, uma vez que grandes areas de culturas geneticamente
uniformes fornecem criadouros ideais para o quadro de resisténcia. Ha, portanto, a necessidade
de se projetar modelos de cultivo menos dependentes de pesticidas sintéticos (FISHER et al.,
2018).

Sendo assim, devido a crescente demanda por aumento na produtividade aliada aos
problemas no manejo quimico e as dificuldades de desenvolvimento de variedades resistentes,
¢ premente a busca de medidas alternativas de controle de pragas e patdogenos (LUCON et al.,
2014). O controle biologico (CB) ¢ uma abordagem que foi primeiramente proposta em 1965 e
engloba a utilizagdo de individuos com capacidade de controlar a populacdo de pragas e/ou
estimular mecanismos de defesa na propria planta (EILENBERG, 2006; ALABOUVETTE et
al., 2009).

2.4 Controle biolégico como alternativa para manejo de doencas na soja

A redugdo da produtividade de culturas agricolas economicamente importantes, aliada
as desvantagens do uso exclusivo de agroquimicos, demandaram novas alternativas de manejo
de fitopatogenos. O CB ¢ uma medida que visa reduzir a populagdo de insetos ou patdogenos
utilizando inimigos naturais (predadores, parasitas e/ou antagonistas) que mantenham relacdes
de simbiose com as plantas e que sejam capazes de reduzir a populacdo de pragas e/ou
patdgenos diretamente ou de incitar mecanismos de defesa na planta-hospedeira. (PALLINI et

al., 2010).
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As raizes das plantas liberam quantidades substanciais de compostos ricos em carbono
e nitrogénio, os quais se encontram disponiveis no solo circundante. Esses exsudatos sdo
benéficos, uma vez que aumentam a disponibilidade de nutrientes para a absor¢ao pelas raizes,
reduzindo a concentracdo de cations toxicos na rizosfera ¢ o acumulo intracelular de
metabolitos potencialmente danosos (RYAN et al., 2001). Microrganismos sao atraidos por este
microambiente nutritivo e utilizam esses exsudatos radiculares e lisados como fontes nutritivas
para seu crescimento e multiplicagdo na superficie radicular e no solo adjacente (HASSAN et.
al, 2019). Nesse contexto, encontram-se inseridos o CB e a utilizacdo de ABCs no combate a
pragas, os quais consistem na interven¢ao humana para a prote¢do e concomitante estimulo de
inimigos naturais visando uma maior produtividade. O CB de conservacao, com a utilizagao de
ABCs, foca no papel do microbioma natural para a supressao de doencas de plantas em solos e
residuos de culturas, proporcionando resiliéncia a infeccdo (VAN LENTEREN et al., 2018).
De fato, esse sistema tem se mostrado eficiente em minimizar as perdas causadas por patégenos
de solo. Os ABCs afetam a sobrevivéncia e inibem o crescimento de pragas ao se estabelecerem,
colonizarem e se reproduzirem em favor do equilibrio bioldgico na area de cultivo (AVILA et
al., 2005).

Os ABCs englobam uma gama de microrganismos. Membros do género Trichoderma
sdo fungos filamentosos, nao-patogénicos, encontrados naturalmente no solo. Devido a sua
rizocompeténcia, estes fungos mantém relagdes simbioticas com diversas espécies de plantas
(HERMOSA et al., 2013). Algumas espécies do género Bacillus sdo frequentemente
consideradas fabricas microbianas para a producdo de moléculas biologicamente ativas e
potencialmente inibitorias para o crescimento de fitopatogenos (ONGENA e JACQUES, 2008).
Sao bactérias gram-positivas, podendo ser aerobias obrigatorias ou facultativas, com
capacidade de crescimento em variadas fontes de carbono. Em situagdes de estresse ambiental,
estes microrganismos sao capazes de formar estruturas de sobrevivéncia denominadas

endosporos (MADIGAN et al., 2016).

2.4.1 Espécies do género Bacillus spp. como agentes de biocontrole

A rizosfera € uma zona estreita de solo circundante influenciada pela raiz das plantas
vasculares, caracterizada por intensa atividade bioldgica devido a liberacdo de exsudatos
radiculares. Estes atuam como estimulantes ou inibidores de organismos da rizosfera. As
interagdes entre solo, planta e microrganismos que compdem este ambiente caracterizam sua

complexidade e dinamismo. Sao encontradas relagdes simbidticas, como a fixacdo de
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nitrogénio e associagdes micorrizicas, e, inclusive, interacdes patogénicas (KENNEDY e DE
LUNA, 2005).

A rizosfera estd em constante fluxo dinamico. Esta regido inclui trés zonas definidas
com base em sua relativa proximidade (Figura 3). A endorizosfera inclui por¢des do cortex e
endoderme, em que microrganismos e cations ocupam o espago apoplastico entre as células. O
rizoplano ¢ a zona medial diretamente adjacente a raiz, incluindo sua epiderme e mucilagem.
A zona mais externa ¢ a ectorizosfera, que se estende do rizoplano até o solo. Devido a
complexidade e diversidade inerentes aos sistemas radiculares das plantas, a rizosfera nao ¢
uma regido de tamanho ou forma definida, visto que suas propriedades quimicas, biologicas e
fisicas mudam radial e longitudinalmente ao longo da raiz (MCNEAR JR, 2013).

Na rizosfera, as intera¢des rizobacterianas podem ser positivas, negativas ou neutras.
Interacdes positivas podem resultar na promocdo do crescimento das plantas (PGP:
rizobactérias promotoras de crescimento de plantas — do inglés: plant growth promoting) ¢
supressao de patdgenos vegetais. Os géneros rizobactérias promotoras de crescimento (PGPRs
— do inglés plant growth promoting rhizobacteria) incluem Agrobacterium, Arthrobacter,
Azotobacter, Azospirillum, Bacillus, Burkholderia, Caulobacter, Chromobacterium, Erwinia,
Flavobacterium, Micrococcous, Pseudomonas, Serratia e Cellulomonas Flavigena (HASSAN

et al., 2019).
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Figura 3. Representacdo das zonas radiculares presentes na rizosfera. Os exsudatos e a
mucilagem radiculares fornecem nutrientes para a colonizacao e crescimento de rizobactérias
no sistema radicular. Nesse local, as bactérias atuam em simbiose direta com as plantas
utilizadas como hospedeira, fornecendo a estas maior area de contato com o solo e incitando

mecanismos de defesa contra patdgenos.
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Rizobactérias

O género Bacillus compreende espécies de bactérias formadoras de endosporos que
podem ser encontradas no solo em simbiose com o ambiente rizosférico vegetal. Os endosporos
sdo estruturas de resisténcia que possuem caracteristicas importantes para a sobrevivéncia das
cepas, incluindo a presenca de uma parede celular de multiplas camadas. Além disso, aspectos
fisiologicos destas bactérias, como a secrecao de peptideos com fungdes antibioticas, peptideos-
sinal e enzimas extracelulares, garantem sua sobrevivéncia e propaga¢do no solo
(MCSPADDEN GARDENER, 2004). Essas bactérias ainda sao PGPRs e incitam mecanismos
de resisténcia nas plantas com as quais interagem (KLOEPPER et al., 2004).

A maioria das espécies de Bacillus é considerada segura, difundida em diversos habitats.
Esses individuos controlam doengas de plantas por PGP e antibiose. No primeiro mecanismo,
ha a melhoria dos pardmetros agrondmicos como aumento de biomassa e comprimento de raiz.

Na antibiose sdo sintetizados pelos Bacillus compostos secunddrios com atividade
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antimicrobiana. Estes apresentam baixo peso molecular (<1000 Da) e ndo sdo essenciais para a
sobrevivéncia das bactérias produtoras. Fornecem vantagens seletivas, melhorando a
performance do microrganismo para absor¢ao de nutrientes ou para protegé-lo contra estresses
ambientais (BREITLING et al., 2013; PINU et al., 2017). Tais antibioticos sao divididos em
trés classes: lipopeptideos, policetideos e bacteriocinas. Enquanto as bacteriocinas sdo
produzidas nos ribossomos, os lipopeptideos e policetideos ndo sdo sintetizados por estas
fabricas proteicas, mas apresentam alta heterogeneidade estrutural e funcional (ONGENA e
JACQUES, 2008; FRIKHA-GARGOURI et al., 2017).

Cepas de Bacillus estdo amplamente disponiveis no solo e apresentam grande potencial
para o CB de nematoides. Com base em seus mecanismos de agdo, as bactérias nematdfagas
incluem aquelas parasitas obrigatorias, parasitarias oportunistas, rizobactérias, formadoras da
proteina Cry, endofiticas e simbioticas. De fato, a maioria das bactérias nematdfagas, com
excegdo das parasitas obrigatorias, ¢ saprofita, alvejando os nematoides como uma possivel
fonte de nutrientes. Ainda, em algumas condi¢des, esses microrganismos sdo capazes de
penetrar na barreira cuticular para infectar e matar o fitoparasita (TIAN et al., 2007). Em 2014,
Wei e colaboradores demonstraram que a exposicao de NGs M. incognita em filtrados de B.
subtillis conduziu a mortalidade substancial dos parasitas em estagio juvenil J2,
comprometendo significativamente a eclosdo de ovos in vitro. Em casa de vegetacdo, o
tratamento com a cepa bacteriana reduziu o nimero de galhas e a severidade da doenga. Os
mecanismos desencadeados pela rizobactéria, que culminaram no controle populacional de
nematoides, incluiram intensa secre¢ao de proteases, quitinases e compostos sider6foros (WEI
etal., 2014).

B. methylotrophicus ¢ uma rizobactéria gram-positiva formadora de endosporos
definida como ABC por sua capacidade de secretar metabolitos com efeitos antifiingicos,
antibacterianos e nematicidas. Além disso, produz substancias relacionadas com o estimulo da
germinagdo de sementes e concentragdo de clorofila e carotenoides nas plantas com as quais
mantém simbiose (MADHAIYAN et al., 2010; RADHAKRISHNAN e LEE, 2016; JEMIL et
al., 2017). A capacidade de crescimento em meios com sais minerais de amonio seletivos
suplementados com 0,5% de metanol, como Unica fonte de carbono, confere a esta cepa sua
caracteristica metilotrofica (FRIKHA-GARGOURI et al., 2017). Essa espécie também ¢
considerada uma PGPR, uma vez que os compostos produzidos por estes microrganismos
aumentam o pool ativo de auxinas das plantas, estimulando seu crescimento e reprogramando
a morfogénese da raiz (PEREZ-FLORES et al., 2017). Um estudo prévio demonstrou que

plantas tratadas com o caldo fermentado deste bacilo apresentaram um aumento significativo
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no peso fresco, no comprimento de raiz e da parte aérea, quando comparadas com individuos
nao submetidos a B. methylotrophicus (GE et al., 2016).

A incidéncia e severidade incitadas pelo nematoide M. incognita sdao reprimidas quando
ha o manejo com B. methylotrophicus. Segundo Zhou e colaboradores (2016) além de reduzir
os niveis de galhas nas raizes, o ABC apresentou melhor desempenho ao aumentar o rendimento
de tomateiros em campo, quando comparados com plantas tratadas somente com o0s
fitoquimicos abamectina e carbofurano (ZHOU et al., 2016). Ainda, ja foi demonstrado que a
interacao simbiotica entre B. methylotrophicus e plantas de morango fortaleceu a parede celular
de folhas, enquanto os compostos volateis produzidos pela rizobactéria protegeram os vegetais
contra a infecgdo pelo fungo fitopatogénico Botrytis cinerea (VICENTE-HERNANDEZ et al.,
2018).

2.5 Técnicas moleculares e sua aplicacio no manejo bioldgico

Os ABCs atuam no controle populacional de pragas e patdogenos agrondmicos e,
consequentemente, se mostram como uma estratégia eficaz para a reducdo de aplicacdo de
pesticidas quimicos. Devido a diversidade de patdégenos que comprometem o potencial
produtivo da soja, geralmente se faz necessaria a aplicagdo concomitante de diferentes produtos
biologicos. No entanto, a predi¢ao da performance de cada microrganismo que compdem a base
destes produtos ¢ dificultada pela heterogeneidade microbioldgica do ambiente rizosférico.

Os microrganismos podem ser diferenciados pela avaliagdo de suas caracteristicas
morfologicas. No entanto, mesmo que estas sejam decorrentes do genotipo dos individuos, os
pardmetros sdo limitados e se tornam insuficientes para distinguir organismos
filogeneticamente relacionados. Nesse contexto, destacam-se as andlises moleculares. Sua
vantagem consiste na singularidade genética, em que as diferencas entre as sequéncias resultam
da evolugdo molecular ao longo do tempo, podendo ser utilizadas na distingdo de espécies
(PATWARDHAN et al., 2014).

Métodos de identificacdo baseados em técnicas de biologia molecular permitem analisar
a composi¢do de espécies presentes em comunidades microbianas complexas (SAVAZZINI et
al., 2008; MARTINEZ-BLANCH et al., 2011). A Reagdo em Cadeia de Polimerase (PCR) &
um método rapido, sensivel e confiavel para detectar a presenca e monitorar a expressao génica
de microrganismos. A técnica foi criada por Kary Mullis em 1983 (MULLIS, 1990) e envolve
o uso de uma DNA polimerase obtida da bactéria termoéfila Thermus aquaticus para a

amplificacdo exponencial in vitro de uma sequéncia de DNA-alvo. A informacao prévia desta
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sequéncia ¢, portanto, necessaria para a sintese de oligonucleotideos iniciadores (primers)
apropriados para a polimerizagao especifica do segmento de interesse. Também sao incluidos
na reagdo desoxinucleotideos trifosfato (ANTPs), ions magnésio e o tampao otimizado para a
atividade enzimatica.

Na PCR convencional, a deteccdo ¢ normalmente realizada no ponto final de
amplificagdo, com reduzido valor quantitativo. Contudo, o conhecimento mais profundo sobre
a colonizacao e sobrevivéncia dos ABCs em diferentes culturas ¢ sob diferentes condi¢des
ambientais € crucial para melhorar seu uso e otimizar sua eficacia contra patdogenos, tornando-
se necessaria a realizagdo de métodos quantitativos, como a PCR em tempo real (qPCR),
(ROTOLO, DE MICCOLIS ANGELINI, et al., 2016).

Abordagens envolvendo o uso de qPCR tém sido utilizadas para a deteccao rapida de
espécies ou genes especificos, destacando-se por sua sensibilidade, reprodutibilidade e
minimizagio de contaminagdo (FERNANDEZ-NO et al., 2011; CATTANI et al., 2016). As
estratégias empregadas incluem: (i) corantes fluorescentes que intercalam nao especificamente
ao DNA de fita dupla e (ii) o anelamento de sondas de DNA especificas. Nestas, fluorocromos
reporteres sdo detectados apenas apds hibridiza¢do e atividade da polimerase. Na qPCR, a
medida que a quantidade de produto se acumula, um sinal é emitido e, inicialmente, aumenta
exponencialmente. Posteriormente, o sinal € nivelado e saturado. Em um experimento tipico,
todas as curvas de amplificacdo saturam no mesmo nivel. Portanto, ensaios analisados no ponto
final sdo qualitativos (KUBISTA et al.,, 2006). Os quantitativos sdo avaliados na fase
exponencial. Nesta, sdo considerados os ciclos de amplificacdo necessarios para que as curvas
das amostras atinjam um limiar especifico denominado Cq (do inglés: quantification cycle).
Portanto, a eficiéncia de um ensaio de qPCR deve ser estimada a partir de uma curva padrao
baseada na diluicdo seriada de uma amostra de referéncia, a qual pode ser um produto de PCR
ou um plasmideo, ambos purificados e com a sequéncia alvo. Os valores de Cq dos padrdes
diluidos sdo avaliados e plotados em relagdo ao logaritmo das concentracdes das amostras,
numero de copias do modelo ou fator de dilui¢io (RUTLEDGE e COTE, 2003; KUBISTA et
al., 2006).

No que se refere a estudos com ABCs, ensaios de qPCR foram desenvolvidos e
validados para a deteccdo quantitativa e especifica de Trichoderma asperelum e Trichoderma
gamsii em caules de videiras e solo da cultura, objetivando otimizar a aplicagdo de ABCs no
campo, bem como investigar a dindmica das populagdes envolvidas (GERIN et al., 2018).
Marcadores moleculares especificos também foram desenvolvidos para B. subtilis e B.

amyloliquefaciens, em experimentos de qPCR com DNA extraido da 4gua de lavagem de bagas
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de uva. O método se mostrou especifico e sensivel para ambos os ABCs, permitindo a detec¢ao
em densidades baixas (trés unidades formadoras de colonias (UFC) por grama de bagas)

(ROTOLO, ANGELINI, et al., 2016).

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Analise in silico para selecio de marcadores moleculares

O genoma da cepa B. methylotrophicus em estudo foi previamente sequenciado pela
empresa Lallemand Plant Care Brasil e disponibilizado para anélise. Para a escolha dos
marcadores moleculares foi realizada a busca por genes com regides polimorficas passiveis para
o desenho de primers e capazes de diferenciar as espécies filogeneticamente semelhantes ao B.
methylotrophicus. Foram considerados marcadores os genes cujos SNPs fossem especificos
para B. methylotrophicus e, portanto, diferentes nas demais espécies. As etapas encontram-se
descritas na Figura 4. Os genes de B. methylotrophicus foram alinhados utilizando a ferramenta
BLAST (Basic Local Alignment Searcj Tool) (ZHANG et al., 2000) visando comparar as
sequencias desse organismo com dados genomicos de outras espécies do mesmo género. Para
as espécies que alinharam com os genes de B. methylotrophicus foi realizado o alinhamento
multiplo utilizando a ferramenta Kaling (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/)
(SIEVERS et al., 2011), Jalview (WATERHOUSE et al., 2009) e MEGA versao 10.1.7
(KUMAR et al., 2018) a fim de encontrar polimorfismos nas sequéncias de B. methylotrophicus
capazes de diferencia-los de outras espécies do género. Posteriormente o software DNAman
Versdo 10 (Lynnon Biosoft) gerou as figuras com as regides com SNPs exclusivos de espécies
de B. methylotrophicus. Foram escolhidos genes com pelo menos dois SNPs subsequentes na

regido 3" de anelamento dos primers.
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Figura 4. Fluxograma de analises in silico para sele¢dao dos genes utilizados como marcadores
moleculares para Bacillus methylotrophicus.

Sequenciamento da cepa

- .
ulifhs | B methyloprophicus GF267 = Alinhamento local

Comparar as sequéncias do

Sequenciado e disponibilizado CBI organismo com dados gendmicos
para andlises de outras espécies do mesmo género.
pela empresa Lallemand.

. . - r e, . AT
- Visualizagao grafica svecesfll.  Alinhamento multiplo
c.é Geracdo de figuras com as regidoes Encontrar polimorfismos nas
com SNPs exclusivos da espécie sequéncias de B. methylotrophicus
B. methylotrophicus. M capazes de diferencid-los
de outras espécies do género.

IG5 Jalview

Escolha dos genes
Com pelo menos dois SNPs
subsequentes na regido
3' de anelamento dos primers.

mmr—  Design dos primers
Diferenciar B. methylotrophicus de

| l | | 1 espécies flogeneticamente

semelhantes.

3.2 Obtencao das cepas e extracido de DNA

Todas as espécies e cepas utilizadas foram obtidas da Colecdo de Microrganismos do

Laboratorio Lallemand Plant Care Brasil (Tabela 1).
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Tabela 1. Cepas utilizadas para extracdo de DNA

Cepas Espécies
GF267 Bacillus methylotrophicus
GF06 Bacillus thuringiens

GF07 Bacillus thuringiens

GF09 Bacillus thuringiens

GF10 Bacillus subtilis

GF33 Bacillus subtilis

GF63 Bacillus amyloliquefaciens
GF97 Bacillus subtilis

GF95 Bacillus pumillus

GF99 Bacillus subtilis

GF184 Bacillus thuringiens
GF185 Bacillus thuringiens
GF202 Bacillus subtilis

GF264 Bacillus methylotrophicus
GF266 Bacillus methylotrophicus
GF 268 Bacillus amyloliquefaciens
GF 314 Bacillus amyloliquefaciens IT45
GF435 Bacillus firmus

GF470 Bacillus cereus

A extracdo do DNA de bactérias foi conduzida utilizando o protocolo fenol-cloroférmio
como descrito previamente por CHENG e JIANG (2006) com algumas modificagdes. Todas as
bactérias foram cultivadas em meio Luria Bertani (LB) — Triptona 1% (p/v); extrato de levedura
0,5% (p/v) e NaCl 0,5% (p/v) a 30°C sob agitagdo a 150 rpm por 16 horas A suspensdo celular
(1mL) foi centrifugada a 8000g por 2 minutos, com o posterior descarte do sobrenadante. As
células foram, entdo, lavadas com 400 uL de Tampao STE (NaCl 100 mM; Tris-HCI 10 mM;
EDTA 1,0 mM, pH 8,0) por duas vezes. Em seguida, as células foram centrifugadas a 8000g
por 2 minutos. O precipitado foi ressuspenso em 200 pL de tampao TE (Tris-HCI 10 mM;
EDTA 1,0 mM, pH 8,0). Em seguida, foi adicionado 100 ul de fenol saturado com Tris (pH
8,0), seguido de agitacdo em vortex por 60 segundos para lise celular.

As amostras foram, subsequentemente, centrifugadas a 13 000g durante 5 minutos a 4°C
para separar a fase aquosa da fase organica A fase aquosa superior (160uL) foi transferida para
um novo microtubo, no qual foi adicionado 40 puL de tampao TE para perfazer 200 uL, seguido
da adicao de 100 pL de cloroformio e centrifugacao por 5 minutos a 13 000g a 4°C. O lisado
foi purificado por extragdo com cloroférmio até que uma interface branca nao estivesse mais

presente (2-3 vezes). A fase aquosa superior foi transferida para um novo microtubo onde foram
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pipetados 40 uL de TE e 5 uL. de RNAase (10 mg/mL) com posterior incubagao a 37°C durante
10 minutos. Em seguida, foram acrescentados 100 uL de cloroférmio, com centrifugacao por 5
minutos a 13 000g a 4 ° C. Cerca de 150 uL da fase aquosa superior, contendo o DNA foram
transferidos para um novo microtubo. A qualidade do DNA foi avaliada em gel de agarose 0,8%
corado com GelRed® 1X (Biotium) e visualizado em transiluminador (Loccus Biotecnologia).

A quantificagdo foi feita em espectrofotdmetro a 260 nm e 280 nm (SHIMADZU UV-1280).

3.3 Desenho e validacao de primers

Primers para ensaios quantitativos e qualitativos foram desenhados para os genes
codificantes de metiltioribulose-1-fosfato desidratase (MtnB), proteina de germinacdo de
esporos (GerkB) e guanilato-quinase (GUK). O gene referente a subunidade ribossomal 16S foi
utilizado como referéncia, inclusive como padrao para a validacio das extragdes de DNA. Para
os genes MmB, GerkB ¢ GUK foram escolhidas regides que apresentavam dois ou mais
polimorfismos subsequentes na regido 3° de anelamento dos primers. A qualidade dos
oligonucleotideos foi avaliada utilizando a ferramenta OligoAnalyzer
(https://www.idtdna.com/pages/tools/oligoanalyzer).

A seleg@o das melhores combinagdes foi realizada apds PCR convencional. Para todos
os ensaios foram utilizadas as seguintes condigdes: 100 pg de DNA gendmico de cada espécie;
GoTaq® Flexi Buffer 1 x (PROMEGA™), 200uM de dNTPs (PROMEGA™); 0,25uM de
cada primer; e 1 U de GoTaq® Flexi DNA polimerase (PROMEGA™). O volume foi
completado com agua ultrapura para 20pL. A PCR foi realizada em um termociclador (Applied
Biosystems) com desnaturacdo inicial a 95 °© C por 5 minutos seguida por 35 ciclos de
desnaturacdo a 94 ° C por 40 segundos, anelamento a 56 °C (exceto para 16S em que foi
utilizada a temperatura de 59°C), por 40 segundos e extensdo a 72 ° C por 50 s. Foi também
realizada uma extensdo final a 72 © C por 10 minutos. Os produtos amplificados foram
visualizados em gel de agarose a 1,5% corado com GelRed® 20X (Biotium™") e visualizado em

transiluminador (Loccus Biotecnologia).
3.4 Construcio da curva-padriao absoluta
Apos validagdo da especificidade dos marcadores, a Combinagdo 1 (C1) de primers

desenhados para o gene MmB foi selecionada para a construcdo da curva padrdo e para a

quantificagdo absoluta de B. methylotrophicus. Uma reacao de PCR convencional foi conduzida
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com DNA molde de B. methylotrophicus conforme descrito acima e o produto amplificado de
336pb foi purificado usando QIAquick® Gel Extraction Kit (Qiagen Hilden, Alemanha)
conforme as instru¢des do fabricante. Para a clonagem foi utilizado o pCR™4-TOPO® TA
Cloning kit (ThermoFisher, CA, USA) e o experimento foi conduzido de acordo com o
protocolo fornecido pela empresa. O vetor recombinante foi transformado em Escherichia coli
eletrocompetente (One Shot™ TOP10 Electrocomp™ E. coli) e 50 pL dessa cultura foram
espalhados em placas de Petri contendo meio Luria Bertani (LB)-agar suplementado com 50
ug/mL de ampicilina. Apenas coldnias transformadas cresceram no meio e, portanto, foram
coletadas e inoculadas em novo meio LB para isolamento do plasmideo recombinante
utilizando o kit UltraClean® 6 Minute Mini Plasmid Prep (Qiagen, Hilden, Alemanha),
seguindo-se as recomendacdes do fabricante. A presenca do fragmento de 336pb foi confirmada
por PCR convencional utilizando-se as colonias como DNA-molde e a amplificagdo foi
conduzida conforme descrito anteriormente.

O plasmideo foi, entdo, linearizado com a enzima PstI (Thermo Fisher, CA, EUA),
como sugerido pelo fornecedor, avaliado em gel de agarose 1% e quantificado em

espectrofotometro a Bel Photonics UV M51 UV-VIS. O numero de copias/uL. de DNA de B.

6,022%10%3%[DNA]
numero de pares de basex660

methylotrophicus foi calculado pela formula (GODORNES et al.,

2007) e dilui¢des em série variando de 1 x 10% a 1 x 107 copias de DNA/uL foram utilizadas
para construcdo da curva-padrdo. A quantificacdo permite determinar o nimero real de copias
das sequéncias alvo, relacionando o valor Cq a uma curva padrao (LILLY & BARNETT, 1951).

Quatro repeticoes de cada diluicdo foram incluidas nas placas e os valores Cg foram
representados graficamente contra o logaritmo dos niimeros de copias de DNA-molde iniciais
correspondentes. Cada curva padrio foi gerada por um coeficiente de correlacio (R?) dos pontos

tragados.

3.5 Tratamento de sementes e semeadura em casa de vegetaciao

As interagdes entre B. methylotrohpicus e outros dois produtos comerciais contendo
microrganismos recomendados para controle de fitonematoides e para promocdao de
crescimento em plantas foram avaliadas em 5 x 7 repeti¢des tratamentos com 500 g de sementes
de soja variedade Intacta RR2 PRO® durante o periodo de 03 a 27 de setembro. As doses de
cada produto para o tratamento de sementes (TS) seguiram as recomendagdes do fornecedor,

como descrito na Tabela 2. Posteriormente ao TS, foi semeada uma semente por vaso com
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capacidade de 2,8 L contendo o substrato solo-areia propor¢ao de 1:1. Foram conduzidos cinco
tratamentos com sete repeticdes em delineamento inteiramente casualizado (DIC) (Tabela 2).
As plantas foram crescidas por 21 dias em casa de vegetagao do Laboratério Lallemand Plant
Care Brasil, a uma temperatura de 30 + 2 °C e com oito minutos de irrigacdo diarios,

subdivididos em cinco irriga¢des durante o periodo de incidéncia de luz solar.

Tabela 2. Descrigao dos tratamentos de sementes de soja com agentes de biocontrole. As doses
utilizadas seguiram as recomendacdes do fabricante e os ensaios foram conduzidos em casa de
vegetacao.

Concentracao inicial

Tratamentos Descricao Doilee(fe:)nueﬁg/kg do isolado (UFC/g
ou UFC/mL)
T1 Controle - -
T2 B. methylotrophicus 1 1x10°
T3 B. methylotrophicus + B. subtilis 1+1 1x10°*3x10°
T4 T. asperellum + B. 1+1 1x1010+ 1x10°
methylotrophicus
. 10 9
TS T. asperellumﬂr B. subtilis + B. 14141 1x10""+ 3)9(10 +
methylotrophicus 1x10

3.6 Extracao de DNA de raizes e quantificacao de B. methylotrophicus por qPCR

As raizes de cada parcela experimental foram coletadas sem remocao do solo aderente.
Para recuperacao de B. methylotrophicus, todas as raizes foram mantidas em meio de cultura
LB por 24 horas sob agitagdo a 180 rpm. O isolamento do DNA foi conduzido a partir de 2 mL
desse meio LB, segundo o protocolo fenol-cloroféormio descrito anteriormente. Apds a extracao,
o DNA de cada amostra foi quantificado em NanoDrop® Lite (ThermoFisher Scientific) e a
qualidade foi avaliada por eletroforese em gel de agarose 0,8% corado com GelRed® 20X
(Biotium ™) e visualizado em transiluminador (Loccus Biotecnologia).

A quantificacdo absoluta de B. methylotrophicus foi realizada por qPCR em seis réplicas
de cada amostra. As reagdes foram preparadas para um volume final de 10uL contendo 100 ng
de DNA, 0,5uM dos oligonucleotideos iniciadores e 5.0 uL de Master Mix SYBR®Green PCR
Core Reagents (Applied Biosystems) composto por AmpliTaq Gold® DNA Polymerase LD,
dNTPs com dUTP/dTTP, referéncia passiva e tampao otimizado. A ciclagem consistiu em uma

desnaturagdo inicial por 10 min a 95 © C, seguida por 40 ciclos de desnaturagdao por 15sa 95 °
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C e etapa de anelamento-extensdo por 1 min a 60 ° C. Apds a amplificagdo, foi apresentada a
curva melting com gradiente de temperatura de 0,5 © C/s de 60 a 95 ° C para confirmar
amplificacdes inespecificas e formagao de dimero de primers. Em cada placa com as amostras

de DNA referentes a cada tratamento foram incluidos pogos-controle sem DNA-molde.

3.7 Analises Estatisticas

O namero de copias de DNA/uL de B. methylotrophicus foi fornecido pelo software
StepOnePlus ™ Real-Time PCR System versdo 2.2.2 com base nas curvas-padrdo construidas.
Os dados foram submetidos aos testes de normalidade, homogeneidade e independéncia de
residuos. Também foi realizada uma analise de desvio. Nesse caso, o modelo linear
generalizado (GLM) foi ajustado para o modelo binomial negativo, uma vez que este melhor
se ajustou pelo critério de informagdo de Akaike (AIC). O AIC ¢ um estimador de erro de
previsdo e, portanto, da qualidade relativa dos modelos estatisticos para um determinado
conjunto de dados. O AIC estima a quantidade relativa de informacdes perdidas por um
determinado modelo: quanto menos informag¢des um modelo perde, maior a qualidade desse
modelo (MCELREATH, 2016). Em seguida, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey.
A analise de desvio ¢ um analogo préximo a analise de variancia (ANOVA), que usa o desvio
residual para avaliar a significancia do square. O desvio residual também ¢ andlogo a soma
residual dos quadrados da ANOVA. O desvio residual para GLM ¢ Dm = 2 (loge Ls - loge
Lm), onde Lm ¢ a semelhanca maximizada sob o modelo em questdo e Ls ¢ a probabilidade
maximizada sob um modelo saturado (FOX, 2016). As andlises estatisticas foram realizadas

utilizando o pacote R multicomp e o nivel de significancia foi estabelecido em o = 0,05.

4 RESULTADOS

4.1 Predicao de regioes com SNPs

As sequéncias dos genes de B. methylotrophicus foram alinhadas pela ferramenta
BLASTn para encontrar regides com SNPs especificos para a bactéria em estudo. O gene
metiltioribulose-1-fosfato desidratase (MtnB) (EC 4.2.1.109) e proteina de germinacdo de
esporos GerkB foram selecionados. As sequéncias codificantes de MnB e GerkB apresentam
dois SNPs subsequentes, os quais foram utilizados para desenho dos primers na regiao 3’. Os

dois SNPs observados para MtnB nas posi¢des g.11.240C>T e g.11.240 11.241insT, sendo
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exclusivos em B. methylotrophicus (Figura Suplementar 1). Ja para o gene GerkB, os dois
SNPs sao observados nas posi¢des 27.192 e 27.191 correspondentes as substituigdes de timina
e guanina por guanina e adenina, respectivamente em B. methylotrophicus. (Figura
Suplementar 2)

O gene guanilato-quinase (GUK) (EC 2.7.4.8) também foi selecionado (Figura
Suplementar 3). Este apresenta trés delecdes subsequentes de timina, guanina e adenina,
respectivamente, em B. methylotrophicus, o que nao acontece nas demais espécies. Dessa
forma, hipotetizou-se, incialmente, que oligonucleotideos iniciadores desenvolvidos para este
gene poderiam ser utilizados em andlises qualitativas (presenga/auséncia de B.

methylotrophicus).

4.2 Primers desenvolvidos para a detecciao de B. methylotrophicus

Primeiramente, foram desenvolvidos primers para a amplificacio de uma regido
conservada do gene de referéncia 16S, os quais originam um fragmento de 169pb (Figura 4A).
O uso de um gene de referéncia foi importante para confirmagao que todas as espécies utilizadas
no ensaio de validacdo dos marcadores pertenciam ao género Bacillus. Posteriormente, foram
desenhadas sete sequéncias de primers para os genes MtnB, os quais posteriormente foram
testados em diferentes combinagdes objetivando a detec¢do especifica de B. methylotrophicus.
Como observado na Figura 4B as sequencias MtnBIF e MtnB2R foram sintetizadas
abrangendo em sua extremidade 3’ as regides com os SNPs identificados previamente. A

mesma estratégia foi conduzida para a sintese do par de primers de GerkB (Figura 4C).
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Figura 4. Oligonucleotideos iniciadores desenhados para a deteccdo molecular de B.
mathylotrophicus. Em (A) primers especificos para o gene de referéncia 16S. Em (B) sete
primers desenhados para a sequéncia do gene metiltioribulose-1-fosfato desidratase (MtnB)
incluindo as regides polimorficas (destacadas em vermelho) identificadas pelas andlises in
silico. Em (C) um par de primers foi desenhado para um fragmento da regido de Spore GerkB
(GerkB), incluindo as regides polimorficas destacadas em vermelho.

A

16S F
CCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTT

CCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTTTTCGGATCGTAAAGCTCTGTTGTTAGGG

168 R
AAGARCAAGTGCCGTTCARATAGGGCGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGARAGCCACGGCTAACTACGT GCCAGCAGC

CGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTGGGCGTAAAGGGCTCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATG

B

TTTTTGGATTTTGTCTCGTTTGTCCGGTCAAACGGTCTCCCGTTTTATATCGTAAGCGGGGEGGAATGGACTTTTTTGTGC
MmBI1F R
ATCCGCTTTTGGAAGGGATCGTAGAAAAGGAGCGGATTTTCTGCAATCATGCATCCTTTGACAATAAGdATATTCATAT
Minb2F R
AGACTGGCCGCACGCCTGTGACGGAGACTGTACCAATCAATGCGGCTGCTGCAAACCGTCAGTCATCCGTAAGCTATCC
) MmbIR
GATCAGCAGAAATTTCTCATTATGATCGGTGATTC@GTCACGGATGTCGAGGCTGCAAAGTTATCCGATATGTGCTTTG
MuB3F R
CGAGAGATTATCTTTTGACTGAATGCAAAGAACTCGGCCbeGGCATCTGCCTTTTCAAGATTTTCATGAGGTGAAAAC
. MuB2R
AGGCATTGAAAACATCGGGGAGGTGCAGGCATGGCTGCAAAAGAAGAAT?@CTGGCGCGAACTTGCCGAGGTAAAGCGC
MtuB4F "
GAGCTGGCCGAAAGAGACTGGTTCCCGGCAACGAGCGGGAATCTTTCCATCARAAGTATCCGACGGGCCGCTGACTTTTC
h MmB3R
TCGTTACGGCGAGCGGAAAAGACAAACGAAAAGAAACAGACGAAGATTTTCTCTTAATCGATGAATACGGTAAGCCCGC

C

GATTTCTCCAGCCCGTTTTAGCGGAGGGTGCAGGAACGGTCATTTATTCCGTGTTTAAACAGACGATGTTCATCCCGTTCGGT
GAATTAATCGTGTTTGTCATGATTTTCCCTTATTTAAAAGATCGGAAAAAGGTGAAGAAAACCGGATTTCTGGCGATTATCATC

AGCGGGCTGTTTTTGGCAATGTCAGTGGCGATTAATATTTGTGTGCTGGACGTCAACTTAATGCTCCGCTCTCAATTTCCGCTG
GerkB1F
CTGAGCACCATACAGACAATTAAAGTGGAAGAGTTTTTAGACCGGCTGGATGTCTTTTTCATGCTCGTG CTCGTCATCGE‘JCGG
GerkBI1R
TTTTTTCAAAGTCAGCCTTTTTACATATGCGGTTGTCGTGGGCGGATCCACGCTGTTTAAAGAAAAAAATCCGTCCCAGCTGG

CCTTCCCGGTCGGATTAGGGGTGCTGATTCTCTCCATCAGCATCGCAAGCAATTTTTCGGAACACATGAATGAAGGCTTAAAC
ATTGTGCCGATCTATATTCATCTTCCGTTTCAAGTGCTGTTCCCCGTTTTGCTGCTTATCATTGCCGTTATTAAGAAAAAGGTCA

AAGGGACCGTCTATACAGTTTCGAAGAAATAA

Foram, entdo, estabelecidas cinco diferentes combinagdes para a amplificagdo do gene
MitnB, mantendo ao menos um dos primers que anelam na regido polimorfica, € uma

combinagdo para o gene GerkB (Tabela 3). Além disso, o tamanho dos amplicons variou de
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116 a 336 pb para Mtnb e 87 bp para GerkB. As temperaturas de anelamento foram otimizadas

para 56°C, garantindo, assim, a visualiza¢@o dos produtos correspondentes.

Tabela 3. Combinagdes dos primers desenvolvidos para a amplificagdo do gene MtnB para a

detecgdo de B. methylotrophicus.

Combinacoes Descricgao Tamanho do produto amplificado
Combinagao 1 Mtnb1F + Mtnb2R 336 pb
Combinagao 2 Mtn3F + Mtnb2R 124 pb
Combinacao 3 Mtnb2F + Mtnb2R 289 pb
Combinacao 4 Mtnb1F + Mtnb1R 167 pb
Combinagao 5 Mtnb4F + Mtnb3R 116 pb
Spore GerkB GerkB1F + GerkB1R 87 pb

Para o gene GUK foram desenhados dois pares de oligonucleotideos iniciadores como
demonstrado na Figura 5, os quais flanquearam regides de 220 (GUA1 F + GUAI1 R) e 101pb
(GUA2 F + GUA2 R). Também para este gene adotou-se a estratégia de manter a regido

polimorfica na extremidade 3’ do primer.

Figura 5. Oligonucleotideos iniciadores desenhados para andlises qualitativas de B.
methylotrophicus por meio da amplificacdo do gene guanilato-quinase (GUK). A regido
destacada (TGA) ¢ deletéria em B. methylotrophicus, mas nao nas demais espécies analisadas.

GUA2F GUALF

GTGCAGTTGTCGTCATGGATAGTGK%CACATTATCTTATCTGCCGTCCAGCCTGAGACAGTTGCACACAGACTTTCTGf
-«

éEEAAGAAATTATGGATGAAGGGCAGGGGTAATTGCCGCATGAAAGAAAGAGGGTTATTAATCGTTCTCTCAGGTCCCT
GUA2R

CCGGAGTTGGAAAAGGAACGGTTCGGCAAGCAATATTTTCACAACAGGACACGAAATTTGAATACTCAATTTCAGTCAC

GACGAGAAACCCGAGAGAGGGCGAAGTCGATGGCGTCGATTATTTCTTTAAATCTAGAGATGAATTCGAACGCATGATT
GUALIR
GAAAACAACAAACTGCTTGAGTGGGCAGAATATGTCGGCAACTATTACGGGACGCCCGTTGATTATGTCGAACAGACGC

TTCAAGAAGGAAAAGACGTCTTCTTAGAGATTGAAGTGCAGGGCGCGCTCCAAGTGCGGAATGCATTTCCGGAAGGCCT

Dessa forma foram determinadas duas estratégias para a detec¢do de B.
methylotrophicus: quantitativa e qualitativa para os primers especificos para MtnB e GerkB e
qualitativa, para primers que anelam nas sequéncias de GUK. Apds definidas as condi¢des para

as reacoes, o DNA foi eficientemente extraido para B. methylotrophicus e para as demais
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espécies utilizadas na validagdo (Figura 6), quantificado e validado por meio da amplifica¢ao
do gene 16S (Figura 6). Este resultado demonstrou a eficiéncia dos reagentes, a qualidade do

DNA e confirmou que todas as amostradas analisadas pertencem ao género Bacillus.

Figura 6. Eletroforese em gel de agarose 1,5% demonstrando a qualidade do DNA obtido e o
género dos microrganismos estudados. Fragmento amplificado de 169pb para o gene 16S.
Todas as cepas utilizadas apresentaram amplificacdo do fragmento esperado, confirmando o
género Bacillus. M: marcador de peso molecular de 100pb; 267: Bacillus methylotrophicus;
06: Bacillus thuringiensis; 07: Bacillus thuringiensis; 09: Bacillus thuringiensis; 10: Bacillus
subtilis; 33: Bacillus subtilis, 63: Bacillus amyloliquefaciens; 95: Bacillus pumillus; 97:
Bacillus subtilis; 99: Bacillus subtilis; 184: Bacillus thuringiensis; 185: Bacillus thuringiensis;
202: Bacillus subtilis; 264: Bacillus methylotrophicus; 266: Bacillus methylotrophicus; 268:
Bacillus amyloliquefaciens; 314: Bacillus amyloliquefaciens; 435: Bacillus firmus; 470:
Bacillus cereus; BCO: controle negativo da PCR.

07 09 10 33 63 95 97 99 184 185 - 268 314 435 470 BCO

169 pb

Considerando os marcadores selecionados, em um primeiro momento, todas as
combinagdes de primers para MinB (1 a 5), GerkB e as duas reacdes previstas para o gene GUK
foram analisadas apenas com amostras de B. methylotrophicus. Esperava-se uma tnica banda
para cada uma das cinco reagdes de MtnB e GerkB, e a auséncia de amplicons para GUK
(Figura 6). Contudo, apenas as combinacdes 1, 3, 4 e 5 para Mtnb e GerkB foram bem-
sucedidas. A combinacdo 2 de MinB gerou fragmentos além do de 124pb esperado,
evidenciando inespecificidade. Para o gene GUK, para as duas combinacgdes testadas, observou-
se produtos amplificados, o que demonstrou o insucesso desses oligonucleotideos em analises

qualitativas de B. methylotrophicus.
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Figura 7. Eletroforese em gel de agarose demonstrando a amplificagdo correspondente as
diferentes combinacdes de primers desenhados para B. methylotrophicus. C1(MtnblF +
Mtnb2R), C2 (Mtn3F + Mtnb2R), C3 (Mtnb2F + Mtnb2R), C4 (MtnblF + MtnbIR) ¢ C5
(Mtnb4F + Mtnb3R) sdo as combinagdes de primers testadas para o gene metiltioribulose-1-
fosfato desidratase (MtmB). Gl (GUA1 F + GUAI R) e G2 (GUA2 F + GUA2 R) sdo as
combinagdes de primers para o gene guanilato-quinase (GUK). Gerkb se refere aos primers
desenvolvidos para o fragmento de proteina de germinacao de esporos (GerkB). BCO: controle
negativo de cada uma das reagdes realizadas. M: marcador de peso molecular de 100pb.

M Cl BCO C2 BCO C3 BCO C4 BCO C5 BCO Gl BCO G2 BCO Grkb BCO
c1 ™ c3 C4 cs G1 G2

289 pb

124pb

Posteriormente, os marcadores 1, 3, 4 ,5 de MtnB e GerkB foram validados em outras
espécies de Bacillus quanto a especificidade de amplificagdo (Figura 8). Para as combinagdes
1 e 3 (Figura 8A e 8B) foi observada amplificagdo apenas para espécies de B. methylotrophicus
(cepas GF264, GF266 e GF267) e B. amyloliquefaciens (GF63) e auséncia de produtos
amplificados para as demais espécies. Para as combinacdes 4 e¢ 5 (Figuras 8C e 8D), houve a
amplificacdo em todas as cepas de B. methylotrophicus testadas, porém também foi observada
amplificacao em B. subtilis (GF 33), em B. amyloliquefaciens (GF 63, GF268 ¢ GF314) ¢ B.
cereus (GF470). Além disso, na combinagdo 5 também foi observado amplificagdo para a
espécie B. subtilis (GF10). A presenca de amplicons em GF268, GF314 E GF33 provavelmente
pode ser explicada pela alta proximidade genética entre estes microrganismos, visto que o
primer Mtnb1F utilizado continha somente um polimorfismo, enquanto os oligonucleotideos
iniciadores Mtnb1R e Mtnb3R ndo continham polimorfismos. Para o primer Mtnb4F, o qual
continha os dois polimorfismos subsequentes, a estratégia de desenho pode ter interferido na
especificidade e, consequentemente, gerado produtos ndo esperados em outras espécies
filogeneticamente relacionadas com B. methylotrophicus. A combinacao desenvolvida para
GerkB (Figura 8E) produziu os fragmentos esperados em B. methylotrohycus, porém foi
observada amplifica¢do nao-especifica em diferentes isolados de Bacillus (GF06, GF07, GF09,
GF63, GF184, GF268 ¢ GF314). O perfil ndo-especifico dos primers para GerkB reforca a
importancia da estratégia adotada neste estudo para selecao de regides com SNPs e a inclusdo

destes polimorfismos nos primers foward e reverse quando se objetiva a diferenciagao
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molecular de espécies geneticamente relacionadas. Portanto, apds a validacdo da

especificidade, o marcador para C1 foi selecionado para as proximas analises.

Figura 8. Eletroforese em gel de agarose demonstrando a especificidade dos primers a B.
methylotrophicus. As combinagdes 1, 3, 4 ¢ 5 de primers foram utilizadas para validagdo em
outras espécies do género Bacillus para o gene MtnB (A, B, C e D, respectivamente) e GerkB
(E). M: marcador de peso molecular de 100pb; 267: Bacillus methylotrophicus GF 267; 06:
Bacillus thuringiensis; 07: Bacillus thuringiensis; 09: Bacillus thuringiensis; 10: Bacillus
subtilis; 33: Bacillus subtilis; 63: Bacillus amyloliquefaciens; 95: Bacillus pumillus; 97:
Bacillus subtilis; 99: Bacillus subtilis; 184: Bacillus thuringiensis; 185: Bacillus thuringiensis;
202: Bacillus subtilis; 264: Bacillus methylotrophicus; 266: Bacillus methylotrophicus; 268:
Bacillus amyloliquefaciens; 314: Bacillus amyloliquefaciens; 435: Bacillus firmus; 470:
Bacillus cereus; BCO: controle negativo da PCR.
A

5 202 264 266 268

—— - an
336 pb 336 pb 336pb 336pb
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4.3 Quantificacio absoluta de B. methylotrophicus em raizes por qPCR

4.3.1 Eficiéncia de clonagem e recuperacao do DNA plasmidial recombinante

A curva-padrdo absoluta foi construida a partir da clonagem do fragmento de 336pb,
correspondente & C1 de primers, no vetor pCR™4-TOPO® (Figura 9). Apos a transformacio
bacteriana e crescimento do indculo de transformantes, seis colonias foram coletadas para a
confirmacao da presenca do inserto. A identificacdo dos clones recombinantes foi realizada por
PCR utilizando os primers referentes a C1. O gel da Figura 9A demonstra que a clonagem ¢ a
transformagao foram eficientes para todas as colonias coletadas, uma vez que foram observadas
amplificacdes do inserto de 336 pb em todos os seis clones avaliados.

Posteriormente, os plasmideos foram linearizados, a fim de se evitar que as diferentes
conformagdes plasmidiais interferissem na amplificagdo da curva-padrdo. A restri¢do foi bem-
sucedida (Figura 9B), uma vez que apenas a conformagao linear foi identificada. Além disso,
a enzima foi escolhida por clivar apenas o vetor, de modo que o amplicon nao apresenta sitios

de corte.

Figura 9. Eletroforese em gel de agarose demonstrando o sucesso de clonagem. Em (A) a
eficiéncia de ligagdo do produto amplificado de 336pb no vetor e de transformacdo em E. coli
competente (B) restricdo enzimdtica com Pstl e obtencdo do plasmideo linearizado M:
marcador de peso molecular de 100 pb. 1-6: colonias de transformantes coletadas. PL:
plasmideo linear; PI: plasmideo integro.

A B




32

4.3.2 Curva-padrao absoluta

A curva padrao para a quantificagdo absoluta de B. methylotrophicus foi padronizada
utilizando dilui¢des seriadas do material genético do ABC variando de 1x10? para 1x107 copias
de DNA/uL, com R%> 0,993, valor de inclinacdo de -3,337 e thereshold de 0,296432 (fase
exponencial). Esses dados validam a curva como padrao para a determinag¢ao da quantidade de
DNA alvo em amostras desconhecidas, com eficiéncia de amplificacdo acima de 99% e

proporcionalidade em sua amplificagao.

Figura 10. Curva padrio absoluta padronizada para a quantificacgio do DNA B.
methylotrophicus utilizando oligonucleotideos desenhados para o gene metiltioribulose-1-
fosfato desidratase (MtnB). O grafico demonstra a eficiéncia da rea¢do e o coeficiente de
regressao linear de 0,993.
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A especificidade dos primers também foi confirmada por meio da andlise da curva de
dissocia¢do. O produto amplificado das amostras de DNA apresentou um pico agudo em
temperatura superior a 80 °C e nenhum produto de PCR nao-especifico foi identificado para a

C1 utilizada (Figura 11).
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Figura 11. Curva de dissociacdo para os produtos amplificados a partir da C1 de primers
desenhados para o gene metiltioribulose-1-fosfato desidratase (MtnB). O perfil evidencia a
especificidade dos primers.
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4.3.3 Recuperacio de B. methylotrophicus em raizes de soja

Sementes de soja foram tratadas com diferentes combinag¢des de produtos contendo
microrganismos e, aos 21 dias de semeadura, suas raizes foram utilizadas para a recuperacao
de DNA de B. methylotrophicus. O DNA total foi eficientemente extraido apds a coleta e

manuten¢do das raizes em meio LB por 24 horas sob agitagdo (Figura 12).
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Figura 12. Gel de agarose 0,8% exemplificando a qualidade dos DNAs obtidos apds extracao
de microrganismos recuperados em raizes de soja cultivadas em meio LB. (T1) Controle, (T2)
B. methylotrophicus, (T3) B. methylotrophicus e B. subtilis, (T4) B. methylotrophicus e T.
asperellum e (T5) B. methylotrophicus, B. subtilis e T. asperellum.

T T2 T2 T2 T3 T3

—r

—_—

A quantificagao absoluta foi, entdo, conduzida por qPCR a partir de 100 ng de DNA de
B. methylotrophicus e apresentada na Figura 13 em copias de DNA/uL. As analises foram
conduzidas aos 21 dias apos a semeadura de sementes (T1) controle e sementes tratadas com
(T2) B. methylotrophicus, (T3) B. methylotrophicus e B. subtilis, (T4) B. methylotrophicus e T.
asperellum e (T5) B. methylotrophicus, B. subtilis e T. asperellum. Nao houve diferenca
estatistica entre a recuperagdo de DNA de raizes ndo tratadas com ABCs (T1) e de raizes de
sementes tratadas com B. methylotrophicus. Os dados de recuperagdo obtidos dos co-
tratamentos também evidenciam que o consoércio entre B. methylotrophicus e T. asperullum
(T4) tende a melhorar a recuperagdo de B. methylotrophicus de raizes de soja, diante o aumento
significativo do nimero de copias de DNA do microrganismo-alvo nos tratamentos T4 (1,523
copias/uL) e TS5 (3,207 copias/uL). No entanto, a diminuicdo do numero de copias em TS5
quando comparados ao tratamento T3 (5,565 copias/uL), pode evidenciar uma provavel

competicao entre os ABCs.
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Por outro lado, a recuperagdo de B. methylotrophicus foi significativamente maior em
T3 (5,565 copias/puL) e T5 (3,207 copias/uL), quando comparados ao controle (T1) e ao uso de
B. methylotrophicus isolado (T2). Este achado evidencia o efeito aditivo entre a cooperagdo de
B. subtilis e B. methylotrophicus, o que provavelmente favoreceu o melhor estabelecimento do
microrganismo em estudo no ambiente rizosférico e, posteriormente, maior recuperacao deste
quando comparado as raizes controle ou tradas somente com B. methylotrophicus. Ainda, a nao
amplificacdo em T1 torna evidente, mais uma vez, o sucesso da especificidade dos marcadores

identificados neste estudo.

Figura 13. Quantificagdo absoluta de B. methylotrophicus nas raizes de soja coletadas. A maior
recuperagdo foi observada nos tratamentos com a co-administragdo de produtos a base
microrganismos (T3, T4 e T5). Os nuimeros representam as médias de DNA/uL de B.
methylotrophicus quantificadas em cada tratamento. (T1) Controle, (T2) B. methylotrophicus,
(T3) B. methylotrophicus e B. subtilis, (T4) B. methylotrophicus e T. asperellum e (TS) B.
methylotrophicus, B. subtilis e T. asperellum.
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5 DISCUSSAO

A crescente demanda por maior produtividade agricola pode ser alcancada minimizando
as perdas causadas por fitonematoides. O controle destes parasitas utilizando nematicidas
quimicos ¢ uma estratégia eficaz, mas a aplicacdo inadequada de pesticidas sintéticos
desencadeia efeitos adversos na flora, fauna e inimigos naturais. Os ABCs sdo, portanto,
indicados para o manejo de nematoides pela comunidade agricola. Existe um mercado
emergente para biopesticidas mediados por rizobactérias, uma vez que estas promovem o0
crescimento da planta, melhoram os parametros agrondmicos em culturas economicamente

importantes e atuam no manejo de fitoparasitas (MHATRE et al., 2019).
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Bacillus spp. sdo rizobactérias formadoras de enddsporos que utilizam vérios
mecanismos para reduzir os danos e a reprodugao dos nematoides nas plantas. Suas cepas atuam
regulando o comportamento dos parasitas, interferindo no reconhecimento do hospedeiro,
competindo por nutrientes, induzindo resisténcia sist€émica e produzindo exsudatos que inibem
a eclosdo de ovos. Nesse contexto, essas rizobactérias reduzem a sobrevivéncia dos juvenis e
ou matam nematoides diretamente (ONGENA ¢ JACQUES, 2008; ADAM et al., 2014;
CHINHEYA et al., 2017; NAVARRO et al., 2019).

O manejo de fitonematoides pode ser prescrito utilizando a combinagdo de diferentes
produtos baseados em microrganismos. Dessa forma, entender os mecanismos de interagdo
entre estes ABCs pode elucidar quais as melhores estratégias de aplicagdo e quais as
combinagdes que garantem o sucesso do controle destes fitoparasitas (COSETTA e WOLFE,
2019). Para tal fim, a analise das caracteristicas morfofuncionais ¢ comumente utilizada para
caracterizar uma comunidade microbiana em qualquer ecossistema. No entanto, mesmo que a
diversidade da microbiota presente no solo seja alta, esses parametros ndo sao, em grande parte,
ideais para diferenciar espécies intimamente relacionadas, como as do género Bacillus.
Abordagens utilizando dados gendmicos sdo mais acuradas e permitem a avaliacdo das
interagdes entre microrganismos em um ecossistema, além de permitirem a quantificagdo
absoluta e fornecerem a acuracia necessaria para o estudo a nivel de espécie (TUT el al, 2021).
De fato, o desenvolvimento de marcadores para deteccdo de microrganismos ¢ uma ferramenta
molecular que possui acuracia e nitida aplicacao.

Recentemente, foram realizados ensaios visando validar um marcador para a detec¢do
de uma raga patogénica de Xanthomonas campestris pv. campestris (AFRIN et al., 2019).
RUBEL et al. (2019) apresentaram um alvo molecular amplificado por PCR com capacidade
discriminatoria de duas ragas de Xanthomonas campestris pv. campestris quando testados em
folhas de couve infectadas artificialmente. Outro marcador molecular especifico foi
desenvolvido para monitorar a propaga¢do de B. subtilis em flores, apos sua aplicacdo por
pulverizagdo em um pomar de macas sui¢o (BROGGINI et al., 2005). Também ja foram
propostos marcadores aleatorios de DNA polimorfico amplificado (RAPD — do inglés Random
Amplified Polymorphic DNA) para diferenciar a cepa Trichoderma atroviradae de outras cepas
intimamente relacionadas (HERMOSA et al., 2001).

Estudos com marcadores espécie-especificos também sdo reportados na literatura como
uma estratégia eficiente para diferenciagdo de espécies dentro do género Bacillus. Utilizando a
cepa B. amyloliquefaciens FZB42 como referéncia, foram encontrados dois marcadores

genOmicos para a cepa B. amyloliquefaciens CPA-8. No estudo, foram testadas duas estratégias



37

para desenvolvimento destes marcadores, que posteriormente foram avaliados quanto ao
potencial discriminatdério. Na primeira estratégia, foi utilizada a ferramenta de alinhamento
local BLASTn, para exclusdo de sequéncias similares em microrganismos relacionados. J& na
outra estratégia, os pesquisadores utilizaram marcadores identificados por RAPD-PCR, os
quais serviram de molde para o desenho de marcadores SCAR (Regido amplificada de
sequéncia caracterizada - do inglés Sequence Characterized Amplified Region). Para a
metodologia SCAR, foi verificada amplificagdao inespecifica, enquanto a primeira estratégia
conduzida apresentou melhor eficiéncia na descriminagdo (GOTOR-VILA et al., 2016).

Por meio de andlises in silico e estratégias de alinhamento, neste estudo definimos os
genes MinB, GerkB e GUK como marcadores promissores para B. methylotrophicus. O gene
MtnB codifica para a enzima metiltioribulose-1-fosfato desidratase e esta localizado na fita
sense do genoma da cepa na posicdo 10559- 11850, sendo, portanto, composto por 1293
nucleotideos. A enzima pertence a familia das liases, especificamente as hidro-liases,
responsaveis por quebrar ligagdes carbono-oxigénio. A proteina € composta por 430
aminoacidos e catalisa a desidrata¢ao do substrato metiltioribulose-1-fosfato (MTRu-1-P) em
2,3-diketo-5-metiltiopentil-1-fosfato (DK-MTP-1-P) na via de recuperacao da metionina. Esta
via metabdlica ¢ amplamente distribuida entre algumas eubactérias, leveduras, plantas e
animais, sendo a unica capaz de reciclar o enxofre reduzido de 5-metiltioadenosina em
metionina. A 5-metiltioadenosina ¢ o subproduto da sintese de poliaminas, etileno e acido
muginico a partir de S-adenosilmetionina (ASHIDA et al., 2008). Em B. methylotrophicus, o
gene GUK esta entre as regides 209441 e 210175, totalizando 736 nucleotideos. A quinase ¢
uma enzima da classe das transfereases responsavel pela a fosforilacio de monofosfato de
guanosina (GMP) gerando difosfato de guanosina (GDP) que, consequentemente, sera utilizado
para a sintese de trifosfato de guanosina (GTP), um importante efetor no metabolismo e
necessario para a realizagdo de varios processos celulares, como a esporulagdo em B. subtilis
durante o estresse metabolico (KRIEL et al., 2012). Por sua vez, o gene GerkB ¢ responsavel
por codificar o receptor proteico denominado receptor germinante. Os esporos de espécies de
Bacillus geralmente contém varios receptores alocados em sua membrana, sendo responsaveis
por ativar cascatas de transducdo de sinal. Estas alteram as camadas que revestem o esporo,
interferindo em sua ruptura, no inicio do entumecimento e, por fim, no crescimento vegetativo
de espécies de Bacillus (PAREDES-SABJA et al, 2009). (WEN et al, 2019).

A estratégia de selecdo dos marcadores foi conduzida de forma que fossem selecionados
apenas genes que continham dois SNPs subsequentes. Com a presenca de dois polimorfismos

no mesmo marcador, hipotetizamos aumentar a especificidade dos primers para a espécie B.
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methylotrophicus, uma vez que o desenvolvimento de primers seletivos € um aspecto chave
para garantir uma analise bem-sucedida. A especificidade depende criticamente da extremidade
3'do primer, uma vez que a extensao da fita de DNA s6 € possivel quando os iniciadores anelam
fielmente a regido complementar da sequéncia-alvo (PATWARDHAN et al., 2014). Além
disso, estudos prévios demonstraram que a presen¢a de SNPs fornecem incompatibilidade de
anelamento entre primers ¢ DNA (WU et al, 2009; LEFEVER et al, 2013), o que na nossa
abordagem ¢ vantajoso, uma vez que ¢ desejavel que marcadores especificos ndo produzam
amplicons em outras espécies de Bacillus. No nosso estudo, adotamos essa estratégia ¢ o
desenho de oligonucleotideos iniciadores foi conduzido com os polimorfismos na extremidade
3’ de modo a serem especificos a B. methylotrophicus.

Anteriormente a validacdo da especificidade dos marcadores identificados, foram
conduzidas andlises com primers desenhados para a regido 16S. Este, por sua vez, ¢ o
biomarcador filogenético mais frequentemente empregado na ecologia microbiana e
responsavel pela codificacdo da subunidade menor do RNA ribossdmico 16S rRNA. A regido
gendmica de 16S tem sido amplamente utilizado para estimar as relagdes entre bactérias
(SACCHI et al., 2002). No entanto, o gene 16S rRNA sozinho ndo ¢ capaz de discriminar
espécies de Bacillus intimamente relacionadas (MOHKAM et al., 2016). Sendo assim, nas
analises do presente estudo, o fragmento da regido codificante da subunidade ribossomal 16S
foi utilizado para avaliar a qualidade do DNA e confirmou que todas as espécies utilizadas para
validagdo dos marcadores identificados pertencem ao género Bacillus.

A validagao de cada uma das combinagdes desenhadas foi conduzida via PCR
convencional utilizando DNAs extraidos de diferentes espécies do género Bacillus, o que
permitiu comprovar a especificidade dos marcadores identificados. De fato, a estratégia de
selecdo e desenho de primers com dois ou mais SNPs foi bem-sucedida, uma vez que duas
Combinagdes (Cl e C3) para o gene MmB foram capazes de discriminar a espécie B.
methylotrophicus, enquanto as combinagdes 4 ¢ 5 foram capazes de detectar especificamente o
género Bacillus, incluindo as espécies B. subtilis e B. amyloliquefaciens. As combinagdes C1 e
C3 ainda foram positivas para B. amyloliquefaciens, evidenciando a estreita correlagdo genética
jé relatada existente entre as espécies (JEONG et al, 2015; DUNLAP et al, 2016; FAN et al,
2017). Nesse contexto, o sequenciamento de diferentes fragmentos em GF267 ¢ GF63 podem
elucidar a real proximidade entre as duas espécies e ainda, apresentar polimorfismos-chave
essenciais na diferenciacdo entre as duas espécies.

Alguns trabalhos apontam um elevado grau de semelhanca entre os genomas de B.

methylotrophicus, Bacillus velezensis e B. amyloliquefaciens. DUNLAP et al. (2015)
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demonstraram que B. amyloliquefaciens e B. methylotrophicus compartilham em torno de 95%
dos genes, além de apresentarem elevada similaridade morfofisiologica. Além disso,
filogeneticamente, alguns pesquisadores propdem que B. amyloliquefaciens deve ser
considerado um sinénimo heterotipico posterior de B. methylotrophicus. Também foi proposto
que B. methylotrophicus KACC 13015, B. amyloliquefaciens subsp. plantarum FZB42 ¢ B.
oryzicola KACC 18228 deveriam ser reclassificados como sindnimos heterotipicos posteriores
de B. velezensis NRRL B-41580, uma vez que a data de publica¢ao valida de B. velezensis
precede a das outras trés linhagens (DUNLAP et al., 2016). B. velezensis foi originalmente
descrito por RUIZ-GARCIA et al. (2005), em estudo destinado a descobrir cepas capazes de
sintetizar novos lipopeptideos com atividade surfactante e/ou antimicrobiana. Nesse estudo, B.
velezensis demonstrou estar intimamente relacionado a B. subtilis e B. amyloliquefaciens. As
analises de JEONG et al. (2015) também sugerem a proximidade entre B. velezensis e B.
methylotrophicus. Nesse contexto de similaridade entre as sequéncias de B. velezensis, B.
amyloliquefaciens subsp. plantarum e B. methylotrophicus cria-se um problema taxondmico.
Recentemente, FAN et al. (2017) propds que o clado de B. amyloliquefaciens deve ser
considerado como uma unidade taxondmica acima do nivel de espécie ou "grupo operacional
B. amyloliquefaciens”. Este deve englobar espécies de B. amyloliquefaciens que habitam o solo
e as cepas de B. siamensis € B. velezensis associados a plantas, cujos membros estdo
intimamente relacionados. Dessa forma, mesmo que diferenciar estas espécies estritamente
relacionadas ndo seja uma tarefa simples, os marcadores selecionados neste estudo podem
inovar e apoiar analises filogendmicas envolvendo a classificagdo das espécies dentro do género
Bacillus. Os primers presentemente avaliados foram bem-sucedidos na discriminacdo de
espécies de B. methylotrophicus, o que os tornam particularmente promissores como
ferramentas para a detec¢do de B. methylotrophicus em raizes de soja ou em outros
microbiomas.

Portanto, analises de PCR podem auxiliar na implementag¢do e monitoramento de ABCs
em grandes culturas. Espera-se que, ap6s a administracio de ABCs ao longo do
desenvolvimento da planta, microrganismos associados ao CB tenham seu desenvolvimento
pleno. A maior parte dos relatos presentes na literatura se dedica a estudar os perfis agrondmicos
(biomassa, tamanho de raiz e parte aérea, nodulagdo entre outros) de plantas co-inoculadas com
diferentes ABCs ou a avaliar a compatibilidade in vitro entre ABCs utilizados em consdrcio
(PANEBIANCO et al, 2015; PERTOT et al, 2017; SILVA et al, 2017). No entanto, a
quantifica¢@o absoluta por métodos moleculares, como a qPCR, fornece o nimero de copias de

DNA de um determinado agente, auxiliando na mensurac¢do desses microrganismos benéficos



40

em diferentes condi¢cdes. Ademais, ensaios de qPCR possibilitam inferir a compatibilidade
entre ABCs.

Como ABCs podem competir em um mesmo ambiente € microrganismos benéficos
podem apresentar superioridade de desenvolvimento quando inoculados simultaneamente
(CARVALHEIRO et al, 2008; XU et al, 2011) (CHOW et al ,2018), no presente estudo, a
dindmica do desenvolvimento de B. methylotrophicus associado a outros microrganismos em
raizes de soja também foi avaliada. Em primeiro lugar, a auséncia de amplificacdo nos
controles, nos quais as raizes nao foram tratadas com ABCs, refor¢ca a especificidade do
marcador utilizado. Ademais, nossos resultados demonstraram que o pleno desenvolvimento da
espécie em questdo ¢ alcancado quando na presenca de B. subtilis e com B. subitlis e T.
asperellum. Portanto, a recuperacao de B. methylotrophicus de raizes de soja foi mais eficiente
em tratamentos com os dois Bacillus, sugerindo a existéncia de um efeito sinérgico, o qual pode
ter contribuido para o melhor estabelecimento e desenvolvimento do microrganismo em estudo.
Sugerimos que esse consorcio possa aumentar o espectro de defesa da planta, melhorando seus
parametros de crescimento, como ja demonstrado por estudos anteriores (AHMAD et al, 2019;
ALMEIDA et al, 2019; MANASA et al, 2021). Além disso, a co-administracao de formula¢des
de ABCs pode estimular a ativagdo de vias de producdo de novos metabdlitos secundarios com
potencial de antimicrobiano (WAKEFIELD et al, 2017).

O tratamento T4, com a combinagdo dos produtos a base de 7. asperellum e B.
methylotrophicus, apresentou efeito aditivo para a recuperacdo de B. methylotrophicus, superior
a T2, no qual foi utilizado somente o microrganismo em estudo. Por outro lado, no tratamento
TS5 (B. methylotrophicus, B, subtilis e T. asperellum) foi observada uma redu¢ao na recuperagao
de B. methylotrophicus quando comparado a T3 (B. methylotrophicus e B. subtilis). Este achado
sugere uma provavel limitagdo de espaco e nutrientes no ambiente rizosférico na presenga dos
trés ABCs. Os efeitos negativos entre ABCs ja sdo reportados na literatura, especialmente
quando h4 co-inoculacdo em meio de cultura. Karuppiah e colaboradores (2019) demonstraram
um efeito negativo sobre a taxa de crescimento e a produgdo de metabolitos de 7. asperellum
quando co-inoculado com B. amyloliquefaciens. No entanto, mesmo que exista uma interacao
competitiva entre ABCs de diferentes espécies, no ambiente rizosférico cepas de Trichoderma
e Bacillus desempenham mecanismos de biocontrole de forma sinérgica para reducdo da
severidade de doencas (IZQUIERDO-GARCIA et al, 2020). Contudo, as estratégias de manejo
utilizando ABCs podem ser rearranjadas para diminuir ou anular o efeito negativo entre fungos

e bactérias benéficos.
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Nossos resultados reforcam achados prévios referentes aos beneficios no controle de
patdgenos de plantas utilizando a co-administragdo de ABCs. Corréa e colaboradores (2017),
demonstraram que a combinagdo entre duas espécies de Bacillus ¢ uma de Pseudomonas
apresentaram o melhor perfil de controle da doenca desencadeada por cepas de Xanthomonas-
axonopodis pv. phaseoli. Panebianco e colaboradores (2015) também demonstram que a
utilizagdo de diferentes cepas de Trichoderma e Pseudomonas atuam cooperativamente na
reducao da incidéncia e severidade de mofo em frutas citricas. Estudos mais recentes ainda
propoem a possibilidade de produzir formulagdes compostas de Pseudomonas
aeruginosa DRB1 e Trichoderma harzianum CBF2 sem comprometer a eficicia do
biocontrole, a populacdo microbiana e a estabilidade de armazenamento (WONG et al, 2019).
No que se refere ao controle de fitonamatoides, recentemente foi proposto que o tratamento de
sementes associado ao encharcamento do solo com o consoércio de rizobactérias promotoras de
crescimento melhoraram os parametros de crescimento da planta e reduziram a infestagdo de
nematoides (PANPATTE et al, 2021).

Cepas de B. methylotrophicus com atividade contra patdgenos podem ser isoladas de
tecidos vegetais durante os diferentes estadios de desenvolvimento da cultura, mas também de
outros microbiomas como o solo, onde exercem ativamente suas atividades de antibiose
(SHARMA et al, 2021). Além disso, também pode ser observada a ocorréncia dos mecanismos
de promogao de crescimento promovidos por B. methylotrophicus no solo. Neste ambiente, as
cepas contribuem para aumentar os niveis de agua e polissacarideos além de reduzirem a
presenca de radicais livres ao estimularem a produgdo de enzimas com potencial antioxidante
(HOU et al, 2018). Nesse sentido, tornam-se relevantes analises por qPCR do perfil bioldgico
do solo, com plantas tratadas com os ABCs deste estudo, e de raizes provenientes dos principais
estadios fenologicos da soja. Assim, o papel de B. methylotrophicus no desenvolvimento de

sementes de soja serd mais bem compreendido e ajustado.

6 CONCLUSAO

As Combinagdes 1 (Mtnb1F + Mtnb2R) e 3 (Mtnb2F + Mtnb2R) de primers desenhadas
para o gene MmB apresentaram a maior especificidade na discriminacdo de B.
methylotrophicus. Diante de toda complexidade envolvendo a classificacao filogenética do
género Bacillus, a descoberta deste marcador pode inovar a avaliagdo quantitativa por qPCR de

microbiomas e, ainda, apoiar analises filogendmicas envolvendo a classificagdo das espécies.
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Além da especificidade de detec¢do, os marcadores podem ser utilizados em andlises
qualitativas rapidas.

As analises quantitativas conduzidas com DNA proveniente de soja previamente tratada
com diferentes produtos contendo ABCs refor¢aram a especificidade da C1, uma vez que nao
foi observada amplificagdo em raizes de soja controle, ou seja, ndo tratadas com ABCs. Quanto
a B. methylotrophicus, o melhor desempenho foi observado nos tratamentos com consorcio
incluindo B. methylotrophicus + B. subtilis e B. methylotrophicus + B. subtilis + T. asperellum.
Portanto, os ABCs utilizados neste estudo ndo interferiram negativamente no estabelecimento
de B. methylotrophicus. Contudo, mais estudos sdo necessarios para avaliar a distribui¢do de B.
methylotrophicus em outras amostras além do ambiente rizosférico e durante os principais
estadios fenologicos da cultura. Sugere-se, ainda, analises quantitativas dos outros
microrganismos utilizados no co-tratamento de sementes de soja, para melhor elucidar as

interagdes no sistema radicular.
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APENDICE A - Figuras Suplementares

Figura Suplementar 1. Alinhamento multiplo do gene metiltioribulose-1-fosfato desidratase (MmnB) em espécies de Bacillus. Destacado de
vermelho encontram-se as regides evidenciando os polimorfismos de nucleotideo tinico que diferenciam B. methylotrophicus das demais espécies
que alinharam com a sequéncia do gene em estudo.

1. Bacillus_methylotrophicus_Gf267 AA‘CA‘SCA‘CC“‘SACAA_.A CATATTCATATAGACTGGCCGC
2. CPOS4&T14.1:1298075-1299365_Bacilluz_velezensiz_strain_ KKLW_chromeseme_complete_genome AATCATGCATCCTTTGCGACAATCABIC ATATTCATATAGACTGGCCGC
3. CP044350.1:1247853-1249184_Bacillus_amyloliquefaciens_strain_\V167_chromeosome_complete_genome AATCATGCATCCTTTGACAATGABICATATTCATATAGACTGGEGCCGCC
4. CP0443559.1:3859210-370501_Bacillus_amyleliguefaciens_strain_W417_chromosome_complete_genome AATCATGCATCCTTTGCGACAATCABIC ATATTCATATAGACTGEGGEGCCGC
5. CPO43545.1:1286524-1287815_Bacillus_velezensis_strain_3YP-B537_chromosome_complete_genome AATCATGCATCCTTTGACAATGABICATATTCATATAGACTGGEGCCGC
8. CPOO0SE0.2:1301170-1302461_Bacillus_amyleoliqguefaciens_subsp._plantarum_str._ FZB42_complete_genome AATCATGCATCCTTTGACAATCABICATATTCATATAGACTGEGGCCGCE
7. CPO20805.1:1819162-1820453_Bacillus_velezensis_ztrain_S0-6_complete_genome AATCATGCATCCTTTGACAATGCGABCATATTCATATAGACTGGEGCCGC
&. CP00B845.1:1296524-1287815_Bacillus_amyloliguefaciens_CC178_complete_genome AATCATGCATCCTTTGACAATGCGARECATATTCATATAGACTGGCCGC
9. CPO34176.1:1352135-1353426_Bacillus_velezensis_strain_MH25_chromosome_complete_genome AATCATGCATCCTTTGCGACAATGCGABICATATTCATATAGACTGGEGCCGC
10. CPOZ9296.1:1337478-1338769_Bacillus_velezensis_strain_AP183_chromosome AATCATGCATCCTTTGACAATGCGARECATATTCATATAGACTGGCCGC
11. CPOOT244.1:1343511-1344202_Bacillus_velezensis_TrigoCor1448_chromosome_complete_genome AATCATGCATCCTTTGCGACAATCABIC ATATTCATATAGACTGGCCGC
12. CP044133.1:1395768-1397055_Bacillus_velezensis_strain_FJAT-46737_chromosome_complete_genome AATCATGCATCCTTTGACAATGAATATATTCATATAGACTGGEGCCGC
13. CP043416.1:1334418-1335707_Bacillus_velezensis_strain_ONU_553_chremosome_complete_genome AATCATGCATCCTTTGCGACAATCABIC ATATTCATATAGACTGEGGEGCCGC
14, CPO41145.1:1303409-1304700_Bacillus_velezensis_strain_At1_chromesome_complete_genome AATCATGCATCCTTTGACAATGABICATATTCATATAGACTGGEGCCGC
15. CP040378.1:1268553-1269844_Bacillus_wvelezensis_strain_P34_chromosome AATCATGCATCCTTTGACAATGCGABCATATTCATATAGACTGGCCGEC
16. CPO39297 .1:1345474-1346765_Bacillus_velezensis_izolate_UFLAZS5E chromozome_complete_genome AATCATGCATCCTTTGCGACAATGCGABICATATTCATATAGACTGGEGCCGC
17. CPO32144 1:1288962-1290253_Bacillus_velezensis_strain_BIM_B-4380_chromosome_complete_genome AATCATGCATCCTTTGACAATGCGARIEATATTCATATAGACTGGCCGC
18. CPO24797.1:1399565-1400855_Bacillus_velezensis_strain_TJ02_chromosome_complete_genome AATCATGCATCCTTTGCGACAATGCGABICATATTCATATAGACTGGEGCCGC
18. CPOZ23859.1:2340586-2341887_Bacillus_velezensis_strain_L-1_chromosome_complete_gencme AATCATGCATCCTTTGACAATGABIC ATATTCATATAGACTGGCCGCC
20. CP022531.1:2385761-2387052_Bacillus_velezensis_strain_THB1501_complete_genome AATCATGCATCCTTTGACAATGCGABCATATTCATATAGACTGGCCGC
21. CPOOT242.1:1165924-1167215_Bacillus_amyloliquefaciens_subsp._amyloliquefaciens_KHG19_complete_genome AATCATGCATCC T T TGACAATGABCATATTCATATAGACTGEGGEGCCGCE
22, HG328254.1:1303532-1304373_Bacillus_amyloliguefaciens_subsp._plantarum_UCKBS113_complete_genome AATCATGCATCCTTTGCGACAATCABIC ATATTCATATAGACTGEGGEGCCGC
23. CPO03838.1:1364875-1366166_Bacilus_velezensis_AS43.3_complete_genome AATCATGCATCCTTTGACAATGABCATATTCATATAGACTGGEGCCGC
24 CP0O50452 1:1251313-1252604_Bacillus_velezensis_strain_Htgé_chromosome_complete_genome AATCATGCATCCTTTGACAATCABICATATTCATATAGACTGEGGCCGCE
25. CP0O28211.1:35663597-3667688_Bacillus_velezensis_strain_SRCM102747_chromosome_complete_genome AATCATGCATCCTTTGCGACAATGCGABICATATTCATATAGACTGGEGCCGC
26. CP0Z28210.1:1457113-1458404_Bacillus_velezensis_strain_SRCM102748_chromosome_complete_genome AATCATGCATCCTTTGACAATGCGARIEATATTCATATAGACTGGCCGC
27. CPO28208.1:2733813-2735104_Bacillus_velezensis_strain_SRCM102744_chromosome_complete_genome AATCATGCATCCTTTGCGACAATGCGABICATATTCATATAGACTGGEGCCGC
28. CPO22207.1:3273533-3274824_Bacillus_velezensis_strain_SRCM102743_chremosome_complete_genome AATCATGCATCCTTTGACAATGABIC ATATTCATATAGACTGGCCGCC
20, CP0O22206.1:1304730-1306030_Bacillus_velezensis_strain_SRCM102742_chremosome_complete_genome AATCATGCATCCTTTGCGACAATCABIC ATATTCATATAGACTGGCCGC
30. CPO28205.1:3610014-3611305_Bacillus_velezensis_strain_SRCM102741_chromosome_complete_genome AATCATGCATCCTTTGACAATGABICATATTCATATAGACTGGEGCCGCC
31. CPO39320.1:1322042-1323333_Bacillus_velezensis_strain_LPL-K103_chromosome_complete_genome AATCATGCATCCTTTGCGACAATCABICATATTCATATAGACTGEGGEGCCGC
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63.
. CP018295.1:1334912-1336203_Bacilluz_subtilis_strain_J-5_complete_genome
. HF553562 .1:1292680-1293981_Bacillus_amyloliquefaciens_subsp._plantarum_UCKMBS035_complete_genome
. CPOS0085.1:2508086-2598277_Bacillus_velezensis_strain_HAB-2_chromesceme_complete_genome
. CPO0ST49.1:1336738-1338025_Bacillus_subtilis_strain_ATCC_1%217_complete_genome

. CPO0G290.1:1329573-1330860_Bacillus_velezensis_S0ORYS complete_genome

. CPO20874.1:802963-804254_Bacillus_velezensis_strain_GYL4_chromosome_complete_gencme

. CPO14783.1:1305510-1307201_Bacillus_amyloliguefaciens_strain_B15_complete_genome

ik
. CPO47268.1:1800570-1801861_Bacillus_velezensis_strain_DH2043_chromosome_complete_genome
Tt
T4,
T
76.
. CP018133.1:1384134-13585425_Bacillus_velezensis_strain_ATRZ_chromosome_complete_genome
78.
9.
&0.
81.
. CP050448 1:1314888-1318177_Bacillus_velezensis_strain_BIM_B-1312D_chromosome_complete_genome
83.
. CPO43378.1:1314882-1315973_Bacillus_sp._LUNF1_chromeseme_complete_genome

. CP045185.1:1314682-1315973_Bacilluz_velezensis_strain_FJAT-52531_chromozome_complete_genome
. CPO44348 1:1314773-1316064_Bacillus_velezensis_strain_LC1_chromesome_complete_gencme

. CP023341.1:2783373-2724864 Bacillus_velezensis_strain_LG37_chromozome_complete_genome

. CPO36518.1:815721-817012_Bacillus_velezensis_strain_ANSB01E_chromosome_complete_genome

. CP032508.1:881861-882952_Bacilus_velezensis_strain_JT3-1_chromesome_complete_genome

. CP032154.1:13145680-1315971_Bacillus_velezensis_strain_ZF2_chromoesome_complete_genome

91.
. CPO28437 1:1332723-1334014_Bacillus_velezensis_strain_DR-02_chromosome_complete_genome
93.

2 E38 8RR

BB%8RE

CP025079.1:13658316-13676807_Bacillus_velezensis_strain_QST713_chremosome_complete_genome

CP0S4479.1:2848273-2249554 Bacillus_amyloliguefaciens_strain_R2-25 chromosome_complete_genome

CP033054 1:1815156-156168447_Bacillus_velezensis_strain_Bac57_chromosome_complete_gencme
CPO2%069.1:1371379-1372670_Bacillus_amyloliquefaciens_strain_4ALBSS_chromosome_complete_genome
CP0O25535.1:2027107-20283588_Bacillus_velezensis_strain_10075_chromozome_complete_genome
CP0248597.1:1294906-1295197_Bacillus_velezensis_strain_CN026_chromozome_complete_genome

CPOS3495 1:1385288-1385579_Bacillus_velezensziz_strain_JSRB_165_ chromozome_complete_genome
CPOS5160.1:57693-58934_Bacillus_velezensis_strain_WLY323_chromosome_complete_genome
CPOS3717.1:1218033-1220324_Bacillus_velezensis_strain_AZ2_chromosome_complete_genome
CPO40881.1:1314650-1315841_Bacillus_sp._HNAJ3_chromosome_complete_genomes

CPO49741.1:1314393-1315684_Bacillus_velezensis_strain_UB2017_chromosome_complete_genome

CPOZ3034.1:2053884-2055175_Bacillus_velezensis_strain_LDO2Z_chromosome_complete_genome

CP021495.1:1314805-1316096_Bacillus_velezensis_strain_G0JK48_complete_genome
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94, CP0O11937.1:2615161-2616452_Bacillus_velezenzis_strain_CBMB205_chromesome_complete_genome
85 CP0OZ20893.1:1314681-1315872_Bacillus_valismortis_strain_NBIF-001_complete_genome

96. CPO20375.1:1315088-1316375_Bacillus_velezenzis_strain_JTv'P2_complete_genome

§7. CP013007 .1:2535333-2536624 Bacillus_velezensis_strain_sx01804_complete_genome

92. CP012200.1:1160040-1162231_Bacilus_amyloliqguefaciens_strain_ WS-2_complete_genome

99. CP0O15911.1:1291481-1282772_Bacillus_velezenzis_strain_LS89_chromosome_complete_genome

100.

101

103

105

107

109

111

113

CPO16371.1:1314763-1316054_Bacillus_velezensis_strain_S3-1_complete_genome

. CP0O14838.1:1314554-1315845_Bacillus_velezensis_strain_CBMB205_complete_genome
102.

CPOG61176.1:1314682-1315973_Bacillus_velezenziz_strain_ZF145_chromeseme_complete_genome

. CPO54582.1:13148683-13168154_Bacillus_velezensis_strain_¥'B-130_chromosome_complete_genome
104.

CP050344.1:2093064-2095255 Bacillus_velezensis_strain_K01_chromoezome_complete_genome

. CPO28204.1:27810685-2782355_Bacillus_velezensis_strain_SRCM102755_chromosome_complete_genome
108.

CPO47644.1:1381732-1383023_Bacillus_sp._AMN1(2019)_chromosome_complete_gencme

. CP0416591.1:1359055-1370345_Bacillus_amyloliquefaciens_strain_ZJU1_chromesome_complete_genome
108.

CPO23075.1:1372005-1373296_Bacillus_velezensis_strain_K26_chromozome_complete_genome

. CPO35410.1:1508150-1509441_Bacillus_velezensis_strain_SRCM103516_chromosome_complete_genome
110.

CPO35309.1:1454328-1455619 Bacillus_velezensis strain, SRCM103788_chromozome_complete_gencme

. CPO353593.1:1454190-1455481_Bacillus_velezensis_strain_SRCM 103591 _chromosome_complete_genome
112.

CPO28375.1:1320575-13218586_Bacillus_velezensiz_strain_W1_chromosome_complete_genome

. CPO25070.1:1384812-1386203_Bacillus_amyloliquefaciens_strain_ALBSS_chromosome_complete_genome
114.
115.
118.
117.
118.
118.
120.
121,
122
123.

CP023414.1:2075560-2075850_Bacillus_velezensziz_strain_BS-37_chromoesome_complete_genome
CPO25308.1:1303456-1304757_Bacillus_velezensis_strain_Lzh-a42_chromosome_complete_genome
CPO25258.1:3381757-3363048 Bacillus_sp._SJ-10_chromogome_complete_genome
CP021890.1:1454014-1455305_Bacillus_velezensis_strain_SRCM101413_complete_genome
CPO17775.1:1455090-14558381_Bacillus_velezensis_strain_ 33120 _complete_genome
CPROVTT47.1:1831016-1832307_Bacillus_velezensis_strain_SYBC_H47_complete_genome
CPO0S9S0.1:2040520-2041811_Bacillus_amyloliguefaciens_UMAFSE614_complete_gencme
CPO0S058.1:3560740-3562031_Bacillus_amyloliquefaciens_UMAFSE3S8_complete_genome
CPO09938.1:1913850-1914841_Bacillus_sp._BHOT2_complete_genome
CPO03332.1:1324542-1325833_Bacillus_amyloliquefaciens_Y2_complete_genome
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124
125.
126.
127.
128.
128.
130.

13

133.
134
135.
136.
137.
138.
139.
140.
141.
142
143.
144,
145,
146.
147.
148.
148.
150.
151.
152.
153.
154.

HE7748759.1:13258784-1328075_Bacillus_amyloliquefaciens_subsp._plantarum_YAU_BS501-Y2_complete_genomi 4 A T

CPO55405.1:
CPO21011.1:

3260866-3262157_Bacillus_velezengis_strain_MV2_chromozome_complete_genome
1308530-1310821_Bacilus_velezensis_strain_BY&_chromosome_complete_genomes

CP046335 1, 2284247-2285138 Bacillus_velezensis_strain_GA1_chromoscme

CPO41182.1:

12%0807-1252098_Bacilus_velezensis_strain_BvL03_chromosome_complete_genome

CPO44444 1:2712180-2713455 Bacillus_amyloliguefaciens_strain_KC41_chromosome_complete_genome
CPO40672.1.2285800-2287091_Bacillus_amyloliquefaciens_strain_X030_chromosome_complete_genome

. CP028435 1:2748505-2747796_Bacillus_velezensis_strain_&-2_chromosome_complete_genome
132.

CP028441.1.:893385-894676_DBacillus_velezensis_strain_131-4_chromosome_complete_genome

CPO28440.1:
CPOZ2556.1:
CPO21876.1:
CPO16395.1:
LNGOSE2D.1:
CPO21888.1:
CPO11686.1:

1057786-1058077_Bacilus_velezensis_strain_J7-1_chromosome_complete_genome
1627744-1629035_Bacilus_velezenzis_strain_NJAU-Z%_complete_genome
1328452-13259743_Bacillus_velezensis_strain_T20E-257_complete_genome
1377089-1378320_Bacillus_velezensis_strain_M75_complete_genome

AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT

1296436-1297727_Bacilus_methylotrophicus_strain_B25_genome_assembly_chromosoms__BAMM A A T

1420918-142220%_Bacillus_velezensis_strain_SRCM100072_complete_genome
13259947-1331238_Bacillus_velezensis_strain_3341_chromosome_complete_genome

CP011347 .1:2860061-2861352_Bacillus_velezensis_strain_'J11-1-4_chromosome_complete_genome

CPO59457.1:
CPO26533.1:
CPOZ1011.1:
CPO14700.1:

1421045-1422336_Bacillus_velezensis_strain_JSRB_0&_chromozome_complete_genome
3207936-3209227_Bacilus_velezensis_strain_DKU_NT_04_chromeseme_complete_genome
3228357-3220648 Bacillus_velezenzizs_strain_GFP-2_chromosome_complete_genome
1883983-1885274_Bacilus_amyloliquefaciens_strain_5498_complete_genome

CP004065.1,:2593016-2594307_Bacillus_amyloliguefaciens [T-45_complete_genome

CPO45593.1:
CPO53377.1:
CPO53376.1:
CPO41770.1:
CPO37417.1:
CPO36527.1:
CPO33576.1:
CPO19040.1:
CPOOT165.1:

1556287-1557578_Bacilus_velezensis_strain_LABIMZ22_chromosome_complete_genome
1344533-1345824 Bacillus_velezensis_strain_EM01_chromosome_complete_genome
1344280-1345571_Bacilus_amyloliguefaciens_strain_WF02_chremosome_complete_genome
185718-197009_Bacillus_amyloliguefaciens_strain_DH3030_chromesome_complete_genome
1344453-1345744_Bacillus_velezensis_strain_LB002_chromosome_complete_genome
12043599-1205690_Bacillus_velezensis_strain_UTBSS_chromosome
3279358-3280659_Bacilus_velezensis_strain_NY"12-2_chromosome_complete_genome
1320191-1321482_Bacillus_velezensis_strain_GH1-13_complete_genome
1405040-1407240_Bacilus_velezenzis_NJN-5_complete_genome
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124, CP022654.2:804087-895372_Bacillus_velezensis_strain_SCDB_291_chromosome_complete_genome AATCATGCATCCTTTGACAATGAATATATTCATATAGACTGGCCGC
185, CPOS1704.1:1288443-12%9734_Bacillus_velezensis_strain_v'4_38_chromosome_complete_genome AATCATGCATCCTTTGACAATGAATATATTCATATAGACTGGCCGC
185. CP031694 1:3548374-3847655 Bacillus_velezensis_strain_SRCM101388_chromosome_complete_genome AATCATGCATCCTTTGACAATGAATATATTCATATAGACTGEGGCCGE
187. CPO13727.1:242378-243669_Bacillus_amyloliquefaciens_strain_MBE1283_complete_genome AATCATGCATCCTTTGACAATGAATATATTCATATAGACTGGCCGE
188. CPO31380.1:1288244-1299535_Bacillus_velezensis_strain_05Y-GA1_chromosome AATCATGCATCCTT TGACAATGAATATATTCATATAGACTGGCCGC
189. CP016913.1:1295756-1297047_Bacillus_amyloliguefaciens_strain_RD7-7_complete_genome AATCATG l:'.lT CCTTTGACAATGAATATATTCATATERANRTGGECCGC
190, CPOS4415.1:1469826-1471117_Bacillus_amyloliguefaciens_strain_205_chremosome_complete_genome AATCATGCATCCTTTGACAATGAATATATTCATATECMANTSGGECCGC
191. CP041693.1:1250248-1251539_Bacillus_amyloliguefaciens_strain_H_chromosome_complete_genome AATCATGCATCCTTTGACAATGAATATATTCATATERANRTGGCCGC
192, CP018902.1:568080-57027 1_Bacilus_amyloliguefaciens_strain_HK1_chromosome_complete_genome AATCATGCATCCTTTGACAATGAATATATTCATATCEMANTEGCCGC
193. CP011252.1:1402456-1403747_Bacillus_amyloliquefaciens_strain_MT45_complete_genome AATCATGCATCCTTTGACAATGAATATATTCATATERANRTGGCCGE
194 CP021505.1:1445502-1446793_Bacillus_amyloliguefaciens_strain_SRCM101267_complete_genome AATCATGCATCCTTTGCACAATGAATATATTCATATERMANTGSGCCGE
195. CPO09748.1:1338804-1340095_Bacilus_subtilis_strain_ATCC_135%52_complete_genome AATCATGCATCCTT TGACAATGAATATATTCATATERMANRTSGCCGE
196. CPO0Z2927.1:2037437-2038728_Bacillus_amyloliquefaciens_XHY_complete_genome AATCATGCATCCTT TGACAATGAATATATTCATATEEANMTGGCCGE
197. CPO02634.1:1361660-1362%51_Bacillus_amyloliguefaciens_LL3_complete_genome AATCATGCATCCTT TCGACAATGAATATATTCATATERMANTSGCCGEC
198. CPO02627.1:2036133-2037424_Bacillus_amyloliguefaciens_TAZ08_complete_genome AATCATGCATCCTT TGACAATGAATATATTCATATERMANRTSGCCGE
199. FNSO7644.1:1445180-1446471_Bacillus_amyloliguefaciens_DSMT_complete_genome AATCATGCATCCTT TGACAATGAATATATTCATATEEANMTGGCCGE
200. CP032146.1:1316662-1317953_Bacillus_amyloliguefaciens_strain_¥'P5_chromosceme_complete_gencme AATCATGCATCCTTTGA ClA TCAATATATTCATATCRAMNTEECCGC
201, CPO25001.1:2886757-2898048_Bacillus_siamensis_strain_SCSI0_05745_chromesome_complete_genome AATCATGCATCCTTTGACAATGAATATATTCATATEMANTGGECCGC
202. CPD13950.1:8332078-80336% Bacillus_sp._S0LH_complete_genome AATCATGCATCCTTTGCACAATGAATATATTCATATERMANTGSGCCGE
203. CP023451.1:4592383-4593623_Bacilus_glycinifermentans_strain_KBN0GP03352_chromosome_complete_genomeign|C e - Ec ¢l c - & - AN cE - FEH - BFEE - c@c ce - :FEATE
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11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21,

23
24,
25.

5B

28.
29,
30.
31.

. Bacilluz_methylotrophicus_Gf267
. CP0O54714.1:1288075-12093685_Bacillus_velezensis_strain_KKLW_chromosome_complete_genome

CP0O443580.1:1247893-1249184_Bacillus_amyloliguefaciens_strain_W187_chromosome_complete_genome
CP0443559 1:3659210-370501_Bacillus_amyloliguefaciens_strain_417_chromosome_complete_genome
CP043545.1:1296524-1297815_Bacillus_velezensis_strain_S5YP-B637_chromosome_complete_genome

. CPOO0S50.2:1301170-1302461_Bacillus_amyloliguefaciens_subsp._plantarum_str._FZB42_complete_genome
. CPO20205.1:1819162-1820453_Bacillug_velezensis_strain_90-5_complete_genome
. CPO0S545.1:1296524-1297815_Bacilus_amyloliguefaciens_CC178_complete_genome

CP0O34178.1:1352135-1353426 Bacillus_velezensis_strain_MH25_chromosome_complete_genome
CPO25296.1:1337478-1338759_Bacillus_velezensis_strain_AP183_chromosome
CPOO7244.1:1343511-1344802_Bacillus_velszensis_TrigoCor1448_chromosome_complete_genome
CP044£133.1:1395768-1397059_Bacillus_velezenzgiz_strain_FJAT-45737_chromosome_complete_genome
CP043416.1:1334416-1335707_Bacillus_velezensis_strain_ONU_S553 chromeseme_complete_genome
CPO41145.1:1303408-1304700_Bacilus_velezensiz_strain_At1_chromosome_complete_genome
CPO40378.1:1268553-1268844_Bacillus_velezensis_strain_P34_chromosome
CPO35297.1:1345474-1345755_Bacillus_velszensis_isolate_UFLAZ58_ chromosome_complete_genome
CP032144.1:1288%62-1200253_Bacillus_velezenziz_strain_BIM_B-£39D_chromosome_complete_genome
CP024797.1:13099565-1400855_Bacillus_velezensgis_strain_TJ02_chromozome_complete_genome
CP023859.1:2340598-2341387_Bacilus_velezensis_strain_L-1_chromosome_complete_genome
CPR022531.1:2385761-2387052_Bacilus_velezensis_strain_TB1501_complete_genome
CPOO7242.1:1165524-1167215_Bacillus_amyloliguefaciens_subsp._amyloliquefaciens_KHG19_complete_genome
HG328254.1:1303582-1304873_Bacillus_amyloliquefaciens_subsp._plantarum_UCKMBS113_complete_genome
CPO03338.1:1364375-1365165_Bacillus_velezensiz_AS43.3_complete_genome
CPO50482.1:1251313-1252804_Bacilluz_velezensis_strain_Higs_chromosome_complete_genome
CP0O28211.1:38686397-3867888_Bacillus_velezensis_strain_SRCKM102747_chromosome_complete_genome
CP028210.1:1457113-1458404_Bacillus_velezensis_strain_SRCM102745_chromosome_complete_genome
CP0O28208.1:2733813-2735104_Bacillus_velezensis_strain_SRCKM102744_chromozome_complete_genome
CPO22207.1:3273533-3274824_Bacillus_velezengiz_strain_SRCM102743_chromozome_complete_genome
CP0O23206.1:1304735-1308030_Bacillus_velezensis_strain_SRCM102742_chromosome_complete_genome
CP0O28205.1:3810014-3811305_Bacilluz_velezensis_strain_SRCKM102741_chromosome_complete_genome
CP0O353380.1:1322042-1323333_Bacillus_velezensis_strain_LPL-K103_chromosome_complete_genome
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48

. CPO33967 1:3431717-3433008_Bacillus_velezensis_strain_1B-23_chromosome_complete_genome
33
34,
35.
36.
37.
38.
39.
40.
41,
42
43
44,
45,
45,
47,

CPO30057.1:1085586-1087277_Bacillus_amyloliguefaciens_strain_SH-B7Y4_chromosome_complete_genome
CPO15417.1:1108023-1109314_Bacillus_velezensis_strain_581216_complete_genome
CPOS0424.1:13685760-1367051_Bacillus_velezensis_strain_54_chromosome_complete_genome
CP023748.1:1305365-1306650_Bacillus_velezenzis_strain_LABIM40_chromosome_complete_genome
CPO35299.1:3771342-3772633_Bacillus_amyloliguefaciens_strain_ARP23_chromosome_complete_genome
CP024203.1:14165835-1417926_Bacillus_velezenzis_strain_NKG-1_chromoseme_coemplete_genocme
CP019526.1:667068-868359 Bacilus_sp._275_complete_genome
CPOS1087.1:1353795-1355085_Bacillus_velezensis_strain_CLA178_chromosome_complete_genome
CP0O45711.1:1308255-1309546_ Bacillus_velezensis_strain_HN-Q-8 chromosome_complete_genome
CP030150.1:1365366-1366657_Bacillus_velezensis_strain_DSYZ_chromosome_complete_genome
CP026510.1:13554599-1366780_Bacillus_velezensis_strain_CGMCC_11640_chromosome_complete_genome
CPO24706.1:12592109-128338%_Bacillus_velezensis_strain_05Y-33_chromosome
CP015443.1:678366-679657_DBacillus_velezensis_strain_CC0%_complete_genome
CPO10406.1:757843-759134_Bacillus_sp._Pc3_complete_genome
CPO43209.1:420601-421982_Bacillus_velezensis_strain_ZeaDK315Endobac18_chromosome

. CP034037.1:1207545-1208836_Bacilluz_velezensis_strain_BCSe1_chromozome_complete_genome
49,
50.
51.
52
53.
54.
55.

CPO0SE11.1:1323256-1324587_Bacillus_subtilis_strain_B=-5186_complete_genome
CPO47119.1:3227707-32285588 Bacillus_velezensis_strain_AK-0_chromogsome_complete_genome
CP0O41143.1:12544558-1295790_Bacillus_velezensis_strain_UCMB5007_chromosome_complete_genome
CPO41144.1:12584482-1285773_Bacillus_velezensis_strain_UCMB5044_chromosome_complete_genome
CPO34203.1:1314074-1315365_Bacillus_velezensis_strain_383_chromoesome_complete_genome
CPO27429.1:2533822-2535113_Bacillus_velezenzis_strain_VCC-2003_chromosome
CP024522.1:1378404-1379689_Bacillus_velezenzis_strain_AGWVL-005_chromosome_complete_genome

S6. APD13402.1:1346108-1347399_Bacillus_velezenziz_S141_DNA_complete_gencme

57.
58.
59.
60.
61.

HG328253.1:1341538-1342829 Bacilus_amyloliguefaciens_subsp._plantarum_UCWMBS033_complete_genome
CP0O51483.1:1337887-1339178_Bacillus_velezensis_strain_UCMB5140_chromoseme_complete_genome
CP048518.1:133104-139395_Bacilus_velezensis_strain_BA-26 chromosome_complete_genome
CP045526.1:560338-561829_Bacilus_wvelezensis_strain_AL7Y_chromosome_complete_genome
CP038028.1:494645-495840_Bacillus_amyloliquefaciens_strain_F51082_chromosome_complete_genome
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63.
. CP018295.1:1334912-1336203_Bacilluz_zubtiliz_strain_J-5_complete_genome
. HF583562.1,12826580-1293981_Bacillus_amyloliguefaciens_subsp._plantarum_UCKMBS035_complete_genome
. CP0S0085.1:25885986-25583277_Bacillus_velezensis_strain_HAB-2_chromosome_complete_genome
. CPD0S748 1:1338738-1338025_Bacillus_subtilis_strain_ATCC_19217_complete_genome

. CPOO&290 1:1329573-1330860_Bacillus_velezensizs_S0QRY_complete_genome

. CPO20374.1.802%653-804254_Bacillus_welezensis_strain_GYL4_chromesome_complete_genome

. CP0O14783.1:13055910-1307201_Bacillus_amyloliguefaciens_strain_B15_complete_genome

.
. CP047268.1;1800570-1801881_Bacillus_velezensis_strain_DH2043_chromeseme_complete_genome
73.
T4.
75.
76.
. CPO18133.1:1364134-1365425_Bacillus_velezensis_strain_ATRZ_chromesome_complete_genocme
78.
79.
30.
B31.

=8 838 &R

B83.
. CPO48875.1:1314682-1315973_Bacillus_sp._LUNF1_chromosome_complete_genome

. CP0451856.1:1314682-1315973_Bacilluz_velezensiz_strain_FJAT-525631_chromesome_complete_genome
. CP04£4349.1:1314773-1316064_Bacilluz_velezensiz_strain_LC1_chromosome_complete_genome

. CP0O23341.1,2783373-27234684_Bacilluz_velezensis_strain_LG37_chromoseme_coemplete_genome

. CPO38518.1:815721-817012_Bacillus_velezensis_strain_ANSBIE_chromosome_complete_genome

. CP032506.1:881881-832952_Bacillus_velezensis_strain_JT3-1_chromoseme_complete_genome

. CP032154 1:1314880-1315971_Bacillus_velezensis_strain_7F2_chromosome_complete_genome

o1.

BB %E 8RR

CPO28071.1:1328952-1331243_Bacillus_amyloliguefaciens_strain_ALB7S_chromosome_complete_genome
CPO25079.1:1366316-1367607_Bacillus_velezensis_strain_QST713_chromosome_complete_genome

CP054479 1.2848273-2849554_Bacillus_amyloliguefaciens_strain_R8-25_chromosome_complete_genome

CPO33054.1:1615156-1616447_Bacillus_velezensis_strain_Bac57_chromosome_complete_genome
CPOZS0659.1:1371379-13725870_Bacillus_amyloliguefaciens_strain_AL B85S chromosome_complete_genome
CPOZ25839 1:2027107-2028388_Bacillus_velezensiz_strain_10075_chromosome_complete_genome
CPO24897 1:1284806-1296187_Bacillus_velezensis_strain_CN025_chromosome_complete_genome

CP058495.1:1385288-1386579_Bacillus_velezensis_strain_JSRB_166_chromosome_complete_genome
CPOS5160.1.57693-58924_Bacilluz_velezensis_strain_WLYS23_chromogome_complete_genome
CPOS3717.1:1218033-1220324_Bacillus_velezensis_strain_AZ2 chromosome_complete_gencme
CPO40881.1:1314850-1315541_Bacillus_sp._HNA3_chromosome_complete_genome

CPO504438 1:1314886-1316177_Bacillus_velezensis_strain_BIM_B-13120_chromosome_complete_genome
CPO45741.1:1314383-1315584_Bacillus_velezensis_strain_UB2017_chromosome_complete_genome:

CPO25034.1:2053884-2055175_Bacillus_velezensis_strain_LDO2_chromosome_complete_genome
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92 CPO28437.1:1332723-1334014_Bacillus_velezensis_strain_DR-08_chromesome_complete_genome GGCATGSGGCTGLCAAAAGAAGAACGLCTGGLCGEGAACTTGCCGAGGTAAA
93. CP021495.1:1314805-1316096_Bacillus_velezensis_strain_GOJK45_complete_genome GGCATGGCTGCAAAAGAAGAACGCTGGCGCGAACTTGCCGAGGTAAA
94, CPO11937.1:2615161-2616452_Bacillus_velszensis_strain_CBMB205_chromosome_complete_genome GGCATGGCTGCAAAAGAAGAACGCTGGLCGCGAACTTGCCGAGGTAAA
85. CP020893.1:1314681-1315872_Bacillus_valismaortis_strain_NBIF-001_complete_genome GGCATGGCTGCAAAAGAAGAACGCTGGCGCGAACTTGCCGAGGTAAA
95. CP020375.1:1315088-1316379_Bacillus_velezensis_strain_JTvP2_complete_genome GGCATGGCTGCAAAAGAAGAACGCTGGCGCGAACTTGCCGAGGTAAA
97. CP018007.1:2535333-2536624_Bacillus_velezensis_strain_sx01604_complete_genome GGCATGGCTGCAAAAGAAGAACGCTGGCGCGAACTTGCCGAGGTAAA
938. CP018200.1:1160940-1162231_Bacillus_amyloliguefaciens_strain_W5-8_complete_genome GGCATGGCTGCAAAAGAAGAACGCTGGCGCGAACTTGCCGAGGTAAA
99, CPO15911.1:1291481-1292772_Bacillus_velezenziz_strain_LS59_chromosome_complete_genome CGGCATGGCTGCAAAAGAAGAACGCTGGLCGCGAACTTGCCGAGEGTAAA
100. CPO18371.1:1314753-1316054_Bacillus_velezensis_strain_S3-1_complete_genome GGCATGGCTGLCAAAAGAAGAACGCTGGCGCGAACTTGCCGAGGTAAA
101. CP014838.1:1314554-1315845_Bacillus_velezensis_strain_CBMB205_complete_genome GGCATGGCTGLCAAAAGAAGAACGCTGGCGCGAACTTGCCGAGGTAAA
102. CPOS1176.1:1314882-1315973_Bacilus_velezensis_strain_ZF145 chremesome_complete_genome CGGLCATGGLCTGLCAAAAGAAGAACGCTGGCGLCGAACTTGLCCGAGGTAAA
103. CPO54582 1:1314853-1316154_Bacilus_wvelezensis_strain_v'B-130_chromosome_complete_genome CGGLCATGGLCTGLCAAAAGAAGAACGLCTGGLCGLCGAACTTGECGAGGTAAA
104. CPO55344 1:2053954-2055255_Bacilus_wvelezensis_strain_K01_chromoseme_complete_genome CGGLCATGGLCTGLCAAAAGAAGAACGLCTGGLCGLCGAACTTGECGAGGTAAA
105. CPOZ8204 1:2781085-2732356_Bacilus_velezensis_strain_SRCM102755_chromosome_complete_genome GGCATGGCTGCAAAAGAAGAACGCTGGLCGCGAACTTG C.S AGGTAAA
106. CP047544.1:1381732-1383023_Bacillus_sp._AM1(2018)_chromosome_complete_genome GGCATGGCTGCAAAAGAAGAACGCTGGLCGCGAACTTGCCGAGGTAAA
107. CP0416591 .1:1369055-1370346_Bacilus_amyloliquefaciens_strain_ZJU1_chromosome_complete_genome GGCATGGCTGEGCAAAAGAAGAACGCTGGLCGCGAACTTG C.G AGGTAAA
108. CPO23075.1:1372005-1373296_Bacillus_velezensis_strain_K26_chromosome_complete_genome GGCATGSGGCTGLCAAAAGAAGAACGLCTGGLCGEGAACTTGCCGAGGTAAA
10%. CP035410.1:1508150-1509441_Bacillus_velezensis_strain_SRCM103516_chromesome_complete_genome GGCATGSGGCTGCAAAAGAAGAACGCTGGLCGECGAACTTGCCGAGGTAAA
110. CPO35395.1:1454328-1455619_Bacilus_velezensis_strain_SRCM103788_chromosome_complete_genome GGCATGGCTGCAAAAGAAGAACGCTGGCGCGAACTTGCCGAGGTAAA
111. CP035393.1:1454190-1455481_Bacilus_velezensis_strain_SRCM103581_chromosome_complete_genome GGCATGGCTGCAAAAGAAGAACGCTGGCGCGAACTTGCCGAGGTAAA
112. CPO28375.1:1320575-1321856_Bacillus_velezensis_strain_W1_chromosome_complete_genome GGCATGGCTGCAAAAGAAGAACGCTGGEGCGLCGAACTTG C.G AGGTAAA
113. CPO29070.1:1384912-1386203_Bacillus_amyloliquefaciens_strain_ALBSS_chromosome_complete_genome CGGCATGGCTGCAAAAGAAGAACGCTGGLCGCGAACTTGCCGAGEGTAAA
114. CP023414.1:2075569-2076850_Bacilluz_velezenziz_strain_BS-37_chromosome_complete_genome CGGCATGGCTGCAAAAGAAGAACGCTGGLCGCGAACTTGCCGAGEGTAAA
115. CPO25308.1:1303456-1304757_Bacillug_velezenziz_strain_Lzh-a42_chremosome_complete_genome CGGCATGGCTGCAAAAGAAGAACGCTGGLCGCGAACTTGCEGAGGTAAA
116. CP025258.1:3351757-3363048_Bacillus_sp._5J-10_chromosome_complete_genome: CGGCATGGCTGLCAAAAGAAGAACGCTGGCGCGAACTTG CIG AGGTAAA
117. CP021890.1:1454014-1455305_Bacillus_velezensis_strain_SRCM101413_complete_genocme GGCATGGCTGLCAAAAGAAGAACGCTGGCGLCGAACTTGCCGAGGTAAA
118. CPOMT775.1:1455090-1456381_Bacilus_velezensis_strain_99120_complete_genome GGCATGGCTGLCAAAAGAAGAACGCTGGCGLCGAACTTGCCGAGGTAAA
119. CPO1TT747.1:1831018-1832307_Bacillus_velezensis_strain_SYBC_H47_complete_genome GGCATGGCTGLCAAAAGAAGAACGLCTGGEC SlS AACTTGCCGAGGTAAA
120. CPO0S9460.1:2040520-2041811_Bacillus_amyloliquefaciens_UMAFE&514_complete_genome GGCATGGCTGLCAAAAGAAGAACGCTGGLCGLCGAACTTGCCGAGGTAAA
121. CPO0S058.1:3560740-3562031_Bacillus_amyloliquefaciens_UMAF&53%_complete_genome GGCATGGCTGCAAAAGAAGAACGCTGGLCGCGAACTTGCCGAGGTAAA
122. CPO0S938.1:1913850-1914941_Bacillus_sp._BHO72_complete_genome GGCATGGCTGCAAAAGAAGAACGLCTGGCGLCGAACTTG C.S AGGTAAA
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123. CPO03332.1:1324542-1325833_Bacillus_amyloliquefaciens_Y2_complete_genome GGCATGGCTGCAAAAGAAGAACGCTGGCGCGAACTTGCEGAGGTAAA
124, HETT4679.1:1326784-1328075_Bacillus_amyloliquefaciens_subsp._plantarum Y AU_B9S01-Y2_complete genomiGC G CATGGC TG CAAAAGAAGAACGCTGGLCGLCGAACTTG CIG AGGTAAA
125. CP059405.1:32608586-3262157_Bacillus_velezensis_strain_MV2_chromozome_complete_genome CGGCATGGCTGCAAAAGAAGAACGCTGGLCGCGAACTTGCCGAGEGTAAA
126. CPOS1011.1:1308530-1310821_Bacillus_velezensis_strain_BY6_chromosome_complete_genome GGCATGGCTGCAAAAGAAGAACGCTGGC SlS AACTTGCCGAGGTAAA
127. CP045386.1.2284847-2286138_Bacillus_velezensis_strain_GA1_chromosome GGCATGGCTGCAAAAGAAGAACGCTGGCGCGAACTTGCCGAGGTAAA
128. CP041192.1:1280807-12920928_Bacilluz_velezengiz_strain_BvL03_chromozome_complete_genome CGGCATGGCTGCAAAAGAAGAACGCTGGLCGCGAACTTGCCGAGEGTAAA
120, CPO44444 1:2712169-2713459_Bacillus_amyloliguefaciens_strain_KC41_chromosome_complete_genome CGCATGGCTGCAALAAGCGAAGAACGCTGGLCGCCGAACTTGEGCCGAGETAAA
130. CPO4087T2.1:2285800-2287091_Bacilus_amyloliguefaciens_strain_X030_chromosoeme_complete_genome CGGLCATGGLCTGLCAAAAGAAGAACGCTGGCGLCGAACTTGLCCGAGGTAAA
131. CPOZ28435.1:2746505-2747796_Bacilus_wvelezensis_strain_s8-2_chromosoeme_complete_genome CGGLCATGGLCTGLCAAAAGAAGAACGCTGGCGLCGAACTTGLCCGAGGTAAA
132. CP0Z28441 .1:893385-854575_Bacilus_wvelezensis_strain_131-4_chromosome_complete_genome CGGLCATGGLCTGLCAAAAGAAGAACGLCTGGLCGLCGAACTTGECGAGGTAAA
133. CPOZ2440 1:1057786-1058077_Bacilus_velezensiz_strain_J7-1_chromoseme_complete_genome GGCATGGCTGLCAAAAGAAGAACGCTGGCGCGAACTTGCCGAGGTAAA
134. CPO22556.1:1627744-1628035_Bacillus_velezensis_strain_MJAU-Z9 complete_genome GGCATGGCTGCAAAAGAAGAACGCTGGLCGCGAACTTGCCGAGGTAAA
135. CPO21976.1:1328452-1325743_Bacillus_velezensis_strain_T20E-257_complete_genome GGCATGGCTGCAAAAGAAGAACGCTGGCGCGAACTTGCCGAGGTAAA
136. CPO16395.1:1377085-1378380_Bacillus_velezensis_strain_M75 complete_genome GGCATGGCTGCAAAAGAAGAACGLCTGGC GlS AACTTGCCGAGGTAAA
137. LNS99829 1:1286435-1297727_Bacillus_methylotrophicus_strain_B25_genome_assembly_chromosome_: BAMMIG GCATGGC TG CAAAAGAAGAACGCTGGLCGLCGAACTTGCCGAGGGTAAA
138. CPO21888.1:1420918-1422209_Bacilus_velezensis_strain_SRCM100072_complete_genome GGCATGGCTGCAAAAGAAGAACGCTGGCGCGAACTTGCCGAGGTAAA
138, CPO11686.1:1329947-1331238_Bacillus_velezensis_strain_G341_chromosome_complete_genome GGCATGGCTGCAAAAGAAGAACGCTGGLCGCGAACTTGCCGAGGTAAA
140. CPO11347.1:2660061-2661352_Bacillus_velezensis_strain_J11-1-4_chromosome_complete_genome CGGCATGGCTGCAAAAGAAGAACGCTGGLCGCGAACTTGCCGAGEGTAAA
141. CPO59497.1:1421045-1422336_Bacillus_velezensis_strain_JSRB_08_chromosome_complete_genome CGGCATGGCTGCAAAAGAAGAACGCTGGLCGCGAACTTGCCGAGEGTAAA
142, CP026533.1:3207935-3209227_Bacilluz_velezengiz_strain_DKU_NT_04_chromosome_complete_genome CGGCATGGCTGCAAAAGAAGAACGCTGGLCGCGAACTTGCCGAGEGTAAA
143. CPO21011.1:3228357-3229648_Bacilluz_velezenziz_strain_GFP-2_chromosome_complete_genome CGGCATGGCTGCAAAAGAAGAACGCTGGLCGCGAACTTGCCGAGEGTAAA
144. CPO14700.1:1883983-1885274_Bacilus_amyloliquefaciens_strain_S54%9_complete_genome GGCATGGCTGERAAAAGAAGAACGCTGGCGCGAACTTGCCGAGGTAAA
145. CPO04085.1:2593016-2594307_Bacillus_amyloliquefaciens_[T-45_complete_genome GGCATGGCT SIA AALAGAAGAACGCTGGCGCCGAACTTGCCGAGGTAAA
145. CP045993.1:1556287-1557578_Bacilus_velezensis_strain_LABIMZ2_chromosome_complete_genome CGGLCATGGLCTGLCAAAAGAAGAACGCTGGCGLCGAACTTGLCCGAGGTAAA
147. CPO53377.1:1344533-1345824_Bacillus_velezensis_strain_EN01_chromosome_complete_genome CGGLCATGGLCTGLCAAAAGAAGAACGLCTGGLCGLCGAACTTGECGAGGTAAA
148. CPO53376.1:1344280-1345571_Bacilus_amyloliguefaciens_strain_WF02_chromoseme_complete_genome CGGLCATGGLCTGLCAAAAGAAGAACGLCTGGLCGLCGAACTTGECGAGGTAAA
149. CPO41770.1:195718-187009_Bacilus_amyloliguefaciens_strain_DH2030_chromosome_complete_genome GGCATGGCTGLCAAAAGAAGAACGCTGGCGCGAACTTGCCGAGGTAAA
150. CPO37417.1:1344453-1345744_Bacilus_velezensis_strain_L B0O02_chroemeosome_complete_genome GGCATGGCTGLCAAAAGAAGAACGCTGGCGCGAACTTGCCGAGGTAAA
151. CPO36527 .1:1204399-1205690_Bacilus_velezensis_strain_UTB96_chromosome GGCATGGCTGCAAAAGAAGAACGCTGGCGCGAACTTGCCGAGGTAAA



152.
153.
154,
155.

156,

168,

CPO33578.1:3279368-3280855_Bacillus_velezensis_strain_NY12-2_chromosome_complete_genome
CPO12040.1:1320191-1321482_Bacillus_velezensis_strain_GH1-13_complete_genome
CPOO7165.1:1405845-1407240_Bacillus_velezensis_NJN-5_complste_genome
HEG17159.1:1359358-1360645_Bacilluz_amyloliguefaciens_subsp._plantarum_CALU_B946_complete_genome

. CP0OG1168.1:1388682-13288973_Bacillus_amyloliguefaciens_strain_T-5_chromosome_complete_genome
157.
158.
159.
160.
161.
162.
163.
164,
185.
166.
167.

CPO48002.1:3228880-3230151_Bacillus_velezensis_strain_ CACC_316_chromosome_complete_genome
CP031424 1:1345848-1347138_Bacillus_velezensis_strain_B-4_chromosome_complete_genome
CPO27868.1:3537270-3538551_Bacilluz_velezensiz_strain_SGAir0473_chromosome
CPO24547.1:1324117-1325408_Bacilluz_sp._Lzh-5_chromosome_complete_gencme
CP0O23431.1:32143558-3215890_Bacillus_velezensis_strain_SCGB_574_chromosome_complete_genome
CPOZ22341.1:1323806-1325197_Bacillus_velezensis_strain_157_complete_genome
CPOOSS7S.1:1313568-1314858_Bacillus_wvelezensis_strain_J525R_chromeosome_complete_genome
CPOOES52.1:1348771-1350062_Bacillus_amyloliquefaciens_LFB112_complete_genome
HG514450.1:2620507-2630898_Bacillus_amyloliguefaciens_subsp._plantarum_NAU-B3_complete_genome
CPO42271.1:250457-251748_Bacillus_velezensis_strain_LPL0S1_chromosome_complete_genome
CPO112738.1:1281201-1282492_Bacillus_velezensis_strain_L-560_chromosome_complete_genome

. CPO10555.1:1280788-1282079_Bacillus_velezensis_strain_L-H15_chromosome_complete_genome
169.
170.
171,
172
173
174,
175.
176.
177,
178.
179.
180.
181.

CPOS58855.1:250311-251602_Bacillus_velezensis_strain_PmS_chromozome_complete_genome
CPOS3764.1:1321133-1322424 Bacillus_velezensis_strain_B268_chromosome_complete_genome
CPO47157.1:1317885-1319176_Bacillus_velezensis_strain_FJAT-45028 chromosome_complete_genome
CP018152.1:32022-33313_Bacillus_amyloliquefaciens_strain_LM2303_complete_genome
CPOOS584.1:1893571-1884852_Bacillus_subtilis_strain_B-1_genome

CP025473 2:635059-637350_Bacilluz_velezensis_strain_Hx05_chromosome_complete_genome
CPO21338.1:1285835-1287186_Bacillus_velezensis_strain_ZL312_complete_genome
CPO17853.1:1280284-1281575_Bacillus_amyloliguefaciens_strain_%14_complete_genome
CP0O11345.1:1307237-1308528_Bacillus_velezensizs_strain_JJ-034_chromosome_complete_genome
CP041361.1:1365833-1367124_Bacillus_velezensis_strain_WRM014_chromosome_complete_genome
CP014990.2:1276027-1278218_Bacilluz_velezensiz_strain_KD1_chromosome_complete_gencme
CPOZ27061.1:2601895-2803186_Bacillus_sp._7Y-1-1_chromosome_complete_genome
CPO25341.1:1317330-1318821_Bacillus_velezensis_strain_ CMT-5_chromosome_complete_genome
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182. CP0Z23320.1:3303357-33045858 Bacillus_wvelezensis_strain_SCGB_1_chromosome_complete_genome CGGCATGGLCTGLCAAAAGAAGAACGLCTGGLCGECGAACTTGLCLCGAGGTAAA
183. CP023133.1:910481-811772_Bacillus_velezensis_strain_J01_chromosome GG ClT GGCT S.AR&A GAAGAACGCTGGLCGCGAACTTGCCGAGGTAAA
184. CP0Z22654 2:394087-855378 Bacillus_velezensis_strain_SCDB_291_chromosome_complete_genome CGGCATGGLCTGEGLCAAAAGAAGAACGCTGGLCGCGAACTTGCLCGAGGTAAA
185. CPOS1704.1:1288443-12558734_Bacillus_velezensis_strain_v4_3% chromosome_complete_genome CGOGCATGGLCTGLCAAAAGAAGAACGCTGGLCGCGAACTTGLCLCGAGGTAAA
186. CPO31694.1:3646374-23647665_Bacillus_velezensis_strain_SRCM101353_chromosome_complete_genome GGCATGGLCTGCAAAAGAAGAACGCTGGCGCGAACTTGCCGAGGTAAA
187. CPO13727.1:242378-243669_Bacillus_amyloliguefaciens_strain_MBE1283_complete_genome GGCATGGCTGAAAAGAAGAACGCTGGCGCGAACTTGCCGAGGTAAA
188. CP031880.1:12598244-12599535_Bacillus_velezensis_strain_05Y-GA1_chromosome GGCATGGCTGAAAAGAAGAACGCTGGCGCGAACTTGCCGAGGTAAA
189. CPO16913.1:1295756-12597047_Bacillus_amyloliquefaciens_strain_RD7-7_complete_genome GGCATGGCTGLCAAAAGAAGAACGCTGGCGCGAACTTGCCGAGGTAAA
190. CPO54415.1:14683826-1471117_Bacillus_amyloliguefaciens_strain_205_chromosome_complete_genome CCGCATGGLCTEGCAAAAGCGAAGAACGCTGEGEGCGCCGAACTTGCCCAGGTAAA
191. CP041693.1:1250248-1251539_Bacillus_amyloliguefaciens_strain_H_chromosome_complete_genome CGCATGGLCTGLCAAAAGAAGAACGLCTGGLCGLCGAACTTGCCGAGGTAAA
192, CP018902.1:5688580-570271_Bacillus_amyloliguefaciens_strain_HK1_chromosome_complete_genome CGGCATGGLCTGLCAAAAGAAGAACGLCTGGLCGECGAACTTGLCLCGAGGTAAA
193. CPO11252.1:1402455-1403747_Bacillus_amyloliquefaciens_strain_MT45_complete_genome GGCATGGLCTGLCAAAAGAAGAACGCTGGLCGCGAACTTGCCGAGGTAAA
194. CPO21505.1:1445502-1446793_Bacillus_amyloliquefaciens_strain_SRCM101287_complete_genome GGCATGGLCTGLCAAAAGAAGAACGCTGGLCGCGAACTTGCCGAGGTAAA
195. CPO0DST48.1:1338804-1340095_Bacillus_subtilis_strain_ATCC_13952_complete_genome GGCATGGCTGCAAAAGAAGAACGCTGGCGCGAACTTGCCGAGGTAAA
196. CPO02927.1:2037437-2038728_Bacillus_amyloliquefaciens_XH7_complete_genome GGCATGGCTGCAAAAGAAGAACGCTGGCGCGAACTTGCCGAGGTAAA
197. CPO02534.1:1361660-1362951_Bacillus_amyloliquefaciens_LL3_complete_genome GGCATGGCTGLCAAAAGAAGAACGCTGGCGCGAACTTGCCGAGGTAAA
198. CPO02527.1:2036133-2037424_Bacillus_amyloliquefaciens_TAZ203_complete_genome GGCATGGCTGLCAAAAGAAGAACGCTGGCGCGAACTTGCCGAGGTAAA
199. FN597544.1:1445180-1445471_Bacillus_amyloliquefaciens_DSMT_cemplete_genome GGCATGGCTGLCAAAAGAAGAACGCTGGCGCGAACTTGCCGAGGTAAA
200. CPO32148.1:1318852-1317953_Bacillus_amyloliguefaciens_strain_%'PS_chromogome_complete_genome CCGCATGGLCTEGCAAAAGCGAAGAACGCTGEGEGCGCCGAACTTGCCCAGGTAAA
201. CPO25001.1:2896757-2858048_Bacillus_siamensis_strain_SCSI0_05745 chromosome_complete_genome CGCATGGLCTGLAAAAGAAGAACGLCTGGLCGCGAACTTGCCCGARGT AAA
202. CP013950.1:892078-893369_Bacillus_sp._SDLI1_complete_genome: GGCATGGCTGLCAAAAGAAGAACGCTGGLCGCGAACTTGCCGABIGT AAA
203. CP023431.1:4562383-4593623_Bacilus_glycinifermentans_strain_KBNOSP03352_chromosome_complete_genom: G [TlGIC IRAaAl C Blc FIEEC - B - c FFEc c A - § - MARcEE - - ¢ T [{gc
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Figura Suplementar 2. Alinhamento multiplo do gene Spore GerkB em espécies de Bacillus. As regides polimorficas estdo destacadas de roxo e
verde (GA) e podem ser capazes de diferenciar B. methylotrophicus das demais espécies que alinharam com a sequéncia do gene em estudo.

1. Bacillus_methylotrophicus_GF267 GTCAGCCTTTTT ACATATGCGS GTCG -.—EECG-_CCACSC_E“_AAAE
2. CP028211.1:521847-522985_Bacillus_velezensis_strain_SRCM102747_chromesome_complete_genome GTCAGCCTTTTT ACATATGCGGTTGTCGTGGGEGTGTCCACGCTGTTTAAAG
3. CP028210.1:501314-502432_Bacillus_wvelezensis_strain_SRCM102748_chromesome_coemplete_genome GTCAGCCTTTTT ACATATGCGGTTGTCGTGGGEGTGTCCACGCTGTTTAAAG
4. CPOZ28208.1:1778064-1779182_Bacillus_wvelezensis_strain_SRCM102744_chromoseme_complete_genome GTCAGCCTTTTT ACATATGCGGTTGTCGTGGGEGTGTCCACGCTGTTTAAAG
5. CPOZ28207 .1:265653-266771_Bacillus_velezensis_strain_SRCM102743_chromosome_complete_genome GTCAGCCTTTTT ACATATGCGOGGTTGOGTCGTGGGEGTGTCCACGCTGTTTAAAG
6. CP0259256.1:372868-373986_Bacillus_velezensis_strain_AP183_chromosome GTCAGCCTTTTT ACATATGCGGTTGTCGTGGGEBIGTGTCCACGCTGTTTAAAG
7. CP024203.1:396630-397748_Bacillus_wvelezensiz_strain_NKG-1_chromozsome_complete_genoms GTCAGCCTTTTT ACATATGCGGTTGTCGTGGGEGTGTCCACGCTGTTTAAAG
8. CP0O20805.1:886753-887871_Bacillus_velezensis_strain_90D-6_complete_genome GTCAGCCTTTTT ACATATGCGGTTGTCGTGGGEBIGTGTCCACGCTGTTTAAAG
5. CPDO7244 1:392527-393645 Bacillus_wvelezensizs_TrigoCor1448 chromosome_complete_genoms GTCAGCCTTTTT ACATATGCGGTTGTCGTGGGEGTGTCCACGCTGTTTAAAG
10. CP028961.1:3436983-3488106_Bacilus_velezensis_strain_SRCM102752_chromozome_complete_genome G TCAGCCTTTTT ACATATGCGGTTGTCGTGGGEGTGTCCACGCTGTTTAAAG
11. AP013402.1:387335-388454_Bacillus_velezensis_S141_DNA_complete_genome GTCAGCCTTTTT ACATATGCGGTTGTCGTGGGEGTGTCCACGCTGTTTAAAG
12. CP018295.1:382545-383564_Bacillus_subtilis_strain_J-5_complete_genome GTCAGCCTTTTT ACATATGCGGTTGTCGTGGGEGTGTCCACGCTGTTTAAAG
13. CP04£4133.1:380077-381195_Bacilus_velezensis_strain_FJAT-48737_chromesome_coemplete_genome GTCAGCCTTTTT ACATATGCGGTTGTCGTGGGEGTGTCCACGCTGTTTAAAG
14. CPO40378.1:342530-344048_Bacillus_velezensis_strain_P34_chromosome GTCAGCCTTTTT ACATATGCGGTTGTCGTGGGEGTGTCCACGCTGTTTAAAG
15. CPO3592597.1:389121-390239_Bacilus_velezensis_isolate_UFLAZ58 chromosome_complete_genome GTCAGCCTTTTT ACATATGCGGTTGTCGTGGGEGTGTCCACGCTGTTTAAAG
16. CP032144.1:380284-381402_Bacillus_velezensis_strain_BIM_B-4330 chromesome_complete_genome GTCAGCCTTTTT ACATATGCGGTTGTCGTGGGEGTGTCCACGCTGTTTAAAG
17. CP023748.1:368757-368875_Bacilus_velezensis_strain_LABIM40_chromosome_complete_genome GTCAGCCTTTTT ACATATGCGGTTGTCGTGGGEGTGTCCACGCTGTTTAAAG
18. CP028206.1:345168-346285_Bacilus_velezensis_strain, SRCM102742_chromosome_complete_genome GTCAGCCTTTTT ACATATGCGGTTGTCGTGGGEGTGTCCACGCTGTTTAAAG
19. CP028205.1:2650443-2651561_Bacilus_velezensis_strain_SRCM102741_chromozome_complete_genome G TCAGCCTTTTT ACATATGCGGTTGTCGTGGGEGTGTCCACGCTGTTTAAAG
20. CPO33023.1:1451215-1452333_Bacilus_amyloliquefaciens_strain_F51052_chromosome_complete_genome G TCAGCCTTTTT ACATATGCGGTTGTCGTGGGEGTGTCCACGCTGTTTAAAG
21. CPO29071 .1:415971-417089_Bacilus_amyloliquefaciens_strain_ALB79_chromozome_complete_genoms GTCAGCCTTTTT ACATATGCGGTTGTCGTGGGEGTGTCCACGCTGTTTAAAG
22, CPO25079.1:409638-410305_Bacilus_velezensis_strain_QST713_chromosome_complete_genome SGTCAGCCTTTTT ACATATGCGGTTGTCGTGGGEGTGTCCACGCTGTTTAAAG
23. CPO24797.1:.437878-438995_Bacilus_velezensis_strain_TJ02_chromosome_complete_genome GTCAGCCTTTTT ACATATGCGGTTGTCGTGGGEGTGTCCACGCTGTTTAAAG
24, CP011885.1.389666-350724_Bacilus_velezensis_strain_G341_chromosome_complete_genome GTCAGCCTTTTT ACATATGCGGTTGTCGTGGGEGTGTCCACGCTGTTTAAAG
25. CP028204.1:1834622-1835740_Bacilus_velezensis_strain_SRCM102755_chromesome_complete_genome G TCAGCCTTTTT ACATATGCGGTTGTCGTGGGEGTGTCCACGCTGTTTAAAG
26. CP044350.1:335305-336423_Bacillus_amyloliguefaciens_strain_%187_chromosome_complete_genome GTCAGCCTTTTT ACATATGCGGTTGTCGTGGGEGTGTCCACGCTGTTTAAAG
27. CP044359.1:1281050-12582168_Bacilus_amyloliquefaciens_strain_V417_chromosome_complete genome G TCAGCCTTTTT ACATATGCGGTTGTCGTGGGEGTGTCCACGCTGTTTAAAG
28 CP0435456.1:333503-384621_Bacillus_velezensis_strain_SYP-B637_chromozome_complete_genome GTCAGCCTTTTT ACATATGCGGTTGTCGTGGGEGTGTCCACGCTGTTTAAAG
25 CP041691 1:376558-377676_Bacillus_amyloliquefaciens_strain_ZJU1_chromozome_complete_genome GTCAGCCTTTTT ACATATGCGGTTGTCGTGGGEGTGTCCACGCTGTTTAAAG
30. CPO0O0S60.2:387607-3838725_Bacilus_amyloliquefaciens_subsp._plantarum_str._FZB42 complete genome |G TCAGCCTTTTT ACATATGCGGTTGTCGTGGGEGTGTCCACGCTGTTTAAAG
31. CP028375.1:365861-366979_Bacilus_velezensis_strain_W1_chromosome_complete_genome GTCAGCCTTTTT ACATATGCGGTTGTCGTGGGERIGTGTCCACGCTGTTTAAAG
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. CPO28070.1:374052-375210_Bacilus_amyloliquefaciens_strain_ALB&S chromosome_complete_genome
33.
. CP025258 1:279196-280314_Bacilus_sp._5J-10_chromosome_complete_genome
35.
. CPO09538.1.925958-927075_Bacilus_sp._BHO72_complete_genome
37
. CPO03332.1:370313-371431_Bacilus_amyloliguefaciens_Y2_complete_genome
39.
40.
41.
42,
43
. CP044349.1.384362-385480_Bacilus_velezensis_strain_LC1_chromosome_complete_genome
45,
. CP032505.1:3381043-3832185_Bacillus_velezensiz_strain_JT3-1_chromosome_complete_genome
47.
. CP025034 1:2584463-2835585_Bacillus_velezensiz_strain_L DO2_chromosome_complete_genome
49,
50.
51.
. CPO18007.1.34655921-3457039_Bacillus_velezensiz_strain_sx01504_complete_genome
53.
. CP015911.1:351333-382451_Bacilus_velezensis_strain_L589 chromosome_complete_genome
55.
. CP0143338 1:334142-385260_Bacilus_velezensis_strain_ CBMB205_complete_genome
57
. HF563562 1:389588-351106_Bacilus_amyloliquefaciens_subsp._plantarum_UCKMB5036_ complete_genome
. CP0428002 1:2241008-22421256_Bacillus_velezensiz_strain_ CACC_316_chromosome_complete_genome

60.
61.
. CP023069.1:426155-427273 Bacillus amvioliouefaciens strain ALBSS chromosome comolete oencme

CP025308 1:377237-378355 Bacillus_wvelezensis_strain_L zh-a42_chromosome_complete_genome

CPO0S950.1:1100409-1101527_Bacillus_amyloliguefaciens_UMAFS514_complete_genome

CPO0G245.1:383503-384821_Bacillus_amyloliguefaciens_CC17&_complete_genome

HETT4679.1:372042-373160_Bacillus_amyloliguefaciens_subsp._plantarum_YAU_BS501-%2_complete_geni

CP024922 1:683824-684941_Bacillus_wvelezensis_strain_AGWVL-005_chromosome_complete_genome

CP043876.1:384270-385338 Bacillus_sp._LUNF1_chromosome_complete_genome

CP0465918 1:3251413-3252531_Bacillus_velezensis_strain_BA-26_chromosome_complete_genome

CP045711.1:385547-3876885_Bacillus_wvelezensis_strain_HN-Q-8_chromosome_complete_genome

CP0O38518.1:1746308-1747428_Bacillus_velezensis_strain_ANSBO1E_chromosome_complete_genome

CPO32154.1:384271-385389_Bacillus_velezensis_strain_ZF2_chromosome_complete_genome

CP022437 1:402311-403425 Bacillus_wvelezensis_strain_DR-08_chromosome_complete_genome

CP0D11937 1:3545746-3545854 Bacillus_velezensis_strain_ CBMB205_chromosome_complete_genome

CP020893.1:384270-385338_Bacillus_wvallismortis_strain_NBIF-001_complete_genome

CP01&200.1:2091524-2092642_Bacillus_amyloliguefaciens_strain_\W35-8_complete_genome

CPO18371.1:384351-385459 Bacillus_velezensis_strain_S53-1_complete_genome

CP014733.1:3859385-350503_Bacillus_amyloliguefaciens_strain_B15_complete_genome

CP045186.1:384270-385388_Bacillus_wvelezensis_strain_FJAT-52831_chromosome_complete_genome
CP023341.1:3713851-3715089_Bacillus_velezensis_strain_LG37_chromosome_complete_genome
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63.
. CPO20375.1:384581-385799_Bacillus_velezensis_strain_JTvP2_complete_genome

. CPO10408.1:1878035-1679153_Bacillus_sp._Pc3_complete_genome

. CPD4TE44 1:430297-431415_Bacilus_sp._AM1{2019)_chromosome_complete_genome

. CP0O33967 1:251962-253080_Bacillus_velezensis_strain_1B-23_chromosome_complete_genome
. CP033054 1:625778-62638586_Bacilus_velezensis_strain_Bac57_chromosome_complete_genome
. CP0O30150.1:437402-438520_Bacilus_velezensis_strain_DSYZ_chromosome_complete_genome
. CPO27363 1:2584576-2585684_Bacillus_velezensiz_strain_SGAIr0473_chromosome

7.
. CP026510.1:437431-4385459_Bacilus_velezensis_strain_ CGMCC_11840_chromosome_complete_genome
T3.
T4
5.
75.
. CP023431 1:2266281-2267389_Bacillus_velezensiz_strain_ SCGB_574_chromosome_complete_genome
78.
79.
a0.
a1.
. CPO09749.1.3580598-389218_Bacillus_subtilis_strain_ATCC_1%217_complete_genome
&3.
. CPO0G390.1.357742-388860_Bacillus_velezensis_SORS_complete_genome
85.
. CP043309.1:3244543-3246065_Bacillus_velezensis_strain_ZeaDK315Endobac16_chromosome

. CP041143.1:381081-3821589_Bacilus_velezensis_strain_UCKMB5007_chromosome_complete_genome
. CP041144 1:381085-382203_Bacilus_velezensis_strain_UCKMB5044_chromosome_complete_genome
. CP034203.1:352586-364104_Bacillus_velezensis_strain_83_chromosome_complete_genome

. CPO27429.1:3460350-3451968_Bacilus_velezensiz_strain_\VCC-2003_chromosome

9.
. CPO3009T.1:126952-128070_Bacilus_amyloliguefaciens_strain_SH-B74_chromosome_complete_genome

J 283888

288 es

CP021495.1:384408-385524_Bacillus_velezensis_strain_GCOJK49_complete_genome

CP020874.1:1783466-1784584_Bacillus_wvelezensis_strain_GYL4_chromosome_complete_genome

CP025939.1:3933968-3535085_Bacillus_velezensis_strain_10075_chromesome_complete_genome
CPO24857 1:347799-348917_Bacillus_wvelezensis_strain_CN028_chromesome_complete_genome
CP0245647 1:375%82-377100_Bacillus_sp._Lzh-5_chromosome_complete_genome
CP0O18133.1:411685-412803_Bacillus_velezensis_strain_ATRZ chromosome_complete_genome

CP022341 1:379685-380803_Bacillus_velezensis_strain_157_complete_genome
CP019626.1:1614597-1615715_Bacillus_sp._275_complete_genome

CP015443 1:1605653-1606771_Bacillus_velezensis_strain_CC09_complete_genome
CPO0S058.1:2602383-2603481_Bacillus_amyloliguefaciens_UMAFS539_complete_genome

CPO0SETS.1:364875-385953_Bacillus_wvelezensis_strain_JS25R_chromosome_complete_genome

HG514499.1:382315-383433_Bacillus_amyloliguefaciens_subsp._plantarum_NAU-B3_complete_genome

CP035330.1:379188-380306_Bacillus_wvelezensis_strain_LPL-K103_chromosome_complete_genome
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53 CP011347 1:3527325-3628443 Bacillus_velezensis_strain_%J11-1-4_chromosome_complete_genome
54 CP0455256 1:3533304-3534422 Bacillus_velezensis_strain_AlL7_ chromosome_complete_genome

55 CP0353599 1:685765-650883_PBacillus_amyloliquefaciens_strain_ARP23_chromosome_complete_genome
95. CP023414.1:3020008-3021124_Bacillus_wvelezensis_strain_B5-37_chromosome_complete_genome

§7. CP003338.1:379455-380573_Bacillus_velezensis_AS43.3_coemplete_genome

§8. CP04T157.1:358127-389245_Bacillus_velezensis_strain_FJAT-45028_chromosome_complete_genome
55 CP046385 1:1344321-13454389 Bacillus_wvelezensis_strain_GA1_chromosome

100. CPO36527 1:363222-364340_Bacillus_velezensis_strain_UTBS_chromozome

101. LNS992829 1:355073-356191_Bacillus_methylotrophicus_strain_B25 genome_assembly_chromosome_:_BE
102. CPO09634 1:2561617-2562735_Bacilus_subtilis_strain_B-1_genome

103. HES17159.1:371581-372709_Bacillus_amyloliguefaciens_subsp._plantarum_CAU_BS48 complete_genome
104. CPO41770.1:3208127-3209245_Bacilus_amyloliguefaciens_strain_DH2030_chremosome_complete_genom
105. CP043416.1:378821-3775939_Bacillus_velezensis_strain_0NU_553_chromosome_complete_genome
106. CPO41361.1:4045953-406071_Bacillus_velezensis_strain_VWRN014_chromosome_complete_genome
107. CPO3T417 1:406685-407313_Bacillus_velezensis_strain_LB002_chromosome_complete_genoms

108. CP031880.1:3252856-326404_Bacillus_velezensis_strain_05Y-GA1_chromosome

108. CP031424 1:3654414-365532_Bacillus_amyloliquefaciens_strain_B-4_chromosome_complete_genome
110. CPO2T061.1:3524521-3525839_Bacilus_sp._Z%-1-1_chromosome_complete_genome

111. CP023439.1:37056858-3706775_Bacilus_velezensis_strain_g8-2_chromosome_complete_genome

112. CP023441.1:3827443-3828561_Bacilus_velezensis_strain_131-4_chromosome_complete_genome
113. CPO28440.1:20165867-2018085_Bacillus_wvelezensis_strain_J7-1_chromosome_complete_genome

114. CP025341 1:400029-401147_Bacillus_velezensis_strain_ CMT-5_chromosome_complete_genoms

115. CP023133.1:247310-248528_Bacillus_velezensis_strain_J01_chromosome

116. CPO22556 1:2554828-2555947_Bacilus_velezensis_strain_NJAU-Z9_complete_genome

117. CPO21976.1:389458-370575_Bacillus_velezensis_strain_T20E-257_complete_genome

118. CP021338.1:351285-352413_Bacillus_velezensis_strain_ZL918_complete_genome

119. CP018152.1:981855-9625973_Bacillus_amyloliquefaciens_strain_LM2303_complete_genome

120. CPO163585.1:3566871-367789_DBacillus_velezensis_strain_M75_complete_genome

121. CPO14700.1:2581220-2552338_Bacilus_amyloliquefaciens_strain_5499% complete_genome

122 CP011346 1:366437-367555_Bacillus_velezensis_strain_JJ-D34_chromosome_complete_genoms

123. CPOOT165.1:401306-402424_Bacillus_velezensis_MJN-6_complete_genome
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149.
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CPOO7185.1:401306-402424_Bacilus_velezensis_NJN-§_complete_genome

CPOO7242.1:205336-206454_Bacilus_amyloliguefaciens_subsp._amyloliguefaciens_KHG15_complete_gen

CPO0E952.1:405938-407055_Bacilus_amyloliquefaciens_LFB112_complete_genome
CPO04085.1:3581471-3582589_Bacilus_amyloliguefaciens_[T-45_complete_genome
CPO411592.1:378279-377397_Bacilus_velezensis_strain_BvL03_chromosome_complete_genome
CPO40872.1:1371273-1372391_Bacilus_amyloliguefaciens_strain_X030_chromosome_complete_genome
CP0259473.2:1558588-1559716_Bacilus_velezensis_strain_Hx05_chromosome_complete_genome
CP0Z21011.1:2305537-2307055_Bacilus_velezensis_strain_GFP-2_chromosome_complete_genome
CP0Z24708.1:338070-339188_Bacilus_velezensis_strain_05Y-53_chromosome
CP023320.1:2383452-2384510_Bacilus_velezensis_strain_SCGB_1_chromosome_complete_genome
CP022554.2:18188658-1819984_Bacilus_velezensis_strain_SCDB_291_chromosome_complete_genome
CP019040.1:4059936-411104_Bacilus_velezensis_strain_GH1-13_complete_genome
CP017953.1:387976-359094_Bacilus_amyloliqguefaciens_strain_Y"14_complete_genome
CPOM7T47.1.2488551-2450089_Bacilus_velezensis_strain_SYBC_H47_complete_genome
CPO13727.1:3257432-3258550_Bacilus_amyloliquefaciens_strain_ MBE1283_complete_genome
CPO42271.1:3230983-3232101_Bacilus_velezensis_strain_LPL0S1_chromosome_complete_genome
CP031594.1:572000-573118_Bacilus_velezensis_strain_SRCM101388_chromosome_complete_genome
CP0O341785.1:3759351-380509_Bacilus_velezensis_strain_MH25_chromosome_complete_genome
CP034037.1:350250-351388_Bacilus_velezensis_strain_BCSo01_chromosome_complete_genome
CP014590.2:370601-371719_Bacilus_velezensis_strain_KD1_chromosome_complete_genome
CP0238559.1:1357087-1398205_Bacilus_velezensis_strain_L-1_chromosome_complete_genome
CP022531.1:1442525-1444043_Bacilus_velezensis_strain_TB1501_complete_genome
CPO11278.1:355085-356203_Bacilus_velezensis_strain_L-550_chromoeseme_complete_genome
CP010555.1:354501-355519_Bacilus_velezensis_strain_L-H15_chromesoeme_complete_genome
CPOOS511.1:4145913-416031_Bacilus_subtilis_strain_Bs-918_complete_genome

HG328253.1:4184568-419574_Bacilus_amyleliquefaciens_subsp._plantarum_UCMBS033_complete_gencme

CP041145.1:385719-386837_Bacilus_velezensis_strain_At1_chromoesome_complete_genome

. CP0O15417 1:208685-209813_Bacillus_velezensis_strain_5B81216_complete_genoms
. HG328254 1:385800-3855818_Bacilluz_amyloliqguefaciens_subsp._plantarum_UCKMBS5113_complete_genome
. CP047258 1:8505981-8352099_Bacillus_velezensis_strain_DHB043_chromosome_complete_genome

[ T N T v R B v S T 5 B v S i SN 75 S v Y B v S T 7 B v N i B ¥ B ¥ O B v S TR B v N B ¥ B ¥ O O 1%

ACATAT
ACATAT
ACATAT
ACATAT
ACATAT
ACATAT
ACATAT
ACATAT
ACATAT
ACATAT
ACATAT
ACATAT
ACATAT
ACATAT
ACATAT
ACATAT
ACATAT
ACATAT
ACATAT
ACATAT
ACATAT
ACATAT
ACATAT
ACATAT
ACATAT
ACATAT
ACATAT
ACATAT
ACATAT
ACATAT

IGJ {75 TP N v B v BN B v S TR 7 B v S i S 7% B v N B v S TN 7 B v N i BN ¥ B ¥ Y B v S T 7 B v S S ¥ B 5 I 1

OO0 0000 e 00000000

[ T N T v R B v S T 5 B v S i SN 75 S v Y B v S T 7 B v N i B ¥ B ¥ O B v S TR B v N B ¥ B ¥ O O 1%

[ T N T v R B v S T 5 B v S i SN 75 S v Y B v S T 7 B v N i B ¥ B ¥ O B v S TR B v N B ¥ B ¥ O O 1%

[ T N T v R B v S T 5 B v S i SN 75 S v Y B v S T 7 B v N i B ¥ B ¥ O B v S TR B v N B ¥ B ¥ O O 1%

OO0 0000 e 00000000

[ T N T v R B v S T 5 B v S i SN 75 S v Y B v S T 7 B v N i B ¥ B ¥ O B v S TR B v N B ¥ B ¥ O O 1%

[ T N T v R B v S T 5 B v S i SN 75 S v Y B v S T 7 B v N i B ¥ B ¥ O B v S TR B v N B ¥ B ¥ O O 1%

[ T N T v R B v S T 5 B v S i SN 75 S v Y B v S T 7 B v N i B ¥ B ¥ O B v S TR B v N B ¥ B ¥ O O 1%

{7 S v 7 T v R S v S O v I v S i I v S v I S v S R v S v S i D v S v N O v S ' A S v S i 73 S v I 5 R 3

[ecoccocEEHecec oo cHEEHCCHCCESC cEHe o FEoH

[ T N T v R B v S T 5 B v S i SN 75 S v Y B v S T 7 B v N i B ¥ B ¥ O B v S TR B v N B ¥ B ¥ O O 1%

[ T N T v R B v S T 5 B v S i SN 75 S v Y B v S T 7 B v N i B ¥ B ¥ O B v S TR B v N B ¥ B ¥ O O 1%

CCcAcC
CCcAcC
CCcAcC
CCcAcC
CCcAcC
CCcAcC
CCcAcC
CCcAcC
CCcAcC
CCcAcC
CCcAcC
CCcAcC
CCcAcC
CCcAcC
CCcAcC
CCcAcC
CCcAcC
CCcAcC
CCcAcC
CCcAcC
CCcAcC
CCcAcC
CCcAcC
CCcAcC
CCcAcC
CCcAcC
CCcAcC
CCAC
CCAC
CCAC

[ T N T v R B v S T 5 B v S i SN 75 S v Y B v S T 7 B v N i B ¥ B ¥ O B v S TR B v N B ¥ B ¥ O O 1%

OO0 0000 e 00000000

o o EE G o oo oo oo ol oo oo oBae

69

TAAAG
TAAAG
TAAAG
TAAAG
TAAAG
TAAAG
TAAAG
TAAAG
TAAAG
TAAAG
TAAAG
TAAAG
TAAAG
TAAAG
TAAAG
TAAAG
TAAAG
TAAAG
TAAAG
TAAAG
TAAAG
TAAAG
TAAAG
TAAAG
TAAAG
TAAAG
TAAAG
TAAAG
TAAAG
TAAAG



153.
154
155.
156.
157.
158.
159.
160.

16

-

16

164,

16

166.
167.
168.
169.

17
17

-

w

n

=

CP021888.1:377480-378598_Bacillus_velezensis_strain_SRCK100072_complete_genome
CP026533.1:2212579-2213897_Bacillus_velezensis_strain_DKU_NT_04_chromosome_complete_genome
CPO33576.1:2319100-2320218_Bacilus_velezensis_strain_NY"12-2_chromosome_cemplete_genome

CP0O25001.1:3894541-38958559_Bacillus_siamensis_strain_SCSI0_05745_chromosome_complete_ genome G TCAGCCTTTTTACATATG
sTeacflcTTTTTACcATATC
GTCAGCCTTTTTACATATGCG

CP011252.1:368058-370176_Bacillus_amyloliguefaciens_strain_MT45_complete_genome
CP013850.1:18699859-1871107_Bacillus_sp._SDLI1_complete_genome

CPO44444 1:1742700-1743818_Bacillus_amyloliguefaciens_strain_KC41_chrom -_complete_g
CP032146.1:358148-3689268_Bacillus_amyloliguefaciens_strain_Y'P§_chromosome_complete_genome

. CPO23075.1;382557-383675_DBacillus_velezensis_strain_ K25 _chromosome_complete_genome
162

CP0O13902.1:3471107-3472225_Bacillus_amyloliguefaciens_strain_HK1_chrom - complete_ g
CP021505.1:369353-370471_Bacilus_amyloliguefaciens_strain_ SRCKM101267_complete_genome
CPOM7775.1:379303-380421_Bacilus_velezensis_strain_99120_complete_genome
FMN597644.1:375069-376187_Bacilus_amyloliguefaciens_DSM7_complete_genome:
CP041693.1:266711-267829_Bacilus_amyloliguefaciens_strain_H_chromosome_complete_genome
CP035410.1:442031-443149 Bacilus_velezensis_strain_SRCM103816_chromosome_complete_genome
CP035399.1:388205-339323_Bacilus_velezensis_strain_SRCM1037&3_chromosome_complete_genome
CP035393.1:388185-389303_Bacilus_velezensis_strain_SRCM103691_chromosome_complete_genome
CP016913.1:407863-408981_Bacilus_amyloliguefaciens_strain_RD7-7_complete_genome

. CPO09748.1;357141-358259 Bacillus_subtilis_strain_ ATCC_13852_complete_genome
172.
3
174
s
176.
177.
178.

CPO0Z2927.1:358254-359372_Bacilus_amyloliguefaciens_XH7_complete_genome
CPO02627.1:352344-353462_Bacilus_amyloliguefaciens_TAZ08_complete_genome
CP021890.1:388172-3859289 Bacilus_velezensis_strain_SRCM101413_complete_genome
CPO02634.1:357021-358139_Bacilus_amyloliquefaciens_LL3 complete_genome
MKS70509.1:1-416_Bacilluz_amyloliquefaciens_strain_H20-1_surfactin_gene_region
MK570508.1:1-416_Bacilluz_amyloliquefaciens_strain_TSBS03.8_surfactin_gene_region
CP026523.1:452050-452525_Bacilus_cereus_strainMBGJa3_chromosome

GTCAG
GTCAG
GTCAG

GTCAG
GTCAG
GTCAG
GTCAG
GTCAG
GTCAG
GTCAG
GTCAG
GTCAG
GTCAG
GTCAG

CTTTTTACATAT
CTTTTTACATAT
CTTTTTACATAT

CTTTTTACATAT
CTTTTTACATAT
CTTTTTACATAT
CTTTTTACATAT
CTTTTTACATAT
CTTTTTACATAT
CTTTTTACATAT
CTTTTTACATAT
CTTTTTACATAT
CTTTTTACATAT
CTTTTTACATAT

GTCAGCCTTTTTACATAT

GTCAG
GTCAG

CTTTTTACATAT
CTTTTTACATAT

C
C
C
C

1O0) Gx Gy G oG
Gr Gx Ox Oy 0y O

CGG
CGG
CGG
CGG
CGG

CGG

G)OG) G2 G2 G2 G2 Ox Ox 0¥ 0¥ Ox Oy Oy O

TTGTC
TTGTCG
TTGTCGTG
TTGTCGTG
TTGTCGTG
TTGTCGTG

-
-
-
-
-
-
-
-
.
.
.
.
.
.
.

Lo o I o B o I o B o T o v T v B v I v B 7% B 7% B 75 R 3

[ J v v T v TR v TR v O v L v T v I T T T T I I s T s T T s I v v }

S )
¥

¥
¥

70

GTETCCACGCTGTTTAAAGAAAAAA
GTETCCACGCTGTTTAAAGAAAAAA
GTGTCCACGCTGTTTAAAGAAAAAAA
cT@rccacccTaTTTAAAGAfAAAAA
GTGTCCACGCTGTTTAAAGAAAAAAA
GTETCCACGCTETTTAAAGA
GTETCCACGCTEGTTTAAAGA
GTETCCACGCTGTTTAAAGA
GTETCCACGCTGTTTAAAGA
GTETCCACGCTGTTTAAAGA
GTETCCACGCTGTTTAAAGA
GTETCCACGCTGTTTAAAGA
GTETCCACGCTGTTTAAAGA
GTETCCACGCTGTTTAAAGA
GTETCCACGCTGTTTAAAGA
GTETCCACGCTGTTTAAAGA
GTETCCACGCTGTTTAAAGA
GTETCCACGCTGTTTAAAGA
GTETCCACGCTGTTTAAAGA
GTIETCCACGCTGTTTAAAGABAAAAA

cccBcEcFET H-- FYYYYY |

GTETCCACGCTGTTTAAAGABAAAAA

ISTCTCCACSCTSTTTRRASF\ AAAAA
c
c

AAAAA
AAAAA
AAA AL
AAA AL
AAA AL
AAA AL
AAA AL
AAA AL
AAA AL
AAA AL
AAA AL
AAA AL
AAA AL
AAA AL

GG G G G G G G G) G) G) G) G) G) G) Gx Gx Gx Gx Gx Gx Gxo0




71

Figura Suplementar 3. Alinhamento multiplo do gene guanilato-quinase (GUK) em espécies
de Bacillus. Destacado de vermelho encontram-se as regides evidenciando os polimorfismos
que diferenciam B. methylotrophicus das demais espécies que alinharam com a sequéncia do

gene em estudo.

B.

methylotrophicusms GF267

B. velezensisis UFLA258 TATCTGCCGTCCAGCCTGAGACAGTTGCACACAGACTTICTG
B. wvelezensisis 18-23 TATCTGCCGTCCAGCCIGAGACAGTTGCACACAGACTTICTG
B. velezensisls AGVL-00S TATCTGCCGTCCAGCCTIGAGACAGTITGCACACAGACTTICT]
B. velezensisis TJO2 TATCTGCCGTCCAGCCTGAGACAGTTGCACACAGACTITICTE
e velezensisia' LeigoCorid4y TATCTGCCGTCCAGCCTGAGACAGTTGCACACAGACTTICT(
B. velezensisis Atl TATCTGCCGTCCAGCCTGAGACAGTTGCACACAGACTTICT(
B. amyloliquefaciens subsp. plantarum:arum FZB42 TATCTGCCGTCCAGCCTGAGACAGTTGCACACAGACTTICT(
B. velezensisis LPL-K103 TATCTGCCGTCCAGCCTGAGACAGTTGCACACAGACTTICIQ
B. velezensisis MH2S TATCTGCCGTCCAGCCTGAGACAGTTGCACACAGACTTICIQ
B. velezensis BIMIM B-435D TATCTGCCGTCCAGCCTGAGACAGTTGCACACAGACTTICTY
B. amyloliguefaciens:ns SH-B74 TATCIGCCGTCCAGCCTGAGACAGTTGCACACAGACTTICT(
B. velezensisis AP183 TATCTGCCGTCCAGCCTIGAGACAGTITGCACACAGACTTICT]
B. velezensisis BS-37 TATCTGCCGTCCAGCCTGAGACAGTTGCACACAGACTTICT(
B. velezensisis OSY-S3 TATCTGCCGTCCAGCCTGAGACAGTTGCACACAGACTTICT(
B. velezensisis NKG-1 TATCTGCCGTCCAGCCTGAGACAGTTGCACACAGACTTICT(
B. velezensisis L-1 TATCTGCCGTCCAGCCTGAGACAGTTGCACACAGACTTICTQ
B. velezensisis LABIM4O TATCTGCCGTCCAGCCTGAGACAGTTGCACACAGACTTICTQ
B. velezensisis SD-€ TATCTGCCGTCCAGCCTIGAGACAGITGCACACAGACTITICIQ
B. subtilis.s J-5 TATCIGCCGTCCAGCCTGAGACAGITGCACACAGACTITICIQ
B. velezensisis S5B1216 TATCIGCCGTCCAGCCTGAGACAGITGCACACAGACTITICIQ
B. amyloliquefaciensins CCl78 TATCTGCCGTCCAGCCTGAGACAGTTGCACACAGACTTICT(
B. amyloliquefaciens subsp. plantarum:arum UCMBS5113 TATCTGCCGTCCAGCCTGAGACAGTITGCACACAGACTTICTA
B. velezensisis AS43.3 TATCTGCCGTCCAGCCTGAGACAGTTGCACACAGACTTICT(
B. velezensisis P34 TATCTGCCGTCCAGCCTGAGACAGTTGCACACAGACTTICTQ
B. emyloliquefaciens:ns F51092 TATCTGCCGTCCAGCCTGAGACAGTTGCACACAGACTTICTY
B. velezensisls BCSol TATCTGCCGTCCAGCCIGAGACAGITGCACACAGACTITICIQ
B. amyloliguefaciens:ns ALB79 TATCTGCCGTCCAGCCTGAGACAGTTGCACACAGACTTICT(
B. velezensisis QST713 TATCTGCCGTCCAGCCTGAGACAGITGCACACAGACITICIQ
B. velezensis 514141 DNA TATCTGCCGTCCAGCCTGAGACAGTTGCACACAGACTTICTIG
B. velezensisis G341 TATCTGCCGTCCAGCCTGAGACAGTTGCACACAGACTTICT]
B. subtilis.s Bs-916 TATCTGCCGTCCAGCCTGAGACAGTTGCACACAGACTTICT(
B. amyloliquefaciens subsp. plantarum:arum UCMBS033 TATCTGCCGTCCAGCCTGAGACAGTITGCACACAGACTTIICTY
B. wvelezensisls TB1501 TATCTGCCGTCCAGCCTGAGACAGTTGCACACAGACTTICTG
B. velezensisls UCMBS007 TATCTGCCGTCCAGCCTGAGACAGTTGCACACAGACTTICTG
B. velezensisis UCMBS044 TATCTGCCGTCCAGCCIGAGACAGTTGCACACAGACTIICTG
B. velezensisis GYL4 TATCTGCCGTCCAGCCTGAGACAGTIGCACACAGACTTICTG
B. velezensisis VCC-2003

Bacillus sp.). 275

TATCIGCCGTCCAGCCTGAGACAGTTIGCACACAGACTTICT:! CE
TATCIGCCGTCCAGCCTGAGACAGTIGCACACAGACTTICT! G

B. amyloliquefaciens:ns B1S TATCTGCCGTCCAGCCTGAGACAGTTGCACACAGACTTICT(
B. velezensisis YJll-1-4 TATCTGCCGTCCAGCCTGAGACAGTTGCACACAGACTTITICTG
B. amyloliquefaciens subsp. amyloliquefaciensiciens KHG19 TATCTGCCGTCCAGCC‘IGAGBCAGTTGCRCRCAGBC‘IT‘ICT
B. subtilis VATCC‘:C 19217 TBTCTGCCGTCCAGCCTGAGhCAGﬂGCJ\CﬁCBGACTT‘ICI
B. velezensisis SQR9 TATCTGCCGTCCAGCCTGAGACAGTTGCACACAGACTTITCTG
B. amyloliquefaciens subsp. plantarum:arum UCMBS036 IAICTGCCGTCCAGCCTGAGBCAGTTGCBCBCBGACT“CT
B. VEIEZEHSI:SLS UTB96 IJ\IC‘IGCCGICCI\GCCIGAGACAGITGCBCBCAGAC‘IIICI
B. 1’61€2€ﬂ5}5L5 Hx05 'I.'n'ICTGCCGICCA_GCC‘IG]!GACAGT‘IGCACACAGACTI‘ICI
B. velezensisis DSYZ_’ 'I‘J\'ICTGCCGICCAGCCIG]IGACAGTIGCBCACAGACITICT
B. velezensisis SGRir0473 TATCIGCCGICCAGCCTGAGACAGTTIGCACACAGACTTIICTG
B. velezensisis KDl

Bacillus sp.). ZY¥-1-1
B. velezensis CGMCCICC 11640

B
B
B
B
B.
B.
B.
B.
B.

velezensisis GFP-2

. amyloliquefaciens:ns LM2303
. amyloliquefaciens:ns Y14
. velezensisis M75

velezensisis CC09
methylotrophicusmus B25
velezensisis JJ-D34
velezensisis L-560
velezensisis L-H1S

Bacillus sp.>. Pc3

TATCIGCCGICCAGCCTGAGACAGTTIGCACACAGACTTIICTG
TATCIGCCGTCCAGCCTGAGACAGTTIGCACACAGACTTITICT(
TATCIGCCGTCCAGCCTGAGACAGTTIGCACACAGACTITICT(
TATCIGCCGTCCAGCCTGAGACAGTIGCACACAGACTTITICTG

TATCTGCCGTCCAGCCTGAGACAGTTIGCACACAGACTTTICT! G
TATCTIGCCGTCCAGCCTGAGACAGTTIGCACACAGACTTICT! .
TATCTGCCGTCCAGCCTGAGACAGTTGCACACAGACTTTCT i
TATCTGCCGTCCAGCCTGAGACAGTIGCACACAGACTTICT 4
TATCTGCCGTCCAGCCTGAGACAGTTGCACACAGACTTTICT:! 3
TATCTIGCCGTCCAGCCTGAGACAGTTGCACACAGACTTITCT i
TATCTIGCCGTCCAGCCTGAGACAGTIGCACACAGACTTICTG

TATCTIGCCGTCCAGCCTGAGACAGTIGCACACAGACTTICT! !E

TATCIGCCGTCCAGCCTGAGACAGTIGCACACAGACTTICT! 5

|
|
|
|
|

B. subtilis.s B-1 Il\'ICTGCCGICCAGCC‘IGnGnCAGITGCJ\ChCAGnCIIICI
B. amyloliquefaciens:ns X030 TATCIGCCGTCCAGCCTGAGACAGTIGCACACAGACTTICT! g
B. amyloliquefaciens:ns ZJUL 'm'l'CTGCCGTCCAGCC‘IGAGACAGTIGCJ\CACAGACIHCI
B. velezensisis LG37 TAICTGCCG’ICCAGCCIGEGACDGT'IGGDCA@GACI‘IICI
B. velezensisis WRNOl4 TATCIGCCGICCAGCCTIGAGACAGTTGCACACAGACTIICT G
B. velezensisis LB002 TJ\TCTGCCGICCAGCCTGAGACAGTTGCACACAGACT’HC‘I
B. velezensisis ANSBOLE 'IJ\'.I.'CTGCCGTCCAGCCTGJIGACAGTTGCACACAGACTTICT BE
B. velezensisis Bac57 TATCTGCCGTCCAGCCTGAGACACTTGCACACAGRACTITCTGICAAR
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B. velezensisis JI3-1

B. velezensisis ZF2

B. velezensisis OSY-GAl

B. velezensisis SRCM103616

B. velezensisis SRCM103788

B. velezensisis SRCM103691

B. amyloliquefaciens:ns B-4

B. velezensisis Wl

B. velezensisis LDO2

B. velezensisis 8-2

B. velezensisis 131-4

B. velezensisis J7-1

B. velezensisis DR-08

B. velezensisis CMT-6

B. velezensisis Lzh-a42
Bacillus sp.). SJ-10

B. velezensisis JO1

B. velezensisis NJAU-Z9

B. velezensisis T20E-257

B. velezensisis SRCM101413

B. velezensisis GQJK49

B. velezensisis ZL918

B. velezensisis CBMB205

B. vallismortisis NBIF-001

B. velezensisis JIYP2

B. velezensisis sx01604

B. velezensisis GH1-13

B. amyloliquefaciens:ns WS-8

B. velezensis SYBCBC H47

B. velezensisis LS69

B. velezensisis 53-1

seql02 B. velezensisiis CBMB205
B. amyloliquefaciens:ns 5499

B. amyloliquefaciens:ns MBE1283
B. velezensisis NJN-6

Bacillus sp.)>. BHO72

B. amyloliquefaciens:ns LFB1l1l2
B. amyloliquefaciens:ns IT-45
B. amyloliquefaciens:ns Y2

B. amyloliquefaciens subsp. plantarum YAUm YAU B9601-Y2
B. amyloliquefaciens subsp. plantarum CAUm CAU B946
B. wvelezensisis K26

B. velezensis DKU NTNT 04

B. velezensisis 10075

Bacillus sp.). Lzh-5

B. velezensisis ATR2

B. velezensis SCGBGB 574

B. velezensisis 157

B. velezensisis SRCM100072

B. velezensisis 9912D

B. velezensisis JS25R

B. amyloliquefaciens subsp. plantarum:arum NAU-B3
B. velezensisis NY12-2

B. velezensisis 83

B. amyloliquefaciens:ns ALBE9
B. amyloliquefaciens:ns ALB65
B. velezensisis CNO2é&

B. amyloliquefaciens:ns UMAF6614
B. amyloliquefaciens:ns UMAF€639
B. amyloliquefaciens:ns H

B. velezensis SCGBGB 1

. velezensis SCDBDB 291
subtilis ATCCCC 13952
amyloliguefaciens:ns LL3
amyloliquefaciens:ns YP6
amyloliquefaciens:ns HK1
amyloliquefaciens:ns SRCM101267
amyloliquefaciens:ns RD7-7
amyloliquefaciens:ns XH7

. amyloliquefaciens:ns TA208

CER LR
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B. amyloliquefaciens:ns DSM7

B. amyloliquefaciens:ns MT45S

B. siamensis SCSIOIO 05746

Bacillus sp.). SDLI1

B. subtilis subsp. inaquosorum KCTCKCTIC 13429
B. subtilis subsp. inaquosorumorum DE111l
B. subtilis FDAARGOS;OS 606

B. subtilis subsp. spizizenii ATCCATCC 6633
B. subtilis NRSRS 231

B. subtilis subsp. subtilislis NCD-2

B. subtilis.s CW1l4

B. subtilis.s TLO3

B. subtilis.s UD1022

B. intestinalisis T30

B. subtilis subsp. subtilis.lis RO-NN-1

B. subtilis subsp. spizizenii str.str. W23
Bacillus sp.). KBS0812

B. subtilis subsp. subtilis NBRCNBRC 13719
B. subtilis.s SEM-9

B. subtilis subsp. subtilis NCIBNCIB 3610
B. subtilis MBIBI 600
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