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Resumo

O grupo Bacillus cereus agrega oito espécies bacterianas que estdo intimamente
relacionadas entre si, no entanto, suas relacdes filogenéticas e taxonémicas ainda
sao debatidas. As trés principais espécies do grupo sao Bacillus anthracis, Bacillus
cereus e Bacillus thuringiensis. Evidéncias indicam uma estreita semelhanca nos
genomas destas trés bactérias, propondo que sejam consideradas como sendo da
mesma espécie. A distingdo entre as espécies do grupo B. cereus € atribuida
essencialmente as caracteristicas fenotipicas e as propriedades patogénicas, cujos
genes que as codificam, possuem muito de suas especificidades atribuida aos seus
plasmideos. Apesar da semelhanca, fenotipicamente sédo distintas e apresentam
particularidades importantes. B. anthracis € um patdégeno para humanos e outros
animais, B. cereus € um importante contaminante de alimentos e B. thuringiensis € a
bactéria mais utilizada no controle biolégico de pragas e vetores de doencas. Desta
forma, este trabalho visa contribuir ao esclarecimento sobre a proximidade genética
entre estes trés constituintes do grupo do Bacillus cereus sensu lato mediante
identificacdo e caracterizagdo de RNAs ndo codificadores na espécie de B.
thuringiensis, através da identificacdo e caracterizacdo de RNAs ndo codificadores
na linhagem Bt407 de Bacillus thuringiensis, agregando a identificacdo e
caracterizacdo de sequéncias homologas no banco de dados Rfam. A metodologia
proposta neste trabalho permitiu a identificacdo de um total de 355 sequéncias
candidatas a ncRNAs distribuidas em 49 familias. Com a remocdo dos RNAs
comuns (tRNA, tmRNA, 58s RNA e 5s RNA), a metodologia identificou 223
sequéncias distribuidas em 45 familias. O presente trabalho ainda apresenta uma
comparacao da metodologia de busca por ncRNAS proposta com outros métodos de
busca realizados por outros autores para linhagem Bt407 de Bacillus thuringiensis.

Palavras-chave: Bacillus thuringiensis, Bacillus cereus, RNAs néo codificadores.



Abstract

The Bacillus cereus group aggregates eight bacterial species that are closely related
to each other, however, their phylogenetic and taxonomic relationships are still
debated. The Bacillus anthracis, Bacillus cereus and Bacillus thuringiensis are the
three main species in the cereus group. There is a close genomic similarity between
these three bacteria, which leads to the proposal that they can be considered as the
same species. The distinction between species of the B. cereus group is essentially
attributed to phenotypic characteristics and pathogenic properties, whose genes
encoding them, have much of their specificities attributed to their plasmids. Despite
the similarity, they are phenotypically distinct and have important particularities. B.
anthracis is a pathogen for humans and other animals, B. cereus is an important food
contaminant and B. thuringiensis is the most used bacterium in the biological control
of pests and disease vectors. Thus, this work aims to contribute to the clarification on
the genetic proximity between these three constituents of the Bacillus cereus sensu
lato group through the identification and characterization of non-coding RNAs in the
species of B. thuringiensis, through the identification and characterization of non-
coding RNAs in the lineage Bacillus thuringiensis bt407, adding the identification and
characterization of homologous sequences in the Rfam database. The methodology
proposed in this work allowed the identification of a total of 355 candidate sequences
for ncRNAs distributed in 49 families. With the removal of common RNAs (tRNA,
tmRNA, 58s RNA and 5s_RNA), the methodology identified 223 sequences
distributed in 45 families. The present work also presents a comparison of the
proposed ncRNAS search methodology with other search methods carried out by
other authors for Bacillus thuringiensis strain Bt407.

Keywords: Bacillus thuringiensis, Bacillus cereus, non-coding RNASs.
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1. INTRODUCAO

O grupo Bacillus cereus, também conhecido como B. cereus sensu lato,
consiste de bactérias aerébicas Gram-positivas, em forma de bastonete, formadoras
de esporos, que sao difundidas em ambientes naturais [LIU et. al., 2015]. O grupo do
B. cereus agrega oito espécies bacterianas que estdo intimamente relacionadas
entre si, porém, suas relagdes filogenéticas e taxondmicas ainda sdo debatidas. As
trés principais espécies do grupo sdo Bacillus anthracis, Bacillus cereus e Bacillus
thuringiensis, que foram reconhecidas e estabelecidas no inicio dos anos de 1900,
sendo cada uma delas exibiu tracos fenotipicos distintos [OKINAKA, 2012].
Evidéncias indicam uma estreita semelhanca na sequéncia de DNA presente nos
genomas destas trés bactérias mencionadas, sendo que alguns autores sugerem
gue elas devem ser consideradas como sendo da mesma espécie [HELGASON et.
al., 2000; ROSSI et. al, 2018].

Em relacéo as trés espécies principais do grupo cereus, B. anthracis e B.
cereus sdo as Unicas espécies do grupo patogénicas para humanos, enquanto que
B. thuringiensis é patogénica para insetos, sendo utilizada como agente de controle
biolégico [OKINAKA, 2012]. As pequenas diferencas cromossdmicas encontradas
entre as trés principais espécies do grupo sdo principalmente por causa de genes
que codificam caracteristicas metabdlicas, que permitem o uso de diferentes fontes
de nutrientes, mas, que ndo sao suficientes para explicar a aquisicao de diferentes
nichos ecoldgicos [VILAS-BOAS et al., 2007].

A distingdo entre as espécies do grupo B. cereus é atribuida essencialmente
as caracteristicas fenotipicas e as propriedades patogénicas, cujos genes que as
codificam, possuem muito de sua especificidade atribuida aos seus plasmideos, que
variam em tamanho e numero [CHAVES, 2015]. Os cromossomos deste grupo,
apresentam um alto nivel de sintenia com diferencgas limitadas no contelddo genético,
0 que torna questionaveis as interpretacdes sobre a especiacdo de seus membros
[NADAL, 2015].

No entanto, novos esfor¢os ainda sdo necessérios para demonstrar a origem
das diferencas entre os membros do grupo de B. cereus [ROSSI et. al., 2018].
Algumas dessas diferencas podem ter resultado de divergéncia de sequéncias ou

contetido genético em cromossomos e plasmideos [VILAS-BOAS et al., 2007].



Entretanto, diferencas na patogenicidade e, em particular, no comportamento das
bactérias na natureza sdo fenotipos complexos que resultam néo s6 da acdo de um
ou de alguns genes, mas da interacdo de varios genes e, entre esses genes e 0
meio ambiente [VILAS-BOAS et al., 2007].

Desta forma, este trabalho visa contribuir ao esclarecimento sobre a
proximidade genética entre os trés principais constituintes do grupo do Bacillus
cereus sensu lato, mediante identificacdo e caracterizagdo de RNAs nao
codificadores na espécie de B. thuringiensis, auxiliando na compreensao
taxondmica, no entendimento do funcionamento dos fatores de viruléncia, na
interacdo patdgeno hospedeiro e em interacdes ecoldgicas como o comportamento
de B. thuringiensis no controle de pragas da agricultura e vetores de doencas.

As préximas secbOes apresentam mais detalhes que abordam o trabalho
proposto. A secao 2 apresenta a justificativa para o desenvolvimento do trabalho. As

secbes 3 e 4 abordam o objetivo geral e especificos propostos no presente trabalho.

2. JUSTIFICATIVA

O grupo do B. cereus, reline microorganismos de grande importancia que se
destacam devido ao impacto significativo na saude humana, na agricultura e na
indUstria de alimentos [LIU et. al.,, 2015]. A bactéria B. thuringiensis produz
inclusBes cristalinas protéicas, que conferem atividade entomopatogénica para
varias espécies pertencentes a varias ordens de insetos, sendo utilizado no controle
biolégico de pragas e vetores de doencas. Por outro lado, B. cereus pode ser
prejudicial aos seres humanos por causar intoxicacdo alimentar [CHAVES, 2015]. J&
B. anthracis é conhecida como um patégeno de animais, agindo inclusive na espécie
humana, sendo responsavel pela doenca aguda antraz e capaz de produzir uma
toxina letal utilizada como arma biologica [HELGASON et. al., 2000].

Morfologicamente foi demonstrada a semelhanca entre esporos e ceélulas
vegetativas em B. thuringiensis, B. anthracis e B. cereus, porém as diferencas
fenotipicas entre as trés bactérias fazem com que sejam classificadas como
especies distintas [NADAL, 2015; ROSSI et. al, 2018]. Alguns genes responsaveis
pelas caracteristicas fenotipicas diferentes de B. thuringiensis e B. anthracis estao

presentes em grandes plasmideos [CHAVES, 2015]. Estes plasmideos podem ser
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transferidos para outras linhagens do grupo B. cereus através de mecanismos de
transferéncia horizontal de genes como a conjugacdo e transducdo, além de
rearranjos genéticos promovidos por elementos moéveis de DNA [VILAS-BOAS et al.,
2007].

A dificuldade de resolucédo taxondémica entre as linhagens de B. cereus e B.
thuringiensis deve-se a intensa similaridade de seus genomas além do baixo grau de
polimorfismo genético [NADAL, 2015]. A ambiguidade taxondmica do grupo ilustra a
dificuldade para a definicdo das espécies bacterianas, logo estudos genémicos e
populacionais tornaram-se relevantes para espécies que compdem o grupo B.
cereus [CHAVES, 2015].

Para auxiliar na compreensao destas espécies, tem se mostrado relevante
acrescentar aos estudos genéticos, estudos relacionados a ecologia das linhagens
do grupo B. cereus [NADAL, 2015]. A soma destas duas areas pode, de forma
elucidativa, contribuir para a definicdo taxonémica deste grupo.

Assim sendo, este trabalho visa contribuir ao esclarecimento sobre a
proximidade genética entre estes trés constituintes do grupo do Bacillus cereus
sensu lato mediante identificacdo e caracterizacdo de RNAs nado codificadores em
uma espécie de B. thuringiensis, auxiliando na compreensdo taxondémica, no
entendimento dos fatores de viruléncia, na interacdo patdogeno hospedeiro e em
interagbes ecologicas como o comportamento de B. thuringiensis no controle de

pragas da agricultura e vetores de doencas.

2.1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Caracteristicas do grupo Bacillus cereus

O grupo Bacillus cereus inclui oito espécies de bactéria que estdo
intimamente  relacionadas, sendo estas: Bacillus mycoides, Bacillus
pseudomycoides, Bacillus weihenstephanensis, Bacillus cytotoxicus e Bacillus
toyonensis, B. cereus, B. anthracis, B. thuringiensis [ROSSI et. al., 2018], sendo as
trés ultimas espécies consideradas as mais importantes do grupo [VILAS-BOAS et.
al., 2007].



Alguns estudos recentes propdem que as bactérias B. anthracis, B. cereus e
B. thuringiensis podem ser consideradas uma unica espécie designada B. cereus
sensu lato, devido a similaridade genética que existe entre elas [BATISTA et al,
2018; CHAVES, 2015; GONCALVES, 2019]. As espécies deste grupo, compartilham
um nivel elevado de similaridade genética, de modo que tanto a hibridizacdo DNA-
DNA, quanto a analise de sequéncias do RNAr 16S e 23S, ndo conseguiram separar
claramente os variantes de uma unica espécie [CHAVES, 2015].

Apesar da similaridade genética que existe entre os constituintes do grupo
cereus, eles apresentam caracteristicas fenotipicas distintas que muitos
pesquisadores acreditam estar relacionadas com a regulacdo génica. Em bactérias,
0os ncRNAs desempenham papel importante na regulacdo de genes, ajustando a
fisiologia bacteriana em resposta a sinais ambientais [APPEL,2018; WATERS;
STORZ, 2009].

A distincdo entre estas espécies do grupo B. cereus € atribuida
essencialmente as suas caracteristicas fenotipicas e as suas propriedades
patogénicas, cujos genes que as codificam estdo, muitas vezes, localizados em
plasmideos [CHAVES, 2015]. A Figura 1 apresenta a arvore filogenética do grupo B.
cereus.

Nas proximas secfes sdo apresentados mais detalhes sobre as trés principais

bactérias constituintes do grupo cereus sensu lato.
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Figura 1: Arvore filogenética do grupo Bacillus cereus ( Extraido de RASKO et al, 2006)

1.1.1 Bacillus anthracis

B. anthracis é um bastonete Gram-positivo aerébico ou anaerdbico facultativo,
quimiorganotrofico e imével [CHAVES, 2015]. Esta bactéria também se caracteriza
por ser esporogénica resistente a desidratacdo, calor, radiacdo ultravioleta e até
mesmo a alguns desinfetantes utilizados em servico de saude [CARDOSO et. al.,
2015]. Os esporos desta bactéria podem permanecer viaveis no solo por muitos
anos, podendo contaminar animais e humanos apds contato com 0 agente
[CARDOSO et. al, 2015].

A patogenicidade de B. anthracis baseia-se na presenca de fatores
localizados em dois plasmideos, comumente designados como de viruléncia, pXO1
e pXO2 [JENSEN et. al., 2003]. Esta bactéria é responsavel por causar uma doenca
grave conhecida como antraz, que causa severos comprometimentos dos pulmdes,
pele e intestino [SOUZA et al, 2004]. Devido a agéo toxica que a B. anthracis
apresenta, sabe-se que ela tem o poder de agir como arma biolégica, ja tendo sido
espalhada através de p0, cartas ou objetos em ac¢des de bioterrorismo, cujo escopo

é infundir histeria e pénico pela doenga produzida em muitos individuos ao mesmo



tempo, e com isto afetar as estruturas de um pais, enfraquecendo-o [RABINOVITCH
& LOURENCO, 2002].

1.1.2 Bacillus cereus

A espécie B. cereus é uma bactéria ubiqua, amplamente encontrada na
natureza, sobretudo no solo. Apresenta-se em forma de bastonete, € Gram-positiva
aerdbica facultativa, sendo caracterizada pela sua capacidade de formacédo de
endosporos [CHAVES, 2015]. E uma bactéria conhecida por causar intoxicagéo
alimentar, podendo provocar sindromes dos tipos: emética e diarréica [BATISTA et.
al., 2018]. B. cereus, é transmitida através de alimentos contaminados. Além disso,
também apresenta uma grande preocupacdo para a industria de laticinios, pois
possui excelente capacidade de aderir as superficies de aco inoxidavel, causando
deterioracdo dos produtos e comprometimento dos equipamentos [BATISTA et. al.,
2018].

1.1.3 Bacillus thuringiensis

Ao contrario de B. anthracis e B. cereus, citadas anteriormente, a bactéria B.
thuringiensis (Bt) é a Unica patogénica para insetos. Ela se caracteriza por ser Gram-
positiva, esporulante, aerdbica facultativa, meséfila e quimioheterotréficas, sendo
gue suas células vegetativas possuem a forma de bastonete [CHAVES, 2015].

B. thuringiensis € um habitante natural dos sistemas intestinais de certos
insetos, provocando ou nao doencas e/ou eventualmente morte, podendo ser
liberada no solo e se proliferar quando as condi¢cbes do ambiente (temperatura,
humidade, etc) forem favoraveis [JENSEN et. al, 2003]. Esta bactéria produz um
cristal parasporal, de natureza proteica que € ativo em larvas de uma variedade de
ordens de insetos, permitindo-se assim o uso de produtos a base desta bactéria
para controle bioldgico [VILAS-BOAS et. al., 2007]. A producéo destes cristais se da
durante a fase de esporulacdo sendo liberados no ambiente juntamente com o
esporo.

Em geral os produtos a base de B. thuringiensis sdo compostos por uma

mistura de cristais, esporos, poucas células vegetativas e ingredientes adicionados a



formula [VILAS-BOAS et. al., 2007]. Contudo, apesar de a utilizacdo de produtos a
base deste microorganismo ser ainda baixa, tem aumentado a cada ano,
correspondendo ao principal produto para controle biolégico de uso comercial no
Brasil (principalmente quando utilizado dentro de programas de Manejo Integrado de
Pragas - MIP) e no mundo atualmente [MARCELINO, 2019; ANGELO et al, 2010].

Estima-se que os produtos a base desta bactéria correspondam a cerca de
90% do mercado mundial de bioinseticidas, sendo que a maior parte das pesquisas
envolvendo Bt, bem como o maior nimero de trabalhos, sdo publicados em sua
maioria em paises com grandes interesses econdmicos na agricultura, como é o
caso dos Estados Unidos da América, China, india e Brasil [MARCELINO, 2019;
TAMEZ-GUERRA et al, 2001].

1.1.4 Gendmica de Bacillus thuringiensis

A sequéncia gendmica, seja ela de qualquer organismo, apresenta
informagdes importantes para 0s pesquisadores, pois permitem a descoberta de
informacdes relevantes que ajudam a caracteriza-lo e assim compreender melhor
suas relacdes evolutivas [APPEL, 2018; LIU et al., 2012; WENFEI et al., 2014].

De acordo com o NCBI (National Center for Biotechnology Information
disponivel em: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/), os genomas das linhagens de B.
thuringiensis possuem entre 5.343 e 7.265 genes e variam de 5,24 Mb a 6,87 Mb.

B. thuringiensis é considerada uma bactéria ecoldgica, fenotipica e
geneticamente diversa [APPEL, 2018; SAADAOUI et al., 2010], o que levaria a uma
grande variabilidade genética dentro desta espécie. As variacdes encontradas em B.
thuringiensis podem ser explicadas em parte, porque esta espécie (assim como
outras bactérias) pode facilmente trocar ou adquirir material genético com outras
bactérias por meio de diversos eventos, sendo que alguns deles sdo consequéncia
da acdo de elementos genéticos moveis [MENDES, 2005]. Estes eventos promovem
expansdes e rearranjos gendmicos que possibilitam a transferéncia horizontal de
genes apresentando impacto notavel na evolugédo, viruléncia, patogenicidade e
simbiose desses organismos [APPEL, 2018; ALVARENGA et al., 2018].

B. thuringiensis também abriga uma grande variedade de elementos
transponiveis, incluindo sequéncias de insercéo (1S231, 1S232, 1S240, ISBt1 e ISBt2)

e transposons (Tn4430 ou Tn5401), frequentemente associados aos genes cry (que
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sdo os genes codificadores para a proteina Cry, responsavel pelas caracteristicas
entomopatogénicas!) [ MAHILLON et al., 1994; LEONARD; CHEN; MAHILLON,
1997; MISHRA, 2017; FIEDORUK, 2017; APPEL, 2018].

Acredita-se que esse “ambiente genético” (presente em plasmideos e proximo
a elementos moveis) particular dos genes cry, seja responsavel por sua expansao
em células bacterianas e por facilitar sua recombinacédo e troca entre plasmideos,
fornecendo uma fonte de variabilidade em linhagens produtoras de cristal gerando
novas combinacbes e consequentemente novos espectros de acao [ AROSON
1993 ; LEONARD et al., 1997 ; SCHNEPF et al., 1998 ; PALMA et al., 2014].

B. thuringiensis também possui grande diversidade em seus plasmideos
[APPEL, 2018]. A maioria das linhagens de B. thuringiensis contém de 2 a 12
plasmideos, com tamanhos variando entre 2 kb a 600 kb representando cerca de 10
a 20% do conteudo genémico total desta bactéria [HAN, et al., 2006; ZHONG et al.,
2011].

A relevancia dos plasmideos nas linhagens de B. thuringiensis é assumida
ndo soO pela possibilidade de discriminagdo das linhagens, mas principalmente por
serem fundamentais para a patogenicidade da espécie, abrigando 0s genes cry
[BERRY et al., 2002; LOEZA-LARA et al., 2005; ROH et al., 2007].

1.2 RNAs nao codificantes

O DNA é responséavel por conter as informacdes genéticas das células,
informacdes estas que sao transcritas em RNAs. O RNA por sua vez, é decodificado
pelos ribossomos que converte as informacfes genéticas contidas nele em uma
sequéncia protéica [ARRIAL, 2008].

As proteinas produzidas a partir do processo de traducdo do RNA séo as
substancias mais importantes do organismo, por desempenhar inimeras funcdes e
por serem fundamentais em praticamente todos os processos biolégicos conhecidos
[REPOILA & DARFEUILLE, 2009]. Porém, nem todas as moléculas de RNA
codificam para uma proteina, sendo estes RNAs conhecidos como RNAs néo

codificantes (ncRNA). Um ncRNA é definido como qualquer molécula de RNA que

! Significa que é especifica para controlar o inseto-alvo e, portanto, completamente inofensiva a
qualquer ser vivo
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nado é traduzida em proteina, mas que esta envolvida em diversos processos
celulares [EDDY, 2001; COSTA, 2005; XUE; LI, 2008; SHANMUGAM; NAGARAJAN;
PRAMANAYAGAM, 2017], sendo observados em organismos nos trés dominios da
vida: Bacteria, Archaea e Eukarya [FLICEK et al., 2011; KERSEY et al., 2014].

Estes RNAs sdo conhecidos a algum tempo, no entanto, acreditava-se que 0s
RNAs nao codificadores de proteinas nao possuiam funcbes importantes no
organismo, chegando a ser incluido em regiées chamados de “DNA lixo” [ARRIAL,
2008]. Mais tarde, apos a retomada os estudos sobre os ncRNAs, alguns estudos
observou que cerca de 98% do que é transcrito pelo genoma humano é constituido
de ncRNAs, o0 que indica que uma quantidade tdo grande de ncRNAs certamente
deveria possuir papéis importantes no organismo [ARRUDA, 2015; BROSNAN;
VOINNET, 2009]. Desta forma, hoje s&o descritos como importantes em diversos
eventos biolégicos no organismo humano, incluindo a compensacdo de dose e
inativacdo do cromossomo X, resposta as condicfes de estresse, regulacdo de
atividades de proteinas no controle transcricional e regulagdo do desenvolvimento
[APPEL, 2018; SUZUKI; HAYASHIZAKI, 2004].

Em bactérias, os ncRNAs desempenham papel importante na regulacdo de
genes, principalmente a nivel pds-transcricional, pois ajustam a fisiologia bacteriana
em resposta a sinais ambientais; regulam a resisténcia a antibioticos: alteram a
eficiéncia da traducéo e/ou a estabilidade de mMRNA, além de modular a atividade de
proteinas [APPEL,2018; WATERS; STORZ, 2009].

Assim sendo, genericamente existem duas classes de RNAs, os codificadores
de proteinas e os nao codificadores de proteinas (Figura 2). Os ncRNAs néo
codificam proteinas, porém participam em grande parte dos processos de regulacdo
da expressdo génica, atuando em eventos transcricionais, poés-transcricionais e
traducionais [ARRUDA, 2015]. Além disso, diferentes classes de ncRNAs foram
relatadas em processos de regulagéo, tais como: pequenos e longos RNAs.

Os pequenos ncRNAs sédo caracterizados por apresentar numeros de bases
que variam entre 20 a 30 bases [VIEIRA, 2016]. Ja os longos ncRNA tém como
caracteristicas basica o tamanho, pois devem ser maiores do que 200 nucleotideos,
além do fato de que as proteinas ndo séo sintetizados a partir deles [HUART et al,
2010 et al; PONTING, 2009].
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Figura 2: Duas classes de RNAs - os codificadores e ndo codificadores (Adaptado de
KALANTIDIS, 2015)

Os RNAs nao-codificantes podem ser de varios tipos e desempenhar funcdes
variadas dentro da célula. Dentre os principais ncRNAs podemos destacar: tRNA
(RNA transportador), rRNA (RNA ribossomal), snoRNA (RNA pequeno nucleolar),
MIiRNA (micro RNA), siRNA (RNA silenciador), piRNA (Pwi-interacting) (CORREIA,
2007).

O tRNA é um dos pequenos ncRNAs mais conhecidos, sendo este
responsavel pelo transporte de aminoacidos que sdo usados na sintese de proteinas
[VIEIRA, 2016]. Os tRNAs (Figura 3, estrutura secundaria do tRNA) sdo moléculas
transportadoras da informagdo de cada codon componente do mRNA (RNA
mensageiro) em um aminoacido especifico que é adicionado a proteina que esta

sendo formada. O tRNA desempenha essa funcdo através de duas regides, o
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anticodon que € responsavel pelo reconhecimento de cédons especificos do mRNA,
e 0 aminoacido correspondente ao cédon [PAVON-ETERNOD et al, 2009].

Outro ncRNA bastante conhecido é o rRNA (a Figura 4 mostra a estrutura
secundaria do rRNA), este compde o ribossomo que tem a funcéo de prover um
mecanismo para decodificar o mMRNA em aminoacidos e interagir com os tRNAs
durante a traducédo, na sintese de proteina [EDDY, 2001].

J& os snoRNAs (pequeno RNA nucleolar) séo classes de pequenas moléculas
que realizam modificac6es quimicas no rRNA, e em outros ncRNAs, como o tRNA.
O objetivo dessas modificacbes € promover a maturacdo desses ncRNAs para
transforma-las em moléculas ativas [DURBIN et al, 1998].

O miRNA (microRNA) é parcialmente complementar as moléculas de mRNA,
possuindo a funcdo de reduzir a expressdo de genes codificadores e inibir a
traducdo de mRNAs [MENDELL, 2005]. Além disso, os miRNAs podem modificar
outros ncRNAs (como rRNAS) e agir como reguladores no processo de traducao,
respectivamente [VIEIRA, 2016].

O piRNA (piwi-interacting) sé@o existentes basicamente nas células de
mamiferos e assim como os MiRNAs e os snoRNAs, os piRNAs também estdo
relacionados com a regulacao génica, atuando no silenciamento de genes capazes
de se auto duplicar no interior do genoma [ARRUDA, 2015; BRENNECKE et al,
2007].

12
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Figura 3: Estrutura secundéaria de um tRNA. Extraido de [VIEIRA, 2016]

Figura 4: Estrutura secundaria do rRNA. Extraido de Rfam.

Embora ainda ndo haja um consenso quanto a uma definicdo formal do que
seja um ncRNA, o que se sabe, € que além de nao codificarem para produtos
protéicos, eles possuem uma atividade bioldgica relevante e ndo servem como
intermediario entre DNA e proteina [ARRIAL, 2008]. A dificuldade de classificar

NcRNAs é justificavel devido a variedade de estruturas, funcdes e interacbes que

13



exercem in vivo, porém, independente de classificacfes, a quantidade de ncRNAs

identificados cresce rapidamente na literatura [ARRIAL, 2008].

1.3 Bioinformatica na busca por ncRNAs

Com o surgimento dos sequienciadores automaticos de DNA, houve uma
explosdo na quantidade de sequéncias a serem armazenadas e que exigiam
recursos computacionais cada vez mais eficientes. Além do armazenamento,
também surgiu a necessidade de analise desses dados, o0 que tornava indispenséavel
a utilizacdo de plataformas computacionais eficientes para a interpretacdo dos
resultados obtidos, nascendo assim a bioinforméatica [PROSDOCIMO et. al., 2002].

O termo bioinformatica refere-se a métodos computacionais para o0
armazenamento, processamento, andlise, previsdo e modelagem de dados
biolégicos com ajuda das ciéncias e tecnologias da computacdo [ALVES, 2013].
Além disso, ela envolve tanto engenharia de software, matematica, estatistica,
ciéncia da computacéo, como dados fornecidos pela biologia molecular.

Na Engenharia de Software sao apresentadas duas definicdes que podem ser
destacadas para estudos experimentais: 0 conceito in vitro, representando
experimentos em que o0 ambiente € apresentado por meio de modelos
computacionais e que descrevem a realidade com o qual os participantes podem
interagir diretamente. O outro conceito, in silico, descreve onde tanto o0s
participantes quanto o ambiente e 0 objeto de estudo sdo descritos como modelos
computacionais, ndo havendo qualquer tipo de intervencdo humana [TRAVASSOS &
BARROS, 2003; NADAL, 2015].

A bioinformatica permite diversas aplicacbes em genbmica, que associada as
tecnologias de alto desempenho na area da genética permite o uso de abordagens
abrangentes no estudo da estrutura, organizacdo de genomas, expressao
diferencial, predicdo e classificacdo funcional de genes, além de demonstrar sua
relacdo com proteinas [ALVES, 2013; APPEL, 2018].

De maneira geral pode-se considerar trés categorias principais de métodos
computacionais para predicdo de ncRNAs, sendo: (1) métodos baseados em
comparacdes entre sequéncias e estruturas de RNA conservadas de forma

evolutiva; (2) métodos de novo utilizando a sequéncia de RNA e caracteristicas
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estruturais e (3) métodos baseados no sequenciamento de transcritos seguido de
montagem.

Para a predicdo de ncRNAs podem ser utilizadas abordagens
computacionais, localizando sequéncias de DNA conservadas e que estao presentes
em regides intergénicas de espécies relacionadas filogeneticamente. A principal
idéia é a andlise de potencial de conservacao das estruturas secundarias e trechos
com algum grau de similaridade entre os genomas [APPEL, 2018]. Na identificacao
de ncRNAs, esta técnica pode ser aplicada por meio de varredura em genomas,
especialmente em casos em que 0S 0Organismos possuem pouca ou nenhuma
informacédo de ncRNAs [HERTEL et al., 2009; SONG et al., 2009].

Os métodos baseados em sequéncia exploram a descoberta de que as
frequéncias de muitos k-mers para ncRNAs em uma familia especifica geralmente
compartilham distribuicdo de probabilidade similar, permitindo prever ncRNAs a
partir desta frequéncia [APPEL, 2018]. Também é possivel prever por meio de
caracteristicas estruturais, considerando atributos fisico-quimicos como a
estabilidade termodindmica da molécula.

Atualmente, as diferentes abordagens permitem identificar um grande ndmero
de novos ncRNAs, reafirmando a importancia da analise computacional para atender
indagacdes relacionadas ao numero e diversidade de genes de RNAs néao
codificantes [APPEL, 2018].

A gendbmica comparativa € considerada uma das abordagens mais modernas
na area do sequenciamento total de genomas. Esta consiste na analise e
comparacao do material genético de diferentes espécies, com o propésito de estudar
a estrutura, organizacao e evolucdo dos genomas, juntamente a funcdes dos genes
e regides nao codificantes [CATANBO; DEGRAVE; DE MIRANDA, 2007]. Com base
na comparagdo de dois organismos semelhantes pode-se utilizar a similaridade
observada para identificar a localizacdo dos genes do segundo individuo com base
no primeiro [SEPULVEDA, 2015].

Outra grande utilidade da gendmica comparativa € a construcdo de arvores
filogenéticas que séo representadas por um grafo na forma de uma arvore, que
explica o processo evolucionario e é construida a partir da sequéncia de atributos
(tais como sequencias de DNAs) obtidos de diversos organismos [MATSUDA et al,

1999]. As diferengas sdo muito especificas em organismos com um ancestral
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préximo. Pode-se seguir o percurso filogenético de um gene e organizar 0s seres em
classes segundo o numero de genes em comum [PRADO, 2001; SEPULVEDA,
2015].

Este tipo de abordagem estd4 ajudando cada vez mais os pesquisadores a
elucidarem as adaptacfes moleculares em genes e proteinas, necessarias para que
um organismo consiga ou ndo viver em determinado ambiente ou a metabolizar
compostos que apresentam alguma caracteristica direta ou indiretamente
relacionada a politica financeira ou ambiental, sintese de antibiéticos ou degradacao
de xenobioticos respectivamente [PROSDOCIMI & MOREIRA,]. Além disso, quando
relacionada com a evolucdo permite o desenvolvimento de varios campos do
conhecimento, destacando: analisar a origem e propagacao de doencas e 0S seus
vetores; realizar bioprospec¢do para produtos farmacéuticos e agricolas como
produtos para o controle biologico indicado para espécies invasoras além de
examinar fatores de risco para a conservacdo de espécies e restauracdo dos
ecossistemas [SEPULVEDA, 2015].

3. OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste trabalho, visa a caracterizacdo dos RNAs nao
codificadores descritos para Bacillus thuringiensis, a partir de bancos de dados de
sequéncias enriquecidas com RNAs n&o codificantes na linhagem Bt407.

3.1 Objetivos especificos

Os obijetivos especificos propostos por este trabalho sdo descritos a seqguir:

- Utilizar técnicas de bioinformatica para a identificacdo de RNAs nao
codificadores no genoma expresso enriquecido com sequéncias de ncRNAs de

B. thuringiensis;

- Fornecer informacdes para possibilitar uma melhor compreenséao do papel dos
RNAs nao codificadores na regulagcdo dos genes em processos bioldgicos e

fatores de viruléncia.
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- Comparar as estratégias de busca direta no genoma com anotacdo de

sequencias expressas enriquecidas com ncRNAs.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Ferramentas computacionais

A Tabela 1 apresenta as principais ferramentas que foram utilizados no

desenvolvimento do projeto.

Tabela 1: Ferramentas utilizadas no projeto

Ferramenta Funcéo

Infernal Pesquisa de estruturas de RNA a partir
de sequéncias de bancos de dados de
DNA

Rfam Classificacao de familias de ncRNA

Artemis Visualizacdo de sequéncias e extracao
de regides intergénicas

Bowtie Alinhamento de sequéncias

RNAfold Prever estruturas secundarias de
sequéncias de DNA ou RNA de fita
simples

Nas proximas secdes serdo descritos mais detalhes sobre as ferramentas
utilizadas e a finalidade para estas estabelecidas.

4.1.1 Infernal/ Rfam

O Infernal (INFERence of RNA ALignment) € um pacote de software que
permite criar perfis de estrutura secundaria de RNA consenso e usa-los para
pesquisar bancos de dados de sequiéncias para RNAs homodlogos, ou para criar
novos alinhamentos de sequéncia multipla [NAWROCKI & EDDY, 2016]. Esta
ferramenta utiliza um caso especial de gramaticas livre de contexto estocastico,

chamados modelo de covariancia (CM).
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Um CM assemelha-se a um perfil de sequéncia, porém, pontua uma
combinacéo entre o consenso de sequéncia e 0 consenso de estrutura secundaria
do RNA. Desta forma, é mais provavel identificar RNAs homologos que conservam
mais sua estrutura secundaria do que sua estrutura priméaria [NADAL, 2015].

O pacote INFERNAL pode ser usado com o Rfam para anotar sequéncias
(incluindo genomas completos) para homologos a ncRNAs conhecidos.

O Rfam é um banco de dados que contém informacbes de familias de
ncRNAs e outros elementos de RNAs estruturados. E um banco de dados de acesso
livre desenvolvido pelo Wellcome Trust Sanger Institute em colaboracdo com o
instituto Janelia Farm (O Rfam esta disponivel em: https://rfam.xfam.org/).

O Rfam divide os ncRNAs em familias baseadas na evolu¢do de um ancestral
comum. A producdo de alinhamentos de multiplas sequéncias dessas familias pode
fornecer informacdes sobre sua estrutura e funcao.

No site do Rfam € possivel pesquisar ncRNAs por palavra-chave, nome de
familia ou genoma, assim como pesquisar por uma sequéncia de ncRNA ou nimero
de acesso EMBL. As informa¢Bes do banco de dados também estdo disponiveis

para download, instalacdo e uso através do pacote de software INFERNAL.

4.1.2 Artemis

O Artemis é um software utilizado para visualizar sequencias de DNA e
também como ferramenta de anotacdo génica, que permite a visualizacdo da
sequéncia, de maneira esquematica e os resultados das analises dentro do contexto
da sequéncia e sua traducdo de todos os seis polipeptideos possiveis. O Artemis é
escrito em Java e |é sequéncias de formato EMBL ou GENBANK e tabelas de
recursos, podendo trabalhar com sequéncias de qualquer tamanho [CARVER et al,
2008].

4.1.3 Bowtie

O Bowtie é um pacote de software usado para alinhamento e andlise de

sequéncias em bioinformética e distribuido livremente para Windows, Linux e
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MacOS. O Bowtie € um alinhador ultrarrapido e eficiente na memoria para
sequéncias curtas de DNA, normalmente utilizado com leituras curtas oriundas de
Sequenciamento de Nova Geragdo (NGS) e utiliza um longo genoma como

referéncia, ou para andlise gendmica completa [LANGMEAD et al, 2019].

4.1.4 RNAfold

O programa RNAfold analisa as moléculas do ncRNA e é um preditor de
estrutura secundaria através da probabilidade de que as regides de ligacdo estejam
acessiveis em suas estruturas secundarias prevendo interacdes intra-moleculares
[BERNHART; HOFACKER; STADLER, 2005].

4.2 Estratégias para busca e caracterizacdo de ncRNAs

4.2.1 Mineracéo de dados

Nesta etapa a sequéncia completa do genoma de B. thuringiensis foi obtida
por meio de busca no banco de dados publico NCBI (National Center for
Biotechnology Information). A linhagem utilizada neste trabalho foi a Bt407 que é
apresentada na Tabela 2 juntamente com o0s respectivos coédigos de acesso as

sequéncias de seu genoma.

Tabela 2: Linhagem Bt 407 e as identificacdes e os respectivos cédigos de acesso das sequéncias do
genoma

Linhagem Bt 407ASM30674v1

Cromossomo
CP003889.1
Plasmideo BTB_15p
CP003892.1

Plasmideo BTB_2p
CP003897.1

Plasmideo BTB_502p
CP003890.1
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Plasmideo BTB_5p
CP003896.1

Plasmideo BTB_6p
CP003895.1

Plasmideo BTB_78p
CP003891.1

Plasmideo BTB_7p
CP003894.1
Plasmideo BTB_8p
CP003893.1
Plasmideo BTB_9p
CP003898.1
O acesso e download do genoma de referéncia de B. thuringiensis utilizado

neste estudo, foi realizado no dia 28 de novembro de 2018.

4.2.2 Extracdo de sequéncias de RNA

Nesta etapa foram utilizados dados obtidos através da extracdo e
sequenciamento de RNA total de B. thuringiensis pelo grupo de pesquisas da UEL.
Assim, a linhagem Bt407 foi cultivada a 37 °C com 140 rpm de agitacdo orbital até
entrada em fase estacionaria. Em seguida, amostras de RNA total da linhagem foi
extraida nos tempos T-0 (final de fase logaritmica de crescimento) e T-1 (inicio de
fase estacionaria) utilizando o kit lllustra™ RNAspin Mini RNA (GE Healthcare
illustra™).

As amostras passaram por trés etapas de purificacdo e centrifugacao.
Posteriormente, foi realizada a quantificacdo e analise da qualidade e integridade do
RNA. O sequenciamento das amostras realizado foi enriqguecido com sequéncias de
NcRNAs. A Figura 5 faz a representacdo da curva de crescimento de uma bactéria,
demonstrando os dois momentos (T-O0 e T-1) de extracdo da amostra de RNA

utilizadas por Appel 2018.
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Figura 5: Grafico representando a curva de crescimento de uma bactéria. (T-0) Final da fase
logaritmica de crescimento, (T-1) Inicio de fase estacionaria. (Autoria propria).

As amostras obtidas representam dois momentos na fase de crescimento de
B. thuringiensis e, desta forma, pressupde-se a possibilidade de que diferentes
NcRNAs sdo expressos durante os dois momentos. Assim, a andlise das amostras
extraidas em diferentes fases de crescimento, permite avaliar quais ncRNAs estédo
envolvidos em cada fase ou a freqiéncia em que S&0 expressos em cada uma
delas. As amostras extraidas em T-0 e T-1 sdo definidas neste trabalho como
amostra 1 e amostra 2 respectivamente.

O genoma de referéncia de B. thuringiensis obtido na fase de mineragao de
dados”, foi utilizado no Artemis v-16.0.0 juntamente com as amostras (amostras 1 e
amostra 2) mencionadas anteriormente. As amostras sequenciadas foram alinhadas
utilizando a ferramenta Bowtie v-1.2.2 e, 0s arquivos de alinhamento obtidos foram
utilizados junto do genoma de referéncia no visualizador no software Artemis v-
16.0.0. Nesta etapa foi realizada a visualizacdo e extracdo das sequéncias de RNA
nas regides com alta expresséao.

A extracdo das sequéncias foi realizada de forma manual e, as sequéncias
obtidas para cada uma das amostras, foram convertidas em dois arquivos
MultiFASTA, para serem utilizadas posteriormente na fase de anotacdo. A Figura 6
mostra um exemplo de regido extraida para analise de ncRNAs, onde a regido

indicada pela seta é altamente expressa.
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Figura 6: Visualizador Software Artemis - exemplo de regido selecionada para analise de ncRNAs

4.2.3 Anotacgéo

A anotacdo dos ncRNAs foi realizada utilizando a ferramenta cmsearch do
pacote INFERNAL v-1.1.2 juntamente com os modelos de covariancia (a partir de
dados de Bacillales) do banco de dados Rfam v-13.0. Foi utilizado como parametros
na busca dois arquivos multi fasta referentes a amostra 1 e amostra 2 (tempo 0 e
tempo 1 respectivamente). Para os resultados obtidos pela ferramenta serem
considerados como significativos, foi utilizado como valor padrdo os limites de
inclusdo E-value de 0,01. Os resultados com valores que ultrapassaram o valor
padréo, foram considerados néo significativos.

Levando em consideracdo que o0 cmsearch pode excluir sequéncias
significativas para o estudo devido aos valores de inclusdo utilizados, uma analise
posterior foi realizada manualmente, a fim de resgatar candidatos dados como néao
significativos. Nesta nova analise, as sequencias que possuem valor de score maior

que 17.0 foram inclusos nos resultados (Tabelas 9 e 10 nos Apéndices).
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4.4 Fluxograma do projeto

A Figura 7 apresenta o diagrama com a representacdo das atividades e

ferramentas utilizadas no desenvolvimento do trabalho.

| [——— .
i _Ci"lp‘_m_u_______l Linhagem Bt407
- Amostra 1 Amostra 2
, |
<Amostral.sorted. bam. bai> <Amwstra? sorted. bam. ba=
e 1
| visualizacdo/ extracdo dasl
I sequencias no genoma e
Artemis
v-16.0.0
[ multifasta | | multifasta
| Amostra1 / | Amostra 2
|

1
| Busca por ncRMAs no )
:- banco de dados Rfam : """ Infernal v-1.1.2 %

"""""" Programa (cmsearch)

!

| Resultado X Resultado
| Amostra1 .tbl | | Amostra 2 tbl |
L I

l

T e e H Resultado Resultado
| 355 candidatos 1 Resultado X X
; [ [— (Gongalves, 2019) (Appel, 2018)
Lo ofomles
Conclusao

Figura 7: Fluxograma das etapas do projeto

5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Predicéo e avaliacdo dos ncRNAs identificados

Na primeira andlise das sequéncias extraidas através do programa cmsearch
do pacote INFERNAL no conjunto de sequéncias de B. thuringiensis, foram
encontrados um total de 894 possiveis moléculas de ncRNAs, considerando 308
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significativos (limites de inclusdo maximos de 0,01 de e-value); sendo 131 na
amostra 1 (T-0) e 177 na amostra 2 (T-1).

Dentro das 308 sequéncias foram identificadas um total 49 familias de
NcRNAs diferentes. Destas 17 ndo eram comuns entre as duas amostras. Ademais 7
familias encontradas na amostra 1 ndo eram encontradas na amostra 2 e 10 familias
exclusivas na amostra 2. A tabela 3 apresenta as familias descritas como
significativas e o total de sequéncias encontradas em cada amostra.

Em uma segunda andlise, foi realizada uma nova averiguag¢do nos resultados
definidos anteriormente como né&o significativos pelos limites de inclusdo do
cmsearch. A nova andlise dos dados levou em consideracdo novos limites de
inclusdo, tomando como base o fato de que alguns candidatos sdo excluidos dos
resultados significativos, porém estdo préximos do limite de inclusao (E-value 0,01).
Com isso, foi tomado como hipotese que resultados proximos dos valores de
inclusdo do cmsearch, podem ser relevantes para o estudo, uma vez que podem
apresentar informagdes de ncRNAs previamente nao estabelecidas.

ApGs a nova analise dos resultados néo significativos, foram encontradas 21
candidatos na amostra 1 e 25 novos candidatos na amostra 2. Estes candidatos
estdo inclusos em 17 novas familias, ndo presentes na estratégia anterior (Familias
marcadas com (*) na Tabela 3) e realizada uma distribuicdo dos novos candidatos

nas familias encontradas (tabelas 8 e 9).

Tabela 3: Relacao das familias de ncRNAs encontrados. Novas familias atribuidas aos resultados
apos analise posterior dos limites de inclusdo apresentam-se marcadas com (*).

Numero na Numero na
Familia Rfam Amostra 1 Amostra 2
5_8S_rRNA RF00002 1 5
55_rRNA RFO0001 5 10
6S RFO0013 2 2
Bacteria_large_SRP RF01854 2 1
Bacteria_small_SRP RF00169 2 1
BsrF RF01411 1 1
c-di-GMP-| RF01051 1 1
FMN RF0O0050 1 2
FsrA RF02273 0 1
Glycine RF00504 1 1
L10_leader RFO0557 4 3
L20_leader RFO0558 1 0
LSU_rRNA_archaea RF02540 1 5
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LSU_rRNA_bacteria RF02541 1 5
LSU_rRNA_eukarya RF02543 1 5
ncrll75 RF02450 3 4
ncrl241 RF02451 2 0
PreQl RF00522 0 1
PyrR RFO0515 5 6
rli33 RF01469 1 0
rli6l RF01485 0 1
rliE RF01459 2 2
RNaseP_bact_a RF00010 1 1
RNaseP_bact_b RF00011 1 1
Rsal RF01822 1 0
RsaE RF01820 1 3
SAM RF00162 1 1
sau-27 RF02387 1 0
sau-5971 RF02397 2 1
SSU_rRNA_bacteria RF00177 2 7
T-box RF00230 5 5
tmRNA RF00023 6 9
tRNA RFO0005 45 51
TPP RFO0059 1 3
SSU_rRNA_eukarya RF01960 2 6
*rli52 RF01480 0 1
rli38 RF01470 0 1
RsaA RF01816 1 0
tRNA-Sec RF01852 37 47
*ncrl015 RF02449 1 2
*ncrag2 RF02454 0 1
*Spy392987 RF02592 1 0
*SpF41_sRNA RF02435 1 2
*tsr26 RF02579 1 0
*tsr31 RF02580 1 1
*tsr33 RF02582 1 0
*psm_mec_RNA RF02693 1 0
*tracrRNA RF02348 0 1
*PyrG_leader RF02371 2 1
SOMA 153 202

Com a analise e a redistribuicdo dos candidatos para as duas amostras, foi
possivel verificar que algumas familias de sRNAs ndo sdo comuns entre as duas
amostras. A Tabela 4, apresenta as familias ndo comuns entre as amostras e a

guantidade de sequéncias significativas encontradas para cada uma delas.
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Tabela 4: Familias de ncRNAs exclusiva de cada amostra analisada

Familia Rfam Numero da Numero da
Amostra 1 Amostra 2

5_8S_rRNA RF00002 1 -
L20_leader RFO0558 1 -
ncrl241 RF02451 1 -
rli33 RF01469 1 -
Rsal RF01822 1 -
sau-27 RF02387 1 -
sau-5971 RF02397 1 -
FsrA RF02273 - 1
PreQl RF00522 - 1
rli6l RF01485 - 1
RsaE RF01820 - 1
TPP RFO0059 - 3
*rli52 RF01480 - 1
*ncrl1015 RF02449 - 1
*tsr31 RF02580 - 1
*tracrRNA RF02348 - 1
*ncrl575 RF02452 - 1
SOMA 7 10

Na Figura 8 é apresentado o grafico das familias que aparecem com maior

frequéncia entre os candidatos. As familias tRNA e tRNA-Sec, sdo as familias que

possuem maior niumero de candidatos expressos e também o maior nimero de

candidatos em comum entre as amostras analisadas.
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Figura 8: Grafico da relagdo de candidatos para as familias mais freqlientes nas amostras
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5.2 Familias de ncRNAs com maior nUmero de candidatos

Algumas familias identificadas durante o estudo apresentaram maior
quantidade de candidatos em relacdo a outras familias. A seguir, sdo descritos
alguns destes ncRNAs que foram observados com maior frequéncia durante as
amostras analisadas bem como provavel funcao descritas nos bancos de dados.

O RNA ribossomal 5 8S_rRNA (5.8S rRNA) é um componente de RNA nao
codificante da  subunidade  grande  do ribossomo eucariotico e, portanto,
desempenha um  papel importante natraducdo de  proteinas. Este
é transcrito pela RNA polimerase | como parte do precursor 45S que também
contém 18S e 28S rRNA [ABOU & NAZAR, 1997].

A estrutura secundaria obtida através de uma sequéncia que representa essa

familia pode ser observada na Figura 9.

Figura 9: Estrutura secundaria proposta para 5_8S_rRNA

@] acido ribonucleico ribossémico (rRNA) € 0 componente

de RNA do ribossomo, essencial paraa sintese de proteinasem todos os
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organismos vivos. O rRNA é o RNA predominante na maioria das células, compondo
cerca de 80% do RNA celular. Os ribossomos sdo aproximadamente 60% de rRNA e
40% de proteina em peso. Um ribossomo contém duas subunidades, a subunidade
ribossomica grande (LSU) e a subunidade ribossbmica pequena (SSU)
[LAFONTAINE & TOLLERVEY, 2011].

Os ribossomos procarioticos contém trés rRNAs, que séo os 23S e 5S rRNAs
na LSU e o 16S rRNAs na SSU. O ribossomo procaridtico contém cerca de
50 proteinas ribossémicas [LAFONTAINE & TOLLERVEY, 2011].

Os ribossomos eucarioticos e os rRNAs sdo maiores e mais polimorficos do
gue os dos procariontes. No fermento, a LSU contém os rRNAs 5S, 5.8S e 28S. Os
5.8S e 28S combinados sé&o aproximadamente equivalentes ao rRNA 23S
procariético, exceto os segmentos de expansdo (ESs) localizados na superficie do
ribossomo. A SSU contém o rRNA 18S, que também contém ESs. Os ESs da SSU
sao geralmente menores que os ESs da LSU [LAFONTAINE & TOLLERVEY, 2011].

Figura 10: Estrutura secundaria SSU_rRNA_bacteria
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O rRNA de LSU foi chamado de ribozima, porque a proteina ribossémica nao
estd presente no local catalitico do ribossomo (o centro da peptidil transferase,
PTC). No entanto, o rRNA ndo demonstrou ser catalitico na auséncia de
proteinas. O rRNA da SSU participa da decodificacdo do mRNA no sitio catalitico
do ribossomo. [BONNER, 2001 et al].

As sequéncias de SSR e LSU rRNA sdo também amplamente utilizadas para
estudos das relagbes evolutivas entre organismos, uma vez que sado conservadas
nos grupos e sédo encontradas em todas as formas de vida conhecidas e sendo
resistentes a transferéncia horizontal de genes [BONNER, 2001 et al].

O local de ligacdo do PyrR é um elemento de RNA que € encontrado a
montante de uma variedade de genes envolvidos na biossintese e transporte da

pirimidina.

Figura 11: Estrutura secundaria de PyrR
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A estrutura do RNA da familia PyrR (Figura 11) permite a ligacdo da proteina
PyrR que regula a biossintese de pirimidina em Bacillus subtilis . Quando a proteina
se liga, forma-se um grampo finalizador a jusante, reprimindo a transcricdo dos
genes da biossintese [BONNER, 2001 et al].

Figura 12: Estrutura secundaria de L10_leader

A familia L10_leader (Figura 12) é um putativo lider da proteina ribossémica
de estrutura auto reguladora encontrada em B. subtilis e outras bactérias Gram-
positivas de baixo conteudo de GC. Esta localizado nas regifes 5' ndo traduzidas
de mRNAs que codificam as proteinas ribossbmicas L20 e L12  (rplJ-
rplL). Uma estrutura de terminacdo de transcricdo independente de Rho que,
provavelmente, esta envolvida na regulacao esta incluida na extremidade 3'. Outros
lideres de proteina ribossomal identificados no mesmo estudo incluem os
de L13, L19, L20 e L21 [ZENGUEL & LINDAHL, 1994]

5.3 Comparacéao de metodologias
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5.3.1 Metodologia proposta por Appel, 2018 . Predicdo, analise e validacdo de RNAs

nao codificadores em Bacillus thuringiensis

O trabalho proposto por Appel (2018) aborda a identificacdo, andlise e
validacdo de ncRNAs em trés linhagens da espécie B. thuringiensis. As sequéncias
completas de cromossomos e plasmideos dos genomas das linhagens Bt407, HD-1
e HD73 foram selecionados. Foi realizada uma anotagdo génica utilizando o
programa cmsearch do pacote INFERNAL contra modelos de covariancia do banco
de dados Rfam. Os limites de inclusédo utilizados como padrdo para considerar o
NcRNA como signicativo foi de um E-value 0,01.

Para a distribuicdo dos ncRNAs nos genomas analisados, foram extraidas as
coordenadas dos ncRNAs do arquivo de saida do INFERNAL e classificados em trés
classes: nucleo; exclusivas;e compartilhadas.

Ao todo, foram identificados 27.111 possiveis ncRNAs; sendo 1.874 candidatos
considerados significativos, distribuidos em 177 familias distintas; encontradas
principalmente em regides presentes nas trés linhagens. Das familias, 624 foram
encontradas na linhagem Bt407, 656 em HD-1 e 594 em HD73.

As moléculas identificadas estdo envolvidas em processos regulatérios
complexos; principalmente relacionados a viruléncia, patogenicidade, resisténcia e
sobrevivéncia da bactéria. A familia epsC teve sua expressao validada no genoma.

Os resultados alcancados evidenciam que mesmo bactérias muito
relacionadas filogeneticamente podem apresentar diferentes respostas as
modificacdes ambientais, apresentando diferentes padrdes de expresséo; e ainda
levam a uma nova linha de investigacdo para a compreensao de mecanismos

fisiolégicos em B. thuringiensis.

5.3.2 Metodologia proposta por Gongalves, 2019

No trabalho de Brumatti (2019), foram extraidos das bases de dados GOLD e
NCBI 132 genomas, sendo 40 de Bacillus thuringiensis, 44 de Bacillus anthracis e 48
de Bacillus cereus. Para anotacdo génica dos genomas obtidos foi utilizada a
ferramenta cmsearch do pacote de ferramentas INFERNAL juntamente com o

modelo de covariancia Bacillales do banco de dados Rfam.
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Para B. thuringiensis o INFERNAL obteve um total de 1.942 moléculas de

NncRNAs, onde apenas 332 foram considerados significativos. Os resultados

significativos obtidos no INFERNAL, passaram por uma filtragem, onde foram

removidas as familias sobrepostas e familias de ncRNAs comuns (tRNA, tmRNA,

58s_RNA e 5s RNA), totalizando no final 181 moléculas distribuidas em 46 familias

de ncRNAs para B. thuringiensis.

5.3.3 Comparando os resultados

Nesta secdo sdo comprados os resultados das metodologias apresentadas

com a metodologia proposta neste trabalho. A Tabela 5, apresenta a comparacéo.

Tabela 5: Comparacado dos resultados com outras metodologias

Familia Appel (2018) Expresso Gongalves
(2019)

ui2 1 0 0
RNaseP_bact_a 1 2 0
RNaseP_bact_b 1 2 1
u3 2 0 0
6S 2 4 2
Metazoa_SRP 1 0 0
let-7 1 0 0
Intron_gpl 2 0 1
Intron_gplli 4 0 4
Histone3 1 0 1
FMN 2 3 2
TPP 8 4 8
yybP-ykoY 2 0 1
CsrC 3 0 0
S15 1 0 0
1S128 1 0 0
SAM 18 2 18
Purine 7 0 7
Lysine 4 0 4
Bacteria_small_SRP 1 3 0
Cobalamin 1 0 1
SSU_rRNA_bacteria 14 9 14
T-box 45 10 45
glmS 1 0 1
ctRNA_pND324 1 0 0
snoZ221_snoR21b 2 0 0
snoZ165 1 0 0
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sroD 1 0 0

ykoK 2 0 2

Glycine 1 2 1

Leu_leader 6 0 0

PyrR 4 11 3

PreQl 2 1 2

L19_leader 1 0 1

L20_leader 2 1 1

SNORD69 1 0 0

mir-147 1 0 0

mir-451 2 0 0

mir-14 2 0 0

mir-335 1 0 0

mir-374 2 0 0

MIR1122 2 0 0

MIR1444 1 0 0

mir-578 1 0 0

mir-553 2 0 0

MIR530 1 0 0

PK-G12rRNA 14 0 0

BsrC 2 0 2

miR-430 3 0 0

rli40 2 0 1
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rli6l 1 1 0

plasmodium_snoR31 1 0 0

SAM-I-IV-variant 1 0 0

epsC 1 0 1

yidF 1 0 1

greA 1 0 0

MicX 4 0 0

Rsal 1 1 0

Bacteria_large_SRP 1 3 1

Phe_leader 3 0 0

SSU_rRNA_eukarya 14 8 0

sraA 1 0 0

STnc370 2 0 0

STnc540 1 0 0

FsrA 1 1 0

GIsR16_miR3 1 0 0

PyrG_leader 2 3 0

SurA 2 0 1

sau-50 3 0 0

NsiR1 1 0 0

SpF43_sRNA 1 0 0

ncrl241 1 2 1

ohsC_RNA 1 0 0
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ToxI 2 0 1
mir-965 2 0 0
LSU_rRNA_archea 14 6 0
LSU_rRNA_bacteria 14 6 14
SSU_rRNA_microsporidia 14 0 0
LSU_rRNA_eukarya 14 6 0
mt-tmRNA 1 0 0
Spy1186876 1 0 0
Spy392987 1 1 0
BSnc120 7 0 0
ncrll75 0 7 0
rli33 0 1 0
rliE 0 4 0
sau-27 0 1 0
rli52 0 1 0
rli38 0 1 0
RsaA 0 1 0
ncr982 0 1 0
SpF41_sRNA 0 3 0
tsr26 0 1 0
tsr31 0 2 0
tsr33 0 1 0
psm_mec_RNA 0 1 0
tracrRNA 0 1 0
BtsR1 0 0 1
group-1l-D1D4-5 0 0 4
Soma 445 223 181

Para a comparacao apresentada na Tabela 5, foram removidas as familias de
NcRNAs consideradas comuns (tRNA, tmRNA, 58s RNA e 5s RNA) dos resultados.
Além disso, foram utilizados apenas os resultados para linhagem Bt407. Desta
forma, Appel (2018) identificou para linhagem Bt407 de B. thuringiensis 445
moléculas ncRNAs distribuidas em 129 familias. Na metodologia proposta por
Goncalves (2019), foram identificadas 181 moléculas de ncRNAs distribuidas em 46
familias. A metodologia proposta aqui neste trabalho identificou (apés a remocéao
das familias comuns) 223 moléculas de ncRNAs distribuidas em 45 familias. Juntas
as metodologias obtiveram 849 moléculas.

Analisando os dados observa-se que 71 familias sdo exclusivas de Appel
(2018), 2 exclusivas de Goncalves (2019) e 14 exclusivas da metodologia proposta.

Na Figura 13, é apresentada uma compara¢ao por meio do diagrama de venn.
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Figura 13: Comparacao dos resultados das familias de ncRNAs

A Figura 13, faz uma representacdo da relacdo entre os resultados obtidos
pela comparacdo entre as metodologias comparadas. Pode-se observar que 18
familias em comum foram identificadas pelas trés metodologias, 31 familias foram
identificadas apelas por Appel (2018) e a metodologia proposta, 18 familias foram
identificadas apenas por Goncalves (2019) e a metodologia proposta, e 42 familias
foram identificadas apenas por Gongcalves (2019) e Appel (2018).

A comparacéo entre as diferentes metodologias tem o objetivo de analisar os
resultados obtidos em diferentes formas de busca, visando esclarecer os resultados

obtidos por meio da analise.

6. CONCLUSOES

Em uma analise geral, a metodologia proposta neste trabalho permitiu a
identificacdo de um total de 355 sequéncias candidatas a ncRNAs distribuidas em
49 familias. Com a remocdo dos RNAs comuns (tRNA, tmRNA, 58s RNA e
5s RNA), a metodologia identificou 223 sequéncias distribuidas em 45 familias.

A comparacao da presente metodologia com as metodologias propostas por
Appel (2018) e Goncalves (2019), demonstrou uma variagdo significativa nas

familias identificadas. Em relacdo a proximidade dos resultados, a metodologia

36



proposta neste trabalho obteve uma proximidade maior em relagcdo ao numero de

candidatos e familias identificadas.
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1. Protocolo utilizado naidentificacdo de ncRNAs

Especificacdes de Software

e 0 computador utilizado para as analises utilizou o Sistema Operacional
Windows 10 Home Single Language e o Sistema Operacional Ubuntu
16.04.4.

Especificagbes de Hardware

notebook DELL

Processador Intel® Core™ i3-5005 CPU @ 2.00GHz 2.00GHz
Memoria RAM 4,00 GB

Sistema Operacional de 64 bits, processador com base em 64 bits

2. Extragdo das sequéncias de RNA utilizando Artemis

Abrir o Artemis e selecionar no menu a opcao “File” — “Open”:

¥ Artemis Release 17.0.1 — O *

£11E| Options Windows

Open Project Manager ...

Open File Manager ...

Open S55H File Manager ...

Open ... Ctrl-0
Open from EBI - Dbfetch ...

Cait

FeEledse 17.U.1

l. Standard

Copyright 1988 - 2018

Figura 14: Abrir arquivo GenBank (.gbff) no Artemis

Selecionar arquivo GenBank (.gbff):

48



& Select a file ...

Peagquisar em: |jarquivcs g E‘rﬂ ﬁ Ij E:E: E:
ij-!.mc:straz |j| FCA_000306745.1_ASM30874

3 Print amcostra 1

D sequence.fasta

|j Sequencias amosStra
|j Sequencias amostra

Ij Sequencias amostra

JResultado Infernal

=

]

1 - Copia

1]

b

Home do Arquivo:

Arquivos do Tipo:

Sequence files

Todos o3 Argquivos

Artemis fi

Feature fi

Sequence £

les
les
iles

Figura 15: Selecionar arquivo GenBank (.gbff) no Artemis

Com o arquivo GenBank ja aberto selecionar no menu “File” — “Read BAM” e
selecionar arquivo com a extensao “.sorted.bam”:

D].e|r:g:nes Select View

5’ Artemis Entry Edit: GCA_DDD306745.1_ASM30674v1_genomic.gbff

Show File Manager ...
Read An Entry ...
Read Entry Into

ic.gbfe

Goto Edit Create Run Graph Display

Read BAM / CRRM / VCF ...

I=E

1]

Save Default Entry

3
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AU Y0 SOOI 0O

R | AR

Print...

Print Preview

Save As Image Files (png/svg)..

Open in DNAPlotter

Preferences

Close
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Figura 18: Extrair sequéncia FASTA no Artemis
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File View

| £| Feature base viewer for featureitrnS1 -

>BTE_c00130 trn51 undefined product 21471:21563 forward
GEAGGTATACCCRAGTCT GG TGRAGGGATCGGTCTTGRARALCCGRCAGGCGGLGAGRGT

CEOGCGEEEETICGRATCCCTCTACCTOCTOC,

| Close H Sawve |

Figura 19: Exemplo de sequéncia FASTA extraida com Artemis

dj SeqAmostral - Bloco de notas

Arquivo  Editar Formatar Exibir  Ajuda
bBT37(EEBAE trnE6 undefined product 4868868:4868939 reverse
TTGGCCCGTTGGTCAAGTGGTTAAGACACCGCCCTTTCACGGCGGTAACACGGGTTCGAATCCCGTACGEGT

> selld
atataaaatgasagacgcctgcaaagcaggegtcttgatgegtttacggegagagaccaggcgaccacattegegtgtttageacttaageatatctctegtettacgtaa

> seql
atataattgacaacagcgcatataagtggagatiggagaactcgttaccaacacgtaacgagtttitattttaaaaccaatc

> seql@
gttgacatcgaaaaacgaagatgttaacataaggaagtcgcaaatgagcgaccaagtagttctttgaaaactgaacgaaacaaacaacgtgaaacgtcaatttttattttt

> seqloe
agttttttiggtcaatatttaatataatattigaggggaggtgaatggaatggca

> seql@l
agtagagccttgtctotattacctttttcattgagttattttatggettggatgtgatasaaatgatttctagtatgacagg

> seql@2
cattttgtgaagaaaacatgaactttttgtgtcgaatataaaaaacttcattttgacttgtccttatcataacatgatgttaccttetataata

> seql@3
aaaaaatgtttctattgcaatitattasaactatcgctaatattaatagataggatagaggagagtaggacggaaacggagsg

> seqled

tctttetttttgegoctatttcaaatgaaataattcgettctatatagcaatattattacagtagaaacattgttaacccattctactactaatctacgeccatactccaatatattaaatcatatttcccgaa

Figura 20: Arquivo multiFASTA com todas as sequéncias da Amostra 1

3. Software Infernal e Banco de Dados Rfam

Comando:

cmsearch -tblout Result Infernal.tbl /home/Viviane/arquivos/Bacilalles.cm

SegAmostral >stdout.txt 2>stderr.txt &
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Tabela 6: Possiveis sequéncias candidatas para Amostra 1

Nome Familia Posicao Score E-value Coordordenadas
BTB_c50560 5S_rRNA + 69.3 4.2e-16 4870836:4870950
BTB_c03360 5S5_rRNA + 69.3 4.2e-16 310188:310302
BTB_c03080 5S_rRNA + 68.6 6.3e-16  271700:271814
BTB_c05370 5S5_rRNA + 65.3 4.6e-15 530111:530225
BTB_c07930 5S_rRNA + 65.3 4.6e-15 788873:788987
BTB_c02850 5_8S rRNA + 45.7 3.3e-12 245612:248531
BTB_c50390 tRNA + 77.2 1.8e-19 4869297:4869372
BTB_c50370 tRNA + 72.3 4.3e-18 4869126:4869202
BTB_c50400 tRNA + 71.4 7.6e-18 4869383:4869458
BTB_c50410 tRNA + 71.3 8.5e-18 4869473:4869548
BTB_c02720 tRNA + 71.1 9.5e-18 242657:242731
BTB_c02740 tRNA + 69.0 3.6e-17 242834:242908
BTB_c07970 tRNA + 67.4 1,00E-16 789250:789325
BTB_c02820 tRNA + 67.0 1.3e-16 243687:243763
BTB_c46380 tRNA + 66.3 2.1e-16  4493107:4493183
BTB_c02750 tRNA + 65.7 3.1e-16  242913:242988
BTB_c50430 tRNA + 64.5 6.6e-16 4869637:4869713
BTB_c50420 tRNA + 63.4 1.4e-15 4869558:4869633
BTB_c56660 tRNA + 63.4 1.4e-15 5479700:5479775
BTB_c02880 tRNA + 63.4 1.4e-15 248790:248865
BTB_c08110 tRNA + 62.2 2.8e-15 790568:790644
BTB_c50380 tRNA + 62.1 3.1e-15 4869213:4869283
BTB_c50530 tRNA + 61.7 3.9e-15 4870591:4870666
BTB_c08080 tRNA + 61.2 5.7e-15  790322:790397
BTB_c08120 tRNA + 61.1 5.8e-15 790653:790727
seq3 tRNA + 60.7 7.7e-15 21471:21563
BTB_c44190 tRNA + 60.4 9.1e-15 4283075:4283148
BTB_c50340 tRNA + 60.1 1.1e-14 4868868:4868939
BTB_c56670 tRNA + 60.1 1.1e-14 5479797:5479868
BTB_c05580 tRNA + 59.4 1.8e-14 535974:536047
BTB_c05500 tRNA + 59.1 2.2e-14 531348:531422
BTB_c07990 tRNA + 59.1 2.2e-14 789451:789525
BTB_c50460 tRNA + 58.4 3.4e-14 4869933:4870009
BTB_c50480 tRNA + 58.0 4.3e-14 4870118:4870191
BTB_c08020 tRNA + 57.0 8.3e-14 789718:789791
BTB_c05460 tRNA + 55.8 1.8e-13  530945:531028
BTB_c07950 tRNA + 55.8 1.8e-13  789076:789159
BTB_c07940 tRNA + 55.6 2,00E-13 788992:789067
BTB_c05470 tRNA + 54.7 3.6e-13 531036:531109
BTB_c08100 tRNA + 54.7 3.6e-13  790487:790557
BTB_c50470 tRNA + 54.2 5,00E-13 4870030:4870102
BTB_c50490 tRNA + 53.9 6,00E-13 4870202:4870275
BTB_c05430 tRNA + 53.3 9.1e-13  530680:530755
BTB_c08070 tRNA + 53.3 9.1e-13  790238:790313
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BTB_c05480
BTB_c02800
BTB_c05390
BTB_c07980
BTB_c08000
BTB_c13160
BTB_c08060
seq77
seq77
seq78
seq78
seql151
BTB_c05460
BTB_c07950
BTB_c50340
BTB_c02740
BTB_c56670
seq73
seql3

seq2

seq4d
BTB_c50580
BTB_c03060
seq70
seqll7
seq128
seq67
seq81l
seq85
seq128
seq9

seql3
seql23
se(28
sel19

seq3
BTB_c50390
BTB_c50400
BTB_c50410
BTB_c50530
BTB_c05470
BTB_c08100
BTB_c02880

BTB_c50420
BTB_c56660

tRNA
tRNA
tRNA
tRNA
tRNA
tRNA
tRNA

RNaseP_bact_a
RNaseP_bact_b

6S

6S
tmRNA
tmRNA
tmRNA
tmRNA
tmRNA
tmRNA
FMN
SAM

Bacteria_small_SRP
Bacteria_small_SRP
SSU_rRNA_bacteria
SSU_rRNA_bacteria

T-box
T-box
T-box
T-box
T-box
Glycine
PyrR
L10_leader
L10_leader
L20_leader
c-di-GMP-I
BsrF
tRNA-Sec
tRNA-Sec
tRNA-Sec
tRNA-Sec
tRNA-Sec
tRNA-Sec
tRNA-Sec
tRNA-Sec

tRNA-Sec
tRNA-Sec

+ ++ + + + + + + + |+

+ 4+ 4+ 4+ + + + + + + + + + + ++

+ 4+ 4+ 4+ o+

+ + + + + + o+

51.7
50.6
49.2
47.6
46.8
46.1
41.7
56.7
317.7
109.4
93.2
178.8
19.2
19.2
11.4
11.4
11.4
121.7
21.7
80.0
80.0
1633.1
1632.9
88.6
58.2
41.5
31.9
15.0
62.1
25.3
85.5
21.6
43.5
72.1
99.2
43.0
34.0
31.1
30.5
30.2
28.7
28.7
27.2

27.2
27.2

2.5e-12
5.2e-12
1.3e-11
3.5e-11
5.9e-11
9.3e-11
1.5e-09
2.4e-18
1.5e-95
8.3e-26
7.4e-22
3,00E-54
1.9e-05
1.9e-05
0.0045
0.0045
0.0045
1.2e-31
0.0011
8.1e-21
8.1e-21
0
0
5.6e-22
4.1e-14
8.2e-10
2.5e-07
0.0058
1.7e-14
0.0044
2.1e-15
0.005
4.7e-09
1.1e-15
2.3e-21
3.3e-09
7.2e-07
4,00E-06
5.5e-06
6.8e-06
1.7e-05
1.7e-05
4,00E-
05
4,00E-05
4,00E-

531129:531204
243427:243512
530310:530401
789341:789421
789542:789630
1278973:1279045
790167:790234
1533976:1534389
1533976:1534389
1550683:1551186
1550683:1551186
5109055:5109435
530945:531028
789076:789159
4868868:4868939
242834:242908
5479797:5479868
1467400:1467690
182853:183015
24820:25152
24827:25144
4874127:4875666
267037:268576
1416868:1417239
1099511:1099754
4730764:4730973
1247347:1247406
1759657:1759821
2307556:2307900
4730764:4730865
111607:111813
182869:182979
925637:925799
423400:423582
4420276:4420395
21433:21651
4869297:4869372
4869383:4869458
4869473:4869548
4870591:4870666
531036:531109
790487:790557
248790:248865

4869558:4869633
5479700:5479775
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BTB_c02740
BTB_c50370
BTB_c02750
BTB_c08000
BTB_c07970
BTB_c50430
BTB_c07980
BTB_c02720
BTB_c50340
BTB_c56670
BTB_c50480
BTB_c02820
BTB_c44190
BTB_c08020
BTB_c05460
BTB_c07950
BTB_c05500
BTB_c07990
BTB_c08120
BTB_c50490
BTB_c08080
BTB_c08110
BTB_c05480
BTB_c05390
BTB_c02800
BTB_c50460
seq2

seq4d
BTB_c50580
BTB_c03060
seq76
seql1152
BTB_c02850
BTB_c02850
BTB_c02850
seq76
seq76
seq67
seql3
seql62
seq76
seq75

tRNA-Sec

tRNA-Sec

tRNA-Sec

tRNA-Sec

tRNA-Sec

tRNA-Sec

tRNA-Sec

tRNA-Sec

tRNA-Sec

tRNA-Sec

tRNA-Sec

tRNA-Sec

tRNA-Sec

tRNA-Sec

tRNA-Sec

tRNA-Sec

tRNA-Sec

tRNA-Sec

tRNA-Sec

tRNA-Sec

tRNA-Sec

tRNA-Sec

tRNA-Sec

tRNA-Sec

tRNA-Sec

tRNA-Sec
Bacteria_large_SRP
Bacteria_large_SRP
SSU_rRNA_eukarya
SSU_rRNA_eukarya
ncrll75

ncrl241
LSU_rRNA_archaea
LSU_rRNA_bacteria
LSU_rRNA_eukarya
rliE

rliE

rli33

Rsal

sau-27

sau-5971
sau-5971

+ + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + + +

o+ o+ o+ 4

=+

+ + o+

27.2
26.7
26.3
26.3
26.2
25.9
244
23.8
234
23.4
23.2
23.2
23.1
21.7
215
215
215
215
214
20.8
20.7
20.1
19.5
19.0
18.9
18.5
242.0
242.0
743.6
741.2
23.5
20.4
1996.4
3003.9
1294.9
21.6
211
11.7
15.0
22.0
22.7
20.2

05
4.1e-05
5.5e-05
6.8e-05
7.2e-05
7.4e-05
8.8e-05
0.00022
0.00031
0.00039
0.00039
0.00045
0.00045
0.00047
0.0011
0.0012
0.0012
0.0012
0.0012
0.0013
0.0018
0.002
0.0029
0.0042
0.0055
0.0058
0.0075
5.1e-47
5.1e-47
1.3e-225
6.5e-225
0.00087
0.0084

0

0

0
0.004
0.0051
0.0093
0.005
0.0075
0.0015
0.0054

242834:242908
4869126:4869202
242913:242988
789542:789630
789250:789325
4869637:4869713
789341:789421
242657:242731
4868868:4868939
5479797:5479868
4870118:4870191
243687:243763
4283075:4283148
789718:789791
530945:531028
789076:789159
531348:531422
789451:789525
790653:790727
4870202:4870275
790322:790397
790568:790644
531129:531204
530310:530401
243427:243512
4869933:4870009
24799:25143
24936:24967
4874127:4875666
267037:268576
1530293:1530352
5209527:5209635
245612:248531
245612:248531
245612:248531
1530293:1530352
1530293:1530352
1247353:1247472
5303639:5303729
5449554:5449662
1530293:1530352
1496285:1496315
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Tabela 7: Possiveis sequéncias candidatas para Amostra 2

Nome Familia Posicao Score E-value Coordenadas
BTB_c00110 55 rRNA + 69.3 5.6e-16 13906:14020
BTB_c02860 55 _rRNA + 69.3 5.6e-16 248584:248698
BTB_c03130 55 rRNA + 69.3 5.6e-16 278935:279049
BTB_c03360 55 _rRNA + 69.3 5.6e-16 310188:310302
BTB_c00330 55 rRNA + 69.3 5.6e-16 33650:33764
BTB_c00880 55 _rRNA + 68.7 8.1e-16 86758:86872
BTB_c01760 55 rRNA + 68.7 8.1e-16 155638:155752
BTB_c03080 55 _rRNA + 68.6 8.4e-16 271700:271814
BTB_c05370 55 rRNA + 65.3 6.1e-15 530111:530225
BTB_c07930 5S_rRNA + 65.3 6.1e-15 788873:788987
BTB_c00990 5 8S rRNA + 45.7 4.5e-12 89445:92364
BTB_c03070 5_8S _rRNA + 45.7 4.5e-12 268730:271649
BTB_c03120 5 8S rRNA + 45.7 4.5e-12 275963:278882
BTB_c03350 5_8S _rRNA + 45.7 4.5e-12 307217:310136
BTB_c07920 5 8S rRNA + 45.7 4.5e-12 785850:788769
BTB_c50390 tRNA + 77.2 2.5e-19 4869297:4869372
BTB_c01830 tRNA + 77.2 2.5e-19 156335:1564
BTB_c02790 tRNA + 77.2 2.5e-19 243337:243409
BTB_c00080 tRNA + 72.3 5.7e-18 10692:10768
BTB_c00900 tRNA + 721 6.5e-18 86956:87031
BTB_c50540 tRNA + 72.1 6.5e-18 4870677:4870752
BTB_c01820 tRNA + 69.7 3.2e-17 156255:156329
BTB_c00930 tRNA + 69.1 4.4e-17 87245:87319
BTB_c01840 tRNA + 69.1 4.4e-17 156416:156487
BTB_c01790 tRNA + 69.0 4.8e-17 155934:156008
BTB_c00690 tRNA + 69.0 4.8e-17 64102:64173
BTB_c00960 tRNA + 67.0 1.8e-16 87510:87583
BTB_c46380 tRNA + 66.3 2.8e-16 4493107:4493183
BTB_c01810 tRNA + 65.9 3.7e-16 156106:156189
BTB_c01800 tRNA + 65.7 4.1e-16 156014:156089
BTB_c02750 tRNA + 65.7 4.1e-16 242913:242988
BTB_c02870 tRNA + 64.5 8.8e-16 248710:248786
BTB_c00090 tRNA + 63.1 2.2e-15 10777:10852
BTB_c05510 tRNA + 63.0 2.4e-15 531437:531507
BTB_c08110 tRNA + 62.2 3.8e-15 790568:790644
BTB_c02810 tRNA + 62.0 4.5e-15 243606:243682
BTB_c05400 tRNA + 61.5 6.3e-15 530419:530493
BTB_c08130 tRNA + 61.5 6.3e-15 790729:790800
BTB_c08090 tRNA + 61.4 6.6e-15 790408:790483
BTB_c08080 tRNA + 61.2 7.6e-15 790322:790397
BTB_c08120 tRNA + 61.1 7.8e-15 790653:790727
BTB_c00180 tRNA + 60.7 1,00E-14 21471:21563
BTB_c02730 tRNA + 60.4 1.3e-14 242735:242825
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BTB_c05380
BTB_c56670
BTB_c05490
BTB_c07960
BTB_c05580
BTB_c05500
BTB_c00680
seq250
BTB_c08060
BTB_c08020
BTB_c05460
BTB_c05410
BTB_c05470
BTB_c08100
BTB_c08030
BTB_c08010
BTB_c05480
BTB_c08040
BTB_c08050
BTB_c02800
BTB_c05390
BTB_c50520
BTB_c13160
seq202
seq202
seq203
seq203
seq249
BTB_c01810
BTB_c05460
BTB_c00090
BTB_c05400
BTB_c56670
BTB_c01790
BTB_c08130
BTB_c00690
seq232
seql105
seq57
seq252
seq242
seq6
BTB_c03160
BTB_c03340
BTB_c00070
BTB_c07910

tRNA

tRNA

tRNA

tRNA

tRNA

tRNA

tRNA

tRNA

tRNA

tRNA

tRNA

tRNA

tRNA

tRNA

tRNA

tRNA

tRNA

tRNA

tRNA

tRNA

tRNA

tRNA

tRNA
RNaseP_bact_a
RNaseP_bact_b

6S

6S

tmRNA

tmRNA

tmRNA

tmRNA
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530310:530401
243427:243512
24793:25179
282956:284495
305524:307063
9017:10556
87752:89291
243920:245459
784157:785696
202156:202443
1530296:1530355
1530296:1530355
268730:271649
275963:278882
307217:310136
89445:92364
785850:788769
89445:92364
268730:271649
275963:278882
307217:310136
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785850:788769
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Tabela 8: Relac8o entre as amostras

Amostra 1 Amostra 2

Sequéncias extraidas 157 157
Candidatos Significativos 131 177
Candidatos N&o 304 281
Significativos

Candidatos néo significativos 21 25
resgatados

Total de possiveis candidatos 152 202

Tabela 9: Sequéncias ndo significativas resgatadas em novo limite de inclusdo - Amostra 1

Nome Familia Posicdo Score E-value Coordenadas
seq29 TPP + 17.6 0.011 429121:429222
seql2l PyrR - 22.4 0.015 4477747:4477866
seq9 PyrR + 22.4 0.015 111654:111807
seq97 PyrR - 20.5 0.032 3663349:3663474
seql3 PyrR + 18.8 0.064 182860:182988
seq70 L10_leader + 17.7 0.029 1416921:1417173
seq76 L10_leader + 17.5 0.031 1530292:1530418
seq88 RsaE + 17.4 0.033 2928641:2929030
BTB_c07940 tRNA-Sec + 17.1 0.017 788992:789067
seq70 PyrG_leader + 20.2 0.046 1416921:1417173
seq76 PyrG_leader + 18.8 0.086 1530292:1530418
seql2l ncrl015 - 18.6 0.076 4477747:4477866
seq88 ncrll75 + 17.4 0.02 2928641:2929030
seq160 ncrl241 - 17.0 0.046 5366140:5366383
seq44d Spy392987 - 17.8 0.031 741019:741078
BTB_c22130 RsaA + 18.5 0.019 2115831:2116562
seq121 SpF41_sRNA : 20.1 0.017  4477747:4477866
seql17 tsr26 + 18.5 0.05 4400739:4400496
seq88 tsr31 - 18.6 0.03 2928641:2929030
BTB_c44350 tsr33 + 18.4 0.14 4296553:4297680
seq75 psm_mec_RNA = 18.0 0.097 1496274:1496355

Tabela 10: Sequencias nao significativas resgatadas em novo limite de inclusdo - Amostra 2

Nome Familia Posicdo Score E-value Coordenadas

seq251 TPP £ 17.7 0.014 290777:290957
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23.1
23.0
21.8
20.5
17.0
20.1
20.8
20.3
17.4
18.5
17.1
20.2
19.0
17.0
17.4
22.3
17.6
19.6
18.4
17.9
18.2
213
18.9
18.6

0.015
0.015
0.025
0.043
0.18
0.013
0.037
0.01
0.045
0.01
0.023
0.062
0.086
0.22
0.027
0.011
0.15
0.014
0.071
0.043
0.14
0.013
0.04
0.04

337326:337443
3925531:3925590
1574120:1574300
3787227:3787398
3787227:3787398
3925531:3925590
337326:337443
202176:202293
2928645:2929014
64015:64088
530498:530573
1416849:1417218
1550689:1551204
4477749:4477857
2928645:2929014
3787218:3787407
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1074994:1075329
2307571:2307841
5128505:5128705
5109009:5109522
2928645:2929014
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