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RESUMO

O mosquito Aedes aegypti € o principal vetor de arboviroses como dengue, Zika, febre amarela
e chikungunya, representando um grave problema de satde publica. O controle bioldgico, com
destaque para o uso de Bacillus thuringiensis (Bt), € uma alternativa amplamente utilizada.
Fatores ambientais podem reduzir a eficacia dos biolarvicidas, e estudos indicam resisténcia de
mosquitos a alguns deles. Assim, a busca por novos agentes entomopatogénicos, especialmente
de fontes ambientais, é essencial. A Amazonia, com sua rica biodiversidade microbiana, oferece
grande potencial inexplorado, e o avanco das técnicas moleculares, aliado as ferramentas de
bioinformética e abordagens 6micas, tem ampliado as possibilidades de investigacdo e
aplicacdo desses microrganismos. Este estudo teve como objetivo caracterizar a cepa amazoénica
B. thuringiensis GD02.13 e avaliar seu potencial larvicida contra 0 mosquito Aedes aegypti,
principal vetor de arboviroses como dengue, zika e chikungunya. Neste estudo, foi
caracterizada a cepa amazonica B. thuringiensis GD02.13, com foco em seu potencial larvicida
contra Aedes aegypti. A cepa foi isolada da regido amazonica e identificada como B.
thuringiensis por analise filogendmica com base em 443 ortélogos. Seu genoma, de 6,6 Mb,
revelou genes codificadores de toxinas inseticidas e 16 grupos de genes biossintéticos de
metabdlitos secundarios. Bioensaios com esporos e cristais purificados em diferentes
concentracdes (0,1-0,4 pg/mL) mostraram 100% de mortalidade larval, superando a cepa
comercial Bti AM65-52. Analises por cromatografia em camada delgada (CDC) identificaram
compostos fendlicos, alcaloides e terpenos nos extratos bacterianos. A caracterizacdo
protebmica por SDS-PAGE e LC-MS/MS revelou toxinas Cry4Aa, Cry4Ba, CryllAa e
CytlAa, além de proteinas relacionadas a viruléncia e resisténcia. Com base nesses resultados,
a cepa GDO02.13 de B. thuringiensis demonstra elevado potencial biotecnoldgico como fonte de
bioinseticidas naturais eficazes, refor¢ando sua aplicabilidade no controle vetorial de mosquitos
transmissores de doencas. Portanto, os dados obtidos neste estudo apoiam o desenvolvimento
de novos produtos inseticidas baseados na cepa GD02.13-B. thuringiensis.

Palavras-chave: Bacillus thuringiensis, microbiota amazdnica, controle bioldgico,
abordagens 6micas.



ABSTRACT

The Aedes aegypti mosquito is the primary vector of arboviruses such as dengue, Zika, yellow
fever, and chikungunya, representing a serious public health problem. Biological control,
particularly the use of Bacillus thuringiensis (Bt), is a widely used alternative. Environmental
factors can reduce the effectiveness of biolarvicides, and studies indicate resistance of
mosquitoes to some of them. Thus, the search for new entomopathogenic agents, especially
from environmental sources, is essential. The Amazon, with its rich microbial biodiversity,
offers significant unexplored potential, and advances in molecular techniques, combined with
bioinformatics tools and omics approaches, have expanded the possibilities for the investigation
and application of these microorganisms. This study aimed to characterize the Amazonian B.
thuringiensis GDO02.13 strain and evaluate its larvicidal potential against the Aedes aegypti
mosquito, the main vector of arboviruses such as dengue, Zika, and chikungunya. The
Amazonian B. thuringiensis GD02.13 strain was characterized, focusing on its larvicidal
potential against Aedes aegypti. The strain was isolated from the Amazon region and identified
as B. thuringiensis through phylogenetic analysis based on 443 orthologous genes. Its genome,
of 6.6 Mb, revealed genes encoding insecticidal toxins and 16 biosynthetic gene clusters for
secondary metabolites. Bioassays with purified spores and crystals at different concentrations
(0.1-0.4 pg/mL) showed 100% larval mortality, outperforming the commercial strain Bti
AMG65-52. CCD analysis identified phenolic compounds, alkaloids, and terpenes in bacterial
extracts. Proteomic characterization through SDS-PAGE and LC-MS/MS revealed Cry4Aa,
Cry4Ba, Cryl1Aa, and Cyt1Aa toxins, as well as proteins related to virulence and resistance.
Based on these results, the GD02.13 strain of B. thuringiensis demonstrates significant
biotechnological potential as a source of effective natural bioinsecticides, reinforcing its
applicability in vector control of disease-transmitting mosquitoes. Therefore, the data obtained
in this study support the development of new insecticidal products based on the GD02.13 B.
thuringiensis strain.

Keywords: Bacillus thuringiensis, Amazon microbiota, biological control, omics approaches.



LISTADE TABELAS

CAPITULO I
Tabela 1: LC50 and LC90 values of bacterial metabolites against A. aegypti larvae .............. 33
Table 2: Features of the genome of Bacillus thuringiensis GD02.13...........cccociiieninieenienne, 34

CAPITULO 11l

Tabela 1: Identificacdo de proteinas inseticidas e outras nos cristais da linhagem Bt GD02.13
detectada por an8lisSe LC-MS/IMIS..........coooiiiiie it 69
Tabela 2: Identificagdo de outras proteinas associada a viruléncia e patogenicidade de B.
thuringIensisS GDO02.13 ......c.ooiiiiei bbbt b e 70



LISTADE FIGURAS

Figura 1: Ciclo de Vida do Ades @BGYPLL......eiirieieiiieiesie sttt 12
Figura 2: Cristais de proteina misturados com esporos de Bacillus thuringiensis. .................. 16
CAPITULO |

Figura 1: GD02.13 MOIPNOIOQY ....coviiiiiiiiiiiieieeie e 34
Figura 2: Phylogenetic inference of GD02.13 based on the whole genome by maximum
1G] 11 oo o PSSRSO PRP PRSP 35
Figura 3: Prediction of biosynthetic gene clusters (BGCs) in a Bacillus thuringiensis GD02.13
strain using the antiSMASH database and the MIBIG repository...........cccocevvveveiieieeiiesnenne. 36

CAPITULO Il

Figura 1. Mortalidade cumulativa de extratos metaboélicos obtidos de diferentes intervalos de

cultivo da linhagem GDO02. 13 para larvas de A. aegypti em condicGes de laboratorio. .......... 49
Figura 2: Cromatografia em camada delgada do extrato metabdlico de Bacillus thuringiensis -
GDO02.13 indicando metabolitos SECUNTAIIOS ........coveiveieiirieieiee e s 51

CAPITULO 11l

Figura 1: Separagdo de esporos, cristais e restos celulares por centrifugagao ............c.ccoceeee 59
Figura 2: Atividade larvicida de esporos de Bacillus thuringiensis GD02.13 contra Aedes
aegypti em comparacdo com a cepa referéncia AMB5-52. .......cccovviriiieienienieese e 63
Figura 3: Atividade larvicida de cristais de Bacillus thuringiensis GD02.13 contra Aedes
aegypti em comparacdo com a cepa referéncia Bti AM65-52...........cccccveveiieieece e, 64
Figura 4: Gel de poliacrilamida 13% ap0s eletroforese em gel de SDS-PAGE de proteinas ..65
Figura 5: Distribuicdo das anotacdes protedmicas da cepa Bacillus thuringiensis GD02.13 com

base N0 COMPONENEE CEIUIAN.........c.ooiiiiiie e 66
Figura 6: Distribuicdo das anotacdes protedmicas da cepa Bacillus thuringiensis GD02.13 com
Dase N0 ProCeSSO DIOIOGICO .......ccuiiuiiiiieieiee e 67

Figura 7: Distribuicdo das anotacdes protedmicas da cepa Bacillus thuringiensis GD02.13 com
base Na fUNGAO MOIBCUIAT ..........eoieee et e e e e 68



SUMARIO

1. INTRODUGAOD ..ottt sttt sttt 9
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA ........coitieieeeeeeeeeetes et nae s 11
2.1 MOSQUITO ACTES GEGYPLE ..vveveereeie ettt ettt et ne e 11
2.2 Principais arbovirus transmitidos pelo Aedes aegypti........cccceovvereieneiiiniencicneeeneenes 13
2.3 Estratégias de Controle do AEAES AQYPLE ..ccvvcveieeieeiiiieee et 14
2.4 Bactérias do género Bacillus no controle de mosquitos VELOreS...........cooevrerererenennee 14
2.5 Fatores que afetam as proteinas € 0S €SPOT0S.........civveveieeieerieseerieeeeseesre e sreesre e 17
2.6 A gendmica aplicada ao estudo de MiCrorganiSImMOS .........ccccevereereereeseeseeseeseeseeeneenns 18
2.7 ADOrdagem ProteOMICA.........ccviiueiieiii ettt et nre e 21
2.8 Prospeccdo metabolémica de metabdlitos secundarios de Bacillus thuringiensis........ 23
2.9 Regulamentacdo dos produtos bioiNSetiCidas..........cccvvvieeiieieieeie e 25
T @ 1= 1 I AV 1 PP 26
TN €1 - | RSP RSTP PRI 26
3.2 ESPECITICOS ..ttt et 26
CAPITULO | = oottt 27
N 0L - Tod USSR 28
[y oo [3Tox o] o I SRS 28
1 To o KOS 30
RESUITS ...t bbbttt b bRt b e bRttt b et et reene e 32
DLW 5] o] ST 37
RETEIBNCES ...t bt bbb e bbb 39
CAPTTULO I oot 45
RESUMIO ...ttt b ettt he et e et e e e e e e e b e e b e e be e e nn e e nneeenns 45
INEFOAUGED ...t b e bbbt ettt bbb 45
Material € MELOTOS ........oiviiiiiieieiee ettt reens 46
RESUITA00S € DISCUSSAD ......eeveeuieieieiieesieeieesieesiessiesiee e eseesteesteaseesseesaeeseesseesseenseaneeseeeneeenee e 48
(0] Tod 11157 o T PSSRSO TPPRPRTRPRN 53
Referéncias BIDHOGrATICAS .........coveiieieiceee e 53
(@2= 1o 11 (U1 (o TN 1 1 OSSP 56
RESUIMO ...ttt ettt et e st e e e st e e e st e e e aan e e s anneean 56
INEFOTUGED ...ttt st ettt e e e e st e et e e rs e e be e beensesreeneeneeareerens 56
Material € METOUOS ......c.veieeeiieii ettt esreeste et esreesseenaenneenes 57
RESUITATOS ... bttt et et nre et e 62
DT 17 Lo SRR 71
(000] 0 od (113 To SRR PTR R 73
Referéncias BiDHOGIATICAS .........ccoviiiieieiee e 73
4. CONCLUSAQ ...ttt 77

5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .. .coooeeeeeeeeee e e, 78



1. INTRODUCAO

Um dos principais vetores de arbovirus é o0 mosquito Aedes aegypti, conhecido por seu
comportamento antropofilico e ampla distribuicdo geografica. Este mosquito possui
competéncia e a capacidade de transmitir diversos virus, como o dengue (DENV), Zika (ZIKV)
e chikungunya (CHIKV) e febre amarela (BRASIL/MS, 2025). Essas infec¢Ges resultam em
diversas arboviroses, que acarretam morbidade e mortalidade significativas na populacdo em
varias regides do mundo. Essa situacdo representa um desafio sério para a saude publica global
(SOUZA-NETO et al., 2019; KRAEMER et al., 2019; WRBU, 2023).

No Brasil, 0 Ministério da Saude incorporou a vacina Qdenga contra os sorotipos do
virus da dengue (DENV1-DENV4) no Programa Nacional de Imunizac&o (PNI)/Sistema Unico
de Salde (SUS). Essa vacina esta disponivel principalmente em regiGes com maior incidéncia
e transmissdo dos virus. Além disso, as vacinas para os demais arbovirus Zika (ZIKV) e
chikungunya (CHIKV), que também sdo transmitidos pelo A. aegypti, ainda estdo em fase de
desenvolvimento (WANG et al., 2021; BRASIL/MS, 2025).

O controle vetorial continua a ser uma estratégia adotada pelos 6rgdos de saulde,
utilizando métodos quimicos, fisicos e biolégicos. Embora os produtos sintéticos sejam
eficazes, seu uso indiscriminado e prologando pode causar danos a fauna associada, ao meio
ambiente e resultar em problemas de saude aos seres humanos (CATTEL et al.,, 2021;
SCHUARTZ et al., 2024). Dessa forma, o controle bioldgico se apresenta como uma alternativa
ecoldgica e eficaz no combate aos mosquitos vetores (ZARA et al.,, 2016; CERNA e
MARTINEZ, 2023).

As bactérias do género Bacillus se destacam nesse contexto por produzirem moléculas
com propriedades bioinseticidas, que causam patogenicidade, viruléncia e mortes dos insetos
vetores de doencas. Este género é bastante diversificado e possui um elevado valor
biotecnoldgico. Existem, inclusive, produtos bioinseticidas no mercado a base de espécies de
B. thuringiensis var. israelensis (Bt) e Lysinibacillus sphaericus (Lsp) (anteriormente
conhecido como Bacillus sphaericus) (SANTANA-MARTINEZ et al., 2019; SUNARTI et al.,
2025). B. thuringiensis é caracterizado pela producdo de proteinas endotoxinas, enzimas
hidroliticas e outros metabolitos com propriedades inseticidas, eficazes contra insetos vetores
de doencas e pragas agricolas (BRAVO et al. 2013; OSMAN et al., 2015; VALTIERRA-DE-
LUIS et al., 2020; LAZARTE et al., 2021; AZIZOGLU et al., 2023).

Apesar da eficacia dos biolarvicidas a base de Bt em criadouros de culicideos, ha

algumas desvantagens desses produtos quanto a persisténcia no ambiente. Em condicGes de
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campo, 0s bioinseticidas sdo afetados por vérios fatores abidticos, como a luz solar, baixa
estabilidade e periodos curtos de efeito residual. Isso limita a aplicacdo mais ampla e o tempo
de persisténcia desses produtos no ambiente (ZEQUI et al., 2015; JIN et al., 2018; LI et al.,
2022; Ll et al., 2024).

Embora a resisténcia de campo aos cristais de Bti ndo tenha sido documentada, ja foi
detectada resisténcia a toxina Bin de L. sphaericus em populag¢6es de campo de Culex pipiens
e Cx. quinquefasciatus (PARIS et al., 2011; MOHIDDIN et al., 2016). Diante disso, € crucial
buscar e identificar novos agentes larvicidas bioldgicos que ndo apenas apresentem maior
eficacia, mas também maior adaptabilidade e tolerancia a diversas condi¢des climaticas locais,
oferecendo vantagens em relacdo aos produtos comerciais provenientes de outras regides (SU
etal., 2019; SILVA-FILHA et al., 2021).

Avancos em técnicas biotecnoldgicas e abordagens moleculares resultaram em
desenvolvimentos significativos e descobertas sobre as caracteristicas e moléculas produzidas
por esses microrganismos. Nesse contexto, a gendmica, protedmica e metabolémica séo
fundamentais nessas pesquisas, pois contribuem para o entendimento do genoma, a
identificacdo de moléculas secretadas por essas bactérias e a andlise dos fatores de
patogenicidade contra os mosquitos vetores. Além disso, métodos de mineragdo de genes e
identificacdo de proteinas inseticidas sao relevantes (KHURANA et al., 2020; GANGMEI et
al., 2025).

Na regido Amazonica, ha uma abundancia de microrganismos em diversos ambientes
naturais, mas pouco deles sdo bem conhecidos (PEREIRA et al., 2017; GOMEZ et al., 2024).
Estudos com linhagens bacterianas isoladas da regido amazénica demonstraram potencial
larvicida contra o0 A. aegypti; no entanto, mais investigacdes sdo necessarias para caracterizar
e identificar esses organismos e seus metabdlitos responsaveis pela toxicidade em mosquito
vetores (SOARES-SILVA et al., 2017; DE OLIVEIRA et al., 2021; KATAK et al., 2021;
OLIVEIRA et al., 2024, MUNIZ et al., 2025).

Este estudo realizou uma investigacdo das caracteristicas genémicas, protedmicas e
bioinseticidas de uma linhagem de Bacillus thuringiensis, revelando informagdes relevantes

sobre seu potencial entomopatogénico.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Mosquito Aedes aegypti

O mosquito A. aegypti (Linnaeus, 1762) é um vetor de importancia epidemioldgica, pois
transmite arbovirus que causam diversas arboviroses, impactando negativamente a saude
humana (MANIERO et al., 2016; BRASIL/MS et al., 2025). Originario da Africa, o A. aegypti
apresenta uma distribuicdo global em areas tropicais e subtropicais. Inicialmente relatado em
regides florestais africanas, 0 mosquito se adaptou aos ambientes domésticos a medida que a
agricultura se desenvolveu na regido, sendo atualmente encontrado quase universalmente
(WRBU, 2023). No Brasil, os primeiros registros foram no século X1X, e hoje ele esta presente
em todos os estados brasileiros (KRAEMER et al., 2015; FIOCRUZ, 2023; BRASIL/MS,
2025).

Diante da problematica causada por esses vetores, € essencial compreender a biologia
e 0 comportamento do A. aegypti. Este mosquito pertence ao género Aedes, subgénero
Stegomya e familia Culicidae. A. aegypti apresenta caracteristicas que o diferencia dos demais
culicideos, como a presenca de listras brancas no térax em formato de lira musical e manchas
esbranquicadas nas pernas. Seu ciclo de vida é holometabolo, ou seja, passa por uma
metamorfose completa, que consiste em quatro fases: ovos, larvas em quatro estadios, pupa e
adultos (Figura 2). As pupas e larvas se desenvolvem em ambientes aquaticos, enquanto 0s
adultos sdo terrestres. As larvas se alimentam de particulas orgénicas presentes na agua, como
microalgas e microrganismos. Os ovos sdo longos, lisos, de formato ovoide, sdo depositados
em recipientes naturais ou artificiais, onde podem sobreviver meses antes de eclodir
(FORATTINI, 2002; ZETTEL e KAUFMAN, 2009; WRBU, 2024).
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Figura 1: Ciclo de Vida do Aedes aegypti

Mosquito
adulto

Larvas

Fonte: Laboratorio de Malaria e Dengue (INPA), 2024

O mosquito A. aegypti estd presente em ambientes urbanos e semi-urbanos em
associacao proxima ao homem. A proliferacdo das populagdes desse vetor nas regides tropicais
e subtropicais estd intimamente relacionada as mudancas climéaticas (ASAD et al., 2018;
BORGES et al., 2021; FACCHINELLI et al., 2023). Por isso, ¢ fundamental conscientizar a
importancia de manter os ambientes livres de acumulacdo de agua parada, que serve como
criadouro artificial onde as fémeas depositam seus ovos (BRASIL/MS, 2025).

As arboviroses acometem milhares de pessoas em varias regides em todo o mundo,
especialmente em paises tropicais e subtropicais. As caracteristicas climaticas e sociais dessas
areas favorecem a proliferagdo dos mosquitos. As fémeas do A. aegypti sdo hematdfagas e se
alimentam de sangue humano para obter as proteinas necessarias a maturacéo dos ovos. Uma
vez infectadas pelo virus, elas podem transmiti-lo a humanos saudaveis por meio da picada
(FOSTER, 2019; BEHERA et al., 2023; LOPES et al., 2024).
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2.2 Principais arbovirus transmitidos pelo Aedes aegypti

Os arbovirus transmitidos pelo A. aegypti que estdo em circulacdo no Brasil sdo:
chikungunya (CHIK), dengue (DEN) e o Zika Virus (ZIK). O dengue e 0 Zika sdo pertencentes
a familia Flaviviridae, enquanto o virus chikungunya pertence a familia Togaviridae
(RODRIGUEZ-MORALES et al., 2015; HIGUERA et al., 2019). A incidéncia anual das
arboviroses teve um aumento significativo com impacto negativo a saide humana (JAFFAL et
al., 2023; BRASIL/MS 2024). O arbovirus causador da dengue possui quatro sorotipos virais:
DEN-1, DEN-2, DEN-3 e DEN-4. A dengue é uma das doencas que mais afeta os seres
humanos, com disseminacdo principalmente nas areas tropicais e subtropicais do mundo
(LOZOVEI, 2011; ROSENBLATT, 2020).

Atualmente, houve um aumento dos casos de arboviroses, representando um grande
desafio para a saude publica no Brasil. Essas doencas podem causar uma variedade de sintomas,
desde febre leve até complicacdes mais sérias, sendo algumas delas fatais (PAJOR et al., 2024).
Anualmente, sdo registrados e monitorados casos de morbidade e mortalidade em pessoas
infectadas pelos virus da dengue, chikungunya, Zika e febre amarela urbana. De acordo com
dados do boletim epidemioldgico do Ministério da Saude, na Semana Epidemiolégica 01 a 05
de 2025, ocorreram 1.158.637 casos provaveis de dengue e 791 6bitos confirmados. Em relacédo
aos dados de Zika, ocorreram 2.340 casos provaveis e um o0bito e para chikungunya, ocorreram
79.176 casos provaveis e 68 obitos (BRASIL/MS, 2025).

Recentemente, foi disponibilizada a vacina Qdenga contra os quatro sorotipos da dengue
(DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4), distribuidas nos postos de vacinagdo pelo
Ministério da Satde por meio do Programa Nacional de Imunizacao (PNI) em algumas regides
prioritarias. Entretanto, as vacinas para os arbovirus chikungunya e Zika ainda estdo em fase de
estudos pré-clinicos e clinicos (SHAIKH et al., 2024; PENG et al., 2024). Assim, é necessario
estabelecer um sistema de controle eficaz e abrangente para reduzir a densidade populacional
de mosquitos vetores. Uma vez que as vacinas estdo em desenvolvimento contra os demais
arbovirus, o controle vetorial continua sendo uma estratégia importante como medida
profilatica. Isso ocorre através das acOes adotadas pelos orgaos publicos de saude (WANG et
al., 2021; BRASIL/MS, 2024).


https://agupubs.onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1029/2022GH000653#gh2384-bib-0041
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2.3 Estratégias de Controle do Aedes aegypti

Como ja foi mencionado, o controle do vetor é fundamental para a diminuicdo da
disseminacéo do virus e, consequentemente, para a reducdo de doencas. Diversos métodos de
controle vetorial sdo utilizados, incluindo o controle quimico, fisico e biolégico. Embora o
controle quimico seja amplamente empregado, pode causar impactos negativos ao meio
ambiente e a salde humana (SMITH et al., 2016; DE OLIVEIRA et al., 2017; CONWAY et
al., 2023).

O controle bioldgico consiste na utilizagdo de microrganismos que produzem fatores de
patogenicidade e viruléncia nas diferentes fases de vida dos vetores. Um exemplo notavel sdo
as bactérias do género Bacillus, com destaque para B. thuringiensis, que produz moléculas
como enzimas hidroliticas, proteinas inseticidas e metabolitos secundarios eficazes contra
diferentes ordens de insetos (SINGH et al., 2023; PANDEY et al., 2024). Quando combinado
com outras medidas, o controle bioldgico se apresenta como uma das melhores alternativas,
pois ndo causa danos ao meio ambiente e nem a salde humana. As moléculas naturais
demonstraram ser mais eficazes e menos nocivas em comparagdo aos inseticidas sintéticos
tradicionais (CERNA e MARTINEZ, 2023; GANGMEI et al., 2024).

Os biopesticidas, derivados de organismos vivos, incluindo animais, plantas e
microrganismos, oferecem uma alternativa menos toxica em relacdo aos pesticidas tradicionais.
Eles sdo ecologicamente corretos e tém potencial para controlar pragas de insetos e vetores de
doencas. Para o controle do mosquito Aedes aegypti, 0 uso de biolarvicidas a base de Bacillus
thuringiensis (Bti) e espinosade — derivado da bactéria Saccharopolyspora spinosa — €
atualmente recomendado pelo Ministério da Salde apenas em criadouros que ndo podem ser
eliminados ou manejados de outra forma. Essa abordagem atende as recomendag6es de manejo
para prevenir o desenvolvimento de resisténcia aos inseticidas (PAN et al., 2011; BRASIL/MS,
2025).

2.4 Bactérias do género Bacillus no controle de mosquitos vetores

Membros do género Bacillus sdo bactérias gram positivas, em forma de bastonetes e
formadoras de esporos, pertencentes ao filo Bacillota (OREN et al., 2021). Este género inclui
espécies com ampla variacdo no conteido de DNA genémico G+C, tornando-se evolutivamente
e filogeneticamente heterogéneo. Entre bactérias, a porcentagem de pares de bases GC em um

genoma, pode variar entre diferentes grupos taxondmicos. Essa medida é importante em estudos
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de genética, pois implica na diversidade genética e a evolucdo das espécies, o que pode fornecer
novidades sobre suas relagcdes evolutivas (LOGAN et al., 2009; GUPTA et al., 2020;
MAHAJAN et al., 2022; TENG et al., 2023).

As espécies de Bacillus despertam interesse biotecnoldgico devido a produgdo de
toxinas inseticidas, probiéticos, antifingicos, biosurfactantes e antimicrobianos como
lipopeptideos, bacteriocinas, fengicina, petrobactina e diversas enzimas com aplica¢fes na
industria. Assim, podem atuar como agentes de biocontrole de fitopatdgenos, na degradacéao de
poluentes ambientais, produzindo uma variedade de metabdlitos secundarios com atividade
antimicrobiana e inseticida. Essas caracteristicas fazem com que Bacillus seja um género
altamente versatil e atil em varias areas da biotecnologia (CHAABOUNI et al., 2012;
SALAZAR et al., 2023).

Espécies desse género Bacillus ja foram isoladas de diferentes ambientes e se destacam
por seu potencial inseticida contra vetores dos géneros Aedes, Anopheles e Culex (BRAVO et
al, 2013; SOARES-SILVA et al., 2017; KATAK et al., 2021; FATIMA et al., 2023; OLIVEIRA
et al., 2024). Entre as bactérias patogénicas para insetos vetores de doencgas, B. thuringiensis
var. israelensis é amplamente estudado por suas caracteristicas bioinseticidas e suas
diversidade genética e metabolica. Os componentes celulares desse microrganismo incluem
esporos e proteinas cristalinas, formando um complexo esporo-cristal que compde os produtos
ja disponiveis no mercado (LOGAN et al., 2009; RADHAKRISHNAN et al., 2017;
CRICKMORE et al., 2021; FALQUETO et al., 2021).

Os produtos a base da subespécie B. thuringiensis israelensis estdo comercialmente
disponiveis sob 0s nomes Vectobac®, Teknar® e Bactimos®. Esses produtos séo
particularmente importantes, pois sdo amplamente utilizados no controle de dipteros que séo
vetores de doencas tropicais, como malaria, dengue, Zika e chikungunya (DERUA et al. 2018;
DAHMANA et al., 2020; AZIZOGLU et al., 2023). O Bti sintetiza proteinas cristalinas
denominadas de d-endotoxinas (Cry e Cyt), que se formam durante esporulacdo e na fase
estacionaria de crescimento. Além disso, outras proteinas Vip, Sip, App, Gpp, Mcf, Mpf, Mpp,
Mtx e Xpp ja foram descritas com propriedades toxicas a mosquitos vetores (Figura 3)
(PALMA et al., 2014; BEL et al., 2020; CRICKMORE et al., 2021; AZIZOGLU et al., 2023).


https://link.springer.com/article/10.1007/s11157-023-09652-5#ref-CR55

Figura 2: Cristais de proteina misturados com esporos de Bacillus thuringiensis.
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Fonte: Palma et al., 2014

O mecanismo de agdo de proteinas das d-endotoxinas ja foi elucidado e descreve
como essas moléculas funcionam e interagem com o inseto alvo. Quando as larvas do inseto
ingerem as protoxinas, o cristal da proteina é solubilizado pelo pH alcalino do intestino. Em
seguida, as protoxinas sdo ativadas pela acdo de proteases digestivas, resultando na forma
ativa das toxinas. Essas protoxinas sdo clivadas e se ligam a receptores presentes nas
superficies das células epiteliais do intestino médio (PALMA et al., 2014; BRAVO et al.,
2017).

Apos a interacdo entre a proteina ativa e 0s receptores, ocorre uma mudanca
conformacional na molécula, permitindo sua insercdo no epitélio intestinal da larva. 1sso
resulta na formacdo de oligdbmeros de toxinas e na formacdo de poros nas membranas
celulares. Consequentemente, ha um aumento do pH do limen intestinal, levando a
paralisia geral, lise celular e ruptura da membrana basal (PARDO-LOPEZ et al., 2013;
CRICKMORE et al., 2021). Esse processo culmina na destruicdo do tecido intestinal do
inseto, comprometendo sua capacidade de digestdo e absor¢édo de nutrientes. Além disso, a
formacao de poros nas células epiteliais provoca a perda de fluidos e eletrolitos, contribuindo
ainda mais para a desidratacdo e morte da larva.

Além das moléculas ja citadas, outras proteinas com toxicidade e modos de a¢do em
larvas de insetos vetores incluem as endotoxinas proteinas citoliticas (Cyt), proteinas
inseticidas vegetativas (Vips) e proteinas inseticidas secretadas (Sip), bem como enzimas

hidroliticas quitinases. Essas proteinas estdo relacionadas a fatores de viruléncia e a
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patogenicidade em insetos vetores (COSTA et al., 2010; MALOVICHKO et al., 2019). Além
das endotoxinas, outras proteinas, como [-exotoxina conhecida como thuringiensina-
fosfolipases e hemolisinas, apresentam mecanismos de interacdo sinérgica que contribuem
para 0 aumento da eficiéncia inseticida (LOPEZ-MOLINA et al., 2021; AZIZOGLU et al.,
2023). Tanto as proteinas Cry quanto as Cyt sdo sintetizadas durante a fase de esporulacao,
embora apresentem homologias distintas (BRAVO et al., 2013). Outro fato importante para
se destacado € que as proteinas vegetativas (Vip) podem estar presentes no sobrenadante do
cultivo tanto na fase vegetativa quanto na fase de esporulacdo (BRAVO et al., 2011; GUPTA
etal., 2021).

A bactéria B. thuringiensis possui um amplo espectro de mecanismos de a¢do contra
insetos vetores de doencas e pragas agricolas, contribuindo positivamente para o controle
biolégico (PALMA et al., 2014; CRICKMORE et al., 2021). Apesar do mecanismo de acéo
ja elucidado, esses microrganismos produzem uma infinidade de outros metabdlitos que
precisam ser investigados quanto ao seu modo de ac¢&o nos insetos-alvos.

Atualmente, ha um crescente interesse por parte dos pesquisadores na busca de novas
bactérias entomopatogénicas e na caracterizacdo novas moléculas bioativas para o
desenvolvimento de novos biolarvicidas. Essas alternativas podem auxiliar e ampliar os
métodos de controle vetorial de mosquitos (FALQUETO et al., 2021; KATAK et al., 2023,
SUNARTI et al., 2025). Diante da variabilidade das proteinas inseticidas ja descritas, é
fundamental compreender 0 modo de acéo dessas moléculas. Assim, a busca por abordagens
Omicas torna-se relevante para caracterizar esses microrganismos e suas moléculas, que

podem ser essenciais no controle vetorial.

2.5 Fatores que afetam as proteinas e 0s esporos
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Os biolarvicidas a base de B. thuringiensis (Bti) sdo amplamente utilizados em todo o

mundo para controlar insetos vetores de doengas. Os principais ingredientes ativos desses

larvicidas sé@o cristais contendo protoxinas que, em sinergia, oferecem uma alta eficacia na

eliminagéo de larvas de mosquitos dos géneros Aedes, Culex e Anopheles (PARDO-LOPEZ et

al., 2012; CARVALHO et al., 2018; SILVA-FILHA et al., 2021).

Em areas com alta infestacdo, o uso continuo de biolarvicidas é necessario, o que pode

exercer pressdo seletiva sobre os mosquitos. No entanto, estudos indicam que a exposi¢do

prolongada de A. aegypti ao Bti ndo induz resisténcia significativa, reforcando sua viabilidade

sustentavel no controle vetorial. No entanto, é fundamental desenvolver estratégias de manejo
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para minimizar a pressdo de selegdo e explorar novas toxinas bacterianas para retardar o
surgimento de resisténcia (POLANCZYK et al., 2017; CARVALHO et al., 2018; GANGA et
al., 2023).

Embora as proteinas cristalinas e esporos de Bti sejam toxicas para 0s insetos, as
formulacBes a base de moléculas naturais podem ser influenciadas por diversos fatores e
condi¢Bes climéticas, afetando sua persisténcia no ambiente (ZEQUI et al., 2015; DO
NASCIMENTO et al., 2022; DERUA et al., 2022). Alem disso, as formulacdes de Bti, sendo
preparacdes microbianas vivas, podem ser inativadas por radiacdo UV, temperaturas severas ou
baixas e agentes quimicos, o que pode comprometer a germinagdo dos esporos e o0 crescimento
celular, resultando em problemas relacionados a persisténcia dos bioinseticidas (ZEQUI et al.,
2015; ZOGO et al., 2019; LIANG et al., 2023; CHEN et al., 2024).

Estudos recentes buscam novas formulagdes de B. thuringiensis israelensis com o
objetivo de preservar a toxina bacteriana por mais tempo no ambiente, que possuem maior
persisténcia no campo (VIJAYAKUMAR et al., 2024). Portanto, € importante realizar
pesquisas para identificar novos agentes larvicidas bioldgicos e novas moléculas inseticidas
com caracteristicas que possam melhorar a eficacia e a durabilidade dos biolarvicidas, como
parte de uma estratégia para o controle sustentavel dos mosquitos vetores (MOUSTAFA et
al., 2018; FERNANDEZ-CHAPA et al., 2021). A utilizacio de um Bt nativo como agente
de controle biolégico é vantajosa para o controle de mosquitos, pois essas bactérias tendem
a se adaptar melhor as condi¢cdes ambientais locais, tornando o controle mais eficaz e
duradouro. Comparadas as cepas importadas, as nativas podem ser mais eficazes, duraveis e
apresentar menor risco de resisténcia. A diversidade genética das linhagens locais pode
oferecer uma variedade de toxinas e mecanismos de agdo, o que ajuda a retardar o
desenvolvimento de resisténcia. Além disso, o uso de isolados locais reduz custos e promove
solucdes mais sustentaveis e eficientes no controle bioldgico (BRAVO et al., 2007; FAYAD
etal., 2019; BRUHL et al., 2020).

2.6 A gendmica aplicada ao estudo de microrganismos

As abordagens 0micas relacionados a biotecnologia microbiana abrangem diversas
disciplinas, incluindo a gendmica comparativa, pan-genémica, transcriptdmica, protedbmica e
metaboldémica. Essas técnicas tém como objetivo caracterizar sequéncias genémicas, proteinas
e enzimas expressas (proteébmica), acidos ribonucleicos (RNAS) e transcriptomas, além de

oferecer ferramentas para analisar os produtos finais do metabolismo (metabolémica). A
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gendmica, protedmica, transcriptbmica e a metabolomica sdo essenciais para investigar as
interacbes complexas entre moléculas e contribuir para a compreensdo do comportamento
bioldgico de diferentes sistemas em organismos especificos (DE SOUSA et al., 2018; FERONE
et al., 2020; ANAND et al., 2024).

Os membros do género Bacillus tém sido objeto de estudo por décadas, vem
desempenhando uma variedade de fungdes no ecossistema devido a sua ampla distribui¢do em
diversos ambientes naturais e suas caracteristicas genéticas. No entanto, a classificacdo e a
caracterizacdo de Bacillus ainda representam desafios devido a sua estrutura taxonémica
complexa e a evolugdo constante (LOGAN e DE VOS, 2009; PATEL e GUPTA, 2020). A
historia filogenética e evolutiva global deste género continua sendo bastante confusa e pouco
elucidada. Isso se deve ao fato de que as espécies de Bacillus apresentam uma variedade
significativa de propriedades fenotipicas e moleculares (ZEIGLER e PERKINS, 2021; XU et
al., 2024).

O avanco na evolucdo de espécies do género Bacillus pode ser caracterizado por
diversos fatores. Um deles é a elevada taxa de mutacdo, que gera uma significativa diversidade
genética. Além disso, a transferéncia horizontal, na qual os genes sdo compartilhados entre
diferentes espécies, permite a introducdo de novas caracteristicas adaptativas, como resisténcia
a antibidticos e producdo de metabdlitos secundarios, que contribui para 0 avanco do processo
evolutivo de espécies desse género e suas habilidades metabélicas (PATINO-NAVARRETE e
SANCHIS, 2017; GILLIS et al., 2018; SLOMKA et al., 2020).

Outro aspecto importante é que as espécies de Bacillus habitam uma ampla variedade
de ambientes extremos, o que impde diferentes pressdes seletivas sobre elas. Além disso, a
capacidade de formar esporos altamente resistentes é crucial para sua sobrevivéncia e
reproducdo em condicBes adversas (HURTADO-BAUTISTA et al., 2021; WANG et al., 2024).

Dentre as diversas técnicas moleculares disponiveis, o sequenciamento do gene 16S
rRNA surgiu como um método rapido e econémico para classificar comunidades bacterianas,
sendo ainda amplamente utilizado atualmente. Contudo, essa abordagem € insuficiente para
diferenciar todas as espécies de Bacillus. Estudos revelam que 93,3 % dos membros do género
Bacillus possuem multiplas cépias dos genes 16S rRNA, e 55, 32% dos alelos 16S sédo idénticos
a outras espécies. Essa alta multiplicidade de alelos nas espécies do género Bacillus resulta em
uma extensa sobreposicédo entre elas; portanto, os amplicons obtidos nestes genomas raramente
sdo exclusivos para as espécies individuais (PAN et al., 2023; STRUBE, 2021; XU et al.,
2024).


https://enviromicro-journals.onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/1462-2920.16593#emi16593-bib-0088
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A caracterizacdo precisa de um membro deste género permite inferir relagdes evolutivas
e diversidade genética entre as espécies, além de possibilitar a identificagdo de novas
linhagens. Para caracterizar Bacillus, os pesquisadores desenvolveram uma variedade de
métodos polifasicos que incluem caracterizacdo fenotipica tradicional, analises moleculares
baseadas em comparacOes gendmicas e determinacfes quimiotaxondmicos (DUNLAP et
al., 2020; XU et al., 2024).

O avanco das tecnologias do sequenciamento de nova geracdo (NGS) revolucionou 0s
padrdes para caracterizacdo de novas cepas bacterianas, abrindo novos caminhos para o estudo
das populacdes de Bacillus e seus diversos papéis ecoldgicos. Isso também resultou no
desenvolvimento da pesquisa de microbioma. Além disso, essas tecnologias contribuiram
significativamente para a descoberta de novas espécies de Bacillus, gerando uma enorme
quantidade de sequéncias genémicas (SHENDURE e JI, 2008; LIU etal., 2017; TASSIOS et
al., 2018; FAYAD etal., 2023).

Até o momento, mais de mil genomas completos de espécies de Bacillus foram
depositados no National Center for Biotechnology Information (NCBI), e esse nimero continua
a crescer. Para caracterizar sistematicamente novos isolados de Bacillus, sdo necessarios testes
bioquimicos, fenotipicos e genotipicos com andlise do gene 16S rRNA em comprimento total e
a analise comparativa do genoma apds o sequenciamento do genoma completo (WGS).
Recentemente, a taxonomia de Bacillus foi revisada por meio de estudos filogendmicos e
abordagens genémicas comparativas, levando a divisdo do género em 23 novos géneros
(GUPTA et al., 2020; PATEL e GUPTA 2020).

O género Bacillus € um dos mais versateis em termos de descoberta de novos taxons,
levando a identificacdo de novos produtos naturais, peptideos ribossomais, petrobactina e novas
moléculas inseticidas. Como sider6foro, a petrobactina atua como um peptideo que se liga a
metais, reduzindo a disponibilidade de ferro para patdgenos e, assim, contribuindo para a
reducdo de microrganismos patogénicos. A genémica se destaca como uma abordagem eficaz
para identificar microrganismos e suas moléculas, sendo especialmente Gtil no desenvolvimento
de produtos biotecnoldgicos (PACHECO et al., 2021; PALMA et al., 2024).

Diversos genes presentes no genoma de Bacillus estdo associados a sintese de uma
ampla variedade de metabdlitos secundarios (ONGENA e JACQUES, 2008; COCHRANE e
VEDERAS, 2016; SALAZAR et al., 2023). Considerando os desafios impostos pelas doengas
transmitidas por mosquitos, estratégias bioldgicas baseadas em analises genémicas tém sido

empregadas para investigar a variabilidade genética desses microrganismos. O principal
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objetivo é identificar genes responsaveis pela codificagdo de moléculas com atividade contra
mosquitos vetores (KHURANA et al., 2020; GANGMEI et al., 2024)

O estudo do genoma de bactérias entomopatogénicas, especialmente do B. thuringiensis,
tem revelado propriedades inseticidas significativas. A anotacdo do genoma e a triagem de
proteinas ja conhecidas e eficazes contra diversas ordens de insetos sdo fundamentais nesse
processo (ALVES et al., 2023; PALMA et al., 2024). Além disso, a andlise genémica dos
clusters de genes biossintéticos (BGCs) tem contribuido para identificacdo de metabolitos
secundarios com propriedades biotecnoldgicas, inclusive com toxicidade contra insetos vetores
(JEONG et al., 2017; LECHUGA et al., 2020). O sequenciamento completo do genoma é uma
estratégia inicial essencial para investigar as caracteristicas genéticas de determinado
microrganismo. Essas abordagens fornecem informacdes valiosas sobre a composicao genética,
o potencial da atividade inseticida e a capacidade biossintética. Os BGCs e as proteinas
pesticidas identificadas ajudam na compreensdo do potencial de biocontrole de cepas contra
insetos vetores, além de elucidar o mecanismo patogénico e o fendtipo das espécies de B.
thuringiensis (JEONG et al., 2017; LECHUGA et al., 2020; PALMA et al., 2024).

Além da abordagem gendmica, a prospeccdo de genes relacionados a proteinas
inseticidas é frequentemente realizada por meio de anélises de loci génicos utilizando técnicas
como a reacdo em cadeia da polimerase (PCR), expressdo génica e abordagem protedmicas.
Essas metodologias tém sido cruciais para a descoberta de novos fatores relacionados a
viruléncia das bactérias entomopatogénicas (RANG et al., 2015; ALVES et al., 2023).

Portanto, com a reducdo dos custos da tecnologia de sequenciamento de genoma de alto
rendimento, a disponibilizacdo de dados gendmicos para cepas de Bt em bancos de dados
publicos esta crescendo exponencialmente. A medida que a area da gendmica se expande, novas
propriedades sobre o Bt sdo descobertas, o que deverd resultar no desenvolvimento de
biolarvicidas mais eficientes e sustentaveis (ALVES et al., 2020; LI et al., 2024; GANGMEI
et al., 2025).

2.7 Abordagem Prote6mica

A protedbmica envolve uma série de aplicacbes e tecnologias destinadas a
identificacdo e quantificacdo das proteinas presentes em uma célula, tecidos ou organismo
(ASLAM etal., 2016; NOOR et al., 2021). As tecnologias baseadas na proteémica tém diversas
utilidades, incluindo a compreensdo dos mecanismos de patogenicidade e a interpretacdo das

vias funcionais das proteinas. Essa abordagem néo apenas permite a identificacdo de proteinas,
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mas também a caracterizacdo extensiva de sua estrutura primaria, topologia, rede de interaces,
funcoes e regulacdo (DOHERTY e WHITFIELD, 2011; ARMENGAUD et al., 2013; OZMA
etal., 2022).

Além disso, essa tecnologia tem sido utilizada para diferenciar entre cepas nao
patogénicas e patogénicas dentro da mesma espécie, identificando peptideos especificos
associados a fatores de viruléncia. Com o avango das anélises genémicas, 0s estudos fenotipicos
passaram a ser complementados por dados genémicos, ampliando o conhecimento sobre os
microrganismos. Posteriormente, o estudo de proteinas abriu o campo da protebmica com
diversas aplicagdes, incluindo ferramentas de bioinformatica utilizadas para a identificagdo de
microrganismos (YEOH et al., 2020; PARIJA et al., 2023).

A espectrometria de massas para identificacdo rapida de microrganismos tem se
expandido nos altimos anos. Técnicas como LC-MS-MS e MALDI-TOF tém sido utilizadas
com sucesso para caracterizar toxinas, fatores de viruléncia e outras proteinas de diferentes
espécies bacterianas (ARMENGAUD, 2013; MAPPA et al., 2021; ABELE et al., 2025).

A protedmica shotgun é uma abordagem que permite a analise do proteoma completo
e a descoberta de novos biomarcadores. Diversos experimentos baseados em espectrometria de
massas, juntamente com ferramentas bioquimicas e bioinformética, possibilitam quantificar de
forma confiavel niveis de milhares de proteinas bacterianas, oferecendo uma anélise abrangente
dos mecanismos de patogenicidade (SEMANJSKI et al.,, 2016; ABRIL et al., 2020;
COORSSEN e PADULA, 2024).

Nos ultimos anos, as possibilidades da protedbmica e da bioinformatica se expandiram
consideravelmente. Isto se deve a combinacdo de tecnologias, sistemas de software e as
capacidades de equipamentos analiticos, que permitem complementar os resultados da analise
protedmica com dados gendmicos, metabolémicos e transcriptdmicos (GRUBBS et al., 2017,
GOMIS-CEBOLLA et al., 2018; SHARQV et al., 2023). Na area de microbiologia, o estudo
da protedmica é uma etapa crucial na sistematizacdo da posicdo taxondmica das espécies e na
analise da patogenicidade dos microrganismos. As primeiras abordagens em anélise protebmica
concentravam-se no estudo de uma ou varias proteinas. No entanto, o desenvolvimento de
métodos de espectrometria de massa possibilitou a analise de misturas complexas de proteinas,
considerando alteracdes sistémicas em processos biologicos (MACCARRONE et al., 2017;
SHAROV et al., 2023).

Independentemente das areas de aplicacdo da proteébmica, como medicina, pesquisa
cientifica e diagnostico, a analise protedmica em microbiologia visa, a determinagdo das

caracteristicas estruturais e funcionais de proteinas e peptideos, bem como a medigéo


https://enviromicro-journals.onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/j.1462-2920.2012.02811.x#b23

23

quantitativa do contetido de proteinas nas células ou tecidos. Essas anélises incluem também a
determinacdo dos mecanismos de patogenicidade e a influéncia de diversos fatores na expresséo
de proteinas em microrganismos (HUANG et al., 2012; HARITH et al., 2019; SHARQOV et al.,
2023).

A protedmica estd sendo utilizada para a anélise e identificacdo de proteinas de
bactérias entomopatogénicas, fornecendo dados relevantes que contribuem para o controle
bioldgico de insetos vetores de doencas humanas (ALVES et al., 2023; KUNNIKURUVAN et
al., 2025). O uso dessas técnicas tem mostrado avancos significativos no controle de mosquitos
utilizando B. thuringiensis. Esses estudos envolvem a identificacdo e caracterizacdo de novas
espécies e moléculas inseticidas (IBRAHIM et al.,, 2010; HOLMAN et al., 2012;
CABALLERO et al., 2020). Portanto, estudos que combinam genémica e protedmica das
proteinas inseticidas sdo essenciais para compreender os fatores de viruléncia e patogenicidade

de cepas de Bt ou de um dado microrganismo.

2.8 Prospeccdo metabolémica de metabdlitos secundarios de Bacillus spp.

As espécies de Bacillus produzem metabdlitos secundarios que sao objetos de estudo
na quimica de produtos naturais. Os Bacillus spp. sdo conhecidos por produzir esses compostos,
que podem ser classificados em derivados de aminoacidos, peptideos ndo ribossomais,
policetideos, derivados de acidos graxos e hibridos policetideo-peptideos. Esses metabdlitos
apresentam diferentes estruturas quimicas e diversas atividades bioldgicas (LIU eta al., 2014;
DAHMANA et al., 2020; YADAV et al., 2021; ZHANG et al., 2022). A ampla variabilidade
estrutural desses compostos despertou o interesse de pesquisadores, que investigam suas
atividades bioldgicas em extratos microbianos. (BAl et al., 2022; MUKHERJEE et al., 2024).

Dentre as diversas aplicacdes bioldgicas dos Bacillus, destacam-se as atividades
antimicrobianas, antivirais, imunossupressoras e antitumorais, que permitem que essas
bactérias sobrevivam em seus ambientes naturais. Essas descobertas ampliam a potencial
importancia industrial de Bacillus spp., especialmente de B. thuringiensis, um agente
entomopatogénico (SANSINENEA et al., 2011; BAI et al., 2022; SALAZAR et al., 2023).

Em geral, os metabdlitos secundarios produzidos por Bacillus servem como armas
competitivas usadas contra outras bactérias, fungos, plantas e insetos (YARDIMCI et al., 2024;
SURENDRA et al., 2025). Comparados aos inseticidas sintéticos tradicionais, os extratos
bacterianos tém menor probabilidade de levar ao desenvolvimento de resisténcia aos mosquitos,

pois frequentemente contém numerosos compostos com atividade inseticida. Embora as
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pesquisas sobre fontes naturais de novos compostos com a¢cdo mosquitocida tenha ressurgido,
relativamente poucos produtos naturais conseguiram se tornar agentes de controle de vetores
aprovados (DEMAIN e FANG, 2000; CHAABOUNI et al., 2012; GANGMEI et al., 2024).

A busca por microrganismos e seus metabolitos secundarios tem sido investigada por
meio do sequenciamento do genoma e predi¢do de cluster de genes biossintéticos, responsaveis
pela sintese desses compostos. Exemplos incluem fengicina, bacilibactina e petrobactina, que
possuem propriedades antibacterianas, fungicidas e inseticidas. Estudos demonstraram 0s
efeitos de metabolitos secundarios de Bacillus spp. sobre larvas de A. aegypti (REVATHI et
al., 2013; MEESIL et al., 2023; SHIKOV et al., 2024). A investigacdo destes autores envolveu
0 uso de ferramentas bioinformaticas para identificar genes ou agrupamentos de genes com
similaridades a genes envolvidos na sintese de metabdlitos secundarios ja identificados e
caracterizados na literatura ou em bancos de dados de proteinas.

Os diferentes subgrupos quimicos, incluindo alcaldides, antracenos, azoximetoxitetra-
hidropiranos, citocalasanos, 2,5-dicetopiperazinas, isocromanonas, naftoquinonas, pequenos
acidos organicos e seus ésteres metilicos, esterdis e terpenos (incluindo sesquiterpenos e
diterpenos), foram testados quanto a sua atividade larvicida e adulticida contra A. aegypti,
demonstrando eficécia contra dipteros (MASI et al., 2017; DHAYALAN et al., 2019). Os
terpenoides (sesquiterpenos) previamente isolados do sobrenadante da cultura de B. subtilis
mostraram que seu modo de acdo pode estar relacionado a sua natureza lipofilica, que lhes
permite penetrar na membrana celular de bactérias patogénicas. Contudo, 0 mecanismo de acéo
desses compostos em insetos ainda ndo esta totalmente elucidado (INOUE et al., 2004;
JUSTICIA et al., 2005; MASI et al., 2017; IQBAL et al., 2023).

O sequenciamento do genoma de varias cepas de B. thuringiensis revelou que 0s
metabolitos secundarios, como petrobactina, bacilibactina, fengicina e panielamicina, séo
produzidos por clusters de NRPS/PKS. Outros genes, como a zwiitermicina e quitinases, estao
envolvidos na capacidade antagonica de B. thuringiensis, com propriedades antibacterianas e
fungicidas (DE ALMEIDA et al., 2021; KUKRETI et al., 2024; PALMA et al., 2024). A
petrobactina € um forte antibidtico a base de sider6foros com acdo em patdgenos
multirresistentes; atua como um peptideo que se liga a metais, reduzindo a disponibilidade de
ferro para os patogenos (DIMOPOULOU et al., 2021; SHIKOV et al., 2024).

Além de sua capacidade inseticida, as cepas de B. thuringiensis apresentam atividades
nematicidas, bactericidas, fungicidas e promotoras do crescimento de plantas (UNZUE et al.,
2022; MONTOYA-MARTINEZ et al., 2024). Além disso, ja foram descritos peptideos que

compdem a bibacilina 1, modificados por uma lanthipeptideo sintetase de classe Il de dois
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componentes de B. thuringiensis, com atividade bactericida antimicrobiana (HETRICK et al.,
2017; ONGPIPATTANAKUL et al., 2022; MOREIRA et al., 2024).

2.9 Regulamentacéo dos produtos bioinseticidas

Um microganismo entomopatogénico, para ser introduzido no mercado, deve ser
altamente eficaz e preencher todos os requisitos e ser rigorosamente regulamentados pelas
agéncias governamentais, como a Agéncia de Protecdo Ambiental dos EUA (EPA), a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) no Brasil e a Autoridade Europeia para a
Seguranca Alimentar (EFSA) na Unido Europeia. O objetivo dessas regulamentacdes é
assegurar a seguranca, eficacia e o impacto ambiental dos bioinseticidas (SANSINENEA et al.,
2016; ANVISA, 2020; EPA, 2024).

B. thuringiensis (Bt) é uma bactéria entomopatogénica que preenche todos os requisitos
e esta sendo usada na agricultura e no controle de mosquitos. Entretanto, antes que 0s
bioinseticidas a base de microrganismos sejam registrados pelas agéncias governamentais, eles
devem passar por um processo rigoroso de avaliacdo. Isso inclui testes de laboratdrio para
avaliar os efeitos na salde da populagdo a curto e longo prazo, além de varios estudos
toxicoldgicos, ecotoxicoldgicos e estudos de eficiéncia e eficacia contra alvos especificos.
(MITTAL et al., 2003; ARTAEGA et al., 2014; L1 et al., 2024). Neste sentido, € fundamental
garantir que esses produtos tenham alta qualidade e eficacia contra alvos especificos, sem
apresentar riscos a saude humana, animal ou ao meio ambiente.

Para otimizar o impacto dos programas de controle de vetores, é necessario realizar
pesquisas continuas que garantam a eficacia e a seguranca dos produtos a longo prazo. I1sso
envolve estudos sobre métodos de aplicagdo, ajuste de dosagem e estratégias comunitarias, além
da analise dos fatores que afetam a eficacia residual dos biolarvicidas no campo. A utilizacao
de biopesticida a base de bactérias entomopatogénicas é essencial para melhorar a satde publica
e reduzir as populac6es de mosquitos (ZOGO et al., 2019; PANDEY et al., 2024).



26

3. OBJETIVOS

3.1 Geral

e Investigar as caracteristicas bioinseticidas, genémicas e protebmica de uma
linhagem de Bacillus thuringiensis para o controle de larvas do Aedes aegypti,

visando o controle deste vetor.

3.2 Especificos

e Obter e anotar o genoma de uma linhagem de Bacillus por meio do
sequenciamento de nova geracao;

e Realizar a identificacao de Clusters Génicos Biossintéticos (BGCS) da linhagem
GDO02.13, para mapear genes responsaveis pela producdo de metabdlitos
secundarios;

e Realizar a mineracdo gendmica para a anotacdo funcional de proteinas
inseticidas;

e Avaliar a atividade larvicida dos extratos metabolicos da linhagem GD02.13 e
caracterizar seus componentes ativos contra larvas de A. aegypti

e Analisar o perfil protedbmico e atividade larvicida de esporos e cristais da
linhagem GDO02.13 contra larvas de A. aegypti.
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Capitulo I - Genomic and morphological features of an Amazonian Bacillus
thuringiensis with mosquito larvicidal activity
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The occurrence of mosquito-borne diseases is increasing, and their geographical range is expanding due to climate
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Genomic and morphological features of an Amazonian Bacillus
thuringiensis with mosquito larvicidal activity
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Rocha?, Marta Rodrigues de Oliveira*, Gilvan Ferreira da Silva®, Rosemary Aparecida Rogque?, Osvaldo
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Abstract

The occurrence of mosquito-borne diseases is increasing, and their geographical range is
expanding due to climate change. New control measures are urgently needed to combat these
debilitating and, in some cases, fatal diseases. Bacteria of the genus Bacillus are of interest due
to the production of bioactive compounds, including those useful for insect control. The
discovery and characterization of new species of Bacillus with mosquito larvicidal activity may
offer opportunities to develop new products for vector control. In this study, we evaluated
larvicidal activity, described morphological characteristics, and sequenced and analyzed the
genome of a bacterial strain (GD02.13) isolated from the Amazon region. The metabolites
produced by GD02.13 are as effective in killing Aedes aegypti larvae as the commercial product
Natular™ DT (Spinosad). Furthermore, the morphological characteristics of the GD02.13
spores and crystal inclusions resemble those previously described for B. thuringiensis. A
phylogenetic analysis based on 443 single-copy orthologs indicated that the bacterial strain
GD02.13 belongs to the Bacillus thuringiensis species. Its genome, which was assembled and
has a size of 6.6 Mb, contains 16 secondary metabolite biosynthetic gene clusters and genes
encoding insecticidal proteins, predicted based on sequence similarity. The data obtained in this
study support the development of new insecticide products based on the strain GD02.13 of B.
thuringiensis.

Keywords: Bacillus spp., Bioinsecticides, Vector control, Mosquito

Introduction

Aedes aegypti is the main vector of dengue, chikungunya, Zika, and urban yellow fever
viruses, which infect thousands of people worldwide (Souza-Neto et al. 2019; Semenza et
al. 2022; CDC 2016). Vector control measures targeting A. aegypti and other mosquitoes are
carried out primarily using chemical insecticides. However, prolonged use of these chemicals
harms the environment, human health, and nontarget organisms (Sene et al. 2021).
Furthermore, the rapid spread of insecticide resistance highlights the difficulties in controlling
vectors worldwide (Demirak and Canpolat 2022). Thus, the quest for sustainable and
environmentally friendly alternatives to chemical control of mosquitoes offered numerous
innovations (Weng et al. 2023; Aldridge et al. 2024).
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Microorganisms have significant potential to control mosquito populations and reduce
vector competence, making them alternatives to chemical insecticides (Katak et al. 2023).
Bacteria from the Bacillaceae family are known to produce toxins with insecticidal properties
and larvicidal activity against several species of mosquitoes (Margalith and Ben-Dov 2000;
Boyce et al. 2013; Santana-Martinez et al. 2019). The genus Bacillusis a very diverse,
evolutionarily and phylogenetically heterogeneous group, including Gram-positive and
negative microorganisms, endospore-forming, rod-shaped, aerobic, or facultative anaerobic
species, affiliated with the Firmicutes phylum (Logan et al. 2009; Parija 2023). In particular,
the Bacillus thuringiensis species is relevant for the biological control of mosquitoes that
transmit human diseases (Pardo-Lépez et al. 2013; Crickmore et al. 2021; Sanchez—Yafiez et
al. 2022; Gangmei et al. 2024; Shikov et al. 2024). Investigation of Bt mechanisms of action
led to the discovery of numerous insecticidal molecules (Chaabouni et al. 2012; Salazar et
al. 2023; Shikov et al. 2024), and Bt preparations are considered environmentally safe and
reliable because they target and eliminate harmful insects without harming non-target animals
and plants (Li et al. 2024). For these reasons, commercially available larvicide formulations
including strains of Bt are endorsed by organizations such as the World Health Organization
(WHO, 2023) and the Environmental Protection Agency (EPA) in the United States of America
(www.epa.gov/mosquitocontrol/bti-mosquito-control) (accessed on 12 April 2023).

The discovery of additional microorganisms with mosquitocidal and larvicidal
activities, and the characterization of their active metabolites and mechanisms of action is
desirable, as they may offer alternative, environmentally friendly insecticides
(Vasanthakumari 2019; Ahsan and Shimizu 2021; Milugo et al. 2021; Edmond et al. 2021; Das
and Deobhankar 2022; Teshome et al. 2023). The use of native bacterial strains as biological
control agents can offer advantages to the management of mosquito populations. These native
bacteria are more likely to thrive in local environmental conditions, resulting in more effective
and long-lasting control. Furthermore, the genetic diversity of local strains can provide a variety
of toxins and mechanisms of action, which helps delay the emergence of resistance in insects.
The isolation, characterization, formulation, and finally, field evaluation of local isolates
possibly contributes to cost reduction and promotes more sustainable and efficient solutions in
biological control (Bravo et al. 2007; Fayad et al. 2019; Briihl et al. 2020).

The Amazon rainforest is an important reservoir of biodiversity on Earth, including
fauna, flora, and microorganisms (Heckenberger 2007; Venturini et al. 2022). Bacterial strains
previously isolated from Amazon environments showed larvicidal activity against A.

aegypti (Katak et al. 2021; De Oliveira et al. 2024). In the present study, we further
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characterized one of these strains, GD02.13, providing additional evaluation of its larvicidal

activity, a morphological description, and whole genome sequencing and analysis.

Methods

Bacterial strains

The bacterial strain GD02.13 was previously isolated from lake water samples collected
in the Municipality of Coari, Amazonas State, Brazil (4°06'45.5" S 63°07'44.0" W) (Katak et
al. 2021), with the official permission (21263-1) granted by the Biodiversity Authorization and
Information System (SISBIO) of the Brazilian Ministry of Environment (MMA). Frozen stocks
are kept at the Malaria and Dengue Laboratory (National Institute of Amazonian Research -
INPA). The AM65-52 strain of Bacillus thuringiensis israelensis (Bti) was obtained from the

reactivation of the commercial product Vectobac® WG and used as a reference strain.

Bioassays with fractionated metabolites

GD02.13 was reactivated from frozen stocks in Luria Bertani (LB) agar plates. An
isolated colony was inoculated in 2 ml of LB broth and incubated at 30 °C, 180 rpm for 24 h.
Then 50 pL of the culture was transferred to an Erlenmeyer flask containing 100 ml of LB broth
and maintained under the same conditions. After 120 h of incubation, cultures were centrifuged
for 20 min at 5000 g and the metabolites contained in the supernatant were extracted by a liquid-
liquid partition with an equal volume of a mixture of 20% ethyl acetate (AcOEt) and
isopropanol (iPr-OH) 9:1 volume/volume (v/v). The extraction was repeated three times, and
all the extracted material was combined and dried in a rotary evaporator under vacuum at 45 °C.
The recovered, dried sample (supernatant metabolites) was weighed and stored in a desiccator
with activated silica (De Oliveira et al. 2021).

Bioassays followed the criteria established by WHO (2005) and Dulmage et al. (1990)
and were conducted under controlled conditions of temperature, humidity, and photoperiod.
Bioassays were carried out in triplicate, in 150 ml plastic flasks containing 10 ml of distilled
water, 10 third instar larvae, larval food (powdered Teklad Global 18% Rodent Diet® pellets),
and concentrations of dried supernatant metabolites ranging from 125 to 2.5 pg/ml. All
metabolites were solubilized in dimethyl sulfoxide (DMSO; Thermo Fischer Scientific), and
mortality readings were recorded at 24, 48, and 72 h after exposure to bacterial extracts (Danga
et al. 2014). The DMSO solvent was used as a negative control and Natular™ DT (Spinosad)

was the positive control. No mortality was observed when larvae were exposed only to DMSO.
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The lethal concentration (LCspoand LCgo) was calculated using Probit, with p<0.05
(Finney 1952), and Polo Plus 1.0 statistical software (LeOra Software, Berkeley, CA, USA)
(Robertson et al. 2017). Lethal concentrations and confidence interval (95% CI) were analyzed
using the Lilliefors normality test (K samples), Tukey’s multiple comparison tests (p <0.05),
and Student’s t-test. The BioEstat 5.3 software for Windows was used for the statistical analysis
(Ayres et al. 2007).

Scanning electron microscopy

The GDO02.13 and Bti strains were reactivated in solid nutrient agar culture plates
(NA =beef extract 1 g, yeast extract 2 g, peptone 5 g, Agar 15 g, per liter, pH 6.8), at 30 °C for
24 h. Isolated colonies were inoculated in nutrient broth (NA minus agar) and incubated for
five days at 30 °C in a rotary oven at 180 rpm. The cultures were then centrifuged at 6000 rpm,
4 °C for 20 min. The pellets were washed twice by resuspending in 1 M NacCl, 0.01% Triton
X-100 solution followed by centrifugation, and the final pellets were lyophilized. Each
lyophilized pellet was suspended in 1 ml of 0.15% NaCl and hexane was added at a rate less
than or equal to 10% (50, 75, or 100 pl/ml of aqueous suspension) to minimize the risk of
altering the crystals. The suspension was sonicated at 100 W for 10 min to dissipate
agglomeration and then centrifuged at 6000 rpm for 10 min. The obtained pellet was
resuspended in saline solution, the organic solvent was added again, and the same procedure
was repeated four times. Lastly, the visible pellet was washed twice with cold distilled water.
This procedure was carried out according to (Loutfi et al. 2020). A scanning electron
microscope (JSM-IT500HR), at the Multiuser Center for the Analysis of Biomedical
Phenomena at the State University of Amazonas (CMABI0), was used to examine and
photograph crystals and spores. The morphologies of GD02.13 crystals and spores were
analyzed and compared with those of the reference strain AM65-52 (VectoBac WG) (Mounsef
et al. 2014).

Genome sequencing, assembly and statistics

Genomic DNA was extracted using the DNeasy PowerSoil Pro Kits — QIAGEN and
sequencing was performed on an Illumina MiSeq instrument using the 2 x 150 bp paired-ends
protocol. The “de novo” assembly was performed using SPAdes v.3.14.1 (Prjibelski et
al. 2020), including the flag --careful to reduce the number of mismatches and short indels in
the assembly. CheckM v.1.1.6 (Parks et al. 2015) was run as default to retrieve information on

genome completeness and contamination. Reads were mapped against all contigs with Bowtie2
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v.2.4.2 (Langmead and Salzberg 2012) using the flag --no-discordant to allow only alignments
where both mates align equally, and the output was used with Samtools v.1.15.1 (Danecek et

al. 2021) to recover genome average coverage.

Genome annotation and phylogeny

The protein coding sequences present in the GD02.13 genome were predicted and
annotated using the default parameters of Prokka v.1.14.6 (Seemann 2014). The 16S rRNA
sequence was used as a query in BLASTn (Camacho et al. 2009) against the NCBI nt database
(Sayers et al. 2022) to identify broad strain taxonomy and guide the choice of reference
genomes to include in the phylogenetic analyses. OrthoFinder v.2.5.4 (Emms and Kelly 2019)
was used as default to recover single-copy orthologs among all genomes, and 1Q-TREE2
v.2.2.0.3 (Minh et al. 2020) was used to run the model test and infer phylogenetic trees by

maximum likelihood.

Prediction of biosynthetic gene clusters and insecticidal genes

The biosynthetic gene clusters were predicted from the strain genome with AntiSMASH
v.7 (Blin et al. 2023) using the default website software. The identified clusters were searched
against the MIBIG repository (Medema et al. 2015). To determine whether BGCs were
integrated into the main chromosome, plasmid, or integrated bacteriophages, these two types
of mobile genetic elements were predicted with GeNomad v.1.4.0 (Camargo et al. 2023) using
the default command. The genes encoding insecticidal toxins were mined with
BtiToxin_Digger v1.0.10 (Liu et al. 2022), with the target insect species derived from the
BPPRC specificity database (https://www.bpprc-db.org/, accessed on 21 March 2024)
(Panneerselvam et al. 2022).
The sequencing reads used in the analysis, corresponding to the Bacillus thuringiensis-
GD02.13 strain, have been deposited in the National Center for Biotechnology Information
(NCBI) database (https://www.ncbi.nIm.nih.gov/) as BioProject PRINA1137396, Accession
numbers SAMN42590146.

Results

Larvicidal activity of GD02.13 metabolites
Previously, we demonstrated that the bacterial strain GDO02.13 is lethal to A.

aegypti larvae in concentrations comparable to those observed with the Bti strain AM65-52.
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Now, we demonstrate that metabolites extracted from GDO02.13 are effective larvicides at
concentrations equivalent to those of the commercial product Natular™ DT. While the
LCso and LCgo determined for GDO02.13 extract and Natular™ DT were similar at 24h of
exposure, the LCgo values of the GD02.13 extracts and Natular™ DT were statistically different
(p<0.05) in the 48- and 72-hour intervals, with the GD02.13 extract being more efficient.
Because of the high larval mortality observed after 48—72 h of exposure to Natular™ DT or
GD02.13 extract (> 50%), at the concentrations applied in our assays, LCso values could not be

estimated with our experimental protocol.

Table 1 LC50 and LC90 values of bacterial metabolites against A. aegypti larvae

0 2
Interval  Strain LCs0 ug/ml (CI 95%) df Slgrgi LC90 pg/ml (C195 /O)Sé df  Slopes
24h Spinosad 4.6(3.4-5.7) 7 1.8+0.14 23.3 (18.2— 89 7 18+
32.6)° 0.14
GDO02.13 32(2.34.1)7 7 1.8£0.17 156 (12.3- 78 7 19+
21.3)° 0.17
48 h Spinosad - - - 139 (11.5- 54 7 18+
17.6)° 0.17
GDO02.13 - - - 5.0(4.1-6.3)° 35 7 221
0.34
72h Spinosad - - - 6.1(5.0-7.8)¢ 32 7 19+
0.28
GDO02.13 - - - 2.3(1.0-3.1) 13 7 %?ﬁ

Values expressed in micrograms of extracts per 72 h per assay. Dead larvae were counted 24, 48, and 72 hours
after exposure to the extracts. LCso and LCq were evaluated by Probit, with p <0.05. Statistical comparisons and
confidence intervals (95 % CI) were analyzed using the Lilliefors normality test (K samples), Tukey’s multiple
comparison test (p <0.05), and Student t-test. Student's t. For all variables in each column with the same letter
(a.b.c.d.e.f), the differences between the values are not statistically significant LC =Ilethal concentration;
CI = confidence interval; X2 = chi-square; df = degrees of freedom; Natular™ DT positive control

Morphological characterization

The GDO02.13 lineage grows in Nutrient Agar medium, forming flat, opaque
colonies that are whitish-gray | color, rounded, and with wavy margins. Scanning elec-
tron microscopy was performed to investigate the occur- rence of crystalline inclusions and
spores in GD02.13 bacteria. The images show that the GD02.13 strain con- tains inclusions
and produces spores resembling those of Bacillus thuringiensis, with crystalline forms in

cuboidal, spherical, and undefined shapes (Fig. 1).



34

S

(

Fig. 1: GD02.13 morphology A. Colony morphology of strain GD02.13 after one day of cultivation on Nutrient
Agar medium B. Scanning electron micrograph of GD02.13 spores and crystals. Spores (S) and protein crystals

(©)

Genome sequencing and phylogenetic analysis

Sequencing of the GD02.13 genome yielded 7,674,646 paired-end reads, which were
assembled into 65 contigs >2000 bp (Table 2). Smaller contigs were removed, as they likely
represent assembly noise resulting from using short reads or due to complex genome regions.
The assembly quality check also confirmed that the removal of small contigs does not affect
the completeness of the genome and, in fact, improves cleanliness by eliminating misassembled
contigs with extra single-copy genes (Table S2).

Tabela 2: Features of the genome of Bacillus thuringiensis GD02.13

Species Accession Size GC% N50 Covera Contig Completene CD
(Mb) ge S ss S
B.thuringiensis ~ SAMM425901 66 3483 2131 339.4 65 99.43 736

Phylogenetic inference based on 443 single-copy orthologs (bootstrap 1000,
LG +F + G4 model) indicated that GD02.13 is a strain of Bacillus thuringiensis (Fig. 2) that
clusters with two previously isolated B. thuringiensis, one from China (strain JW-1,
GCF_009025915. 1) and another from the USA (strain FDAARGOS 796,
GCF_013267295.1).
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‘(:(,MBacillus paramobilis strain BML-BC017 GCF_018332495.1
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""" Bacillus wiedmannii strain SR52 GCF_008807735.1
— Bacillus sanguinis strain BML-BC004 GCF_018332475.1
'— Bacillus luti strain FJ GCF_009739945.1
rz Bacillus bombysepticus strain F12 GCF_023824075.1
Bacillus cereus strain CH GCF_016774535.1
109Bacillus_thuringiensis serovar berliner ATCC 10792 GCF_000161615.1
s‘goBaci//us thuringiensis GCF_002119445.1
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V_Vj:orBac[llus thuringiensis serovar alesti BGSC 4C1 GCF_001640965.1
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g Bacillus toyoensis strain BCT-7112 GCF_000496285.1
::;)Bacillus toyonensis strain BV-17 GCA_009799785.1
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Bacillus stratosphericus strain KcN0-8 GCF_020524495.1

93
Bacillus zhangzhouensis strain DW5-4 GCF_000715205.1

Fig. 2: Phylogenetic inference of GD02.13 based on the whole genome by maximum likelihood

Analysis of biosynthetic gene clusters and insecticidal genes
A total of 16 biosynthetic gene clusters (BGC) were predicted in the GD02.13 genome

(Fig. 3). Eleven BGCs are in the contigs comprising the main chromosome, while one terpene
biosynthetic gene cluster is part of an integrated Caudoviricetes phage genome. Five BGCs,
CDPNRPS, HRT2PKS, lanthipeptide class iii, ranthipeptide, and RiPPlike, were predicted to
be in putative plasmids. It is worth mentioning that the petrobactin BGCs exhibited 100%
similarity to the known entity, while bacillibactin, pulchenimic, fengycin, and cerecyclin varied

between 85% and 30% similarity to their corresponding gene clusters (Table S1).
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Fig. 3: Prediction of biosynthetic gene clusters (BGCs) in a Bacillus thuringiensis GD02.13 strain using the
antiSMASH database and the MIBIiG repository.

The genome encodes several proteins with high similarities with previously
characterized B. thuringiensis insecticidal toxins, specifically Cryl1Aa3, Cry6Ba3, Cry60Ba3,
Cry6Aa3, CryBa, Cry4Ba, Cry4dBa2, Crydba4, Cryba2, Cry4Ba4 and Cyt (Table S3).
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Discussion
In our previous work (Katak et al. 2021) we isolated Amazonian-native environmental

bacterial strains with larvicidal activities against (A) aegypti. One of those, named GD02.13, is
as active in killing mosquito larvae as is the (B) thuringiensis strain AM65-52 (Vectobac WG)
(Katak et al. 2021). To further assess the potential of GDO02.13 for mosquito control
applications, we compared the lethality of its metabolites with the commercial insecticide
Natular™ DT, a product obtained from aerobic fermentation of Sacharopolyspora spinosa, and
composed of a mixture of the metabolites, spinosad A and D (Fernandes et al. 2019; Vicari et
al. 2023). The GDO02.13 metabolites are lethal to (A) aegypti larvae, in concentrations
equivalent to those of Natular™ DT. Furthermore, our study showed, through scanning electron
microscopy, that GD02.13 produces crystals and spores (Fig. 1) with morphologies that
resemble those of (B) thuringiensis strain AM65-52 (Vectobac® WG). The observed GD02.13
spores and various sizes and shapes of crystals are consistent with previous morphological
descriptions of Bacillus strains (Fayad et al. 2019; Xie et al. 2019; Loutfi et al. 2020). These
results support additional efforts to characterize GD02.13, its insecticidal metabolites and
proteins, and their mechanisms of action.

Whole genome sequencing, analyses, and mining are powerful in establishing
taxonomic assignment for bacteria belonging to species complexes, uncovering potential
insecticidal candidates, understanding the genetic basis of their production, and discovering
new active metabolites (Meesil et al. 2023; Albarano et al. 2020).

Accordingly, in the present study, we applied a genome-based multigene phylogeny
approach that improves phylogenetic relationship assignments (Jeong Haeyoung et al. 2017;
Lechuga et al. 2020; Patel et al. 2020). B. thuringiensis belongs to the Bacillus cereus complex
or B. cereus s. I., in which taxonomic inconsistencies frequently cause problems with accurate
species identification (Lazarte et al. 2018; Ehling-Schulz et al. 2019). According to our data
and phylogenetic analysis, GDO02.13 groups with B. thuringiensis strains JW1
(GCF_009025915.1) and FDAARGOS_796 (GCF_013267295.1) (Fig. 2), indicating that
GDO02.13 is a new strain of B. thuringiensis.

It is well established that B. thuringiensis produces secondary metabolites with
larvicidal activity against several insects, including medically important mosquito species
(Dahmana et al. 2020; Falqueto et al. 2021; Sujayanand et al. 2023). These metabolites are
frequently synthesized by genes arranged in clusters (Biosynthetic Gene Clusters - BGCs).
Relevantly, we identified several BCGs in the genome of GD02.13. Among them, BGCs
associated with the synthesis of Lantipeptides, Rantipeptides, ribosomally synthesized and


https://amb-express.springeropen.com/articles/10.1186/s13568-025-01850-4#ref-CR34
https://amb-express.springeropen.com/articles/10.1186/s13568-025-01850-4#ref-CR34
https://amb-express.springeropen.com/articles/10.1186/s13568-025-01850-4#ref-CR27
https://amb-express.springeropen.com/articles/10.1186/s13568-025-01850-4#ref-CR68
https://amb-express.springeropen.com/articles/10.1186/s13568-025-01850-4#Fig1
https://amb-express.springeropen.com/articles/10.1186/s13568-025-01850-4#ref-CR26
https://amb-express.springeropen.com/articles/10.1186/s13568-025-01850-4#ref-CR72
https://amb-express.springeropen.com/articles/10.1186/s13568-025-01850-4#ref-CR41
https://amb-express.springeropen.com/articles/10.1186/s13568-025-01850-4#ref-CR44
https://amb-express.springeropen.com/articles/10.1186/s13568-025-01850-4#ref-CR2
https://amb-express.springeropen.com/articles/10.1186/s13568-025-01850-4#ref-CR32
https://amb-express.springeropen.com/articles/10.1186/s13568-025-01850-4#ref-CR37
https://amb-express.springeropen.com/articles/10.1186/s13568-025-01850-4#ref-CR52
https://amb-express.springeropen.com/articles/10.1186/s13568-025-01850-4#ref-CR36
https://amb-express.springeropen.com/articles/10.1186/s13568-025-01850-4#ref-CR23
https://amb-express.springeropen.com/articles/10.1186/s13568-025-01850-4#Fig2
https://amb-express.springeropen.com/articles/10.1186/s13568-025-01850-4#ref-CR14
https://amb-express.springeropen.com/articles/10.1186/s13568-025-01850-4#ref-CR25
https://amb-express.springeropen.com/articles/10.1186/s13568-025-01850-4#ref-CR64

38

post-translationally modified peptides (RiPPs), type Il polyketides (T2PKS) (Fig. 3),
Petrobactin, molybdenum cofactor and Fengycin (Table S1) were previously described by
Shikov et al. (2024) to be present in the genome of the B. thuringiensis highly insecticidal strain
800/15. One terpene biosynthetic gene cluster is within the sequence of an integrated
Caudoviricetes phage. Caudovirales, have been identified in many species of the B.
cereus group (Gillis and Mahillon 2014).

In addition to the identified BCGs, GD02.13 contains genes coding for insecticidal
proteins. In general, genes coding for insecticidal proteins are located on plasmids, as revealed
in the sequenced and assembled GD02.13 genome and GD02.13 plasmids. The genes identified
in this study code for a series of insecticidal proteins, including well-characterized Cry and Cyt
toxins that are active against numerous insects of the order Diptera,
including Aedes, Anopheles, and Culex species, vectors of human diseases. These proteins
accumulate during sporulation in large parasporal crystals that consist mainly of Cry proteins
and, in some strains, cytotoxic Cyt proteins (Fayad et al. 2019; Xie et al. 2019; Loutfi et
al. 2020).

In summary, we added information about the larvicidal properties of GD02.13
metabolites, by comparing its activity with the commercial product Natular™ DT. Whole
genome sequencing and analysis revealed several potential insecticidal candidates including
secondary metabolites and proteins. Isolation and characterization of these potential active
molecules will further inform about the mechanisms by which GD02.13 kills mosquito larvae.
Assays on medium and large scales under natural conditions will be necessary to evaluate
GD02.13 performance and stability and advise about formulations that may be applied for
mosquito control. GD02.13 and other larvicidal native bacterial strains are expected to facilitate
area-wide control or elimination of Ae. aegypti if properly developed and adopted as part of an

integrated pest management strategy.
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4. CONCLUSAO

A linhagem Bacillus thuringiensis GD02.13, isolada da regido amazo6nica, demonstrou
significativo potencial larvicida contra esse mosquito. A analise gendmica revelou a presenca
de 16 clusters de genes biossintéticos e 14 genes que codificam proteinas inseticidas,
corroborando a atividade larvicida observada e indicando que a linhagem é capaz de produzir
metabolitos e proteinas bioativas com grande potencial para o controle bioldgico de mosquitos.

Os extratos metabolicos do sobrenadante da linhagem GDO02.13 mostraram eficacia
significativa na mortalidade das larvas de A. aegypti, principalmente em 120 horas de cultivo.
A cromatografia em camada delgada identificou alcaldides, terpenos e compostos fendlicos,
gue podem estar diretamente relacionados a mortalidade larval, sugerindo o que a linhagem
sintetiza metabdlitos bioativos com propriedades larvicidas.

A caracterizagdo protedmica confirmou um arsenal diversificado de toxinas Cry e Cwt,
além de proteinas acessorias e enzimas associadas a viruléncia. Notavelmente, a cepa GD02.13
apresentou desempenho larvicida superior a cepa comercial Bti AM65-52, o que reforca seu
valor biotecnologico. Esses resultados confirmam o grande potencial da linhagem GD02.13

como agente bioldgico no controle de Aedes aegypti, contribuindo para o combate a esse vetor.
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Material Suplementar

Capitulo |

Table S1: Agrupamentos de genes biossintéticos (BGC) preditos no genoma de B. thuringiensis GD02.13.

Localizacdo (coordenadas

Contig Ferramenta Tipo/Atividade . Cluster similar Similaridade
relativas, b. p.)

1 antiSMASH Terpene 177,786-199,639 (21,854) Molybdenum cofactor 17%

3.1 antiSMASH NRP-metallofore - NRPS 1-43,342 (43,342) bacilicactin 85%

3.2 antiSMASH NI — siderophore 330,830-360,370 (29,541) petrobactin 100%

51 antiSMASH LAP 2,808 - 26,314 (23,507) - -

5.2 antiSMASH RRE-containing 338,791 - 356,760 (17,970) - -

7.1 antiSMASH NRPS 179,186 - 226,202 (47,017) - -

7.2 antiSMASH RiPP-like 244,898 - 255,158 (10,261) - -

14.1 antiSMASH HR - T2PKS 3,213 - 46,585 (43,373) - -

14.2 antiSMASH CDPS, NRPS 67,311 - 127,676 (60,366) pulcherriminic acid 66%

17.1 antiSMASH NRPS-like 77,557 - 121,138 (43,582) - -

19.1 antiSMASH NRPS 1-51,734 (51,734) - -

20.1 antiSMASH RiPP-like 59,796 - 70,125 (10,330) - -

22.1 antiSMASH ranthipeptide 84,574 - 97,838 (13,265) - -

23.1 antiSMASH lanthipeptide-class-iii 1,124 - 23,727 (22,604) - -

32.1 antiSMASH betalactone 10,424 - 35,662 (25,239) fengycin 40%

34.1 antiSMASH RiPP-like 2,930 - 13,151 (10,222) cerecyclin 30%



https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0000942/1
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#rre-containing
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#ripp-like
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#nrps
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0002103/1
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#nrps-like
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#nrps
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#ripp-like
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#ranthipeptide
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#lanthipeptide-class-iii
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#betalactone
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0001095/1
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#ripp-like
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0002447/1

Table S2: Qualidade do genoma com base na completude e contaminagéo estimadas do genoma

Conjunto de Heterogeneidade

Genoma Id Marcadores_lineage Genomas  Marcadores 5+  Completude Contaminacao

0 3
marcadores da cepa
contigs5000I o__Bacillales (UID828) 139 508 174 1 496 9 2 00 99,43 2.36 0
contigs2000I o__Bacillales (UID828) 139 508 174 1 496 9 2 00 99,43 2.36 0
contigs500I o__Bacillales (UID828) 139 508 174 1 ‘715 46 4 00 99,43 6.89 7

contigsALL k__Bacteria (UID203) 5449 101 56 1 47 3B 14 31 98,21 52,1 7




Table S3: Analise de genes que codificam toxinas inseticidas extraidas com BtiToxin_Digger v1.0.10 usando espécies de insetos-alvo.

Tipos de Proteina ID Descricdo da proteina Comprimento  Correspondéncia ~ Comprimento  Cobertura Identidade  Inseto- Espécies-alvo
proteinas alvo
Proteina Cry Proteina hipotética 643 CryllAa3 643 100 100 Diptera Culex quinquefasciatus,
fig|1428.2295.peg.6643 1428.2295 Anopheles albimanus e
Aedes aegypti
Proteina Cry Proteina hipotética | 319 Cry60Ba3 319 100 100 ND
fig|1428.2295.peq.6764 1428.2295]
Proteina Cry fig|1428.2295.peg.6765 Proteina hipotética 303 Cry60Aa3 303 100 100
1428.2295]
Proteina Cry fig|1428.2295.peg.6809 Proteina hipotética 918 Cry4Ba 1136 80.81 100 Diptera Aedes aegypti, Culex
1428.2295] quinquefasciatus,
Proteina Cry Hipotética 11428.2295] 133 Cry4Ba 1136 11.71 69.92 Anopheles gambie,
fig|1428.2295.peg.6882 Anopheles albimanus e
Anopheles stephensis.
Proteina Cry fig|1428.2295.peg.6883 Proteina hipotética 208 Cry4Ba2 1136 18.31 100 Diptera
[1428.2295]
Proteina Cry fig|1428.2295.peg.6974 Proteina hipotética 155 Cry4Ba4d 1135 13.74 65.38 Diptera
[1428.2295]
Proteina Cry fig|1428.2295.peg.6960 Proteina hipotética 208 Cry4Ba2 1136 18.31 100 Diptera
1428.2295]
Proteina Cry fig|1428.2295.peg.6974 Proteina hipotética 155 Cry4Ba4 1135 13.74 65.38 Diptera
1428.2295
Proteina Cyt PROTEINA DA TOXINA 515 ND ND ND ND
fig|1428.2295.peg.5841 MOSQUITOCIDA
1428.2295
Proteina Cyt fig|1428.2295.peg.6641 Proteina hipotética 249 ND ND ND ND
1428.2295
Proteina Cyt fig|1428.2295.peg.6807 Proteina hipotética 525 ND ND ND ND
1428.2295
Proteina Cyt fig|1428.2295.peg.6810 Delta-endotoxina citolitica 263 ND ND ND ND
tipo 1Ba 1428.2295
Proteina Cyt fig|1428.2295.peg.6912 proteina hipotética 471 ND ND ND ND

1428.2295
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