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RESUMO 
 

O gênero Bacillus é um grupo de bactérias amplamente estudadas, e abriga espécies que 

impactam diversas indústrias. Muitas espécies do grupo Bacillus são estudadas pelo potencial 

biotecnológico e industrial, envolvendo a produção de metabólitos secundários, o uso como 

agentes de biocontrole em plantas, reduzindo potencialmente  a utilização de agrotóxicos 

químicos convencionais, além da associação à dieta de animais de consumo, como galinhas, 

porcos e bois. Entretanto, devido a divergências entre técnicas de identificação taxonômica 

como o MALDI-TOF, e outras mais recentes e precisas, como o Next-Generation Sequencing 

(NGS), têm sido observadas incongruências na distinção de espécies de Bacillus, atribuídas ao 

alto nível de semelhança entre os organismos do grupo, principalmente no caso de espécies 

recentes e pouco estudadas, como B. paralicheniformis. A recente descrição do grupo, em 

2015, reflete a escassez de estudos de filogenômicos e comparativos que analisem a espécie 

isoladamente e contribuam para o entendimento do seu comportamento genético. Nesse 

contexto, este  estudo buscou identificar e caracterizar, a partir do NGS, os isolados BAC30 e 

BAC220, sendo ambos identificados como B. paralicheniformis e incluídos em análises 

comparativas e filogenômicas com outras 28 linhagens da espécie, a fim de analisar o 

repertório genético do grupo. Em seguida, foi feita a anotação funcional dos isolados BAC30 

e BAC220, com foco no potencial biotecnológico da espécie. Os resultados demonstraram 

que a identificação dos isolados evidencia a relevância da técnica como padrão ouro na 

identificação taxonômica. Apesar da grande semelhança entre as linhagens de B. 

paralicheniformis, as mesmas mostram um pangenoma aberto, com alta proporção de genes 

acessórios em contraste com genes centrais, evidenciando a ubiquidade da espécie, com 

propensão à aquisição de novos genes que favoreçam a sobrevivência em diversos nichos e 

contribuam para a simbiose com outros organismos. As análises funcionais dos isolados 

revelaram poucos genes de resistência, produção de metabólitos relevantes, como bacitracina, 

riboflavina e heme, além de genes relacionados com a fixação de nitrogênio em plantas. 

Mesmo que sejam necessárias análises in vitro para comprovar a expressão gênica, os isolados 

mostram potencial de aplicação no contexto biotecnológico, seja na produção isolada desses 

metabólitos e/ou atuando como bactéria de biocontrole em modelos in vivo, principalmente 

com plantas, mas também com animais de consumo e humanos. 

 

Palavras-chave: Bioinformática; NGS; Bacillus paralicheniformis; Genômica comparativa; 

Pangenômica; Biotecnologia; 

 



 

ABSTRACT 

 

The genus Bacillus encompasses a widely studied group of bacteria, harboring species that 

significantly impact various industries. Many species are analyzed for their biotechnological 

and industrial potential, including the production of secondary metabolites, their use as 

biocontrol agents in plants, potentially reducing conventional chemical pesticide use, and their 

association with the diets of livestock like chickens, pigs, and cattle. However, due to 

divergences between taxonomic identification techniques such as MALDI-TOF and more 

recent, precise methods like Next-Generation Sequencing (NGS), inconsistencies in Bacillus 

species distinction have been observed. This is attributed to the high degree of similarity 

among organisms within the group, especially for recently described and less-studied species 

such as B. paralicheniformis. The group's recent description in 2015 highlights the scarcity of 

phylogenomic and comparative studies that analyze this species in isolation and contribute to 

understanding its genetic behavior. In this context, the present study aimed to identify and 

characterize isolates BAC30 and BAC220 using NGS, which were both confirmed as B. 

paralicheniformis and included in comparative and phylogenomic analyses with 28 other 

strains of the species to examine the group's genetic repertoire. Subsequently, functional 

annotation of BAC30 and BAC220 was performed, focusing on the species' biotechnological 

potential. Results showed that the isolates' identification highlights the relevance of NGS as 

the gold standard for taxonomic identification. Despite the high similarity among B. 

paralicheniformis strains, they exhibit an open pangenome with a high proportion of 

accessory genes, contrasting with core genes. This indicates the species' ubiquity and its 

propensity for acquiring new genes that favor survival in diverse niches and contribute to 

symbiosis with other organisms. Functional analyses of the isolates revealed few resistance 

genes, and demonstrated the production of relevant metabolites like bacitracin, riboflavin, and 

heme, along with genes related to nitrogen fixation in plants. Although in vitro analyses are 

necessary to confirm gene expression, these isolates show potential for biotechnological 

application, either in the isolated production of these metabolites and/or by acting as 

biocontrol bacteria in in vivo models, primarily with plants, but also with livestock and 

humans. 

 
Keywords: Bioinformatics; NGS; Bacillus paralicheniformis; Comparative genomics; 
Pangenomics; Biotechnology; 
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PREFÁCIO 

O delineamento da dissertação está organizado nas seguintes seções: 

I - INTRODUÇÃO: Busca explicar sobre o gênero Bacillus e sua importância, a partir da 

primeira descrição de B. subtilis, a separação das espécies, bem como, o impacto geral do 

gênero em indústrias como a agropecuária, farmacêutica e alimentícia. Posteriormente, 

aprofunda-se na espécie B. paralicheniformis, foco do estudo, mostrando sua relevância no 

contexto biotecnológico. Por fim, contextualizaa utilização da bioinformática, assim como 

pontos importantes sobre identificação taxonômica, análises comparativas e genômica 

bacteriana. 

II - JUSTIFICATIVA: Algumas das linhagens da espécie Bacillus paralicheniformis já 

vinham sendo estudadas, porém reconhecidas como B.licheniformis. Apenas em 2015, houve 

distinção de ambas espécies, onde nota-se a escassez de estudos que abordem a espécie B. 

paralicheniformis como um todo e de forma isolada, com análises comparativas e 

filogenômicas que contribuam para o entendimento de seu repertório genético. Consideram-se 

também as divergências na identificação taxonômica por métodos como o MALDI-TOF, em 

relação aos mais recentes, como os derivados de Whole Genome Sequencing (WGS), levando 

à necessidade de análises taxonômicas mais aprofundadas da espécie. Ademais, a espécie B. 

paralicheniformis demonstra potencial biotecnológico, com produção de compostos 

antimicrobianos (AMCs) e auxílio comprovado no crescimento de plantas, sendo, portanto, 

necessárias mais estudos que comprovem o potencial biotecnológico da espécie.   

III - OBJETIVO DA DISSERTAÇÃO: Realizar análises de bioinformática em linhagens de 

B. paralicheniformis para ajudar a compreender o panorama genético da espécie, bem como 

montar e anotar o genoma de dois isolados do solo da Bahia sequenciados por NGS, a fim de 

avaliar o potencial biotecnológico dessas linhagens in silico. 

 



 

IV - CAPÍTULO I: O artigo de pesquisa intitulado como “Comparative and Functional 

Analyses of Bacillus paralicheniformis Strains BAC30 and BAC220 by WGS Uncover 

Species Homogeneity and Biotechnological Potential” analisa o repertório gênico de 

linhagens de Bacillus paralicheniformis, assim como faz a anotação funcional de dois 

isolados da espécie. 

V - MATERIAL SUPLEMENTAR: Lista todos os materiais suplementares, como tabelas e 

figuras que foram feitas para a confecção de cada artigo de pesquisa.  

VI - DISCUSSÃO GERAL: Sumariza a discussão ao redor dos resultados da dissertação. 

VII - CONCLUSÃO GERAL: Sumariza os principais achados da dissertação. 

VIII - PERSPECTIVAS: Traz as principais ideias a serem exploradas para a continuidade 

deste trabalho. 

IX - REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS: Lista as referências utilizadas no 

desenvolvimento deste trabalho. 

X - APÊNDICE: Lista os trabalhos realizados durante esse período de mestrado (2023 - 

2025). 
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1.​ INTRODUÇÃO 

1.1 Gênero Bacillus 

O gênero Bacillus, pertencente ao reino Bacteria, filo Firmicutes, classe Bacilli, 

ordem Bacillales e família Bacillaceae, foi primeiramente citado em 1835, pelo  o cientista 

Christian Gottfried sendo, inicialmente,  denominada Vibrio subtilis. Posteriormente, o 

microbiologista Ferdinand Julius Cohn, em 1872, renomeou o organismo como Bacillus 

subtilis (Stülke et al., 2023), dando origem ao gênero. A partir desse momento, e ainda hoje, 

esse conjunto é reconhecido como um grupo de bactérias Gram‑positivas, ubíquas, em 

formato de bacilo e formadoras de endósporos (Shu & Yang, 2017). Os endósporos são 

formados em condições desfavoráveis, como falta de nutrientes, quando a bactéria entra em 

estado latente, com parede celular espessa e extremamente resistente a estresses ambientais 

até a retomada de condições favoráveis (Tan & Ramamurthi, 2014). Por volta de 1960 a 1970, 

a espécie B. subtilis foi nomeada como organismo de referência para bactérias 

Gram‑positivas, sendo desde a sua descoberta modelo para estudos de divisão celular, 

secreção de proteínas, motilidade bacteriana, formação de biofilmes, produção de metabólitos, 

entre outros (Kovács, 2019). Devido ao avanço nas técnicas de taxonomia, principalmente 

com estudos do gene 16S rRNA, e reconhecimento de novos marcadores filogenéticos, os 

critérios de classificação têm sido constantemente revisados, resultando na reclassificação de 

diversos membros do grupo Bacillus e na adição de várias espécies e subespécies. Após as 

classificações, o grupo foi dividido em vários subgrupos, sendo os de maior relevância 

Subtilis sensu lato e Cereus sensu lato (Bhandari et al., 2013). 

O grupo Subtilis sensu lato, inicialmente conhecido como Bacillus sensu stricto, era 

inicialmente composto pelas espécies B. subtilis, B. licheniformis, B. pumilus e B. 

amyloliquefaciens (Blanco Crivelli et al., 2024), e posteriormente foram adicionadas novas 

espécies e subespécies (Figura 1). As bactérias pertencentes a este grupo são de grande 

interesse industrial,  devido à sua diversidade de características fisiológicas, como a elevada 

capacidade de produção de compostos antimicrobianos (AMCs). Além disso, estas espécies 

apresentam uma distribuição ubíqua, sendo achadas no solo, ambientes aquáticos, alimentos 

fermentados, na microbiota intestinal de animais e na rizosfera de plantas (Caulier et al., 

2019). Na indústria agricola, muitas linhagens do grupo Subtilis são reconhecidas como Plant 

Growth-Promoting Bacteria (PGPB), onde podem ser encontradas em uma relação simbiótica 
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com plantas, muitas dessas de relevância industrial, como feijão (Kumar et al., 2012) e açaí 

(Garcias et al., 2025), por exemplo. Essas bactérias mostram efeitos benéficos comprovados, 

que incluem a inibição de patógenos relevantes para plantas, como Fusarium graminearum 

(Petkova et al., 2024) e Fusarium oxysporum (Russi et al., 2022), e a estimulação do 

crescimento da planta, através da secreção de metabólitos, aumento da resistência a estresses 

osmóticos (Chen et al., 2016) e indução da produção de fitohormônios, como as giberelinas 

(Kang et al., 2019). Além disso, considera-se também a administração de linhagens de 

Bacillus em modelos in vivo, já que, em modelos in vitro, nota-se a inibição do crescimento 

de patógenos como Escherichia coli e Salmonella Typhimurium, além de demonstrar efeitos 

anti-inflamatórios e antioxidantes (Pézsa et al., 2022). Considerando a produção de nutrientes 

por essas linhagens, incluindo exopolissacarídeos (EPS), vitaminas e coenzimas, os mesmos 

podem atuar como pós-bióticos, auxiliando no crescimento de outros organismos benéficos 

presentes na microbiota intestinal, como Lactobacillus (Cai et al., 2020) e Enterococcus (Li et 

al., 2023). 
 

Figura 1: Linha do tempo da descoberta de algumas das espécies pertencentes ao grupo Bacillus subtilis sensu 

lato. A proximidade entre espécies nos clados não indica relação filogenética, mas sim períodos de descrição 

semelhantes. 

Já o grupo Bacillus cereus sensu lato é composto por pelo menos doze espécies, onde 

as mais relevantes incluem principalmente B. anthracis e B. cereus, mas também B. 

thuringiensis, B. mycoides, B. pseudomycoides, B. weihenstephanensis, B. cytotoxicus, B. 

wiedmanni, e B. toyonensis, entre outras recém‑descobertas (Yossa et al., 2022). Esse grupo é 

conhecido por abrigar bactérias patogênicas presentes principalmente em alimentos, que 
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incluem carnes em todos os estados (crua, intacta ou processada), além de produtos de origem 

aviária, incluindo carne crua de aves e produtos processados com carne e ovos (Carroll et al., 

2022). O consumo desses produtos contaminados está associado à intoxicação alimentar 

causada por linhagens de B. cereus, podendo causar duas formas distintas de gastroenterite, a 

emética e a diarréica (Ehling‑Schulz, Fricker & Scherer, 2004). Além disso, esporos de 

membros desse grupo podem ser encontrados em produtos cosméticos, causando infecções 

oculares graves, que podem resultar em perda parcial ou total da visão (Mursalin, Livingston 

& Callegan, 2020). A patogênese de Bacillus anthracis é historicamente conhecida e 

amplamente estudada, já que essa bactéria, causadora da doença zoonótica antraz, já foi 

reconhecida como potencial arma biológica (Moayeri et al., 2015). A doença antraz afeta a 

pele e/ou órgãos internos, e quando os esporos de B. anthracis são inalados podem ser fatais, 

principalmente devido às toxinas produzidas por esse organismo (Guichard, Nizet & Bier, 

2012). Todavia, a espécie B. thuringiensis, é explorada pelas propriedades entomo‑pesticidas, 

já que as proteínas produzidas durante as fases exponencial e vegetativa não são consideradas 

tóxicas para humanos e servem como inseticidas naturais (Gupta, Kumar & Kaur, 2021), 

atuando na inibição de lepidópteros, como Euprosterna elaeasa (Plata‑Rueda et al., 2020), 

coleópteros, como Leptinotarsa decemlineata (Naimov et al., 2001) e dípteros, como Aedes 

aegypti (Alba-Tercedor & Vilchez., 2023). Entretanto, o descarte inadequado ou dispersão de 

B. thuringiensis em ecossistemas pode ter impacto negativo, já que as toxinas podem afetar 

organismos não-alvo na teia alimentar (Belousova et al., 2021). 

A taxonomia atual do gênero Bacillus vem sendo continuamente revista e debatida, 

considerando que métodos tradicionalmente utilizados, como análises bioquímicas, 

Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization Time-of-Flight (MALDI-TOF) e o 

sequenciamento do gene 16S rRNA, são eficazes para classificações ao nível de gênero, mas 

apresentam limitações na distinção precisa entre espécies, devido à elevada similaridade 

genômica e bioquímica entre os organismos (Janda et al., 2007), somada, por muito tempo, à 

escassez de genomas disponíveis para comparação (Patel et al., 2020). Contudo, com o 

avanço e a redução de custos das tecnologias de sequenciamento e análise genômica, o 

número de genomas do gênero Bacillus depositados em bancos de dados, como o National 

Center for Biotechnology Information (NCBI) e o European Molecular Biology Laboratory – 

European Bioinformatics Institute (EMBL-EBI), tem crescido exponencialmente (Land et al., 

2015). Esse cenário possibilita análises taxonômicas mais robustas e precisas, essenciais para 

o entendimento das relações ecológicas e evolutivas do grupo (Maughan & Auwera, 2011). 
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Nesse contexto, a identificação por MALDI-TOF continua sendo considerada uma ferramenta 

de melhor custo-benefício para o monitoramento ambiental e a identificação rotineira de 

isolados, especialmente de espécies patogênicas (Baek et al., 2021). Por outro lado, métodos 

acurados, como o sequenciamento genômico completo (Whole Genome Sequencing – WGS), 

vêm sendo apontados como os mais indicados e padrão ouro para a descoberta e 

caracterização de novas linhagens, por permitirem uma análise mais aprofundada e detalhada 

(Mazhari et al., 2025). 

1.2 Espécie Bacillus paralicheniformis 

1.2.1. Taxonomia e classificação 

A espécie Bacillus licheniformis, descrita por volta de 1900, foi posteriormente 

relatada na  produção de enzimas, como α-amilase, penicillinase, pentosanase, entre outros 

(Rey et al., 2004), e produção de  antimicrobiano natural Bacitracina (Cai et al., 2020). Além 

disso, essa bactéria foi aplicada em plantas, promovendo efeitos pró-crescimento, e auxiliando 

na  mitigação de efeitos de seca (Akhtar et al., 2020), e em estudos in vivo, com leitões, 

demonstrou-se  eficaz como bactéria de biocontrole, inibindo o patógeno Salmonella spp. 

(Barba-Vidal et al., 2017), e em galinhas, inibiu o patógeno Clostridium perfringens, além de 

promover a modulação da microbiota e redução de citocinas pró-inflamatórias   (Xiao et al., 

2024). 

Até então, as linhagens pertenciam apenas a uma espécie, principalmente devido ao 

alto nível de similaridade entre os organismos, aliado à escassez de marcadores filogenéticos 

até então disponíveis. Em 2015, observou-se que a espécie compreendia, na verdade, duas 

linhagens filogeneticamente próximas, mas distintas (Dunlap et al., 2015), o que resultou na 

reclassificação de muitas bactérias anteriormente identificadas como B. licheniformis, agora 

como B. paralicheniformis (Du et al., 2019). Nesse contexto, novos marcadores específicos 

para B. paralicheniformis, como, por exemplo, genes codificadores de fengicina, que podem 

estar presentes exclusivamente nos genomas da espécie e ausentes em B. licheniformis (He et 

al., 2023). Isso se deve ao fato de que o sequenciamento do gene 16S rRNA tem se mostrado, 

por vezes, insuficiente para a diferenciação entre essas duas espécies, ressaltando a 

importância do sequenciamento completo do genoma (WGS) como uma abordagem mais 

confiável para essa distinção (EFSA, 2024). Essa distinção é especialmente relevante devido à 

aplicação potencial dessas linhagens como produtoras de enzimas alimentícias. Em 2021, a 

Autoridade Europeia para a Segurança dos Alimentos (EFSA) passou a exigir a identificação 

dessas espécies por meio de WGS (EFSA, 2021). Um exemplo dessa problemática pode ser 
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visto no isolado BAC220 — objeto do presente estudo — anteriormente identificados como 

B. subtilis (Reis et al., 2022), mas que, após análises taxonômicas baseadas em 

sequenciamento pela plataforma Illumina HiSeq, foram reclassificados como B. 

paralicheniformis. Ademais, embora já existam estudos comparativos, como os de 

pangenômica (Du et al., 2019; Asif et al., 2023), ainda se observa uma escassez de trabalhos 

que abordem B. paralicheniformis de forma abrangente em análises taxonômicas e 

filogenômicas, comparando as próprias linhagens em um conjunto formado exclusivamente 

por genomas da espécie. 

1.2.2. Produção de metabólitos secundários 

Muitos estudos reconhecem o potencial biotecnológico da espécie, e parte disso é 

baseado na sua produção de diversos metabólitos secundários. In silico, é notada a presença 

de genes responsáveis pela produção de metabólitos relevantes nas linhagens de B. 

paralicheniformis, como enzimas e compostos antimicrobianos (AMCs). Entre eles a 

bacitracina se mostra como composto de maior relevância, sendo produzido 

predominantemente pelas espécies B. paralicheniformis, B. licheniformis e B. subtilis (Zhu et 

al., 2023), assim como bacilibactina, fengicina, bacilisina, exopolissacarídeos (EPS) e outros, 

que variam entre linhagens de B. paralicheniformis (Harwood et al., 2018) (Rao et al., 2024). 

A atividade inibitória da espécie, derivada desses metabólitos, já mostra atividades 

comprovadas in vitro, sendo capazes de inibir patógenos bacterianos como o Staphylococcus 

aureus meticilina-resistente (MRSA) (Sermkaew et al., 2024), Escherichia coli e Listeria 

monocytogenes (Iqbal et al., 2023), além de inibir também fungos fitopatogênicos como 

Botrytus cinerea (Ruiz et al., 2024), Magnaporthe grisea, Fusarium solani e Alternaria 

alternata (Ashajyothi et al., 2024). Quanto a produção isolada de compostos, a linhagem B. 

paralicheniformis AUMC B-516 se mostrou capaz de produzir L-asparaginase através da 

fermentação (Saleh et al., 2025), e essa enzima é de grande interesse da indústria 

farmacêutica, já que é utilizada para tratamento de pacientes com leucemia linfoblástica aguda 

(LLA) (Egler et al., 2016).  

Diante disso, espécies do gênero Bacillus, como o B. paralicheniformis, B. subtilis, 

entre outros, representam uma alternativa para o uso e produção dessa enzima, já que a 

L-asparaginase é atualmente produzida principalmente por bactérias como Escherichia coli e 

Erwinia chrysanthemi (Ashok et al., 2019). Ademais, espécies de plantas mutantes, como 

tomate, que expressam a proteína BpXynC, retirada de B. paralicheniformis NMSW12, 

mostraram que essa proteína é capaz de induzir a resposta imune, aumentando a resistência a 
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fitopatógenos como Sclerotinia sclerotiorum, vírus do mosaico do tabaco (TMV) e 

Phytophthora capsica (Yu et al., 2024). 

 

1.2.3. Simbiose com modelos in vivo 

Muitas das linhagens da espécie B. paralicheniformis são reconhecidas pelo status de 

Plant Growth-Promoting Rhizobacteria (PGPR), sendo isoladas das raízes e solo, e 

observadas em relação à simbiose com plantas (Sun et al., 2025). Nesse contexto, a linhagem 

2R5 foi capaz de promover o melhor efeito pró-crescimento em canola, se comparado a outras 

rizobactérias como Pseudomonas sp. e Pseudomonas atacamensis (Świątczak et al., 2023). 

Esse efeito pode ser associado à modulação da microbiota do solo, que aumenta a quantidade 

de outros organismos benéficos como Nitrospira, Ramlibacter, Solicoccozyma entre outros 

(Świątczak et al., 2024). Com a linhagem FMCH001, foi observado que o crescimento de soja 

sob o estresse de seca foi 22,94% maior que o controle, e essa taxa foi relacionada à melhora 

na taxa de fotossíntese, condutância estomatal e taxa de transpiração, que melhoraram a 

eficiência da planta quanto ao uso de água (Liu et al., 2013). Outro estudo similar demonstrou 

o potencial da linhagem LBEndo1 em aumentar a taxa de crescimento da planta Carya 

illinoinensis mesmo sob estresse salino, mostrando a habilidade da espécie B. 

paralicheniformis em aliviar possíveis estresses osmóticos (Palacio-Rodríguez et al., 2023). 

Embora em menor quantidade, há estudos demonstrando a atuação da espécie em 

modelos animais. Com patos, a linhagem LN33 foi capaz de promover um efeito antioxidante 

e anti-inflamatório, modulação do sistema imune e da microbiota intestinal, promovendo 

aumento de linhagens probióticas como Faecalibacterium (Jiang et al., 2025). Em modelo 

murino de enterocolite induzida por Clostridium perfringens, a linhagem SN-6 foi capaz de 

modular a microbiota, aumentando a quantidade de bactérias benéficas como Lactobacillus e 

Akkermansia, além da redução da inflamação e danos a barreira intestinal causados pelo 

patógeno (Yang et al., 2025). Além disso, experimentos com um dos isolados do estudo, 

BAC220, mostraram o efeito benéfico dessa bactéria na redução da necrose de embriões de 

galinha desafiados com Salmonella spp. (Reis et al., 2022). 

1.3 Fundamentos e aplicações em bioinformática  e genômica 

Com a crença da época de que proteínas eram portadoras de informações genéticas, o 

primeiro trabalho de bioinformática surgiu em 1962: COMPROTEIN, software que usava 

cartão perfurado contendo uma linha de código FORTRAN para montar corretamente os 

resíduos das sequências proteicas oriundas da reação de Edman, por Margaret Dayhoff e 
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Robert Ledley (Edman & Begg, 1966; Dayhoff & Ledley, 1962; Gauthier, 2018). Este 

trabalho foi tão impactante que permitiu estudos de alinhamento entre proteínas de diferentes 

espécies, com Zuckerkandl e Pauling (Morgan, 1998) que revelou a necessidade de julgar 

substituições entre aminoácidos, levando ao desenvolvimento de algoritmos de alinhamento 

por Needleman e Wunsch, em 1970 (Needleman & Wunsch, 1970); por Feng e Doolitle em 

1987 (Feng & Doolittle, 1987) e, durante este período, também por Dayhoff, Schwartz e 

Orcutt (1978), trazendo a publicação da matriz PAM, algoritmo probabilístico de avaliação de 

mudança entre aminoácidos de uma proteína durante momentos da evolução (Yang et al., 

2010). 

Somente próximo da década de oitenta que o foco voltou-se para o Ácido 

Desoxirribonucleico (DNA). O bacteriófago ΦX174, de 5386 pares de bases, foi o primeiro 

genoma a ser codificado, usando o sequenciamento de DNA “mais e menos”, de 1975, 

posteriormente aprimorado e chamado de Sanger (Sanger et al., 1977; Sanger & Coulson, 

1977). Essa foi a primeira vez que se obteve a sequência completa do DNA de um organismo, 

o que se denomina genoma. O pacote Staden foi o primeiro software associado à leitura de 

sequenciamentos derivadas da técnica de Sanger, sendo capaz de analisar sobreposições de 

gel, unir contigs e manipular arquivos de sequência, ainda em 1979, sendo mais um marco da 

bioinformática (Staden, 1979). 

Outros meios de sequenciamento foram apresentados neste período (Barnes, 1978; 

Maxam & Gilbert, 1977; McCombie et al, 2018), contudo, a técnica de Sanger foi a mais 

utilizada, sendo usada para revelar os fragmentos de DNA dos próximos genomas. Antes de 

1995, todos os organismos com genoma completo sequenciado eram vírus, devido ao 

tamanho pequeno dos mesmos (Sanger et al., 1977; Fiers et al., 1978; Sanger et al., 1982; 

Baer et al., 1984). Haemophilus influenzae Rd foi o primeiro organismo de vida livre (não 

viral) com genoma completamente sequenciado, inaugurando a era da genômica bacteriana, 

bem como marcou o início do uso de algoritmos computacionais para montagem do genoma 

fragmentado pela técnica shotgun sequencing, através da abordagem 

overlap-layout-consensus (OLC) (Fleischmann et al., 1995). Somente no início dos anos 2000 

que os genomas de organismos eucariotos multicelulares Drosophila melanogaster, Homo 

sapiens e Mus musculus foram apresentados (Adams et al., 2000; Venter et al., 2001; Nature, 

2001; Dijk et al., 2023; Nature, 2002). 

Após essa primeira leva de tecnologias de sequenciamento, no início dos anos 2000 

passaram a ser descritos novos meios, apelidados de Sequenciamento de Segunda Geração 
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(SGS), produzindo vários fragmentos de sequências curtas (centenas de nucleotídeos), entre 

50 - 300 pares de base (pb). Alguns exemplos incluem tecnologias como o  Illumina HiSeq 

300 e o Ion Torrent, que ainda possuem grande relevância no sequenciamento de genomas 

pequenos, como de procariotos (Meslier et al., 2022). Posteriormente, em 2010, surgiram os 

Sequenciamentos de Terceira Geração (TGS), os quais produzem menos fragmentos, mas de 

longos tamanhos (dezenas de milhares de nucleotídeos) (Heather & Chain, 2016; Shendure et 

al., 2017; Goodwin et al., 2016; Segerman, 2020; Zhang et al., 2021); Trofimova et al., 2023; 

Dijk, 2023). Alguns exemplos de sequenciadores de terceira geração incluem o Oxford 

Nanopore e o Pacific Biosciences (PacBio) (Athanasopoulou et al., 2021). Para a essencial e 

correta interpretação dos genomas, a montagem das sequências curtas e/ou longas derivadas 

dos meios de sequenciamento requer softwares de montagem, a fim de gerar a representação 

do genoma real, por meio de sobreposição e cobertura de cada região do genoma várias vezes 

(Simpson & Pop, 2015; Sohn & Nam, 2016; Segerman, 2020). A montagem resulta em 

“contigs” (do inglês, “contiguous sequences”), representando partes do genoma montados a 

partir das leituras; “scaffold”, quando uma única sequência nucleotídica contínua representa a 

união dos contigs conectados por “Ns” que representam lacunas entre eles e, por fim, genoma 

completo/genoma fechado (do inglês, “closed genome”) (WGS), apresentando todo o genoma 

sem lacunas (Segerman, 2020). 

Desde então, a montagem híbrida se consolidou como meio de caracterizar o genoma 

procariótico, pois utiliza leituras longas e curtas para melhor estruturar os contigs consenso 

(Chen et al., 2020). O Unicycler é uma ferramenta de montagem de genomas de bactérias que 

utiliza essa abordagem e se sobressai perante outros algoritmos (Wick et al., 2017; Trisakul et 

al., 2024). Essa etapa deve passar por uma boa curadoria, já que bancos de dados, como o 

RefSeq (NCBI, 2025), requerem depósitos de genomas bacterianos com alta qualidade e 

pureza (NCBI, 2025). Assim, um genoma bem montado é indispensável para uma melhor 

precisão na etapa subsequente de anotação gênica (Kimbrel et al., 2021). 

Nesse contexto, a relevância da anotação está em determinar as porções do genoma 

sequenciado que são responsáveis por abrigar sequências codificadoras (CDSs) (do inglês, 

“coding DNA sequence”), bem como genes de tRNA/rRNA (Lobb et al., 2020). Esta etapa 

rotineira é crucial para estudos comparativos e de identificação de genes, como os usados em 

pesquisas de bioprospecção e biotecnologia, devendo prezar por ferramentas de boa precisão e 

abrangência (Schwengers et al., 2021). Dentre os diferentes pipelines de bioinformática, 

Prokka e RAST (Rapid Annotations using Subsystems Technology), possuem bons 
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desempenhos para anotação de genomas bacterianos de maneira automática, rápida, 

consistente e de alta qualidade (Seemann, 2014; Aziz et al., 2008). Assim, com a 

bioprospecção, identificam-se genes e vias metabólicas associadas à produção de compostos 

de interesse biotecnológico, viabilizando a prospecção de microrganismos com potencial de 

aplicação em indústrias farmacêuticas e agrícolas (Saini & Mishra, 2024; Ashajyothi et al., 

2024). Todavia, a ampla variedade de pipelines, aliada ao crescimento exponencial no número 

de genomas procarióticos depositados, vinha resultando em erros de anotação. Para mitigar 

esse problema, foi desenvolvido o projeto Reference Sequence (RefSeq), que utiliza o pipeline 

Prokaryotic Genome Annotation Pipeline (PGAP), do NCBI, responsável pela anotação 

automática das sequências depositadas. Os resultados já demonstram uma redução 

significativa nas anotações incorretas e têm ampliado o número de sequências com acurácia 

disponíveis, enriquecendo outras ferramentas bioinformáticas (Li et al., 2021). 

No contexto do crescimento de genomas depositados e anotados, vários isolados do 

gênero Bacillus, como B. amyloliquefaciens, B. subtilis e B. tequilensis estão sendo 

identificados e caracterizados in silico. Considerando o potencial biotecnológico dessas 

espécies, as mesmas estão sendo identificadas como produtoras de surfactinas, iturinas, 

fengicinas, macrolactinas, bacilomicina-D e sideróforo bacilibactina e, por isso, possuem 

atividade antifúngica e potencial como biofertilizantes e agentes de biocontrole em plantações 

de trigo (Shahid et al., 2021). Da mesma forma, uma cepa marina de Bacillus siamensis teve 

associação com 19 clusters de interesse em biossíntese (BGCs) de fengicinas, macrolactinas, 

surfactinas e bacillibactina, que teve suas produções confirmadas por LC-DAD-MS, 

mostrando produção de moléculas bioativas para uso farmacêutico (Pan et al., 2019). A 

espécie B. paralicheniformis também apresenta grande contribuição em bioprospecção e 

biotecnologia. Em 2024 foi demonstrado enriquecimento em genes de lipopeptídeos, como 

fengicina e surfactina, no genoma acessório do grupo Bacillus subtilis (Wang et al., 2024). 

Em 2018 já se reconhecia que B. licheniformis possuía potencial biossintético inferior a B. 

paralicheniformis, em relação ao enriquecimento em peptídeos não-ribossomais (NRPS) e 

clusters híbridos PKS/NRPS (Othoum et al., 2018). Em outro estudo focado em isolado de 

rizosfera, foram identificados BGCs que incluíam fengicina, liquenisina, bacitracina e 

sideróforos, todos associados ao biocontrole de fungos e bactérias (Du et al., 2019). Estes 

trabalhos demonstram a importância dos pipelines bioinformáticos de anotação em 

descobertas genômicas em espécies do gênero Bacillus ligadas à biotecnologia e biocontrole. 

 

https://www.zotero.org/google-docs/?s7Ur9s
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1.4 Abordagens de identificação e caracterização bacteriana 

Em um estudo avaliando Bacillus paralicheniformis derivado do microbioma da 

panícula do milheto perolado, suas características fenotípicas mostraram colônias enrugadas, 

semelhantes a líquens, ásperas e brancas cremosas, com uma margem irregular e sendo 

bactérias gram-positivas móveis com atividade de celulase e hidrólise do amido, capazes de 

crescer à 37°C/24h (Ahire et al., 2020; Fatani et al., 2021; Ashajyothi et al., 2024). Por mais 

que há análises fenotípicas da espécie, estudos recentes vêm questionando a confiabilidade 

dos mesmos na identificação de espécies do gênero Bacillus, especialmente em contextos 

clínicos. A identificação é difícil devido ao compartilhamento do mesmo padrão morfológico, 

bioquímico e genético (Pereira et al., 2020). Esta preocupação muitas vezes ultrapassa e chega 

a métodos mais modernos (Caldeira et al., 2024). A tecnologia de Ionização por Dessorção a 

Laser Assistida por Matriz – Tempo de Voo/Espectrometria de Massas (MALDI-TOF MS) 

vem sendo usada, como uma boa opção, na identificação de microrganismos, bem como o 

método molecular de sequenciamento do gene 16S rRNA (Costa et al., 2022). 

Embora eficiente para identificar os organismos, p método de filogenia do gene 16S 

rRNA tem mostrado dificuldades em diferenciar espécies pertencentes aos mesmos grupos, 

haja vista a semelhança entre as sequências nucleotídicas no RNA ribossomal (Priest et al., 

1994; Wang et al., 2007; Fernández-No et al., 2013; Gupta et al., 2020). Esta dificuldade 

trouxe a proposta de seis novos gêneros de espécies de Bacillus, deixando no gênero Bacillus 

espécies pertencentes ao grupo B. cereus sensu lato intimamente relacionadas 

filogeneticamente sem diferenciação pelo gene 16S rRNA (Patel et al., 2020). Muitas vezes, o 

sequenciamento do gene 16S rRNA necessita de sequenciamento complementar de genes 

housekeeping, como rpoB ou gurB (Caldeira et al., 2024). O MALDI-TOF, por sua vez, 

consegue diferenciar espécies bacterianas pertencentes a um mesmo grupo (Fernández-No et 

al., 2013). Contudo, na distinção de espécies dos gêneros Bacillus e Paenibacillus em 2016, a 

tecnologia apresentou limitações na identificação correta de alguns isolados (Celandroni et al., 

2016). Vale ressaltar que em 2022, o MALDI-TOF recebeu expansão no banco de dados 

usado para identificar Bacillus e gêneros relacionados (Costa et al., 2022).  

Embora tais métodos tenham sido amplamente usados para identificação de Bacillus, 

estudos demonstraram que diversas linhagens inicialmente classificadas como B. 

licheniformis  foram reclassificadas como B. paralicheniformis após análise de WGS (EFSA 

CEP Panel, 2024; Ashajyothi et al., 2024). A técnica de MALDI-TOF MS também não 
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consegue identificar a nível de espécie a maioria das bactérias aeróbicas formadoras de 

esporos (Caldeira et al., 2024). Contudo, análises indicam certa influência na precisão e 

eficiência do método em casos de diferentes métodos de preparação, bem como tempo de 

incubação (Janiszewska et al., 2023). Todos estes achados indicam que em grupos tão 

semelhantes, apenas o WGS oferece resolução suficiente para evitar erros taxonômicos, 

sendo, portanto, o padrão ouro de identificação para esta espécie (Mazhari et al., 2025; 

Olajide et al., 2021). Desta forma, apesar de úteis na triagem inicial, métodos fenotípicos, 

MALDI-TOF e filogenia por 16S rRNA devem ser complementados com abordagens 

genômicas para garantir maior precisão (Pereira et al., 2020; Caldeira et al., 2024; Ashajyothi 

et al., 2024). 

A hibridização DNA-DNA (DDH), que mede a similaridade genômica entre bactérias 

por hibridização cruzada de DNA fragmentado, vinha sendo usada há quase 50 anos como o 

padrão-ouro para identificação de espécies procarióticas em nível genômico, tendo sido 

proposto por Socransky et al, em 1994 (Socransky et al., 1994; Alarcón-Sánchez et al., 2025). 

Com a ascensão da genômica em 2002, este método foi se tornando cada vez mais obsoleto, 

devido à falta de disponibilidade desses dados em bancos de dados e pela demora 

(Stackebrandt et al., 2002; Richter & Rosselló-Mora, 2009). Com os avanços da 

bioinformática, o método foi atualizado, dando origem a Hibridização DNA-DNA digital 

(dDDH), que com algoritmos, faz a análise in silico similar ao método original, podendo 

aproveitar os dados históricos advindos do mesmo, mas com uma acurácia e eficiência 

superiores (Meier-Kolthoff et al., 2013). Além dessa ferramenta, também foi estabelecido o 

método de identidade média de nucleotídeos (do inglês, “Average Nucleotide Identity”) (ANI) 

baseado em WGS, que é fundamental na delimitação de espécies baseada em sequências 

genômicas (Richter & Rosselló-Mora, 2009; Hernández-Salmerón et al., 2023). Este método 

se mostrou fundamental na distinção de cepas inicialmente caracterizadas como B. 

licheniformis por sequenciamento 16S rRNA que, na realidade, eram B. paralicheniformis 

(Ashajyothi et al., 2024). O cálculo realizado pelo ANI envolve fragmentação de sequências 

genômicas, seguida pela busca de sequências nucleotídicas, alinhamento e cálculo de 

identidade (Yoon et al, 2017). Outros métodos também são considerados relevantes, como a 

Tipagem por Sequenciamento Multilocus de Genes Ribossômicos (rMLST), que se baseia na 

análise de variações em 53 genes codificadores de subunidades de proteínas ribossômicas 

(genes rps), permitindo a identificação da posição filogenética de bactérias em diferentes 

níveis taxonômicos, desde o domínio até o nível de linhagem, integrando classificação 

 

https://www.zotero.org/google-docs/?c684Ra
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taxonômica e tipagem microbiana (Jolley et al., 2012). Além disso, o método do Índice de 

Correlação da Assinatura de Tetranucleotídeos (TETRA), que compara genomas com base na 

frequência relativa de tetranucleotídeos (sequências de quatro nucleotídeos), gerando 

assinaturas genômicas utilizadas para estimar a proximidade filogenética entre eles (Teeling et 

al., 2004). Todos esses métodos representam opções relevantes, que se corroboram para a 

identificação filogenômica correta de organismos. 

A filogenômica, por sua vez, é caracterizada como a junção da filogenética e 

genômica para reconstrução de árvores filogenômicas confiáveis e propostas de novas 

espécies (Chan & Ragan, 2003; Ocaña & Dávila, 2011; Patel & Gupta, 2020; Kapli et al., 

2020). Através dela, é possível reconstruir as histórias evolutivas dos organismos, 

considerando genomas inteiros ou grandes frações de genomas (Patané et al., 2017). Mais 

uma vez, esse cenário abraça a importância do WGS como padrão-ouro para identificação, 

taxonomia e inferência filogenética de B. paralicheniformis. Uma boa acurácia é necessária 

para melhor confiabilidade de análises subsequentes de genômica comparativa, como a 

análise de pangenoma. Em resumo, com ideias sendo aplicadas desde 2007, a genômica 

comparativa realiza comparações diretas entre o conteúdo genético de dois ou mais 

organismos, sejam da mesma espécie ou não (Sivashankari et al., 2007; Pudova et al., 2022). 

Essa abordagem é amplamente aplicada em estudos bioinformáticos em associação com 

filogenômica e pan-genômica (Benevides et al., 2017; Figueiredo et al., 2015; Zaid et al., 

2022). 

No contexto das análises comparativas, o pan-genoma pode ser caracterizado como o 

repertório completo não-redundante de genes da espécie ou gênero de interesse, sendo 

dividido em três categorias: core, acessório (também chamado de core estendido ou genoma 

dispensável) e singletons. O primeiro engloba todos os genes compartilhados entre todas as 

linhagens participantes do n amostral estudado; o segundo consiste em genes compartilhados 

por um subconjunto de linhagens e, finalmente, o terceiro indica genes exclusivos de cada 

cepa (Tettelin et al., 2005; Tettelin et al., 2008; Asif et al., 2023). Genes acessórios e/ou 

exclusivos podem estar relacionados com processos de adaptação (Medini, 2005). Tais genes, 

ainda, conferem a tendência aberta ou fechada dos pan-genomas, indicando inclusão de novos 

genes específicos a algumas cepas, como foi relatado anteriormente em cepas de B. 

paralicheniformis (Asif et al., 2023). Desta forma, o uso de WGS garante a acurácia 

necessária na identificação taxonômica e filogenética de espécies geneticamente próximas, 

cujas distinções por métodos convencionais é desafiador. Posteriormente, essa precisão é 
 

https://www.zotero.org/google-docs/?7Cgzrr
https://www.zotero.org/google-docs/?ZEjyGD
https://www.zotero.org/google-docs/?ZEjyGD
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crucial na categorização de diversidade intra e interespecífica, evitando distorções causadas 

por classificações incorretas. 
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2. JUSTIFICATIVA DA PESQUISA DA DISSERTAÇÃO 

Linhagens da espécie Bacillus paralicheniformis já vinham sendo estudadas, porém 

reconhecidas como B.licheniformis. Apenas em 2015 houve distinção de ambas espécies, 

onde nota-se a escassez de estudos que abordem a espécie B. paralicheniformis como um todo 

e de forma isolada, com análises comparativas e filogenômicas que contribuam para o 

entendimento de seu repertório genético. Consideram-se também as divergências na 

identificação taxonômica de novas espécies de Bacillus em métodos como o MALDI-TOF, 

em relação aos métodos mais recentes, derivados do Sequenciamento de Nova Geração 

(NGS) como o Whole Genome Sequencing (WGS). Isso foi observado em um estudo prévio 

que utilizou um dos isolados do estudo atual, o qual foi erroneamente identificado como 

Bacillus subtilis, ressaltando a importância das análises dos genomas para identificações mais 

precisas. Ademais, a espécie B. paralicheniformis demonstra grande potencial biotecnológico, 

tendo em vista o conhecimento da espécie sobre a produção isolada de metabólitos, que 

incluem compostos antimicrobianos (AMCs), vitaminas do complexo B, com atuação 

comprovada no crescimento e biocontrole em plantas, além da atuação ainda escassa em 

modelos animais.   

Em suma, é questionado como análises comparativas, filogenômicas e funcionais em 

linhagens sequenciadas por NGS poderiam contribuir para a caracterização taxonômica e 

biotecnológica da espécie Bacillus paralicheniformis em um âmbito geral. 
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3. OBJETIVO DA DISSERTAÇÃO 

3.1 Geral  

​ Contribuir para a compreensão do repertório genético e do potencial biotecnológico da 

espécie Bacillus paralicheniformis, com ênfase em duas linhagens isoladas do solo da Bahia, 

por meio de análises comparativas, filogenômicas e funcionais com base em genomas 

sequenciados por NGS. 

 

3.2 Específicos 

●​ Verificar a identidade taxonômica e caracterizar o perfil genômico dos isolados 

BAC30 e BAC220.​

 

●​ Integrar os isolados a análises filogenômicas com outras linhagens de Bacillus 

paralicheniformis disponíveis em bancos de dados públicos.​

 

●​ Executar análises comparativas entre os genomas dos isolados e demais linhagens da 

espécie, visando avaliar a diversidade intraespecífica.​

 

●​ Realizar a anotação funcional dos isolados BAC30 e BAC220 para identificar genes 

associados a metabólitos bioativos e ao potencial biotecnológico da espécie. 
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4. CAPÍTULO 1 

Artigo científico: 
 
Comparative and Functional Analyses of Bacillus paralicheniformis Strains BAC30 and 

BAC220 by WGS Uncover Species Homogeneity and Biotechnological Potential 

Submetido em: World Journal of Microbiology and Biotechnology​

​ Baseado na escassez de estudos comparativos envolvendo a espécie Bacillus 

paralicheniformis, o artigo a seguir procurou realizar análises taxonômicas, filogenômicas e 

comparativas com 28 genomas completos da espécie, obtidos pelo NCBI, em conjunto com 

com os isolados do solo da Bahia,  BAC30 e BAC220, também identificados como B. 

paralicheniformis. Essas análises buscam entender melhor o repertório genético da espécie, 

além de ressaltar a importância do Sequenciamento de Genoma Completo (WGS) na 

identificação taxonômica de espécies do gênero Bacillus. Além disso, pela importância 

industrial da espécie, foram feitas anotações funcionais, buscando genes relacionados ao 

contexto biotecnológico, especificamente genes de resistência, biossíntese de vitaminas e de 

peptídeos antimicrobianos, a fim de avaliar, in silico, o potencial de uso desses organismos 

como bactérias de biocontrole.  
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Abstract 

The Bacillus genus includes plant growth-promoting rhizobacteria (PGPR), and the discovery 

of new strains within this group is of great biotechnological interest due to their ability to 

produce antimicrobial compounds (AMCs), vitamins, enzymes, and heterologous proteins. 

Among these, Bacillus paralicheniformis is a recently described species whose phylogeny 

remains poorly resolved, highlighting the need for further investigation. This study aimed to 

identify and characterize the isolates BAC30 and BAC220 using whole-genome sequencing 

(WGS). Both were confirmed as B. paralicheniformis and included in phylogenomic and 

comparative analyses with 28 other strains to assess the species’ genetic structure and 

inter-strain similarity. Functional annotation of BAC30 and BAC220 was also performed, 

focusing on biotechnological potential. Comparative analysis revealed high genomic 

similarity among strains, including the two isolates. Pangenome analysis showed a low 

proportion of core genes relative to accessory genes (shell and cloud), and the rarefaction 

curve suggested an open pangenome, indicating the species’ ubiquity and co-evolution with 

other organisms. Functional analysis identified genes of defense mechanisms related to 

beta-lactam resistance. Regarding secondary metabolite production, genes involved in the 

biosynthesis of vitamins (e.g., riboflavin) and AMCs (e.g., bacitracin) were detected. 

Although further in vitro and in vivo assays are needed to confirm gene expression, the 

findings support the biotechnological relevance of these isolates as potential biocontrol agents 

and/or producers of industrially valuable compounds. 

 

Keywords: Bacillus; Biocontrol; Agriculture; Industry; Metabolites 
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Introduction 

The Bacillus genus is highly diverse and extensively studied. Its main characteristics include 

rod-shaped bacteria capable of sporulating when exposed to environmental stress factors, 

primarily nutrient deprivation (Paredes-Sabja et al. 2011), but also sudden changes in pH, 

salinity, and temperature (Gauvry et al. 2021). Originally, the genus included species such as 

B. subtilis (the most extensively studied and a global reference among Gram-positive bacteria 

(Errington and Aart 2020)), B. licheniformis, B. pumilus, and B. amyloliquefaciens. Later, 

additional species were incorporated, such as pathogenic ones, like B. cereus and B. anthracis, 

as well as others of importance to agriculture and industry, such as B. thuringiensis (Blanco 

Crivelli et al. 2024). With the advancement of sequencing and genome annotation 

technologies, new species and subspecies have been identified, such as B. paralicheniformis, 

expanding the genetic landscape of the genus. However, as B. paralicheniformis was only 

recently established (many of its strains were previously classified as B. licheniformis), the 

number of available studies and deposited genomes remains limited compared to other species 

in the group. This highlights the need for further investigations to characterize its genomic 

profile, particularly regarding evolutionary and phylogenomic patterns. 

This species, recently described and separated from B. licheniformis (Dunlap et al. 2015), 

already shows industrial application potential, with notable prominence in agriculture, where 

it is recognized as a plant growth-promoting rhizobacterium (PGPR) (Du et al. 2019). It is 

known to produce bacteriocins and other metabolites (Choyam et al. 2021) that help maintain 

the local microbiota by inhibiting pathogens such as fungi (Ramírez-Cariño et al. 2020), 

bacteria (Zhao et al. 2023), viruses (Yu et al. 2024), and nematodes (Chavarria-Quicaño et al. 

2023). In addition, these bacteria promote the growth of plants like wheat and cotton (Xu et 

al. 2023), and may contribute to nitrogen fixation, phosphate solubilization, potassium 

release, and the production and release of phytohormones (Olanrewaju et al. 2017). 

Although the induction of biosynthesis of molecules of interest and the establishment of 

optimal conditions for efficient production require the evaluation of multiple variables, 

studied under the scope of metabolic engineering (Kim et al. 2016), the use of individual 

bacterial strains that produce secondary metabolites, such as bacitracin, bacillibactin, 

fengycin, and surfactin, has proven valuable. These metabolites have potential applications as 

natural preservatives and surfactants, offering a promising alternative to chemical additives 

currently used in the food industry, which are associated with potential toxicological and 

 

https://www.zotero.org/google-docs/?Y8MzWW
https://www.zotero.org/google-docs/?gmxOry
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https://www.zotero.org/google-docs/?s1fXSG
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teratogenic effects harmful to human health. In this context, consumer demand for healthier 

and more natural biopreservatives has increased (Kumariya et al. 2019). 

Moreover, previous studies have assessed the application of B. paralicheniformis strains in 

animal production, including strain BAC220, which is the focus of the present study (initially 

identified as B. subtilis via MALDI-TOF analysis) (Dos Reis et al. 2022). This strain was 

shown to reduce necrosis rates and inflammatory markers in chicken embryos challenged with 

Salmonella Pullorum (Salmonella enterica subsp. enterica serovar Gallinarum biovar 

Pullorum). 

Given the biotechnological relevance of the Bacillus genus, this study aimed to explore the 

evolutionary profile of the B. paralicheniformis species, conducting phylogenomic and 

comparative analyses of strains obtained from the National Center for Biotechnology 

Information (NCBI) database, along with functional analyses of two isolated strains, BAC30 

and BAC220. These analyses focused on functional genes related to defense mechanisms and 

the biosynthesis of secondary metabolites with potential for biotechnological application. 

 

 

https://www.zotero.org/google-docs/?q51qxW
https://www.zotero.org/google-docs/?fVQljd
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Materials and methods 

Genome assembly, contamination check, and completeness evaluation 

The strains, designated BAC30 and BAC220, were originally isolated in the 1990s from soil 

and rabbit feces, respectively, deposited at Fundação Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), and donated 

by Dr. Leon Rabinovitch. Initially, both strains were identified as Bacillus subtilis using 

MALDI-TOF analysis (Dos Reis et al., 2022), and later as Bacillus cereus and “unknown”, 

respectively, which prompted further taxonomic identification through sequencing due to 

inconsistencies in the MALDI-TOF results. DNA extraction was performed using the 

Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega), following the manufacturer's 

instructions. Next-generation sequencing was conducted on the HiSeq 2500 platform (2×150 

bp) (Illumina®, United States), and paired-end libraries were constructed using the 

ThruPLEX DNA-Seq Kit (Takara). 

For genome assembly, annotation, and taxonomic identification, initial trimming was 

performed using FastP (v0.24.0), a tool capable of detecting and removing adapters and 

low-quality reads, thereby improving the overall quality of the sequenced genome (Chen et al. 

2018). This was followed by a quality control assessment using FastQC (v0.12.1), which 

generates a comprehensive report on several sequencing metrics (Babraham Bioinformatics, 

2010). Genome assembly was carried out with Unicycler (v0.5.1), a tool optimized for 

short-read data generated by platforms such as Illumina (Wick et al. 2017). 

Contamination and completeness assessments were performed using CheckM2 (v1.0.2), 

which applies a machine learning model independent of phylogeny (Chklovski et al. 2023). 

Additional quality control analyses were conducted using GUNC (v1.0.6), which detects 

possible chimeric contigs (fragments erroneously assembled from different genomic sources) 

(Orakov et al. 2021). Moreover, Barrnap (v0.9) was employed to predict conserved ribosomal 

genes such as 5S, 16S, and 23S rRNA, providing an additional metric for evaluating the 

completeness of the assembled genomes (Seemann, 2013) 

Taxonomic Identification 

Taxonomic identification was performed using the Genome Taxonomy Database Toolkit 

(GTDB-Tk) (v2.4.1) and the Type (Strain) Genome Server (TYGS), to ensure high confidence 

in the classification results. GTDB-Tk infers taxonomic assignments based on the 

standardized taxonomy of the Genome Taxonomy Database (GTDB), applying the Relative 

Evolutionary Divergence (RED) criteria, followed by Average Nucleotide Identity (ANI) 
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validation for species-level resolution (Chaumeil et al. 2020). The commonly accepted ANI 

threshold for confident species-level identification is >95–96% (Elbir 2024). TYGS performs 

digital DNA-DNA hybridization (dDDH) analysis, which assesses phylogenomic relatedness 

between submitted genomes and database entries based on the degree of hybridization 

between complete genomes or genomic fragments, considering overlap, segment size, and 

similarity (Meier-Kolthoff and Göker 2019). For dDDH, the standard threshold for confident 

species-level identification is >70% (Meier-Kolthoff et al. 2013). 

In addition, the pyANI tool was used to perform all-vs-all ANI comparisons, generating a 

pairwise similarity distance matrix (Pritchard et al. 2016). This analysis included 28 complete 

B. paralicheniformis genomes retrieved from the NCBI database (Table 1), along with the two 

isolates from this study (BAC30 and BAC220). A heatmap was generated using a custom 

script (Script S1) in RStudio (v2024.12.1) (Posit Team, 2025). Subsequently, using the pyANI 

software, the two isolates were compared against 14 genomes representing other Bacillus 

species (Table S3). All genomes were retrieved directly from the NCBI database (except for 

the isolates) and are designated as reference genomes for their respective species according to 

NCBI. They are not type strains, except for B. licheniformis ATCC 14580 and B. siamensis 

KCTC 13613. 

Compilation of the Bacillus paralicheniformis dataset 

Table 1 presents 28 complete Bacillus paralicheniformis genomes (RefSeq), all obtained from 

the NCBI using the NCBI Datasets tool (v16.30.0) (O’Leary et al. 2024). This same dataset 

was used in all subsequent analyses, with the addition of the two isolates from this study, 

BAC30 and BAC220. The table includes information such as strain names, NCBI assembly 

accession numbers, approximate total genome size (in Megabases, Mb), as well as the source 

and country of isolation, in order to assess genomic similarities and differences among the 

strains. 

Table 1 Information on the 28 complete Bacillus paralicheniformis genomes retrieved via 

NCBI Datasets. 

Strain 
Name  

NCBI RefSeq 
Assembly Genome size (Mb) Isolation source Country of 

origin 

Bac84 GCF_002993925.1 4.38 Red Sea Lagoon Saudi Arabia 

PRO109 GCF_029536955.1 4.62 Soy-based food Ghana 
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A4-3 GCF_008365255.1 4.58 Tomato South Korea 

CP47 GCF_031326025.1 4.54 Fermented soy-based food South Korea 

14DA11 GCF_002393225.1 4.54 Fermented soy-based food South Korea 

J41TS8 GCF_021654755.1 4.50 Japanese honey Japan 

DY4 GCF_030166695.1 4.55 Pig feces China 

CBMAI 1303 GCF_003711025.1 4.48 - Brazil 

Bac48 GCF_002993945.1 4.46 Red Sea mangrove mud Saudi Arabia 

A5 GCF_035985545.1 4.46 Marine sediment China 

CamBx3 GCF_026210435.1 4.45 Hot spring water - 

FA6 GCF_009497935.1 4.45 Grass carp China 

NCTC8721 GCF_900635765.1 4.43 - - 

J36TS2 GCF_021654735.1 4.60 Japanese honey Japan 

DSM 28591 GCF_029537035.1 4.39 C57BL/6 mouse feces Germany 

J25TS1 GCF_021654715.1 4.39 Japanese honey Japan 

BL-09 GCF_000876525.1 4.39 Fermented Congee Soup China 

MDJK30 GCF_002068155.1 4.35 Peony rhizosphere China 

RP01 GCF_029000405.1 4.34 Soil China 

CEW 1W GCF_030123025.1 4.34 Marine sediment India 

285-3 GCF_026723705.1 4.32 Soil China 

RSC-1 GCF_018324505.1 4.32 Red sea water Saudi Arabia 

RSC-2 GCF_018324565.1 4.32 Red sea water Saudi Arabia 

SUBG0010 GCF_003171815.2 4.32 Rhizosphere India 

SYN-191 GCF_029590455.1 4.29 Soil China 

ATCC 9945a GCF_000408885.1 4.38 - - 

Baplich1 GCF_038049955.1 4.38 Tomato rhizosphere China 

FUA2150 GCF_039619465.1 4.45 Fermentation starter Daqu China 

Phylogenomic analyses 
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Starting from the 28 complete genomes and the two isolated genomes (BAC30 and BAC220), 

one outgroup was included: Bacillus sonorensis ASM3405511v1 (GCF_035804855.1). This 

strain was chosen as an outgroup due to its close taxonomic relationship, although it does not 

belong to the same species (Olajide et al. 2021). For phylogenomic tree construction, the 

programs Gegenees and SplitsTree4 (v4.14.4) were used. Gegenees generates a pairwise 

distance matrix (all vs all) between genomes by fragmenting them and assigning scores to 

gene regions, thus standardizing the comparison, which is performed using BLAST (Ågren et 

al. 2012). SplitsTree4 then uses this distance matrix to infer phylogenetic relationships 

through the Neighbor Joining (NJ) method (Huson and Bryant 2006). 

Additionally, Orthofinder (v3.01b1) was used to construct a phylogenetic tree based on 

all-vs-all comparisons of protein sequences, leveraging orthologous and paralogous 

relationships. The tree was generated using the Maximum Likelihood (ML) method with 1000 

bootstrap replicates (Emms and Kelly 2019). The resulting tree was visualized and edited 

using the Interactive Tree of Life (iTOL) platform (Letunic and Bork 2024). 

Comparative analyses 

The 28 complete Bacillus paralicheniformis genomes obtained from NCBI were annotated 

using Prokka (v1.14.6), in order to standardize them with the two isolated genomes from this 

study, RNAmmer (Lagesen et al. 2007), and others (Seemann, 2014). A comparative circular 

genome map of the 30 genomes was then generated using the Proksee platform (Grant et al. 

2023), with the NCBI reference genome Bacillus paralicheniformis Bac84 

(GCF_002993925.1) as the base. From this reference genome, a BLAST comparison was 

performed against each of the other genomes using BLAST+ (v2.16.0), integrated within the 

Proksee software, using the default settings provided by the tool. 

Pangenomic Analyses 

The PPanGGolin software (v2.0.5) was used to perform the pangenome analysis. This tool 

integrates information from protein-coding genes and their genomic neighborhoods to 

construct a gene family graph, where each node represents a gene family, and edges between 

nodes reflect similarity relationships among families (Gautreau et al. 2020). The analysis 

included the 28 previously deposited genomes along with the two newly sequenced isolates. 

The program outputs several key parameters, including the number and percentage of gene 

families, categorized into accessory (cloud), shared (shell), and persistent (core) genes.  
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A rarefaction curve was also constructed based on Heap’s Law, a mathematical model 

describing the increase in the number of gene families (or unique genes) as additional 

genomes are included in the analysis. This curve allows inference of whether the pangenome 

is open or closed, based on the α (alpha) parameter. Alpha values below 1 indicate an open 

pangenome, suggesting that the inclusion of new genomes continues to yield novel genes 

(cloud). In contrast, alpha values equal to or greater than 1 indicate a closed pangenome, in 

which most genes have already been captured and the addition of new genomes has minimal 

impact on the total gene count (Felice et al. 2023). 

Functional analysis 

For the functional analyses, the COG classifier tool was first used to perform functional 

annotation, classification, and analysis of all genes based on comparisons with the COG 

(Clusters of Orthologous Groups) database (Shimoyama 2022). This tool was used to 

compare the core genes of the isolated strains with those of the other genomes in the dataset, 

in order to evaluate the impact of the isolates on the overall core genome of the species and to 

assess differences in the gene proportions across COG functional categories. 

Next, the BlastKOALA tool, integrated with the KEGG platform, was used to functionally 

annotate the sequences based on the KEGG database, assigning KEGG Orthology (KO) 

identifiers. This enabled the characterization of individual gene functions and the 

reconstruction of specific KEGG pathways and modules (Kanehisa et al. 2016), considered 

relevant to the biotechnological potential of the isolates, with emphasis on genes associated 

with defense mechanisms, secondary metabolites production, and genes related to nitrogen 

metabolism. 

Finally, the antiSMASH software (v8.0) was used, a tool focused on the analysis of microbial 

genomes with an emphasis on the annotation of genes involved in biosynthetic gene clusters 

(BGCs), particularly those encoding nonribosomal peptide synthetases (NRPS), which are of 

considerable biotechnological interest (Blin et al. 2025).  
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Results  

Assembly, quality assessment, and taxonomic identification of the isolated strains 

The genomes of the isolates were designated BAC30 and BAC220 and were subsequently 

identified as Bacillus paralicheniformis by both applied methods (GTDB-Tk and TYGS), 

showing an acceptable degree of similarity (with thresholds above 95% for ANI and 70% for 

dDDH) (Table S1). The GC content, ranging between 45% and 46%, is consistent with 

previously reported B. paralicheniformis genomes (Du et al. 2019; Asif et al. 2023). Quality 

assessments indicated 100% completeness, with negligible contamination (below 5%), and 

both samples were confirmed to be free of chimeric sequences. Furthermore, both isolates 

harbored the three conserved ribosomal RNA genes (5S, 16S, and 23S), further supporting 

genome completeness. These findings confirm that the isolation, genomic DNA extraction, 

and sequencing procedures were properly conducted, yielding high-quality and 

contamination-free samples (Table S2). The genomes have been deposited in the public 

GenBank database, with the strain BAC220 being designated as Bacillus paralicheniformis 

Bp Uniclon 01 (SAMN37735107) and the strain BAC30 as B. paralicheniformis Bp Uniclon 

02 (SAMN43408015). 

Taxonomic and phylogenomic analysis 

Using the pyANI software, all genomes of B. paralicheniformis showed high ANI values 

(0.97–1.00), including the publicly available genomes and the newly isolated ones. In 

contrast, the outgroup B. sonorensis, highlighted in blue, displayed considerably lower 

similarity scores (0.81–0.82) (Fig. S1). Subsequently, the isolates were compared to other 

members of the Bacillus genus (Fig. 1a), and showed a high level of similarity with strain 

Bac84 (0.99–1.00), followed by the reference genome of B. licheniformis (0.82), thereby 

supporting the previous taxonomic identifications. 

The analysis of the full B. paralicheniformis dataset (30 genomes) using Gegenees and 

SplitsTree4, in a Neighbor Joining (NJ) phylogenetic tree, revealed high similarity scores 

among strains (81–100), while the outgroup exhibited significantly lower values (20–22). 

Notably, the strains CamBx3 and J41TS8 appeared more phylogenetically distant from the 

rest of the species (Fig. S2). This pattern was consistent with the maximum likelihood (ML) 

phylogenetic tree generated using OrthoFinder (Fig. 1b), which also positioned the outgroup 

distinctly apart, followed by the same two divergent strains. Additionally, the ML tree 
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suggested the formation of four subgroups, supported by satisfactory bootstrap values, all 

above 0.7 (minimum of 0.729). 
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Fig. 1 Taxonomic and phylogenomic analysis of the B. paralicheniformis species (a) ANI analysis of 16 Bacillus 
genomes using the pyANI software, including reference genomes for each species and the addition of the 
isolated strains BAC30 and BAC220 (b) Phylogenomic analysis of B. paralicheniformis strains performed using 
OrthoFinder based on the Maximum Likelihood (ML) method. The isolated strains BAC30 and BAC220 are 
highlighted in red. 

Comparative analysis 

Circular map of Bacillus paralicheniformis strains and pangenome analysis 

The comparative circular map (Fig. 2a) displays the reference genome Bac84, retrieved from 

the NCBI database, aligned against the remaining 29 B. paralicheniformis genomes, including 

the isolated strains BAC30 and BAC220. As observed in the phylogenomic analyses, there is 

a high degree of similarity among the strains and the reference genome (Bac84), evidenced by 

the minimal presence of white gaps. 

The pangenome analysis revealed a total of 129,406 genes grouped into 6,973 gene families. 

Of these, 3,935 (56.44%) were classified as core genes, 2,581 (37.01%) as cloud genes, and 

only 457 (6.55%) as shell genes (Fig. S3). In the rarefaction curve of B. paralicheniformis 

genomes (Fig. 2b), the calculated gamma (Ɣ) value was 0.20309. From this, the 

corresponding alpha (α) value, calculated as 1 – Ɣ, was 0.79691. Since α < 1, the pangenome 

is considered open, meaning that as more genomes are added, the number of genes in the 

pangenome continues to increase. To assess the impact of the isolates on the overall species 

core, α values were analyzed using only the 28 public genomes, with the isolates excluded. 

This analysis yielded a γ value of 0.18142, corresponding to an α value of 0.81858 (Fig. S5). 
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Fig. 2 Comparative analyses of the B. paralicheniformis dataset (a) Circular map generated in Proksee for the 30 
B. paralicheniformis strains, with the reference genome Bac84 at the center. Comparisons with the remaining 
strains were performed using NCBI’s BLAST+ (b) Rarefaction curve of the 30 B. paralicheniformis genomes, 
generated using PPanGGolin. The curve for persistent (core) genes is shown in orange, and the pangenome curve 
is shown in black. The gamma (Ɣ) value, derived from parameter F, is displayed on both curves. 

Gene categories comparison in COG Classifier 
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Using the COG Classifier software, the core genes of the two isolates BAC30 and BAC220 

were first analyzed (Fig. S4a), followed by an assessment of their impact on the overall gene 

repertoire of the species (Fig. S4b & S4c). No significant difference in gene quantity was 

observed, highlighting the similarity between the isolates and the other 28 genomes available 

in the NCBI database. Additionally, in the core genome of the isolates (Fig. S4a), a 

proportionally higher number of genes classified under category C (Energy production and 

conversion) was noted, in contrast to category G (Carbohydrate transport and metabolism). 

This pattern is reversed when analyzing the core genome of the entire B. paralicheniformis 

dataset (Fig. S4a). 

Functional analysis 

The genomes of the two isolated strains, BAC30 and BAC220, were analyzed using the 

KEGG database, focusing on genes of interest within categories considered relevant for the 

biotechnological application of these organisms (defense mechanisms, secondary metabolite 

production, and nitrogen metabolism). 

Defense mechanisms 

A gene module related to beta-lactam resistance was identified, involving the Bla system 

(BlaR1, BlaI, penP), which operates through a negative feedback mechanism (Fig. 3). In this 

system, the presence of a beta-lactam compound in the intracellular environment binds to the 

BlaR1 repressor, forming the B-lactam + BlaR1 complex and inhibiting the repressor’s 

activity. This inhibition activates the penP gene, which induces the production of 

beta-lactamase. The enzyme then degrades both the complex and the beta-lactam molecule, 

thereby releasing the BlaR1 repressor. Moreover, a multidrug efflux system AbcA (abcA, 

norG) was also identified. 

Fig. 3 Metabolic map of beta-lactam resistance mechanisms based on genes from the BAC30 and BAC220 
strains identified through KEGG analysis. 
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Secondary metabolites production 

Using KEGG, modules related to the biosynthesis of vitamins (B1, B2, B5, B6, B7, and B9) 

and the cofactors coenzyme A (CoA) and flavin adenine dinucleotide (FAD) were identified. 

In this context, the metabolic pathway responsible for the biosynthesis of the most relevant 

vitamin, riboflavin (vitamin B2), is explained. Riboflavin biosynthesis proceeds through the 

conversion of guanosine triphosphate (GTP) and ribulose 5-phosphate (Ru5P) which are 

converted into 5-Amino-6(ribityl-amino)uracil (ARU) and 3,4-Dihydroxy-2-butanone 

4-phosphate (DHBP), respectively. Subsequently, both form the intermediate 

6,7-dimethyl-8-ribityllumazine (DMRL) via the genes ribBA, ribD, ribH, ybjI, and ycsE, 

followed by conversion to riboflavin mediated by the ribE gene. Riboflavin can then be 

converted into the cofactor flavin adenine dinucleotide (FAD) through the action of the ribF 

gene. 

Nitrogen metabolism 

Genes related to nitrogen metabolism were analyzed using KEGG (Fig. 4), revealing a 

complete module associated with assimilatory nitrate reduction, in which nitrate is converted 

to nitrite and subsequently to ammonia through a set of nas genes (nasB, nasC, nasD, nasE). 

Additionally, the nar operon (narG, narH, narI, narJ), responsible for the interconversion of 

nitrate and nitrite, was identified, along with the narK gene involved in the transport of nitrate 

and nitrite from the extracellular environment to the intracellular space. Furthermore, a 

complete biosynthesis module for siroheme was detected, which is involved in the formation 

of the nitrite reductase enzyme (responsible for reducing nitrite to ammonium). This pathway 

includes hem genes (hemA, hemB, hemC, hemD, hemL), which convert L-glutamine (Glu) 

into uroporphyrinogen III, subsequently transformed into siroheme (cysG) and heme (hemY, 

hemH, hemQ). 
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Fig. 4 Metabolic map related to nitrogen metabolism based on genes from the BAC30 and BAC220 strains 
identified through KEGG analysis. 

Clusters of Non-Ribosomal Peptide Synthesis (NRPS) 

Using the AntiSMASH software, the genomes of the BAC30 and BAC220 strains were 

analyzed, identifying nonribosomal peptide synthesis (NRPS) regions associated with 

secondary metabolite production, exhibiting high identity (above 70%). In the BAC30 strain 

(Fig. 5a), regions linked to the biosynthesis of bacitracin, bacillibactin, lichenysin, and 

fengycin were detected, along with the biosynthetic genes involved in these processes. In 

contrast, the BAC220 strain exhibited only three regions associated with the production of 

bacillibactin, bacitracin, and lichenysin (Fig. 5b). 
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Fig. 5 Identification of regions in the genomes of strains BAC30 and BAC220 associated with nonribosomal 
peptide synthesis (NRPS), specifically bacillibactin, fengycin, bacitracin, and lichenysin, using the AntiSMASH 
software. The figure also shows the NRPS region sizes in kilobases (kb), identity scores based on BLAST 
analysis (NCBI), and the core biosynthetic genes for each NRPS cluster. (a) BAC30 (b) BAC220 

Discussion  

Due to the relatively recent description of the species Bacillus paralicheniformis and the 

limited number of comprehensive studies on its genomic and functional landscape, this study 

aimed to deepen the understanding of its phylogeny and behavior in a comparative context. 

Despite current knowledge limitations, B. paralicheniformis has been identified as a species 

capable of producing bacitracin, a metabolite of industrial interest, which has demonstrated 
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pathogen-inhibitory activity both in vitro and in vivo. In this context, the characterization of 

new strains is essential to broaden the biotechnological application potential of the species, as 

exemplified by the BAC30 and BAC220 isolates analyzed in this study. 

In the context of isolates identification, both strains were successfully sequenced and 

subsequently processed through genome assembly and annotation. Additionally, they showed 

high similarity to each other in terms of genome size, GC content (%), and taxonomic 

classification, as determined by the TYGS and GTDB-Tk tools (Tables S1 & S2). When 

comparing B. paralicheniformis strains among themselves, a high degree of genomic 

similarity was observed across all genomes (Fig. S1). Furthermore, comparison of the BAC30 

and BAC220 isolates with other Bacillus species (Fig. 1) revealed strong similarity to the 

reference genome of B. paralicheniformis (Bac84). These three B. paralicheniformis genomes 

also showed greater similarity to the B. licheniformis reference genome than to other species 

within the Bacillus genus. Additionally, the clustering of other Bacillus species aligned with 

previous studies that reported similar associations, supporting the reliability of our analysis 

(Nannan et al. 2021). These results further confirm the relevance and reliability of WGS 

analyses, considering that the initial identification of the isolates was incorrect, having been 

previously classified as unknown and Bacillus cereus, respectively. 

In the phylogenomic analyses performed using Gegenees and SplitsTree4 (Fig. S2), the 

outgroup Bacillus sonorensis (ASM3405511v1) exhibited a relatively high similarity score, 

reflecting its close phylogenetic relationship due to its inclusion within the same genus as the 

other analyzed genomes. This similarity contributes to the robustness of the phylogenomic 

inferences, minimizing potential biases and branching errors that could arise from the use of 

an excessively divergent outgroup (Wilberg 2015). In the analysis conducted with Orthofinder 

(Fig. 1b), the formation of four distinct subgroups was observed, consistent with the results 

obtained through Gegenees. The structure of these groups remained stable, with only minor 

changes in the relative positioning of genomes across different approaches. However, to date, 

no studies have conducted specific and in-depth analyses focused solely on Bacillus 

paralicheniformis genomes, with most comparative studies involving closely related species 

within the same genus, such as Bacillus licheniformis, Bacillus subtilis, and others (Asif et al. 

2023). In both analyses, the strains CamBx3 (Narsing Rao et al. 2024) and J41TS8 (Okumura 

et al. 2022) stood out by clustering farther from the remaining genomes, potentially indicating 

a relevant phylogenetic divergence. Although these strains share over 95% ANI identity, they 

may represent a sub-lineage or even a distinct lineage from the currently recognized B. 
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paralicheniformis, considering the limited number of available phylogenetic markers for this 

species. Furthermore, the circular map (Fig. 2a) generated for all B. paralicheniformis strains 

using Proksee once again revealed a high degree of genomic similarity. This finding 

corroborates previous results from the taxonomic analysis (Fig. S1), the minimal impact 

observed when comparing the gene repertoire of the isolates with that of the overall species 

(Fig. S4), and the negligible difference in the alpha value when comparing the pangenome 

with and without the isolates (Fig. S5). 

The analysis performed using the PPanGGolin tool revealed that, despite the high genomic 

similarity among the Bacillus paralicheniformis strains in the dataset, the proportion of 

persistent genes (Fig. S3) is relatively low when compared to other Bacillus species, such as 

B. amyloliquefaciens (75.20%) and B. anthracis (74.01%) (Kim et al. 2017). The high number 

of unique genes and the limited number of shared genes among the analyzed genomes, 

suggests a pattern of ubiquity for the species. Such dispersion reflects the diversity of 

isolation sources and the broad geographic distribution of the strains, as shown in Table 1, and 

highlights the adaptive capacity of the species to acquire new genes. The rarefaction curve 

(Fig. 2b) also indicates a continuing trend of gene acquisition among the strains analyzed, 

characterizing the pangenome of the species as open, a feature previously observed in other 

studies on the species (Du et al. 2019; Asif et al. 2023). Although the strains are highly 

similar and the inclusion of the isolates did not significantly impact the species' overall gene 

repertoire (Fig. S4b & S4c) (Fig. S5), this pattern may indicate the species' adaptive capacity 

to different ecological niches, as well as its widespread environmental distribution, consistent 

with the distribution of gene families (Fig. S3). However, to confirm this genomic plasticity 

and adaptive potential, additional analyses are still required, particularly regarding gene 

synteny and the presence of mobile genetic elements. 

Regarding the functional analyses, the results related to defense mechanisms obtained through 

KEGG revealed the presence of two distinct β-lactam resistance modules, which may act 

synergistically (Fig. 3). This resistance may be considered intrinsic to organisms of the 

Bacillus genus as, for example, a study analyzing 114 Bacillus genomes, including B. 

paralicheniformis, found that approximately 86% of the strains exhibited resistance to 

penicillin (Zhai et al. 2023). The low abundance of antibiotic resistance genes (ARGs) is 

crucial for the efficient disposal of these microorganisms during equipment cleaning and for 

mitigating the spread of ARGs from industrial waste (Li et al. 2022). It also allows for the 

introduction of classical vectors containing expression inducers or heterologous protein genes, 
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which frequently include resistance genes used for clonal culture selection (Dong and Zhang 

2014). Regarding B-complex vitamin biosynthesis, recent studies have primarily focused on 

the development of food formulations using Bacillus strains capable of producing riboflavin 

(vitamin B2), an essential compound for monogastric organisms such as humans, poultry, and 

swine (Lambertz et al. 2020). In this context, several studies have characterized and assessed 

the safety of riboflavin produced by B. subtilis strains, considering it safe for consumption 

(EFSA Panel on Additives and Products or Substances used in Animal Feed (FEEDAP) et al. 

2022). However, there is a potential risk of residual genes in the final product, which may 

include resistance or virulence genes with the potential for horizontal transfer to pathogenic 

bacteria (EFSA Panel on Additives and Products or Substances used in Animal Feed 

(FEEDAP) et al. 2018). Another limiting factor for the commercialization of isolated vitamin 

compounds is the high production cost, associated with low yield and the availability of more 

efficient alternatives, which currently makes the process economically unfeasible (Revuelta et 

al. 2016). 

Regarding nitrogen metabolism (Fig. 4), the nas and nar genes, associated with nitrate 

reduction and conversion, were identified. These genes indicate the adaptability of the strains 

to different forms of nitrogen compounds (nitrate, nitrite, and ammonia), which vary in 

concentration depending on soil type, fertilizers, and animal-derived inputs (Ferraz-Almeida 

2024), enabling the balancing of these compounds. Additionally, the conversion of nitrogen 

compounds may reduce NO₃⁻ (nitrate) levels, whose elevated concentrations contribute to soil 

acidification and nutrient depletion, ultimately hindering plant growth (Florio et al. 2025). It 

is also considered that these bacteria may increase nitrogen retention time in the soil, 

preventing its volatilization as nitrous oxide (N₂O), a greenhouse gas that lowers fertilizer 

efficiency (Wu et al. 2018), as well as enabling a reduction in excessive fertilizer use, which is 

recognized as a major source of environmental pollution (Ahmed et al. 2017). Although 

nitrogenous compounds generated by these bacteria can be taken up by plants, no genes 

related to their extracellular transport were found. However, due to the rapid cell cycle of 

Bacillus strains, intracellular content, including metabolites and nitrogen compounds, can be 

released into the rhizosphere after bacterial lysis, making these compounds available to plants 

as necromass (Pausch et al. 2024). The identified heme biosynthesis pathway is also 

noteworthy, as microbial heme production has been explored in pharmaceutical and food 

industries as an economically viable and animal-free alternative to traditional production 

methods involving animal blood (Yang et al. 2023).  
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In the analysis of nonribosomal peptides (NRPs) associated with the production of AMCs 

(Fig. 5), bacitracin stands out as the most relevant, being primarily produced by strains of 

Bacillus licheniformis and B. subtilis (Cai et al. 2020). This antibiotic is widely used in topical 

formulations, such as ointments, often in combination with other antimicrobials like 

neomycin (Jones et al. 2006), contributing to the prevention of infections caused by pathogens 

and/or opportunistic microorganisms. Its efficacy has been demonstrated, for example, in a 

study indicating bacitracin as the main metabolite responsible for inhibitory activity against 

the pathogen Staphylococcus aureus, compared to other metabolites such as bacilysin, 

fengycin, and bacillibactin (Luo et al. 2023). Furthermore, the production of natural 

antibiotics and preservatives like bacitracin is highly relevant, considering that the 

consumption of artificial preservatives have been associated with gut diseases, obesity 

(Reardon 2015), lung and liver damage, and cancer (Aldabayan 2025). However, efficient 

bacitracin production requires, for example the genes bcrABC, which confers resistance to 

bacitracin itself (Podlesek et al. 2006), and were not found in the BAC30 and BAC220 

strains. Additionally, limiting factors such as optical density, nitrate concentration, and NADH 

oxidation must be carefully considered in in vitro assays (Zhu et al. 2023). Nevertheless, the 

NRPs, combined with vitamin biosynthesis genes such as those for riboflavin, suggest a 

diversified potential for the biotechnological application of the isolated BAC30 and BAC220 

strains. 

Conclusion 

The isolated Bacillus paralicheniformis strains, BAC30 and BAC220, demonstrated high 

reliability in sequencing, genome assembly, and annotation. Phylogenomic analyses revealed 

high similarity between the genomes, with particular attention to the CamBx3 and J41TS8 

strains, which may warrant further investigation due to their lower similarity relative to the 

others. Additionally, the formation of subgroups was proposed, although more specific 

phylogenomic analyses are still needed to support these subgroup distinctions. Regarding 

comparative analyses, the pangenomic approach provided insight into the species’ tendency to 

adapt to different ecological niches and acquire new genes, helping to explain the speciation 

and divergence between B. licheniformis and B. paralicheniformis. 

In silico analyses suggest that the isolated strains BAC30 and BAC220 hold biotechnological 

potential, as they only exhibited KEGG modules related to beta-lactam resistance. Moreover, 

modules involved in the biosynthesis of metabolites relevant to various industrial sectors were 

 

https://www.zotero.org/google-docs/?EhGYX1
https://www.zotero.org/google-docs/?2bE5mC
https://www.zotero.org/google-docs/?ACWnn7
https://www.zotero.org/google-docs/?t89zKB
https://www.zotero.org/google-docs/?UvAHvR
https://www.zotero.org/google-docs/?nKq4YK
https://www.zotero.org/google-docs/?lySiIO


57 

identified, including those responsible for the production of vitamins, cofactors, and natural 

antibiotics, which can be incorporated into commercial products or produced independently. 

Nevertheless, despite the observed potential, further in vitro and in vivo assays are required to 

confirm the expression of genes involved in metabolite biosynthesis and antibiotic resistance, 

in order to properly assess the actual effectiveness of these strains as producers of 

biotechnologically valuable compounds. 
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MATERIAL SUPLEMENTAR - CAPÍTULO I 

Material Suplementar do artigo de pesquisa intitulado: Comparative and Functional Analyses 

of Bacillus paralicheniformis Strains BAC30 and BAC220 by WGS Uncover Species 

Homogeneity and Biotechnological Potential. 

 
Tabela suplementar 1: Informações referentes à classificação taxonômica dos 2 genomas montados. 

Amostra Classificação GTDB-Tk 
ANI 
(%) 

Closest genome 
reference 

TYGS classification 
dDDH 

(d0, in %) 

BAC30 
f__Bacillaceae;g__Bacillus;s
__Bacillus paralicheniformis 98.91 GCF_001042485.2 

Bacillus 
paralicheniformis KJ-16 

97,5 

BAC220 
f__Bacillaceae;g__Bacillus;s
__Bacillus paralicheniformis 98.8 GCF_001042485.2 

Bacillus 
paralicheniformis KJ-16 

92,7 

 
Tabela suplementar 2: Avaliação da qualidade do sequenciamento e montagem e informações sobre o tamanho 
dos genomas 

Amostra 
CheckM2 

Completeness 
CheckM2 

Contamination 
Genome size 

(pb) 
% 

GC 
Pass. 

GUNC 
Barrnap 

5S 
Barrnap 

16S 
Barrnap 

23S 

BAC30 100.0 0.03 4471444 46 True Complete Partial Partial 

BAC220 100.0 3.06 4785386 45 True Complete Partial Partial 
 

Tabela suplementar 3: Informações sobre os 14 genomas de Bacillus utilizados na Figura 1A 

Species name Strain name NCBI RefSeq Assembly 
B. altitudinis GR-8 GCF_001191605.1 

B. pumilus SAFR-032 GCF_000017885.4 

B. safensis PgKB20 GCF_008244765.1 

B. sonorensis PMC204 GCF_034055115.1 

B. licheniformis ATCC 14580 GCF_034478925.1 

B. paralicheniformis Bac84 GCF_002993925.1 

B. siamensis KCTC 13613 GCF_000262045.1 

B. amyloliquefaciens GKT04 GCF_019396925.1 

B. velezensis FZB42 GCF_000015785.2 

B. atrophaeus SW GCF_039519175.1 

B. mojavensis UCMB5075 GCF_012648005.1 

B. valismortis Bac111 GCF_003667885.1 

B. subtilis subsp. subtilis 168 GCF_000009045.1 

B. tequilensis EA-CB0015 GCF_012225885.1 
 
 

 



65 

Figura Suplementar 1: Através do programa pyANI, a análise de ANI dos 30 genomas de Bacillus sp. 
paralicheniformis, de laranja a vermelho, e o grupo externo, Bacillus sonorensis ASM3405511v1, em azul. 
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Figura Suplementar 2: Análise filogenômica das linhagens de B.paralicheniformis utilizando o programa 

Gegenees, e a formação da árvore filogenética com o programa SplitsTree4, a partir do método de Neighbour 

Joining (NJ). 

 

 



67 

Figura Suplementar  3: Distribuição das famílias gênicas do pangenoma, obtida pelo programa PPanGGolin. 
Em azul, genes da categoria Persistent (core); em laranja, Shell (compartilhados); e em verde, Cloud 
(singulares). 

 

Figura Suplementar 4: Classificação funcional dos genes core dos isolados BAC30 e BAC220 a partir do COG 

Classifier; 3b: Comparação entre os genes core das 28 linhagens de Bacillus paralicheniformis sem os isolados; 

3c: Comparação entre os genes core das 28 linhagens de Bacillus paralicheniformis com os isolados 
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Figura Suplementar 5: Curvas de rarefação comparando: (a) o pangenoma de 30 linhagens, incluindo os 
isolados BAC30 e BAC220; e (b) o pangenoma de 28 linhagens, excluindo os isolados. 
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Scripts utilizados no artigo: 
 
Script S1: Script R customizado, utilizado para editar outputs do software pyANI. 
 
install.packages("pheatmap") 
# Load the ANI identity matrix from the .tab file 
df <- read.table("ANIm_percentage_identity.tab", header = TRUE, row.names = 1, check.names = FALSE) 
 
# Convert the ANI identity matrix (similarity) into a distance matrix (1 - ANI) 
dist_matrix <- as.dist(1 - df) 
 
# Perform hierarchical clustering using the UPGMA method (average linkage) 
hc <- hclust(dist_matrix, method = "average")   
 
# Plot the dendrogram with title and font size adjustment 
plot(hc, main = "ANI Dendrogram", cex = 0.8) 
 
# Load the required library to generate the heatmap 
library(pheatmap) 
 
# Generate a heatmap with the ANI matrix and the phylogenetic tree derived from clustering 
pheatmap(df,  
         clustering_distance_rows = dist_matrix,  # Use the distance matrix to cluster rows 
         clustering_distance_cols = dist_matrix)  # Use the distance matrix to cluster columns 
 
# Define a custom color gradient (yellow for lower ANI, red for higher ANI) 
color_palette <- colorRampPalette(c("beige", "gold", "orange", "darkred"))(50)   
 
# Generate the heatmap with the new color scale 
pheatmap(df,  
         clustering_distance_rows = dist_matrix,  # Use the distance matrix to cluster rows 
         clustering_distance_cols = dist_matrix,  # Use the distance matrix to cluster columns 
         color = color_palette,                   # Apply the custom color gradient 
         display_numbers = TRUE,                  # Show values in the cells 
         number_format = "%.2f",                  # Format with 2 decimal places 
         number_color = "black",                  # Text color 
         fontsize_number = 8,                     # Font size of numbers 
         main = "ANI Heatmap with Values") 
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5. DISCUSSÃO GERAL  

A alta similaridade observada entre as linhagens da espécie, somado às análises 

taxonômicas dos isolados B. paralicheniformis BAC30 e BAC220, que não mostraram 

contaminação, quimerismos ou erros de montagem, fornecem evidências sólidas da 

classificação correta a partir do sequenciamento genômico completo (WGS). Com o 

barateamento e a maior eficiência das técnicas de sequenciamento, além do crescimento 

exponencial de genomas depositados, este estudo destaca a relevância do sequenciamento de 

nova geração (NGS) tanto para a descoberta de novas espécies quanto para o estabelecimento 

de relações filogenômicas, seja entre membros da mesma espécie (como observado em B. 

paralicheniformis), e/ou entre espécies distintas, como no caso do gênero Bacillus. As 

análises de pangenoma corroboram com a ubiquidade da espécie, evidenciada pela 

diversidade geográfica das amostras. Essa diversidade genética resulta da tendência dessas 

linhagens em adquirir novos genes, como demonstrado pela alta proporção de genes 

acessórios e pelo pangenoma aberto, observado na curva de rarefação. 

Quanto às linhagens isoladas, as análises funcionais via KEGG indicaram resistência 

apenas a β-lactâmicos, corroborando os resultados dos testes de disco-difusão, embora 

também tenha sido observada resistência à eritromicina. No entanto, a presença de halo frente 

à eritromicina, em contraste com a ausência total frente à ampicilina, sugere uma resistência 

intermediária, não necessariamente associada a genes específicos de resistência à 

eritromicina. Ademais, a capacidade de conversão de compostos nitrogenados, aliada à 

produção de peptídeos antimicrobianos (AMPs), indica o potencial uso dos isolados em 

simbiose com plantas. No entanto, aplicações em modelos animais, como mucosite e colite 

ulcerativa, também devem ser consideradas, dado que linhagens de B. paralicheniformis já 

demonstraram atividade moduladora da microbiota, além da produção de metabólitos que 

podem auxiliar na resposta imune dos hospedeiros, reduzindo as citocinas inflamatórias.
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6. CONCLUSÃO GERAL  

​ Partindo das análises taxonômicas, comparativas e filogenômicas, o estudo ajudou a 

entender melhor o comportamento genético da espécie B. paralicheniformis, fornecendo 

evidências, como a alta taxa de genes acessórios, assim como o pangenoma aberto, obtido na 

curva de rarefação, que correlacionam com a ubiquidade e tendência desta espécie a obter 

novos genes. Esses achados se relacionam com o fato de muitas dessas linhagens estarem em 

simbiose com hospedeiros, sejam plantas, animais e até humanos, onde são buscados genes 

que auxiliem na adaptação e sobrevivência desses organismos em diferentes nichos.  

Quanto aos isolados, as baixas taxas de contaminação, somadas às análises 

taxonômicas evidenciam a relevância do NGS e da bioinformática no geral, no âmbito de 

identificação e caracterização de novas espécies, partindo de análises in silico. Nas análises 

funcionais, as linhagens BAC30 e BAC220 mostraram poucos genes de resistência, com 

expressão corroborada em testes in vitro, além da presença de genes de biossíntese de 

compostos fundamentais para a atuação dessas bactérias na indústria, como produtoras de 

metabólitos isolados, ou como agentes de biocontrole em produtos alimentícios, plantas e 

animais, possivelmente substituindo o uso de antibióticos artificiais. 

No entanto, para que os isolados sejam utilizados no contexto biotecnológico, ainda é 

necessário comprovar a expressão dos genes observados in silico, em testes in vitro, e 

posteriormente testes in vivo, que avaliem as relações dessas linhagens com outros 

organismos, seja na modulação da biota do hospedeiro quanto a indução do sistema imune e 

também possíveis fatores de virulência que ainda não foram detectados. 
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7. PERSPECTIVAS 

​ Esse estudo foi fundamental em estabelecer ideias sobre como aprofundar o 

entendimento sobre a filogenia da espécie B. paralicheniformis. O dataset formado para o 

estudo foi feito apenas com genomas completos, então considera-se relevante a utilização de 

todos os 253 genomas do banco de dados do NCBI, que incluem os organizados a nível 

cromossômico, scaffold e contig, em análises mais aprofundadas. Nesse contexto, deve-se 

analisar o resistoma completo da espécie, incluindo genes de resistência e elementos móveis 

(plasmídeos, integrons, transposases e ilhas genômicas), assim como os genes de virulência, 

visto que a espécie já é utilizada em simbiose com plantas e animais. Além disso, deve-se 

identificar mais marcadores filogenômicos que contribuam para a distinção entre B. 

licheniformis e B. paralicheniformis. Quanto às linhagens isoladas BAC30 e BAC220, as 

mesmas precisam ser submetidas à testes in vitro, como os de atividade inibitória contra 

patógenos de interesse, assim como as análises de antibiograma. Posteriormente, testes in vivo 

que avaliem o potencial como bactéria de biocontrole em plantas. Também devem ser 

considerados os modelos animais, principalmente devido à escassez de estudos nesse 

contexto, onde devem ser avaliados fatores de interação com o hospedeiro, como a modulação 

da microbiota, a indução do sistema imune e também possíveis fatores de virulência que ainda 

não foram detectados nos testes in silico. 
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9. APÊNDICE  

9.1. Análises em andamento 

Tabela suplementar 3: Tamanhos dos halos de inibição, em milímetros (mm), obtidos nos testes de antibiograma 
dos isolados BAC30 e BAC220, referentes aos seguintes antibióticos (na ordem da tabela): estreptomicina, 
eritromicina, gentamicina, tetraciclina, clindamicina, cloranfenicol, ampicilina e vancomicina. Os testes foram 
realizados em duplicata, com os valores em mm correspondentes. 

 EST ERY GEN TET CLI CLO AMP VAN 

BAC30 21 / 20 14 / 13 23 / 22 22 / 21 23 / 22 15 / 16 0 / 0 13 / 14 

BAC220 20 / 21 19 / 18 25 / 26 24 / 23 24 / 24 18 / 18 0 / 0 15 / 14 
 

Tabela suplementar 4: Tabela de susceptibilidade das linhagens BAC30 e BAC220, baseada nos breakpoints 
estabelecidos pela EUCAST e pelo CLSI. Na tabela, a susceptibilidade (S) a antibióticos está representada pela 
cor verde, enquanto a resistência (R) está representada pela cor vermelha. 

 EST ERY GEN TET CLI CLO AMP VAN 

BAC30 S R  S S S S R S 

BAC220 S  R  S S S S R S 

 

9.2. Produção científica no mestrado 

​ Produção científica referente às atividades de pesquisa no período de agosto de 2023 a 

julho de 2025, a qual estive no mestrado. Nesse período, foram publicados 4 artigos e 1 

capítulo de livro, todos como colaborador, conforme pode ser observado abaixo no currículo 

lattes resumido e comprovantes. Além disso, participei do Curso de Férias em Bioinformática 

da UFMG em 2024, como ouvinte, e posteriormente como palestrante e organizador, em 

2025. 
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  AMÉRICO, MONIQUE FERRARY ; FREITAS, ANDRIA DOS SANTOS ; DA SILVA, TALES FERNANDO ; DE JESUS, 
LUÍS CLÁUDIO LIMA ; BARROSO, FERNANDA ALVARENGA LIMA ; CAMPOS, GABRIELA MUNIS ; SANTOS, 
RHAYANE CRISTINA VIEGAS ; GOMES, GABRIEL CAMARGOS ; ASSIS, RAFAEL ; FERREIRA, ÊNIO ; 
MANCHA-AGRESTI, PAMELA ; LAGUNA, JULIANA GUIMARÃES ; CHATEL, JEAN-MARC ; CARVALHO, RODRIGO 
DIAS DE OLIVEIRA ; AZEVEDO, VASCO . Growth differentiation factor 11 delivered by dairy Lactococcus lactis strains 
modulates inflammation and prevents mucosal damage in a mice model of intestinal mucositis. Frontiers in Microbiology , v. 14, 
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Capítulos de livros publicados 
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 SOUZA, E. G. ; GOMES, L. G. R. ; PRATES, F. D. ; GOMES, T. P. ; GOMES, G. C. ; PAULA, J. A. ; VINHAL, A. L. O. ; 
MENDONCA, B. B. A. ; PEDROSA, M. L. C. ; REIS, L. P. ; OLIVEIRA, A. F. M. ; VIANA, M. V. C. ; JAISWAL, A. K. ; 
SOARES, S. C. ; AZEVEDO, V. . State of the Art of Immunoinformatics. In: Paulo Fazendeiro, Carmelina Leite. (Org.). Effective 
Techniques for Bioinformatic Exploration. 1ed.: IGI Global, 2024, v. 3, p. 69-106. 

2. 

  DE JESUS, L. C. L. ; SILVA, T. F. ; GLORIA, R. A. ; FREITAS, A. S. ; AMERICO, M. F. ; FERNANDES, L. J. S. ; 
CAMPOS, G. M. ; GOMES, G. C. ; SANTOS, R. C. V. ; CARVALHO, R. D. O. ; BARH, D. ; AZEVEDO, V. . Lactic acid 
bacteria?based beverages in the promotion of gastrointestinal tract health. In: Debasis Bagchi. ; Bernard William Downs.. (Org.). 
Microbiome, Immunity, Digestive Health and Nutrition. 1ed.: Academic Press, 2022, v. 26, p. 373-385. 

 

 

https://www.webofscience.com/api/gateway?GWVersion=2&SrcApp=PARTNER_APP&SrcAuth=LinksAMR&KeyUT=WOS:001241785400001&DestLinkType=CitingArticles&DestApp=ALL_WOS&UsrCustomerID=83e8e710a8e621f095e069bfe7c1e2bd
https://www.webofscience.com/api/gateway?GWVersion=2&SrcApp=PARTNER_APP&SrcAuth=LinksAMR&KeyUT=WOS:001286174000001&DestLinkType=CitingArticles&DestApp=ALL_WOS&UsrCustomerID=83e8e710a8e621f095e069bfe7c1e2bd
https://www.scopus.com/inward/citedby.uri?partnerID=HzOxMe3b&scp=85199925473&origin=inward
https://www.webofscience.com/api/gateway?GWVersion=2&SrcApp=PARTNER_APP&SrcAuth=LinksAMR&KeyUT=WOS:000978592000001&DestLinkType=CitingArticles&DestApp=ALL_WOS&UsrCustomerID=83e8e710a8e621f095e069bfe7c1e2bd
https://www.scopus.com/inward/citedby.uri?partnerID=HzOxMe3b&scp=85159000830&origin=inward
http://lattes.cnpq.br/5073835604323924
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9.3. Totais de produção 

 

Produção bibliográfica 

Artigos completos publicados em periódico 5 

Capítulos de livros publicados 2 

Apresentações de trabalhos 5 

Demais produções bibliográficas 12 
 

 

Eventos 

Participação em eventos 3 

Organização de evento (congresso) 2 
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9.4. Artigos científicos 

Acesso: https://doi.org/10.3389/fmicb.2025.1544934 

Contribuição: Participação na metodologia, escrita, revisão e edição 

 

Acesso: https://www.doi.org/10.20935/AcadMolBioGen7598 

Contribuição: Participação na escrita do tópico de produção de metabólitos secundários e 

revisão bibliográfica. 

 

https://doi.org/10.3389/fmicb.2025.1544934
https://www.doi.org/10.20935/AcadMolBioGen7598
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Acesso: https://doi.org/10.1007/s11274-024-04046-3 

Contribuição: Participação na extração e visualização de dados, escrita da revisão e revisão 

do texto. 

 

​ Acesso: https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2024.134216 

​ Contribuição: Escrita, revisão e edição, e metodologia 

 

 

https://doi.org/10.1007/s11274-024-04046-3
https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2024.134216
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9.5. Capítulo de livro 

​ Acesso: http://dx.doi.org/10.4018/979-8-3693-3192-7.ch003 

​ Contribuição: Escrita do tópico “Future Horizons and Emerging Trends”. 
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