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Resumo

O género Streptomyces tem sido uma rica fonte de produtos naturais a anos,
com a capacidades biossintéticas de produzir centenas compostos bioativos, sdo
bactérias com grande potencial para producdo de antibidticos, e outras
moléculas, com aplicacbes médicas, industriais e agricolas, incluindo
antifingicos, sideréforos, anticancerigenos, antioxidantes. Com o0s recentes
avancos na tecnologia de sequenciamento de DNA, a mineracdo do genoma
tornou-se uma ferramenta para explorar produtos naturais, facilitando a
identificacdo de agrupamentos de genes biossintéticos (BGC). O presente
estudo teve como objetivo explorar o potencial do isolado de Streptomyce sp.
MAD1003. O genoma montado tem 6.642.326 Mb, com 6.293 possiveis regides
codificadoras (CDS), 66 genes de RNA de transferéncia (tRNA). A analise
filogenbmica indica que MDA1003 é filogeneticamente relacionada com
Streptomyces bauhiniae Bv0O16T. As similaridades entre as espécies usando
varios indices de medidas como, identidade média de nucleotideos (ANI) foi de
96.30%, identidade média de aminoé&cidos (AAl) de 96,24% e valores de
hibridizacdo digital DNA-DNA (dDDH) de 68.1% séao indicativos que MDA1003
representa uma espécie. A mineracdo gendmica combinando andlise de
bioinformética para identificacdo de BGCs e anotacdo manual, permitiu a
identificacdo de 23 clusters envolvidos na produ¢édo de metabdlitos secundarios,
destes apenas 26% (6) BGCs estdo relacionados a moléculas e clusters
caracterizados. A andlise de sintenia dos clusters de MAD1003 com vias de
biossintese para o sider6foros desferrionamine B e para 0s agentes
antimicrobiano lomofugin revelam o potencial para a producdo de compostos
guimicamente semelhantes mas nao iguais. O estudo usando o genoma
completo desta linhagem revela que a maioria dos BGC identificados néo estédo
envolvidos na producdo de metabdlitos secundarios conhecidos, indicando que
esta possivel nova espécie de Streptomyces pode ser usada na prospecc¢ao de
novos produtos naturais bioativos.

Palavras-Chave: Clusters; biossintético; Metabdlitos.
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Introducéo

As bactérias sdo uma importante fonte de produtos naturais, o género
Streptomyces tem sido uma rica fonte de produtos naturais, baseado na
descoberta anual de novas moléculas de Streptomyces a cada ano, estima se
gue em se mantendo a tendéncia atual de descoberta o género pode sintetizar
cerca de 150.000 compostos antimicrobianos a mais do que os atualmente
conhecidos, sugerindo que o Streptomyces esta longe de ser um recurso
esgotado (Lacey e Rutledge 2022). Além dos antibioticos, outras moléculas, com
aplicacbes médicas, industriais e agricolas, incluindo compostos antibacterianos,
antifingicos, sideroforos, anticancerigenos, antioxidantes, imunossupressores,
compostos antitumorais, compostos antiparasitarios e a producdo de enzimas
microbianas para a industria (Giordano 2020).

As Streptomyces sao bactérias Gram-positivas, que pertencem ao filo das

actinobactérias, sendo responsaveis por cerca de 10.100 dos 22.500 metabdlitos
microbianos bioativos descobertos até agora, sdo bactérias com genoma com alto
teor de C+G de 69-78%, descrita pela primeira vez por Waksman e Henrici
(1943) com caracteristicas fisiologicas que se assemelham as de muitas
espécies de fungos, podendo ser encontradas em diferentes ambientes,
especialmente no solo e ambientes aquaticos, sendo capazes de sobreviver em
diversos habitats (Quinn et al. 2020; Donald et al. 2022; Kuncharoen et al. 2022;
Liu et al. 2022).
Com os recentes avancos na tecnologia de sequenciamento de DNA, a
mineracdo do genoma tornou-se uma nova maneira de explorar produtos
naturais produzidas por esses microrganismos, facilitando a identificacdo de
agrupamentos de genes biossintéticos (BGC), tornando possivel a deteccéo de
novas moléculas, e possibilitando o entendimento de sua base molecular,
biossintética e funcional (Sandoval-Powers et al. 2021; Alam et al. 2022; Liu et
al. 2022).

O presente estudo teve como objetivo realizar a identificacao filogendmica
de Streptomyces sp. MAD1003 e explorar o potencial biossintético do isolado por

meio de mineracdo gendmica.

241



Material e Métodos
Microrganismo e condicdes de cultivo
O isolado MAD1003 analisado neste trabalho faz parte da colecéo de
cultura do Laboratorio de Biologia Molecular da Embrapa Amazonia Ocidental.
Cadastrado no SISGEN Acesso No AB6B14F. Esta linhagem foi isolada de uma

amostra de sedimento do Rio Madeira, e cultivada em meio ISP2.

Analise filogenbmica

A identificacdo taxondmica baseada no genoma completo foi realizada por
meio da plataforma Type (Strain) Genome Server (TYGS) (https://tygs.dsmz.de),
uma plataforma de alto rendimento para taxonomia de procariotos que se baseia
(LPSN- List of Prokaryotic names with Standing in Nomenclature) disponivel em
https://lpsn.dsmz.de que é uma base de dados acurada por especialistas para
nomenclatura procariética (Meier-Kolthoff et al. 2021).

A andlise filogendmica foi avaliada usando véarios indices de medidas,
para a delimitacdo de similaridade entre as espécies mais relacionados com
base na identidade média de nucleotideos (ANI) e identidade média de
aminoacidos (AAl), onde os calculos dos valores médios de identidade
nucleotidica (ANI) foram determinados através software OrthoANI (Yoon et al.
2017). E valores de hibridizacdo DNA-DNA digital (dDDH), calculada com o
Genome-to-Genome Distance Calculator (GGDC 2.1) (Sandoval-Powers et al.
2021).

Anotacdo do genoma

A sequéncia do genoma foi predita e anotada automaticamente seguindo
o pipeline do servidor RAST (https://rast.nmpdr.org/), usando a base de dados
SEED Viewer version 2.0. (Aziz et al. 2008). Comparando a qualidade da
anotacao utilizando o servidor BV-BRC (Bacterial and Viral Bioinformatics
Resource Center), combinando os dados e ferramentas dos recursos do software
PATRIC (https://www.patricbrc.org) através de uma andlise abrangente do
genoma. Todas as sequéncias do genoma das espécies tipos comparados foram
baixados do banco de dados GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome).
A analise de pan genoma e as proteinas preditas foram comparadas com a

espécie mais relacionadas de Streptomyces bauhiniae e Streptomyces
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seoulensis e plotadas na plataforma Orthovenn2 (Xu et al. 2019). Os valores
baseados em BLAST (ANIb) e MUMmer (ANIm) foram avaliados na ferramenta

web JSpeciesWS http://jspecies.ribohost.com/jspeciesws (Richter et al. 2016).

Predicdo de clusters génicos biossintéticos e sintenia

O genoma foi analisado no AntiSMASH (antibiotics & Secondary
Metabolite Analysis Shell) versdo 6.0 (Blin et al. 2021) para a anotacao dos
clusters genes biossintéticos (BGC). Todas as sequéncias dos agrupamentos
preditos apresentaram similaridade com BGCs depositados no banco de dados
MIBIG (Minimum Information About a Biosynthetic Gene cluster) versao 2.0
https://mibig.secondarymetabolites.org/ (Terlouw et al. 2022).

A andlise de sintenia foi feita através do alinhamento dos clusters de
genes de cada BGC depositados no banco de dados MIBIG, antiSMASH, ou
NCBI, através de graficos de sintenia plotados no programa clinker, uma

ferramenta baseada em Python e clustermap.js, (Gilchrist e Chooi 2021).

Resultados e Discusséo
Identificag&o filogenémica
O isolado MAD1003 havia sido identificado previamente como
Streptomyces com base no sequenciamento da regido 16S do rDNA. E a analise
filogenética baseado no genoma completo confirmou o género e revelou que
MAD1003 forma um clado com trés espécies de Streptomyces (S. bauhiniae, S.
griseoluteus, S. seoulensis) sendo Streptomyces bauhiniae BvO16T a espécie

filogeneticamente mais relacionada (Fig.2).
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As espécies tipos comparadas foram obtidas do banco de dados LSNP
(List of Prokaryotic names with Standing in Nomenclature) que mantém uma lista
acuradade nomes revisados por especialistas em taxonomia de procariotos. O
género Streptomyces € o maior género da classe das Actinobacteria, com 668
espécies caracterizadas com nomes validamente publicados (Maiti e Mandal
2021).

Os valores de ANI entre o isolado e duas das espécies intimamente
relacionadas ficaram 96,13 e 95.13% (Fig. 3), onde mostra uma relacdo com
espécie tipo descritiva, com valores proximos aos considerados como o limite da
espécie entre (95-96%). Segundo Lee et al. (2016), esses sdo valores

recomendados como critério para a identidade nucleotidica média (ANI).
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Figura 2 - Mapa de calor mostrando a identidade média de nucleotideos por ortologia
(OrthoANI) entre o Isolado MAD1003 e as linhagens das espécies tipo relacionadas.
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A linhagem MAD1003 quando comparada com S. bauhiniae que € a
linhagem mais proxima, apresenta valores de AAIl de 96.24%. Varios estudos
iniciais recomendaram um valor de ANI de aproximadamente 95-967% como
limite para a demarcacgéo de espécies (Goris et al. 2007; Richter e Rossell6-Méra
2009). Com o OrthoANI também foi recomendado pelos autores uma faixa
semelhante de demarcacéo de espécies em 95 ~ 96 (Lee et al. 2016). Contudo,
recentemente novo limite para delimitacdo de espécies do género Streptomyces
foi estabelecido em 96,7%, este limite foi baseado na anélise de 80 espécies de
Streptomyces cujo o valor de dDDH de 70% nao correspondeu a um valor de
ANIm de 95~96%.

MAD1003 apresentou dDDH foi de 68.1%, este valor € mais um indicativo
que esta linhagem pode representar uma nova espécie, conforme a literatura a
ponte de corte para delimitacdo de espécies € dDDH igual ou maior que 70%,
podendo ser consideradas novas espécies valores abaixo deste ponto de corte

(Meier-Kolthoff et al 2013). Todos os valores estao descritos (Tabela 1).

Tabela 1. Valores de médias da identidade nucleotidica (ANI), identidade média de
aminodcidos (AAI) e valores de hibridizacéo digital DNA-DNA | (dDDH).
dDDH (d2, em dDDH (d4,em AAl  ANIm  ANIb

Isolado Espécie tipo %) %) (%) (%) (%)
Streptomyces
MAD1003 bauhiniae 68.1 68,1 96,24 96.36 95.65

AAl- identidade média de aminoacidos ANIm- MUMmer ANIb- Blast+ Anotacdo do genoma
e analise de genes ortdlogos

O genoma sequenciado possui um tamanho de 6,642,326 Mb, com 6.293
possiveis regifes codificadoras (CDS), 66 genes de RNA de transferéncia
(tRNA) e 8 genes de RNA ribossémico (rRNA). o conteudo G + C do isolado foi
encontrado em uma faixa de 71.5%.

Alguns dos genes anotados estdo relacionados e classificadas em
subsistemas relacionados a fatores de viruléncia, cada subsistema tem um
conjunto de proteinas que, juntas, implementam um processo bioldgico
especifico ou complexo estrutural, como: aquisicao e Metabolismo do Ferro com
genes relacionado para producdo de sideroforo, a producdo de metabolitos
secundarios e resisténcia a antibiéticos. Verificou-se que o isolado MAD1003

continha genes 25 relacionados a Resisténcia a antibioticos e compostos toxicos,
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42 genes intimamente envolvidos na aquisicdo de ferro no metabolismo, com
genes relacionados a producéao do sideroforo Desferrioxamin B.

Foi evidenciado por Zhang et al. (2015) que a lomofungina € um antibiético
produzidos por Streptomyces sp., com atividade antibacteriana de amplo
espectro, sintetizados pelo agrupamento de genes phz altamente conservado,
com atividade contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, bem como
fungos patogénicos.

O OrthoVenn2 revelou 6293 proteinas para o isolado MAD1003, 649
clusters ort6logos, o pan genoma mostrou o genoma central intimamente
relacionado com as espécies tipos Streptomyces bauhiniae e Streptomyces

seoulensis contendo 4842 clusters de genes de coOpia Unica.

Identificac&do de Clusters génicos biossintéticos

Foram identificados 23 diferentes BGCs relacionados a producdo de
metabolitos secundarios no genoma da MAD1003. Diferentes classes de
metabdlitos, como: NRPS (8), PKS-I (2), PKS-II (1), RiPPs (1), 2 agrupamentos
de genes contendo PKS-Ill, 3 classes de terpenos, entre outras moléculas
(Figura 3). Notadamente o metabolismo secundario da MAD1003 esta voltado

para a biossintese de diferentes tipos de peptideos (8/23) e policitideos (5/23).

246



Biosynthetic gene clusters (BGCs)do genoma da bactéria
MAD1003

Melanin (1) Ectoine (1)

Thiopeptide (1)

Butyrolactone (2)
NRPS (8)

Phenazine (1)

terpenos (3)

RiPPs (1)
PKSI (1)

PKSAIl (2) PKS-l (2)
u NRPS u RiPPs u PKSAI PKS-I

u PKS-I = terpenos ® Phenazine m Butyrolactone
m Thiopeptide = Melanin m Ectoine

Figura 3 - Clusters génicos biossintéticos identificados na linhagem MAD1003 relacionados a
producdo de metabdlitos secundarios, tendo como as principais classes: NRPS (peptideo
sintetase nao ribossomal), PKS T1, T2 e T3 (policetideo sintase tipo I, tipo Il e tipo 3), terpeno
e RiPPs (peptideos sintetizados ribossomalmente e modificados pos-traducionalmente).

Foram identificados no genoma de MAD1003 Clusters génicos
biossintéticos (BGCs) com 100% de identidade com vias de biossintese ja
caracterizadas indicando que a linhagem é geneticamente capaz de produzir as
seguintes moléculas: scabichelin (BGC 1.1), albaflavenone (24.1), ectoine (42.1),
e algumas PKS T3 ( policetideo sintase tipo IIl) com 100% de semelhanca predita
na plataforma AntiSMASH.

Interessantemente a NRPS do BGC 74.1, apresentou 39% de similaridade
com o BGC relacionada biossintese do sideréforo a desferrioxamine B e
desferrioxamine E (figura 4), usado para medir a absorcdo do ferro, que foi
aprovada para uso clinico pela Food and Drug Administration (FDA) em 1968
(Barona-Gémez et al. 2004).

O BGC 1.2 apresentou 39% com o cluster da lomofungin, um atibiétioco
que pertence a classe "phenazine", as fenazinas sdo antibiéticos de amplo
espectro. E estudos de Zhang et al. (2015) relatam que as fenazinas tém muitas
fungBes biologicas como atividades antimicrobianas, antifungicas, antitumorais,

antimaléricas e antiparasitarias.
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A analise de sintenia mostrou que a composi¢cao de genes dos clusters de
MAD1003, S. bauhiniae e o0os genes da via de biossintese da lomofungin
depositada no banco de dados MIBIG, indicam a habilidade para producéo de
uma fenazina diferente visto que s6 foram identificados os genes IphzB, IpHzC,
IpHzgG, que se mostraram alta similaridade com 0s genes da biossintese de

fenazina.

Lomofungin

COOCH, OH

OH CHO

B)

Streptomyces bauhiniae

MAD1003

BGC0000940

Desferrioxamin B Desferrioxamine E

0

N
‘‘‘‘‘

Figura 4 - Sintenia entre os BGC 1.2 e o0 BGC 74.1 de Streptomyces sp. MAD1003. A)
representa a sitenia entre Streptomyces sp. MAD1003 e da Streptomyces bauhiniae como
os clusters génicos biossintéticos BGC0001302 junto com a estrutura quimica da lomofungin.
B) representa a sitenia entre Streptomyces sp. MAD1003 e Streptomyces bauhiniae como os
clusters génicos biossintéticos BGC0000940 e as estruturas quimica de desferrioxamin B e
desferrioxamine E. Toda a Predicédo da fung&o génica foi a partir da base de dados MIBIG.

Conclusdes

Este estudo forneceu uma analise de gendmica comparativa, indicando
que o isolado MAD1003 representa uma possivel nova espécie de Streptomyces
proximamente relacionada com S. bauhiniae (dDDH de 68.1 e ANI 96,3, ANIm
96,34). A mineragao génica e outro ponto importante que o trabalho permitiu foi a
identificacdo dos clusters biossintéticos para a producéo de siderd6foros como a
desferrionamine B, e do agente antimicrobianos lomofugin, facilitando a
caracterizacdo através da sintenia, indicando que o isolado estudado pode ser

usado no processo para a produgdo de novos produtos naturais bioativos.
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