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Resumo

As bactérias do género Streptomyces sdo responsaveis pela biossintese de
aproximadamente 75%dos antibioticos existentes, bem como outras moléculas
de interesse econdmico. Recentemente, 0 sequenciamento de nova geracéo
(NGS) tem facilitado a descobertade novos produtos naturais, por meio da
exploracé@o da capacidade biossintética dos organismos por meio da analise de
genomas completos. A abordagem de mineracdode genomas permite analisar o
genoma completo e predizer agrupamentos génicos, conhecidos como BGC
(Biosynthetic gene cluster), responsaveis pela producdo de metabdlitos
secundérios (MS). Desta forma, este estudo teve como objetivo realizar a
mineracdo gendmica de Streptomyces sp. MAD 27 visando a identificacdo de
BGCs relacionados a producdo de MS de interesse biotecnoldgico. Foi possivel
identificar 45 BGCs, desses, 80% (36) que apresentam de moderada a nenhuma
similaridade com cluster génicos depositados na base de dados MIBIG (Minimum
Information about a Biosynthetic Gene cluster). Entre os MS preditos ha dois
policetideos (PK): tetracenomycin C e flaviolin, um peptideo sintetizado por
ribossomo e modificado pés-traducao (RIPP): thioholgamide A e B, e um terpeno
que foi a geosmin. Estes MS possuem aplicacdo medicinal, associados a
atividadeantitumoral e de auto-oxidacdo, além de ambiental, como controle de
contaminagdo hidrica. Dessa forma, os resultados obtidos demonstram o
potencial biotecnologico deStreptomyces sp. MAD 27 e fornecem suporte para
futuros estudos metabolémicos ede engenharia genética voltados a criacdo de
protocolos para producéo de bioinsumoe a caracterizacao de novos MS.

Palavras-Chave: Metabdlitos; Genoma; Mineracéo.

Introducéo
Os microrganismos sdo foco de estudos relacionados a producédo de
moléculas bioativas, estas também sdo conhecidas como metabdlitos
secundérios (MS) ou produtos naturais (PN) e estdo normalmente atuando na
adaptacédo ao meio e/ou na defesa contra possiveis predadores ou competidores
(Demain e Fang 2000; Machado et al. 2017).
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Os MS sao amplamente utilizados na producao de farmacos e de produtos
de interesse socioambiental (Newman e Cragg 2020). Atualmente as tecnologias
de sequenciamento de nova geracao (NGS) combinadas com desenvolvimento
e aprimoramento de ferramentas de bioinformatica, tornou possivel a predi¢éo
de MS, a partir do genoma completo microrganismos por meio de mineracéo
gendmica (Albarano et al. 2020).

Estudos com mineracdo gendmica indicam que em microrganismos a
maioria dos MS é sintetizado por um conjunto de proteinas cujos genes estdo
fisicamenteagrupados. A este conjunto de genes, da-se o0 nome de BGC que
vem do inglés Biosynthetic gene clusters (BGCs), e inclui genes que codificam
enzimas relacionadasa via de biossintese, e podem conter também genes para
proteinas reguladoras comofatores de transcricdo e/ou repressores, bem como
transportadores relacionados a molécula sintetizada pelo BGC (Hahk-Soo e
Eung-Soo 2021).

A identificacdo dos BGCs de um genoma microbiano permite conhecer
todo o conjunto de metabdlitos secundarios que o referido microrganismo é
capaz de sintetizar, mesmo aqueles que sao pouco expressos ou silenciados em
condicbes de laboratorio. A caracterizagdo de BGCs além de permitir a
identificacdo de MSs, conectando os genes a quimica por meio da similaridade
de genes pertencentes as vias metabdlicas jA conhecidas e depositadas no
banco de dados MIBIG (Terlouw et al. 2023).

Também é possivel identificar novos produtos naturais relacionados aos
BGC sem nenhuma similaridade aos ja conhecidos e caracterizados. Além disso,
as informacgbes genéticas contidas nos BGCs permitem explorar o arsenal
metabdlico pormeio do desbloqueio das vias silenciadas, com base na expressao
heter6loga, engenharia genética ou refatoracdo dos BGCs, ampliando dessa
forma adescoberta e utilizacdo de moléculas interesse (Li et al. 2021; Sharma e
Salwan 2021;Chiang et al. 2023).

Dentre os microrganismos mais estudados, em relagdo ao potencial
biotecnoldgico presente em seu genoma, € possivel destacar as bactérias do
géneroStreptomyces, pois estdo associadas a producao de 75% dos antibioticos
disponiveis no mercado (Lee et al. 2020). Entre suas caracteristicas genémicas,
as espécies de Streptomyces apresentam BGCs que codificam enzimas que
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contribuem para producdo de MS, das mais diversas classes como terpenos,
policetideos, peptideos ndo ribossomais entre outras (Nett et al. 2009).

Desta forma, o objetivo deste estudo foi realizar a mineracdo genémica de
Streptomyces sp. MAD 27 visando a identificagdo de BGCs relacionados a
producdode MS de interesse biotecnolégico.

Material e Métodos

Neste estudo, o isolado de Streptomyces sp. MAD27, obtido de
sedimentos doRio Madeira, Amazonas, Brasil, foi selecionado com base na
producdo de compostos antimicrobianos identificados previamente in vitro.
Cadastro de Acesso ao patriméniogenético N°. AB6B14F.

O genoma completo foi sequenciado usando a plataforma lllumina com
read length: 2 x 150bp (Paired End). A montagem "de novo" foi realizada com o
montador SPAdes (Prjibelski et al. 2020), e resultou em 8,6 milhdes de pares de
bases (pb) comcobertura de 294X e 907 scaffolds com N50 de 33243 pb e L50
de 80 pb. O maior scaffold apresentou tamanho de 188267 pb.

A identificacdo de BGCs foi realizada em janeiro de 2023 por meio da
plataforma AntiSMASH (https://antismash.secondarymetabolites.org/#!/start),
versao 7.0 (beta). Os dados obtidos foram agrupados de acordo com as classes
de MS e relacionados a literatura para identificagdo da fungéo das substancias
preditas na linhagem Streptomyces sp. MAD 27. O desenho das estruturas
quimicas das substancias preditas foi realizado por meio do software
ChemDraw Pro 12.0, a partir dos smiles presentes no banco MIBIG.

A andlise de sintenia foi realizada usando o pipeline clinker &
clustermap.js (Gilchrist e Chooi 2021). Para isso, os arquivos Genbank de BGCs
ja caracterizadosforam extraidos pelo repositério MIBIG. Os arquivos genbank
dos BGCs de MAD 27 foram obtidos por meio do antiSMASH. A comparacao nos
BGCs e as buscas de similaridade foram baseadas no algoritmo TBLASTX em

clinker e a visualizacao da sintenia foi realizada pelo clustermap.js.

Resultados e Discusséo
A partir da analise gendmica, foram identificados 45 BGCs, desses, 20%
(9) possuem alta similaridade (=70%) com vias de biossintese ja caracterizadas,

9% (4) apresentam similaridade moderada (30-69%), 42% (19) apresentam

408



baixa similaridade (1-29%) e 29% (13) nao apresentaram nenhuma similaridade
(0%) com os BGCs presentes base de dados MIBIG.

Segundo Blin et al. (2021), por meio do BGC é possivel predizer o
potencial biossintético de uma linhagem. No genoma da linhagem MAD 27, foram
identificadosBGCs relacionados a 12 classes de metabdlitos secundarios (Figura
1). As trés classes mais abundantes foram: policetideos sintase (PKS),
peptideos nao ribossomais sintase (NRPS), peptideos sintetizados por
ribossomos e modificados poés-traducionalmente (RIPP) e terpenos, estas
classes correspondem a 69% (31) dosBGCs.
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Figura 1 - Mineracdo gendmica de Streptomyces sp. MAD 27. Em (A) Distribuicdo dos 45
clusters génicos biossintéticos (BGC) identificados e distribuidos com bases na classe de
produtos naturais relacionados ao gene core. Em (B) similaridade mensurada com base no
namero de genes que apresentam correspondéncia com vias de biossintese ja
caracterizadas e depositadas na base de dados MIBIG (Minimum Information about a
Biosynthetic Gene cluster).

As PKS correspondem a 25% (11) dos BGCs, muitos deles associados a
substancias descritas na literatura com atividade citotoxica, antimicrobiana e
herbicida(Tabela 1). Dentro desta classe ha a predicao para a tetracenomicin C,
um importanteanticancerigeno aroméatico que inibe a tradugéo peptidica por meio
da ligacdo a subunidade ribossémica grande (Nguyen et al. 2021), além de

flaviolin, um pigmentoproduto da auto-oxidacédo do THN (Izumikawa et al. 2003).
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Tabela 1 - Clusters génicos biossintéticos (BGC) de metabdlitos do tipo PKS previstos no

genoma de Streptomyces sp. MAD27 usando antiSMASH 7.0 (beta).

Tipo
BGC
T1PKS,hglE-KS
T1PKS
T2PKS
T1PKS,T2PKS
T1PKS

T3PKS
T1PKS
T1PKS
T1PKS

T1PKS

T1PKS

Tamanho

(pb)

42,274
25,628
45,666
44,088
36,232

34,367
17,402
17,341
15,805

13,208

8,037

Metabdlito e

3(% similaridade do BGC)

hexacosalactone A (13%)

Desconhecido

tetracenomycin C (100%)
spore pigment (83%)

catenulisporolides (3%)

flaviolin

cyphomycin (2%)

filipin (38%)

ionostatin (43%)

filipin (69%)

4-hexadecanoyl-3-hydroxy-2-
(hydroxymethyl)-2H-furan-5-

one (18%)

MIBiG ID

BGC0002497
BGC0000275
BGC0000271
BGC0001963

BGC0002127
BGC0001877
BGCO0000059
BGC0002446

BGC0000059

BGC0000140

2Porcentagem de semelhanga entre os genes do BGC identificado na linhagem MAD 27 e
genes localizados em cluster ja caracterizado e depositado na base de dados MIBIG (Liu et
al., 2021). MIBiG ID- representa o niumero do BGC cuja similaridade foi identificada.

Dentre os NRP, para 21% (9), ndo houve predicdo para nenhum MS

(Tabela 2), embora tenha sido encontrado cluster similares a MS com atividade

antibidtica e ligadas ao sistema imune. Como n&o houve similaridade completa

entre os BGCs do tipo NRPS com a base de dados MIBIG, porém, nado significa

qgue a linhagem néo produz MS a partir de NRPS, sugerindo estudos quimicos

para corroborar com os resultados obtidos.
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Tabela 2 - Aglomerados de genes biossintéticos de metabdlitos do tipo NRPS previstos no
genoma de Streptomyces sp. MAD27 usando antiSMASH 7.0 (beta).

Tipo de BGC

NRPS-like

NRPS

NRPS
NAPAANRPS
NRPS
NRPS
NRPS-like
NRPS
NRPS

Tamanho
(pb)

22,578

52,893

22,568
33,967
33,538
18,691
12,058
10,916
2,749

Metabdlito e
4(% similaridade)

neoabyssomicin,
abyssomicin (6%)

friulimicin A, friulimicin B,
friulimicin C, friulimicin D (21%)

naphthomycin A (9%)
stenothricin (13%)
meridamycin (15%)

Desconhecido
Desconhecido
Desconhecido

Desconhecido

MIBiG ID

BGC0001694

BGC0000354

BGC0000106
BGC0000431

BGC0001011

2Porcentagem de semelhanga entre os genes do BGC identificado na linhagem MAD 27 e genes
localizados em cluster ja caracterizado e depositado na base de dados MIBIG (Liu et al., 2021).
MIBIG ID- representa o nimero do BGC cuja similaridade foi identificada.

Os RIPP e Terpenos (Tabela 3) representam duas classes de metabdlitos

com13% (6) e 11% (5), respectivamente, dos BGCs de Streptomyces sp. MAD

27, com predi¢do, no caso dos RIPP, para thioholgamide A e B, um MS de

interesse medicinalpara o combate de diferentes tipos de cancer (Dahlem et al.

2020), e, na classe dos terpenos, o MS geosmin associado a contaminagao de

efluentes e o caracteristico cheiro de "terra molhada" (Cane et al. 2006).
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Tabela 3 - Aglomerados de genes biossintéticos de metabdlitos do tipo RIPP e terpenos previstos
no genoma de Streptomyces sp. MAD27 usando antiSMASH 7.0 (beta).

RIPP

Tamanho Metabolito e

Tipo de BGC (pb) 3(% similaridade)

MIBiG ID

lanthipeptide-class- 38,789 thioholgamide A, thioholgamide B BGC0001802

v, thioamitides (100%)
lassopeptide 22,333 Desconhecido -
RiPP-like 10,216 informatipeptin (28%) BGC0000518
LAP thiopeptide 13,417 Desconhecido -
RiPP-like 11,107 Desconhecido -
RiPP-like 6,865 Desconhecido -
TERPENO
terpene 26,712 hopene (92%) BGC0000663
julichrome Q3-3,
terpene 21,086 julichrome Q3-5 BGC0002012
(25%)
furan 14,771 asukamycin (24%) BGC0000187
terpene 14,583 geosmin (100%) BGC0001181
terpene 4,263 ebelactone (5%) BGC0001580

2Porcentagem de semelhanca entre os genes do BGC identificado na linhagem MAD 27 e genes
localizados em cluster ja caracterizado e depositado na base de dados MIBIG (Liu et al., 2021).
MIBIG ID- representa o numero do BGC cuja similaridade foi identificada.

Na classe das PKS, NRPS, RIPP e terpeno encontramos a predi¢do para
quatro MS. A partir da andlise de sintenia entre os BGCs da Streptomyces sp.
MAD 27 e os BGCs de referéncia na base de dados MIBIG (Figura 2), foi possivel
comparara composicdo génica entre as vias de biossintese e inferir que a
linhagem estudadatem todos 0s genes necessarios para a biossintese
do MS predito.

412



Fungéo Génica Predita (MIBiG)

BGC_28.1_MAD27 ] i | (i b @ regulador transcricional da familia TetR

‘ ‘ { ‘ ‘ ‘ h @ transportador de resisténcia a drogas, EmrB/QacA
@ adaptacao (Metilagao)

@ monooxigenase FAD-binding

® adaptagao (Oxidagao)

® sintese de poliquetideo ciclase

BGC0000275

BGC0000275 (reversed):13123-1
® ManoseP_isomer
® Beta-cetoacil sintase

protefna transportadora de aci

metiltransferase

metiltransferase

erpene synthase/cyclase metal-binding

NS
A
o s o s s P /
)‘\'(I"}jikb\ﬁuj)tNJ\r“T)LNJ\'rNr\ HNf/© Pro-peptideo
o H's R s LU NH 1 HN Phosphotransferase enzyme
WN -
o

thioholgamide A Hopht
Phosphotransferase enzyme

BGC_75.1_MAD27 Flavoprotein
o SAM-dependent methyltransferase
YcaO-type kinase
Ho. 0 @ TfuA-like_dom
8GC0002127 36“23302137 . O‘ @ Phytanoyl-CoA dioxygenase (PhyH)

7 @ Peptidase_C1A_C

BGC_11.1_MAD27

BGC0001802

® Cytoplasmic_domain

7 ! flaviolin o o ;
BGC_114.1_MAD27 Viy CH CH @ p}ro(ema de sintase de chalcona e estilbeno
® citocromo P450
5 ® cupin
BGC0001181 .
B geosmin
H
2.5kb 0 Identity (%) 100

Figura 2 - Andlise de sintenia entre clusters identificados em Streptomyces sp. MAD 27 e
aqueles relacionados a vias de biossintese ja caracterizadas. (1) Sintenia entre 0 BGC 28.1
de MAD 27 e o BGCO0000275 de Streptomyces glaucescens. (2) Estrutura quimica de
tetracenomycin C. (3) Sintenia entre o BGC 11.1 de MAD 27 e o BGC0001802 de
Streptomyces malaysiense. (4) Estrutura quimica de thioholgamide A. (5) Sintenia entre o
BGC 75.1 de MAD 27 e o BGC0002127 de Streptomyces coelicolor A3(2). (6) Estrutura
quimica de flaviolin. (7) Sintenia entre 0 BGC 114.1 de MAD 27 e o0 BGC0002127 de S.
coelicolor A3(2). (8) Estrutura quimica de geosmin. (9) Predicao da funcdo génicaa partir da
base de dados MIBIG.

A partir da andlise de sintenia é possivel predizer que ha chance de
biossintesepor Streptomyces sp. MAD 27, para os MS thioholgamide A e B,
flaviolin e geosmin, pois apresentam maior nivel de identidade génica (> 80%).
Apesar de tetracenomycin C apresentar 100% de semelhanca predita na
plataforma AntiSMASH, o mesmo néoée visto na analise de sintenia, podendo ser
resultado de um erro de predicdo do AntiSMASH, o que pode ser verificado com
outras abordagens quimicas e de bioinformatica. Todos os clusters génicos
associados a metabdlitos secundéarios, com aplicacdo biotecnoldgica, sao
importantes, sendo a analise do genoma o primeiro passo para a descoberta de
novos bioativos (Hahk-Soo e Eung-Soo 2021). Dessa forma, as informa¢des com
base na mineracdo gendémica apresentadas aqui sdo, portanto, uma etapa tanto
para selecdo como para decidir os BGCs a serem exploradosna busca de novos
produtos naturais e de moléculas que possam trazer solu¢des aos setores
agricola, clinico e farmacéutico e fomentar a utilizacdo dos metabdlitos
secundarios nos setores sociais aos quais possuem aplicacdo (Albarano et al.
2020).
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Além disso, a caracterizacdo dos BGCs identificados fornece subsidios
para o uso deabordagem como: engenharia genética voltada a refatoracdo de
genes visando desbloqueio de vias, expressdao heteréloga de BGCs que
combinadas com ensaios quimicos e bioldgicos tornardo possivel identificar

novos PNs e suas aplicacfes biotecnolégicas.

Concluséo

Neste trabalho foi possivel identificar os BGCs da linhagem Streptomyces
sp. MAD 27 é predizer com base no genoma que a linhagem (MAD 27) é capaz
de realizar a sintese de: tetracenomycin C, thioholgamide A e B, flaviolin e
geosmin, que sao produtos naturais com atividades bioldgicas j& reportada.
Embora alguns BGCs tenhasido conectados as moléculas mencionadas, 80% do
genoma, possui pouca ou nenhuma similaridade com vias ja caracterizadas,
indicando a possibilidade de estarem relacionados a biossintese de novos
produtos naturais ou podem estar lincado a moléculas ja conhecidas cujos genes

responsaveis pela rota metabolica ainda nao foram identificados.
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