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RESUMO

Os estudos de analise genémica estao focados em diversos microrganismos
em busca de vias biossintéticas que produzam moléculas bioativas com aplicacdes
biotecnolégicas, como por exemplo: na agricultura visando os bioagentes e
microrganismos multifuncionais, e na saude com a busca constante de novos
possiveis antibidticos. Neste trabalho, foram realizadas a identificagdo in silico e a
predicdo de vias biossintéticas de metabdlitos secundarios do genoma de duas
amostras de bactérias isoladas do solo de Sertdozinho: a Priestia megaterium
(MAPA1) e a Arthrobacter sp. (M4). Para isso utilizou-se as ferramentas de
bioinformatica antiSMASH, deepBCG e o KEGG. Com a ferramenta antiSMASH
foram identificados na Priestia megaterium e Arthrobacter sp. 9 e 5 regidbes com
cluster génico de metabdlitos secundarios, respectivamente. Ja com a ferramenta
deepBCG foram encontrados 46 clusters na Priestia megaterium sendo 2%
relacionados com funcgao citotdxica, 59% antibacteriana e 39% nao determinada e
62 clusters na Arthrobacter sp. sendo 1% com fungao citotoxica, 2% inibitdria, 72%
antibacteriana e 25% nao determinada. Por fim, com a ferramenta KEGG foram
analisadas as rotas metabodlicas e foram encontradas 25 rotas na Priestia
megaterium e 49 rotas na Arthrobacter sp., porém as amostras apresentaram
apenas 1-2 genes presentes em cada uma das rotas. Entdo, embora as ferramentas
apresentem os resultados citados, ndo sao todas as regides encontradas que
possuem clusters com alta similaridade com o banco de dados, as rotas
identificadas possuem poucos genes presentes, e as ferramentas possuem
resultados divergentes entre si. Portanto, a analise in silico auxilia quanto ao
gerenciamento do tempo e diminui¢do dos custos de pesquisas in vitro para detectar
produtos naturais, pois com as predi¢gdes das analises de bioinformatica € possivel
fazer uma melhor escolha da amostra. Com isso, apds as analises temos um melhor
parametro para escolher quais espécies passardao por uma analise manual com

experimentos in vitro para a validagédo dos resultados encontrados.
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ABSTRACT

Genomic analysis studies are focused on various microorganisms in search of
biosynthetic pathways that produce bioactive molecules with biotechnological
applications, such as: in agriculture targeting bioagents and multifunctional
microorganisms, and in health with the constant search for new possible antibiotics.
In this work, the in silico identification and prediction of biosynthetic pathways of
secondary metabolites from the genome of two samples of bacteria isolated from the
soil of Sertdozinho were carried out: Priestia megaterium (MAPA1) and Arthrobacter
sp. (M4). For this, the bioinformatics tools antiSMASH, deepBCG and KEGG were
used. With the antiSMASH tool, Priestia megaterium and Arthrobacter sp. 9 and 5
regions with secondary metabolite gene clusters, respectively. With the deepBCG
tool, 46 clusters were found in Priestia megaterium, being 2% related to cytotoxic
function, 59% antibacterial and 39% undetermined, and 62 clusters in Arthrobacter
sp. 1% with cytotoxic function, 2% inhibitory, 72% antibacterial and 25%
undetermined. Finally, with the KEGG tool, the metabolic routes were analyzed and
25 routes were found in Priestia megaterium and 49 routes in Arthrobacter sp.,
however the samples showed only 1-2 genes present in each of the routes. So,
although the tools present the cited results, not all regions found have clusters with
high similarity with the database, the identified routes have few genes present, and
the tools have divergent results. Therefore, in silico analysis helps to manage time
and reduce costs of in vitro research to detect natural products, because with the
predictions of bioinformatics analysis it is possible to make a better choice of sample.
Thus, after the analyzes we have a better parameter to choose which species will

undergo a manual analysis with in vitro experiments to validate the results found.

Key-words: genomic analysis; secondary metabolites; bioinformatic; in silico
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1. INTRODUGAO

De acordo com a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), a resisténcia aos
antibidticos € uma das maiores ameacgas a saude global. A crise de resisténcia aos
antibidticos é alertada ha muito tempo pela comunidade cientifica e o Centros de
Controle e Prevencdo de Doengas (CDC) classificou varias bactérias como
apresentando ameagas urgentes, sérias e preocupantes (VENTOLA, 2015).

A resisténcia aos antibidticos ocorre naturalmente, porém o uso indevido e
excessivo de antibiéticos em humanos e animais, a prescrigao incorreta e a falta de
investimento em pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos contra bactérias
resistentes, esta acelerando o processo (VENTOLA, 2015).

Um numero crescente de infecgdes como pneumonia, tuberculose e gonorreia
esta se tornando mais dificil de tratar a medida que os antibiéticos usados se tornam
menos eficazes e isso leva a internagdes hospitalares mais longas, custos médicos
mais altos e aumento da mortalidade (VENTOLA, 2015). Portanto, encontrar novas
moléculas com potencial antimicrobiano é crucial, a fim de prevenir o rapido
desenvolvimento e disseminac&o da resisténcia aos antibiéticos (KONGKHAM et al.,
2020).

Uma das abordagens para combater a resisténcia a antibioticos é o uso de
metabdlitos secundarios em combinacdo com antibidticos convencionais. Os
metabdlitos secundarios sao eles proprios antimicrobianos ou potencializam a
atividade do antibiotico através de uma série de mecanismos. No entanto, seu uso
esta atrasado devido ao pouco conhecimento do modo de acédo, relagcbes de
estrutura e atividade e farmacocinética KONGKHAM et al., 2020; NODWELL, 2007).

1.1.  METABOLITOS SECUNDARIOS

Os metabolitos secundarios ou produtos naturais sdo um grupo de moléculas
heterogéneas que derivam do metabolismo primario, porém ao contrario destes néo
sao essenciais ao crescimento, desenvolvimento e reprodugdo do organismo que o
produz (THIRUMURUGAN et al., 2018). Entretanto, contribuem para a sobrevivéncia
da espécie e sua adaptacdo, realizando fungdes de simbiose, defesa contra

predadores, transporte de metais, sinalizacdo, entre outras funcdes. O estudo e
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mapeamento dos metabdlitos secundarios € de grande importancia devido suas
inimeras aplicagdes para os seres humanos tanto no campo da saude com os
antibiéticos e antifungicos, como na agricultura com os pesticidas e ferorménios
(THIRUMURUGAN et al., 2018).

Os metabdlitos secundarios sdo produzidos a partir dos clusters biossintéticos
(BGCs), ou seja, um agrupamento de genes responsaveis pela transcricao de
enzimas que levam a formacao dos produtos naturais e cada organismo produz seus
metabdlitos particulares. Portanto, existe uma diversidade de BGCs descritos e
dentre eles os principais s&o: os sideroforos, terpenos, policetideos sintases (PKS),
sintase de peptideos nao ribossomais (NRPS) e peptideos ribossomais modificados
pos-traducgéo (RiPPs) (THIRUMURUGAN et al., 2018).

1.1.1. Sintetases de Peptideos nao Ribossomais (NRPSs)

As sintetases de peptideos nao ribossomais (NRPSs) sdo enzimas que
podem utilizar 500 substratos diferentes de acil para a produgédo de metabdlitos
secundarios que ainda podem ser modificados durante ou apos a sintese, permitindo
uma diversidade de topologias e fungbdes, como: antifungica (bacilomicina),
antibacteriana (daptomicina), antiviral (luzopeptina), antitumoral (actinomicina D), e
imunossupressora (ciclosporina) (BLOUDOFF, SCHMEING, 2017; WALSH, 2001).
Para a sintese do metabdlito secundario, as NRPSs utilizam uma linha de montagem
a partir de um complexo enzimatico onde cada enzima é responsavel por adicionar
um aminoacido especifico ao alongamento de um peptideo (BLOUDOFF,
SCHMEING, 2017; WALSH, 2001).

1.1.2. Sintases de Policetideos (PKSs)

As sintases de policetideos (PKSs) podem ser divididas em trés categorias de
acordo com o mecanismo de agao e com a estrutura: PKS do tipo I, tipo Il e tipo Ill.

As PKSs do tipo | sdo proteinas multifuncionais que se organizam de acordo
com a sintese do policetideo, de modo iterativo e nao-iterativo, € a categoria
composta pelas principais moléculas com atividade farmacolégica. Ja as PKSs do
tipo Il sdo heterodimeras e monofuncionais e produzem policetideos aromaticos.

Enquanto que as PKSs do tipo Ill sdo homodimeras e constroem o policetideo em
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um unico sitio ativo de modo repetitivo (RISDIAN, MOZEF, WINK, 2019;
GRININGER, 2020).

O mecanismo de formagao dos policetideos € semelhante ao da sintase de
acido graxo (FAS) porém no processo das PKSs a catalizagdo pela ceto redutase
(KR), da desidratase (DH) e da enoil redutase (ER) € opcional na cascata de reagao
das PKSs. Portanto, isso permite variacdes de estruturas finais de policetideos com
grupos ceto, hidroxi e/ou ligagdes duplas em diferentes locais da molécula
(RISDIAN, MOZEF, WINK, 2019; GRININGER, 2020).

1.1.3. Terpenodides

Os terpendides sao os mais diversificados dos metabdlitos secundarios com
mais de 50.000 terpenos estruturalmente caracterizados (KUZUYAMA, 2017). Eles
podem ser produzidos a partir de duas vias distintas: a via do fosfato de metileritritol
(MEP) e a via do mevalonato (MVA) (REYES et al.,, 2018). Essas vias sao
responsaveis pela producdo de dois blocos de construgdo de cinco carbonos: o
isopentenil difosfato (IPP) e o dimetilalil difosfato (DMAPP) que sdo os precursores
da biossintese dos terpendides (REYES et al., 2018). Essas moléculas passam por
uma série de reagdes enzimaticas de modificagdo como ciclizagdes, hidroxilagdes e
glicosilagbes gerando a diversidade e complexidade estrutural dos terpendides que
podem ser diferenciados pelo seu esqueleto basico e grupos funcionais (ISAH et al.,
2018). Essa diversidade estrutural possibilita uma gama de aplicagdes e fungdes aos
terpenos, desde agentes antitumorais e anti malaricos até sua utilizagdo em
produtos alimenticios, combustivel de aviacao, fragrancias, atrativos ou repelentes
de insetos (BIAN et al., 2018; PEMBERTON et al., 2017). Além disso, contribuem
também para o sabor, aromas e cor das folhas, flores e frutos das plantas (BIAN et
al., 2018; PEMBERTON et al., 2017).

1.1.4. Sideroéforos

Os sideroforos sao quelantes de ferro produzidos por microrganismos como
forma de tentar suprir a baixa aderéncia e captagcdo de ferro em organismos
hospedeiros ou do solo. Apds a liberacdo do sideroforo, o mesmo forma um

complexo ferro-sideroforo que é reabsorvido para o interior da célula bacteriana. Os
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sider6foros podem ser biossintetizados pela rota do NRPS ou pela rota
independente de NRPS (NIS) a partir do acido dicarboxilico e blocos de diamina ou
aminoalcool (CHALLIS, 2005).

1.1.5. Peptideos Ribossomais Modificados Pés-tradugao (RiPPs)

Os peptideos ribossomais modificados pds-traducéo (RiPPs) séo sintetizados
por um gene inicial que codifica um peptideo precursor. Este gene inicial é
co-localizado com o0s genes responsaveis por codificar as enzimas que o
transformam no metabdlito secundario final. Dentre as suas fungdes, eles podem ser
citotdxicos, pois agem em processos celulares essenciais para 0 organismo como:
replicacédo, transcricao e traducdo do DNA (ARNISON et al.,, 2013). Os RiPPs
também interagem extensivamente com o envelope celular de bactérias, tanto
Gram-negativas quanto as Gram-positivas (CAO et al., 2021). As modificagcbes
pos-traducionais permitem uma grande diversidade estrutural que nao € encontrada

nos peptideos ribossomais naturais (ARNISON et al., 2013).

1.2.  BIOPROSPECGCAO E BIOTECNOLOGIA

Bioprospecgdo € a busca por metabdlitos em microrganismos, plantas e
animais que sejam uteis para a humanidade (FILHO, SILVA, BIGI, 2014), por
exemplo na agricultura, permitindo a redugao de fertilizantes e pesticidas sintéticos
(REZENDE et al.,, 2021) ou na saude, com a busca de novos farmacos e
antimicrobianos (FILHO, SILVA, BIGI, 2014). Portanto, esta busca pode ser realizada
em diversos ambientes, como desertos, fontes termais, florestas, aguas ou solos,
entre outros (FILHO, SILVA, BIGlI, 2014).

Embora exista uma gama de diferentes metabdlitos secundarios e uma
constante bioprospeccgao, apenas poucos organismos sao cultivados em laboratorio
e dentre eles apenas alguns s&o induzidos a produzirem moléculas de interesse
(KALLIO, 2008). Entretanto, o avanco do sequenciamento genético, o melhoramento
de ferramentas de bioinformaticas e a disposi¢cao dos genes em clusters, permitem a
detecgao e isolamento completo de uma rota biossintética para analise, comparagao
com banco de dados, mapeamento de fun¢cdo e manipulagdo (COWAN et al., 2005;
NETT, IKEDA, MOORE, 2009).
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Portanto, a utilizagdo da metagen6mica juntamente com a bioprospecc¢ao,
permitem a andlise de uma diversidade de organismos independente de seu cultivo
em laboratdrio, possibilitando a busca de novos genes de interesse (COWAN et al.,
2005; NETT, IKEDA, MOORE, 2009).

2. OBJETIVOS

Em um trabalho prévio realizado em conjunto com o laboratério de
metagendémica funcional da Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo
Preto (FFCLRP - USP) foi feita a coleta de amostras de solo da area de protegao da
USP e do solo agricola de cana-de-agucar de Sertdozinho - SP. A partir desta coleta
foram extraidos, em escala massiva, os genomas presentes nas amostras de solos.

Para este trabalho de conclusé&o de curso foram selecionados dois dentre os
varios microrganismos isolados com o objetivo de: analisar a qualidade do
sequenciamento e montagem do genoma; identificar os isolados MAPA1 e M4
através da plataforma TYGS; identificar através das ferramentas antiSMASH, KEGG
e deepBGC, possiveis rotas metabdlicas e cluster génicos envolvidos na biossintese
de metabdlitos secundarios e antimicrobianos, para a sua predicdo, comparacao e

identificacao.

3. MATERIAIS E METODOS

Os genomas dos isolados bacterianos MAPA1 e M4 foram sequenciados com
base na plataforma lllumina Novaseq6000 com cobertura de 300X. Posteriormente,
a partir dos resultados do sequenciamento foi feita a montagem do genoma. Em
seguida, o programa MiGA online foi usado para analisar a qualidade da sequéncia,
o programa Type (Strain) Genome Server (TYGS) foi utilizado para a identificagao do
isolado e construgdo de arvores filogenéticas e os genomas foram submetidos ao
National Center for Biotechnology Information (NCBI) (SMITH, 2008). Por fim, os
programas antiSMASH, Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) e
deepBGC foram utilizados para a identificagdo de BGCs, predicdo dos metabdlitos

secundarios e vias metabdlicas.

3.1.  ISOLADOS BACTERIANOS
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Os dois microrganismos MAPA1 e M4 foram isolados a partir de amostras de
solo da area de protecdo da USP e do solo agricola de cana-de-agucar de
Sertdozinho - SP, respectivamente. Para a coleta, foi retirada a camada de
serrapilheira e, aproximadamente 50 gramas de solo foi coletado na profundidade de
até 15 cm, utilizando instrumentos esterilizados. Os solos foram acondicionados em
sacos plasticos e levados ao laboratorio para processamento imediato e estocagem
adequada.

Para o cultivo dos microrganismos foi utilizado meio minimo M9 (Na,HPO,,
KH,PO,, NH,CI, NaCl, MgSO,, CaCl,) com glicerol como fonte de carbono.

O processamento das amostras de solo se deu pelo método direto que
consiste em pesar 1 grama do solo diluido em 50 mL de agua destilada e
esterilizada. A amostra foi agitada em vortex por 10 minutos e, apos, uma aliquota
do sobrenadante foi diluida até 10°. 200 uL de cada diluigdo e da aliquota nado
diluida foram plaqueados nos diferentes meios de cultura. As placas foram
incubadas em estufa a 30°C por até 7 dias, sendo que o crescimento microbiano foi
monitorado diariamente.

O DNA genbmico de cada isolado foi extraido utilizando o kit Wizard®
Genomic DNA Purification (Promega, EUA) de acordo com as recomendagdes do
fabricante. Os DNAs obtidos foram enviados a Novogene (Beijing, China) onde
foram realizados os sequenciamentos dos genomas dos isolados previamente
selecionados. Para isso, as amostras de DNA foram quantificadas
fluorometricamente (Qubit® 3.0, kit Qubit® dsDNA Broad Range Assay, Life
Technologies, EUA) e cada DNA purificado foi preparado para sequenciamento
usando o kit Nextera XT DNA Library Prep (lllumina, EUA).

3.2. MONTAGEM DOS GENOMAS

Para a montagem do genoma foram realizados os seguintes passos: analise
da qualidade do sequenciamento com a ferramenta FastQC (ANDREW, 2019);
trimagem das sequeéncias com a remocgado de reads com baixa qualidade e de
possiveis adaptadores dos kits de sequenciamento com o programa Trimmomatic
(BOLGER, LOHSE, USADEL, 2014). Apos estes passos foi feita uma nova medigéo
de qualidade.
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Na tentativa de otimizar as montagens em contiguidade, os reads de
extremidade emparelhadas foram combinados com a ferramenta FLASH que
estende o comprimento dos pequenos reads e sobrepbem os reads de extremidade
emparelhadas na tentativa de prover comprimentos maiores de N50 (MAGOC,
SALZBERG, 2011).

Para a montagem do genoma foram utilizados o montador SPAdes
(BANKEVICH et al., 2012) e o MEGAHIT (LI et al., 2015) como montador secundario
otimizado para metagenomas e a ferramenta MAC (TANG et al., 2020), um recém
langado reconciliador de montagem.

Por fim, o FGAP (PIRO et al., 2014), uma ferramenta que preenche as bases
indefinidas de montagens, foi utilizado com as bases de extremidades pareadas
extendidas. A anotagao foi realizada usando o Prokka (SEEMANN, 2014).

3.3.  ANALISE DA QUALIDADE DOS GENOMAS

3.3.1.  Microbial Genomes Atlas Online (MiGA Online)

O Microbial Genomes Atlas Online (MiGA Online) é um sistema de
gerenciamento e processamento de dados para genomas e metagenomas
microbianos. O MiGA Online fornece dados relacionados a qualidade da sequéncia
gendmica de consulta (RODRIGUEZ et al., 2018).

Os conjuntos de dados sdo aparados, retirados de sequéncias adaptadoras
normalmente usadas e verificados quanto a qualidade usando SolexaQA++ (COX et
al., 2010), Scythe com parametros padrao (BUFFALO, 2014) e FastQC (ANDREW,
2019), respectivamente.

O relatdrio de qualidade da sequéncia € baseado nos dados de completude e
contaminagdo. A completude é medida pela presenga de 111 genes que sao
observados em quase todos os genomas procariéticos, enquanto a contaminagéao ¢é
medida pela frequéncia com que esses genes estdo presentes em mais de uma
cdpia, ou seja, duplicados. As pontuagdes de qualidade s&o entédo calculadas como
porcentagem de integridade menos cinco vezes a porcentagem de contaminagao
(RODRIGUEZ et al., 2018).

3.4. ANALISE DAFILOGENIA DOS GENOMAS
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3.41. Type (Strain) Genome Server (TYGS)

Os isolados MAPA1 e M4 foram identificados com a ferramenta TYGS que
utiliza métodos de filogenia e classificagdo baseados no distanciamento genémico.
Ao adicionar o isolado no programa, a ferramenta armazena a sequéncia em seu
banco de dados de genomas de espécies com nomes validamente publicados
(MEIER-KOLTHOFF e GOKER, 2019).

Em seguida, passa pela seguinte sequéncia de passos: a ferramenta extrai as
sequéncias génicas de 16S rRNA utilizando o RNAmmer, essas sequéncias sao
comparadas com o banco de dados utilizando NCBI BLAST+ (CAMACHO et al.,
2009) e as 50 espécies com as maiores pontuagdes sao selecionadas para o calculo
da distancia GBDP (Genome Blast Distance Phylogeny) entre elas. O calculo da
GBDP seleciona 10 estirpes com as menores distancias entre a sequéncia do
isolado e os genomas do banco de dados.

Os resultados sao utilizados para a predigdo dos valores de hibridizagéo
DNA:DNA digital (dDDH) com o dDDH calculator e para a inferéncia das arvores
filogenéticas do genoma completo e do 16S com suporte de ramificagdo com
bootstraps de 100. Para a construgcédo da arvore filogenética é utilizado o programa
FastME versao 2.1.4 (LEFORT; DESPER; GASCUEL, 2015).

3.5. ANALISE DE METABOLITOS SECUNDARIOS E ROTAS
METABOLICAS

3.5.1. antiSMASH

A analise dos BGCs foi realizada no programa antiSMASH verséo 6.0 (BLIN
et al., 2021). Na primeira etapa da analise, todos os genes da sequéncia analisada
sdo pesquisados em um banco de dados de perfis de Modelos Ocultos de Markov
(HMM) de enzimas altamente conservadas que sdo indicativos de uma classe
especifica de BGC.

Em seguida, regras de cluster predefinidas sdo empregadas para definir
“clusters” individuais codificados na regido. Sempre que o programa encontra um

gene que codifica para uma proteina com determinado dominio, uma nova
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caracteristica é gerada dentro da regido. Esta caracteristica compreende o(s)
produto(s) do gene central que desencadeiam a regra e se estendem a esquerda e a
direita dos genes centrais em 20 kb conforme definido na regra. Os valores para os
diferentes tipos de cluster sdo determinados empiricamente e geralmente tendem a
superestimar, ou seja, incluem também genes adjacentes.

Depois que as caracteristicas sdo atribuidas eles sao verificados quanto a
sobreposi¢cao e sdao agrupados em varios tipos de “cluster candidato” pois muitos
BGCs compreendem varias classes de maquinaria biossintética. Os clusters
candidatos sdo classificados em 4 tipos: | - hibrido quimico, contém clusters que
compartilham sequéncias codificadoras; Il - intercalado, contém clusters que néo
compartilham sequéncias codificadoras mas seus locais se sobrepdem; Il -
vizinhanga, contém clusters que se sobrepdem transitivamente em suas vizinhancgas.
Cada cluster do tipo vizinhanga também pertencera ao tipo hibrido quimico ou
intercalado; IV - Unico, apenas um cluster esta contido naquela regiéo.

Os clusters identificados sdo pesquisados em banco de dados como o MIBiG,
uma colegédo de dados com curadoria manual sobre clusters de genes (KAUTSAR et
al., 2020). Esta informagédo é entdo usada para fornecer uma suposta fungdo dos

produtos do gene.

3.5.2. Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG)
Automatic Annotation Server (KAAS)

O KAAS (KEGG Automatic Annotation Server) fornece anotagdes funcionais
de genes a partir da comparagédo das sequéncias de aminoacidos com banco de
dados de grupos ortdlogos curados manualmente em KEGG GENES. O KEGG
GENES é um banco de dados de genes e proteinas de genomas completos gerados
a partir de bancos publicamente disponiveis, como o NCBI RefSeq (PRUITT et al.,
2007) e GenBank (BENSON et al., 2013). O resultado contém atribuicbes KEGG
Orthology (KO), caminhos KEGG e classificagbes funcionais. Os métodos de
atribuicdo de KO podem ser executados utilizando o melhor hit bi-direcional (BBH,
padrdo) ou no melhor hit unidirecional (SBH). Se as sequéncias forem de um
genoma completo ou parcial, 0 método baseado em BBH sera mais preciso do que o
baseado em SBH. Entretanto, se o numero da sequéncia for muito grande, como os

de metagenomas, o método baseado em SBH é suficiente (MORIYA et al., 2007).
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No primeiro passo, a sequéncia é comparada com cada genoma do banco de
dados KEGG GENES. Realiza a busca de genes enzimaticos homdlogos nas
diregdes direta e reversa, tomando cada gene no genoma A como uma consulta de
similaridade de sequéncias e posicionamento correlacional dos genes do genoma B,
e vice-versa. Em seguida, os homologos com pontuacgdes de bits inferiores a 60 s&o
removidos e 0s superiores sao selecionados como candidatos a ortélogos e
divididos em grupos KO. Finalmente, a pontuacédo de atribuicdo € calculada com
base na probabilidade para cada grupo KO (KANEHISA et al., 2016).

Os dados gerados dao origem aos mapas metabdlicos que representam
diversas redes moleculares, como redes de interacdo/reacdo para metabolismo,
processamento de informagdes genéticas, processamento de informacdes

ambientais e outros processos celulares (KANEHISA et al., 2016).

3.5.3. deepBGC

A ferramenta deepBGC detecta BGCs através da abordagem de aprendizado
profundo (deep learning) usando redes neurais recorrentes (RNNs) de memoria
bidirecional de longo e curto prazo (BiLSTM) e representagdes vetoriais de dominios
da familia de proteinas (Pfam) que juntos s&o capazes de detectar semelhangas e
diferencas de curto e longo prazo entre genomas distantes ou adjacentes
(HANNIGAN et al.,, 2019). As sequéncias genOmicas brutas s&o usadas para
predicdo de genes pelo Prodigal (HYATT et al., 2010). Os dominios Pfam sé&o
atribuidos a cada fase de leitura aberta (ORF) usando HMMER (EDDY, 1998). O
BiLSTM gera a pontuacédo de classificacdo para cada dominio que sao atribuidas
entre os genes. Os possiveis genes consecutivos de um BGC candidatos sdo
montados em BGCs putativos (HANNIGAN et al., 2019). Uma etapa de
pos-processamento opcional permite a fusdo de BGCs vizinhos com base na
presenca de uma via biossintética conhecida, comprimento minimo do cluster e
lacunas entre BGCs adjacentes. Os BGCs séo classificados com base na classe do
composto e na atividade molecular (HANNIGAN et al., 2019). Para este trabalho a
ferramenta foi executada em modo defaulf, onde a pontuacdo minima para a

deteccao de clusters biossintéticos foi de 0,5.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
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4.1. ISOLADOS BACTERIANOS

Figura 2: Foto do isolado M4 em placa de Petri tirada no ChemiDoc.

4.2. MONTAGEM DOS GENOMAS

Apos a finalizagdo da montagem, o genoma do isolado MAPA1 apresenta
5.997.981 pb, 45 contigs e 6.178 regides codificadoras (CDSs) (Tabela 1). Enquanto
0 genoma do isolado M4 apresenta 5.062.732 pb, 60 contigs e 4.694 CDSs (Tabela
2).
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Tabela 1: Informacgdes finais sobre a montagem do genoma MAPA1

Tamanho do genoma (MAPA1) 5.997.981 pb
Quantidade de contigs 45
CDSs (proteinas) 6.178
rRNAs 5,6, 2 (5S, 16S, 23S)

Tabela 2: Informacdes finais sobre a montagem do genoma M4

Tamanho do genoma (M4) 5.062.732 pb
Quantidade de contigs 60
CDSs (proteinas) 4.694
rRNAs 1,1, 2 (5S, 16S, 23S)

4.3. ANALISE DA QUALIDADE DOS GENOMAS

Os genomas dos isolados bacterianos MAPA1 e M4 foram analisados pelo

programa MiGA Online com o objetivo de determinar a qualidade dos genomas.

4.3.1. Andlise MAPA1

O genoma do isolado MAPA1 contém 105 dos 106 genes de cdpia unica
encontrados, resultando em uma completude de 99,1% (muito alta). O isolado
apresenta taxa de contaminacdo de 7,5% (baixa), pois contém 7 genes que
apresentam entre duas ou trés cépias e também apresenta a auséncia de 1 dos
genes de copia unica. Portanto, resulta na qualidade de 61,59% (alta qualidade)
(Figura 3 e 4).

A partir deste resultado de uma completude muito alta e uma baixa taxa de
contaminagao é possivel utilizar o genoma do isolado MAPA1 nas proximas etapas

de analise dos metabdlitos secundarios, BGCs e rotas metabdlicas.
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= Quality (essential genes)

Contamination . 7.5% (low)

quality [ 61.599999999999994% (high)

Genes commonly found in Bacteria and Archaea detected:

Full report

Completeness: $9.1 %
Contamination: 7.5 %
Quality: 61.6

Figura 3: Imagem retirada do resultado da analise de qualidade do MiGA Online do isolado MAPA1.

Full report

Collection: dupont_2012 B
Essential genes found: 105/104.
Completeness: 99.1%.
Contamination: 7.5%.
Multiple copies:
3 tRMA-synt_1d: tRMNA synthetases class | {R).
2 Methyltransf_5: MraW methylase family.
2 TIGROO3922: ileS: isoleucine--tRNA ligase.
2 TIGROO418: thrS: threonine--tRNA ligase.
2 TIGRDO436: era: GTP-binding protein Era.
2 TIGRO1063: gyrA: DNA gyrase, A subunit.
2 TIGRD2012: tigrfam_recA: protein RecA.
Missing genes:
TIGRDO388: glyQ: glycine--tENA ligase, alpha subunit.

Figura 4: Imagem do Full report da Figura 3.

4.3.2. Andlise M4

O genoma do isolado M4 contém 104 dos 106 genes de copia Unica
encontrados, resultando em uma completude de 98,1% (muito alta). O isolado

apresenta taxa de contaminacado de 0,9% (muito baixa), pois contém 1 gene que
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apresenta duas copias e também apresenta a auséncia de 2 dos genes de copia
unica. Portanto, resulta na qualidade de 93,6% (excelente) (Figura 5 e 6).

A partir deste resultado de uma completude muito alta e uma taxa de
contaminagao muito baixa € possivel utilizar o genoma do isolado M4 nas préximas

etapas de analise dos metabdlitos secundarios, BGCs e rotas metabdlicas.
= Quality (essential genes)

Contamination l 0.9% (very low)

quaity (N 55 5% (excellent)
Genes commonly found in Bacteria and Archaea detected:

Full report

Completeness: 8.1 %
Contamination: 0.9 %
Quality: 3.6

Figura 5: Imagem retirada do resultado da analise de qualidade do MiGA Online do isolado M4.
Full report

Collection: dupont_2012 B

Essential genes found: 104/104.

Completeness: 98.1%.

Contamination: 0.9%.

Multiple copies:

2 TIGRO0436: era: GTP-hinding protein Era.

Missing genes:

TIGROO388: glyQ: glycine--tRMNA ligase, alpha subunit.
TIGRD0422: valS: valine--tRMA ligase.

Figura 6: Imagem do Full report da Figura 5.

4.4. ANALISE DA FILOGENIA DOS GENOMAS
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Os genomas dos isolados bacterianos MAPA1 e M4 foram analisados pelo
programa TYGS para a identificacdo das espécies e reconstrugdo de arvores
filogenéticas. Caso o genoma da linhagem do usuario comparado com um genoma
do banco de dados obtivesse um limiar igual ou acima de 70%, estes seriam
considerados como mesma espécie, em contrapartida, aquelas abaixo do limiar
seriam consideradas distintas, ou seja, possiveis novas espécies (AUCH et al.,
2010). E quanto menor o valor o, maior a semelhangca entre as espécies
relacionadas (HOLLAND et al., 2002).

441. Analise MAPA1

A analise filogenética do isolado MAPA1 resultou no valor de dDDH de 72%
com a espécie Priestia megaterium a partir do valor da férmula d,, pois sua utilizagédo
independe do comprimento do genoma e, portanto, é robusta contra o uso de
genomas incompletos. Além disso, a diferenga percentual do conteudo de G+C do
isolado e da Priestia megaterium é de 0,28. (Tabela 3)

Outro dado apresentado foi a inferéncia de trés arvores filogenéticas
baseadas no 16S (Figura 7), no genoma completo (Figura 8) e no proteoma (Figura
9). Entre elas, as arvores do 16S e do proteoma apresentam um bom suporte de

bootstrap nos ramos.

Tabela 3: Resultado da analise filogenética do TYGS do isolado MAPA1 - valor de dDDH.

Genoma analisado | Espécie dDDH (%) Diferenca
comparada percentual do
conteudo G+C
MAPA1 Priestia 72,0 0,28
megaterium ATCC
14581




24

Species cluster
Subspecies cluster

o User strain?

'contigs_MAPAY'

7 Priestia aryabhattai JCM 13830
Priestia megaterium ATCC 14581
Priestia flexa NBRC 15715

Priestia koreensis DSM 16467
Metabacillus iocasae DSM 104297
Priestia abyssalis DSM 25875
Robertmurraya massiliosenegalensis JC6
Falsibacillus pallidus DSM 25281
Peribacillus asahii MAOOL
Peribacillus huizhouensis DSM 105481
'Bacillus cihuensis FJAT-14515T
Peribacillus endoradicis DSM 28131
Sutcliffiella cohnii NBRC 15565
Bacillus fungorum 17-SMS-01
Oceanobacillus bengalensis MCCC 1K00260
r Kurthia huakuii LAM0G18
10PL Kurthia hualkuii DSM 103350

UUL JU SSU length {in bp)

IIIIIIIIIIIIIIIIII Genome size (in bp)

HEENE | MENENENEE T delta statistics

L

IIIIIIIIIIIIIIIIII Protein count

Figura 7: Imagem retirada do resultado da analise filogenética do TYGS do isolado MAPA1 - GBDP
tree (16S rDNA gene sequence-based).

Species cluster
Subspecies cluster
delta statistics
Type species?

o User strain?

'contigs MAPAL'
) Priestia aryabhattai JCM 13839
Priestia megaterium ATCC 14381
- Kurthia huakuii LAMO618
UL Kurthia huakuii DSM 103359
Priestia abyssalis DSM 25875
r Peribacillus izhouensis DSM 105481
00— 'Bacillus cilmensis FIAT-14515T'
Peribacillus endoradicis DSM 28131
Bacillus fungorum 17-SMS-01
Metabacillus iocasae DSM 104297
Peribacillus asahii MA0O1
Priestia flexa NBRC 15713
Sutcliffiella cohnii NBRC 15565
Robertmurraya massiliosenegalensis JC6

Priestia koreensis DSM 16467
_4_| Oreanobaciilus bengalensis MCCC 1K00260

Falsibacillus pallidus DSM 25281

C /T Percent GHC

AT AN EETEE
H B 'EERTYEEEEE =

|
A N O O
llIIIlIlIIIII..III Genome size (in bp)
llIIIlllIIIII..III Protein count

| [

Figura 8: Imagem retirada do resultado da analise filogenética do TYGS do isolado MAPA1 - GBDP
tree (whole-genome sequence-based).
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Peribacillus asahii MAOO! HBE RN
Peribacillus huizhovensisDsM 105481 [l W (1] [l B
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Peribacilius endoradicis DSM 28131 ]| R
Oceanobacillus bengalensis MCCC 1K00260 N | B
| Kurthia huakuii LAMO618 HE EELD
"9 Rurthia bualewii DSM 103359 B E EBERERDR

Figura 9: Imagem retirada do resultado da analise filogenética do TYGS do isolado MAPA1 - GBDP
tree (whole-proteome-based).

Estes resultados indicam que o isolado MAPA1 é uma cepa da espécie
Priestia megaterium. Priestia € um género de bactérias aerdbicas, principalmente
Gram-positiva em forma de bastonete, capazes de formar endésporos (GUPTA et
al., 2020). A maioria das espécies sao méveis e podem ser isoladas de diversas
fontes, incluindo fezes, solo e sedimentos marinhos. A faixa de temperatura para o
crescimento é de 5 a 48 °C, com o crescimento ideal ocorrendo na faixa de 28 a 37
°C (GUPTA et al., 2020).

4.4.2. Andlise M4

A analise filogenética do isolado M4 resultou em valores de dDDH entre 20 e
21,5% com espécies de Arthrobacter. Além disso, as diferencas percentuais do
conteudo de G+C do isolado e da Arthrobacter sao maiores que 3 (Tabela 4).

Outro dado apresentado foi a inferéncia de duas arvores filogenéticas

baseadas no 16S (Figura 10) e no genoma completo (Figura 11), ambas com um



bom suporte de bootstrap nos ramos das arvores.

Tabela 4: Resultado da analise filogenética do TYGS do isolado M4 - valor de dDDH.
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Genoma analisado | Espécie dDDH (%) Diferenca
comparada percentual do
conteudo G+C
M4 Arthrobacter 21,5 3,91
celericrescens
NEAU-SA2
M4 Arthrobacter 21,4 3,6
silvisoli NEAU-SA1
M4 Arthrobacter 21,3 3,77
cupressi DSM
24664
M4 Arthrobacter 21,2 3,83
cupressi CGMCC
1.10783

_,7 -----e-e------- 'comtige M4
Sinomonas atrocyanea CGMCC 1.1891

Paenarthrobacter ureafaciens DSM 20126
---------- Paenarthrobacter histidinolovorans JCM 2520

Paenarthrobacter nicotinovorans JCM 3874
---------- Paenarthrobacter nicotinovorans DSM 420
Paenarthrobacter ilicis DSM 20138
1. Paenanthrobacter iliciz CECT 4207
Paenarthrobacter aurescens NBRC 12136
Pzendarthrobacter polychromogenes CGMCC 1.1927
’TI_ Psendarthrobacter scleromae CGMCC 1.3601
— Pseudarthrobacter phenanthrenivorans Sphe3

- Arthrobacter pascens DSM 20545

o

-+~ Arthrobacter cupressi CGMCC 110783
jw{. -~ Arthrobacter cupressi DSM 24664
——-------- Arthrobacter celericrescens NEAU-5A2
- Arthrobacter silvisoli NEAU-SA1

o8

[ ] Species cluster

L] |
. .. ...... Subspecies cluster

P28EZ « 3
EEEN 4
HOEN[
EEEE
mm 1 1
HEE
mm 1
EEE
CJHE X
EEEE o
OEENEN ®
EEEEE
DEENEN
CHENE
H EEN
B HEN
EEEEN
|| §

Figura 10: Imagem retirada do resultado da analise filogenética do TYGS do isolado M4 - GBDP tree

(16S rDNA gene sequence-based).
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- Paenarthrobacter aurescens NBRC 12136 [] [NEE e
Paenarthrobacter ureafaciens DSM 20126 [ e ]
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Arthrobacter pascens DSM 20343 [ B EE] |

Figura 11: Imagem retirada do resultado da analise filogenética do TYGS do isolado M4 - GBDP tree
(whole-genome sequence-based).

Estes resultados indicam que o isolado M4 é uma nova espécie de
Arthrobacter, um género de bactérias principalmente do solo cuja principal
caracteristica distintiva € um ciclo de crescimento bastonete-coco (GOBBETTI e
RIZZELLO, 2014). As células cocoides podem assumir formas grandes quando em
condicbes de estresse nutricional severo. Ambas as formas bastonetes e cocoides
sdo gram-positivas. As células ndo formam enddsporos e sao aerébios obrigatérios
e catalase positiva (GOBBETTI e RIZZELLO, 2014).

4.5. ANALISE DE METABOLITOS SECUNDARIOS E ROTAS
METABOLICAS

4.51. antiSMASH

4.51.1. Analise da Priestia megaterium
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Com base no genoma da Priestia megaterium foram identificadas 9 regides
de clusters biossintéticos, contendo 1 cluster para produgao de sideréforo, 3 para
producado de terpenos, 1 para a produgao de fosfonato, 1 para NRP, 1 para PKS do
tipo Ill e 2 para RiPP (Figura 12).

Dentre estes 9 clusters, 3 deles apresentaram uma baixa similaridade com
BGCs com fungdes ja determinadas depositados nos banco de dados. A regidao 1.2
apresenta similaridade de 13% com o cluster responsavel pela producdo de
surfactina, responsavel por reduzir a tensdo superficial (BARROS et al., 2007); a
regido 3.1 apresenta similaridade de 50% com o cluster responsavel pela produgao
de carotendide, um grupo de pigmento utilizado como corantes alimenticios
(UENOJO et al., 2007); e a regido 3.3 apresenta similaridade de 60% com o cluster
responsavel pela produgdo de paeninodina, um lassopeptideo sem uma fungao
muito bem caracterizada, porém estudos apontam que ela pode servir como uma
molécula sinalizadora ou participar da autoimunidade no organismo produtor (ZHU et
al., 2016) (Figura 12). As outras 6 regides nédo apresentaram similaridade alguma
com o banco de dados.

Estes resultados podem indicar que esses BGCs possivelmente estido
relacionados a vias de biossintese de novas moléculas ou que pertencem a vias nao
caracterizadas de moléculas ja conhecidas. Além disso, esses dados revelam que a

Priestia megaterium possui um inexplorado arsenal metabdlico.

Region Type From To Most similar known cluster Similarity
Region 1.1 siderophore & 1 15,841
Region 1.2 terpene 162,898 201,403  surfactin & NRP:Lipopeptide 13%
Region 1.3 terpene & 1,708,316 1,730,184
Region 3.1 terpene & 20,462 41310  carotenoid @  Terpene 50%
Region 3.2 phosphonate & 149 041 190,558
Region 3.3 lassopeptide & 471,836 495754  paeninodin & RIPP 60%
Region 4.1 T3PKS = 21,339 62,424
Region 11.1 lanthipeptide-class-i & 7,882 34,392

RiPP-like & 6,404 17,840

Figura 12: Imagem retirada do resultado da analise de metabdlitos secundario e BGCs do antiSMASH
da Priestia megaterium.

4.5.1.2. Analise Arthrobacter sp.

Com base no genoma da Arthrobacter sp. foram identificadas 5 regides de
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clusters biossintéticos, contendo 1 cluster para producao de PKS do tipo lll, 1 para
producao de betalactona, 2 para NRPs e 1 para produgao de furano (Figura 13).

Dentre estes 5 clusters, 3 deles apresentaram uma baixa similaridade com
BGCs com fungdes ja determinadas depositados nos banco de dados. A regiao 3.1
apresenta similaridade de 7% com o cluster responsavel pela producdo de
microansamicina uma familia de metabdlitos secundarios bacterianos que mostram
atividade antimicrobiana (HILL, STAUNTON, 2010); a regidao 11.1 apresenta
similaridade de 31% com o cluster responsavel pela producédo de estenotricina que
possui atividade antimicrobiana (LIU et al.,, 2014); e a regido 16.1 apresenta
similaridade de 14% com o cluster responsavel pela produ¢cdo de metilenomicina A,
um antibiético produzido pela Streptomyces coelicolor (BRIAN et al., 1996) (Figura
13). As outras 2 regides nao apresentaram similaridade alguma com o banco de
dados.

Estes resultados podem indicar que esses BGCs possivelmente estido
relacionados a vias de biossintese de novas moléculas ou que pertencem a vias nao
caracterizadas de moléculas ja conhecidas. Além disso, estes dados revelam que a

Arthrobacter sp. possui um inexplorado arsenal metabdlico.

Region Type From To Most similar known cluster Similarity
Region 1.1 TIPKS & 251,099 292235

Region 3.1 betalactone & 373,799 399103  microansamycin & Polyketide 7%
Region 4.1 NRPS-like & 269717 312497

Region 11.1 NAPAA = 62,275 96,261  stenothricin & NRP:Cyclic depsipeptide 31%
Region 16.1 RVELEE) 46,901 66,239 methylenomycin A& Other 14%

Figura 13: Imagem retirada do resultado da analise de BGCS e metabdlitos secundario do
antiSMASH da Arthrobacter sp..

4.5.2. KEGG Automatic Annotation Server (KAAS)

4.5.2.1. Analise da Priestia megaterium

Foram encontradas 25 rotas metabdlicas. Das rotas preditas, 16 sao
provenientes do metabolismo primario ou central como glicélise e ciclo do citrato e 6
sdo provenientes do processamento de informag¢des genéticas como a replicagao do

DNA e recombinagdo homologa (Tabela 5).
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Também foram preditas 2 rotas com falsos positivos como a via de resisténcia

a insulina e a via da cardiomiopatia diabética (Tabela 5). Tais vias nado estado

presentes em bactérias, logo nao foram consideradas relevantes assim como as do

metabolismo primario.

Nao

foram

identificadas rotas

antimicrobianos.

relacionadas

com a

producdo de

Tabela 5: Resultado da analise de rotas metabdlicas da Priestia megaterium pelo KAAS.

Rota metabdlica Enzimas Nomenclatura
encontradas
Metabolismo Glicolise/Gluconeogénese 1 piruvato
primario/central
Ciclo do citrato (TCA) 1 piruvato carboxilase
Metabolismo da Frutose e 1 Componente IIA da enzima
Manose fosfotransferase especifica
de manitol
Metabolismo de acgucares de 1 transaminase de
aminoacidos e nucleotideos glutamina-frutose-6-fosfato
(isomerizagao)
Metabolismo do Piruvato 2 piruvato e piruvato
carboxilase
Metabolismo de glioxilato e 1 formato desidrogenase
dicarboxilato
Metabolismo do propanoato 1 metilmalonato-semialdeido
desidrogenase (acilagao)
Vias de fixagao de carbono em 2 piruvato e piruvato
procariotos carboxilase
Metabolismo do metano 1 formato desidrogenase
Metabolismo do Nitrogénio 1 glutamato sintase (NADPH)
Metabolismo de Glicerolipideo 1 glicerol quinase
Purina 3 fosforibosil

formilglicinamidina sintase,
guanosina monofosfato
(GMP) sintetase e
inosina-5"-monofosfato
(IMP) desidrogenase
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Metabolismo da Alanina,
aspartato e glutamato

glutamato sintase (NADPH),
aspartato amodnia-liase e
transaminase de
glutamina-frutose-6-fosfato
(isomerizagao)

Degradagao de valina, leucina
e isoleucina

metilmalonato-semialdeido
desidrogenase (acilagéo)

Metabolismo da fenilalanina

2-enoato redutase

Sistema de fosfotransferase

Componente IIA da enzima
fosfotransferase especifica
de manitol

Outras

Droga - outras enzimas

inosina-5"-monofosfato

(IMP) desidrogenase e

guanosina monofosfato
(GMP) sintetase

Processamento de
informacoes
genéticas

RNA polimerase

Subunidade B’ de RNA
polimerase dirigida por DNA

Replicacdo DNA

Subunidade a da DNA
polimerase Il

Reparo da excisao de
nucleotideo

fator de acoplamento de
reparo de transcricao
(superfamilia Il helicase)
(MFD)

Reparo de mismatch

Subunidade a da DNA
polimerase Il

Recombinagcdo homdloga

Subunidade a da DNA
polimerase Il

Transportadores ABC

Proteina de ligagéo ao
substrato do sistema de
transporte de D-metionina
(MetQ)

Falso positivo

Cardiomiopatia diabética

transaminase de
glutamina-frutose-6-fosfato
(isomerizagéo)

Resisténcia a insulina

proteina quinase
serina/treonina

4.5.2.2. Analise Arthrobacter sp.
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Foram encontradas 49 rotas metabdlicas. Das rotas preditas, 29 sao
provenientes do metabolismo primario ou central como glicdlise e ciclo do citrato e 6.
sdo provenientes do processamento de informagdes genéticas como a degradacéao
de RNA e necroptose (Tabela 6).

Também foram preditas 12 rotas com falsos positivos como a via da doencga
de Parkinson e via da secrecdo pancreatica (Tabela 6). Tais vias nao estdo

presentes em bactérias, logo nao foram consideradas relevantes assim como as do

metabolismo primario.

Nao foram identificadas

antimicrobianos.

rotas relacionadas com a produgdao de

Tabela 6: Resultado da analise de rotas metabdlicas da Arthrobacter sp. pelo KAAS.

Grupo Rota metabdlica Enzimas Nomenclatura
encontradas
Metabolismo Glicélise/Gliconeogénes 3 piruvato desidrogenase, aldeido
primario/central e desidrogenase e acetil-CoA sintetase
Ciclo do citrato (TCA) 2 isocitrato desidrogenase e piruvato
desidrogenase
Metabolismo da 1 beta-galactosidase
galactose
Metabolismo do 1 aldeido desidrogenase
ascorbato e do aldarato
Metabolismo do 3 glicogénio fosforilase, isoamilase e enzima
amido/sacarose ramificagédo 1,4-alfa-glucana
Metabolismo do Piruvato 3 piruvato desidrogenase, acetil-CoA
sintetase e aldeido desidrogenase
Metabolismo do 2 acetil-CoA sintetase e glicina
Glioxilato/dicarboxilato desidrogenase
Metabolismo do 1 acetil-coa sintetase
Propanoato
Via da Fixagéao de 2 acetil-CoA sintetase e isocitrato
carbono desidrogenase
Metabolismo do Metano 2 subunidade A da metilamina glutamato
N-metil transferase e acetil-CoA sintetase
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Metabolismo do
Nitrogénio

glutamato sintetase

Metabolismo do enxofre

Sulfidrilase de O-succinil homoserina

Degradacéo de Acido
graxo

acil-CoA desidrogenase e aldeido
desidrogenase

Metabolismo de
glicerolipideos

aldeido desidrogenase

Metabolismo de
Esfingolipideos

beta-galactosidase

Metabolismo da purina

fosforibosil formilglicinamidina sintase e
Adenilosuccinato liase

Metabolismo da
pirimidina

Fosfato de carbamoil sintase

Metabolismo da Alanina,
Aspartato e Glutamato

aspartato amonia-liase,Adenilosuccinato
liase, glutamato sintetase e Fosfato de
carbamoil sintase

Metabolismo da
Glicina/serina/treonina

glicina desidrogenase

Metabolismo da cisteina
e metionina

Sulfidrilase de O-succinil homoserina

Degradacao da Valina,
leucina e isoleucina

acil-CoA desidrogenase e aldeido
desidrogenase

Degradacgao da lisina

aminobutiraldeido desidrogenase e aldeido
desidrogenase

Metabolismo da Arginina
e prolina

aminobutiraldeido desidrogenase e aldeido
desidrogenase

Metabolismo da histidina

aldeido desidrogenase

Metabolismo do
triptofano

aldeido desidrogenase

Metabolismo da
Beta-alanina

aminobutiraldeido desidrogenase e aldeido
desidrogenase

Metabolismo da
Glutationa

isocitrato desidrogenase

Degradagao de outros
glicanos

beta-galactosidase
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Biossintese de
Pantotenato e CoA

aldeido desidrogenase

Possiveis rotas
de interesse

Degradacao do limoneno
e do pineno

aldeido desidrogenase

Degradacgao de
cloroalcano e
cloroalqueno

aldeido desidrogenase

Processamento
de informacgdes
genéticas

RNA polimerase

Subunidade B’ de RNA polimerase dirigida
por DNA

Degradacao de RNA

polirribonucleotideo nucleotidiltransferase
(PNPase) e chaperona molecular DnaK

Reparo por excisao de
nucleotideos

fator de acoplamento de reparo de
transcricao (superfamilia Il helicase) (MFD)

Transportadores ABC transportadores ABC, subfamilia B,
bombas de resisténcia a multiplas drogas
(EfrA/B) e proteina de ligagao de ATP do
sistema de transporte de glutationa (GsiA)
Peroxissomo isocitrato desidrogenase (IDH)
Necroptose glicogénio fosforilase

Falsos positivos

Formacao de biofilme
(Escherichia coli)

glicogénio fosforilase

Via da sinalizagao de
insulina

glicogénio fosforilase

Via da sinalizacao de
glucagon

glicogénio fosforilase

Via da sinalizacéo dos
receptores ativados por
proliferadores de
peroxissoma (PPARS)

acil-CoA desidrogenase

Secrecao pancreatica

carboxipeptidase A1

Digestéo e absorgéo
proteica

carboxipeptidase A1

Regulagéo de
longevidade - multiplas
especies

Subunidade CLPB de ligagcéo de ATP da
protease CLP dependente de ATP
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Metabolismo central do 1 isocitrato desidrogenase
carbono em céncer
Infecgéo por Salmonella 1 tiorredoxina
Tuberculose 1 chaperona molecular DnaK
Doenca de Parkinson 1 tiorredoxina
Resisténcia a insulina 1 proteina quinase serina/treonina

4.5.3. deepBGC

Os resultados do deepBGC (Tabela 7, 8, 9 e 10) foram analisados com o
parametro de pontuagdo minima para a detecgao de clusters biossintéticos entre 0,5
e 1, e estes resultados foram separados e tabelados por intervalos de de ~0,1 de

pontuacgao.

4.5.3.1. Analise da Priestia megaterium

Foram encontrados 46 BGCs que estao classificados quanto as suas funcdes
e classes (Tabela 7 e 8). Entre o score 0,5-0,6 estdo contidos 22 BGCs sendo 16
com fungao antibacteriana e 6 com fungao nédo determinada. E quanto a classe, 2
sao policetideos, 1 RiPP, 17 possuem classe nao determinada e 2 sao de outras
classes.

Entre o score 0,61-0,7 estdo contidos 10 BGCs sendo 6 com funcéao
antibacteriana, 1 citotéxico e 3 com fungdo ndo determinada. E quanto a classe, 3
sao policetideos, 2 RiPPs, 4 possuem classe nao determinada e 1 pertence a outra
classe.

Entre o score 0,71-0,8 estdo contidos 8 BGCs sendo 3 com funcéo
antibacteriana e 5 com fungdo ndo determinada. E quanto a classe, 7 possuem
classe nao determinada e 1 pertence a outra classe.

Entre o score 0,81-0,9 estdo contidos 4 BGCs sendo 1 com funcéo
antibacteriana e 3 com funcdo ndo determinada. E quanto a classe, 1 € um

sacarideo e 3 possuem classe nao determinada.



Entre o score 0,91-1 estdo contidos 2 BGCs sendo
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1 com funcéo

antibacteriana e 1 com funcédo nao determinada. E quanto a classe, 1 € um RiPP e o

outro pertence a classe dos sacarideos.

Tabela 7: Resultado da analise de funcdo de BGCs da Priestia megaterium pelo deepBGC.

Score Quantidade de Funcao
BGCs Antibacteriana | Fungdo n3o determinada |  Citotoxica

(0,5-0,6) 22 16 6 -
(0.61-0,7) 10 6 3 1
(0,71 -0,8) 3 5 -
(0,81 -0,9) 1 3 -
(0,91-1) 1 1 i
Total 46 27 18 1

Tabela 8: Resultado da analise de classe de BGCs da Priestia megaterium pelo deepBGC.

Classe
Score Quantidade de Cmcss mog
BGCs . Policetideo | RIiPP Sacarideo | Outra

determinada

(0,5-0,6) 22 17 1 2
(0,61-0,7) 10 4 2
(0,71-0,8) - 1
(0,81-0,9) 3 - -
(0,91 -1) - 1 -
Total 46 31 4 2 4
4.5.3.2. Analise da Arthrobacter sp.

Foram encontrados 60 BGCs que estao classificados quanto as suas funcdes

e classes (Tabela 9 e 10). Entre o score 0,5-0,6 estdo contidos 39 BGCs sendo 35

com funcdo antibacteriana e 4 com funcdo ndo determinada. E quanto a classe, 2

sao policetideos, 3 RiPPs, 2 terpenos, 1 NRP, 30 possuem classe nao determinada e

1 é de outra classe.



antibacteriana, 1 inibitério e 4 com fung¢ao ndo determinada. E quanto a classe, 1 é

Entre o score 0,61-0,7 estdo contidos 9 BGCs sendo 4 com funcéo

policetideo, 1 sacarideo e 7 possuem classe nao determinada.

antibacteriana e 3 com fungdo nado determinada. E quanto a classe, 2 possuem

Entre o score 0,71-0,8 estdo contidos 4 BGCs sendo 1 com funcéo

classe nao determinada, 1 RiPP e 1 pertence a outra classe.

e 4 com funcado nao determinada. E quanto a classe, 1 € um sacarideo e 4 possuem

Entre o score 0,81-0,9 estao contidos 5 BGCs sendo 1 com fungéo citotéxica

classe ndo determinada.

antibacteriana. E quanto a classe, 1 € um policetideo e 2 possuem classe nao

Entre o score 0,91-1 estdo contidos 3 BGCs sendo o0s 3 com fungao

determinada.

Tabela 9: Resultado da analise de fungdo de BGCs da Arthrobacter sp. pelo deepBGC.

37

Funcéao
Score Quantidade _ , Fungao nao e o
de BGCs | Antibacteriana . Citotdxica Inibitéria
determinada
(0,5-0,6) 39 35 4 i
(0,61-07) 4 4 i
(0.71-0,8) 1 3 i
(0,81 - 0,9) - 4 1
(0,91- 1) 3 - -
Total 60 43 15 1

Tabela 10: Resultado da analise de classe de BGCs da Arthrobacter sp. pelo deepBGC.

Classe
Score Quantidade Classo oo
de BGCs . Terpeno | NRP | Policetideo | RiPP |Sacarideo| Outra

determinada
(0,5-0,6) 39 30 2 1 2 3 - 1
(0,61-0,7) 9 7 - - - 1 1 -
(0,71 -0,8) 4 2 - - - 1 - 1
(0,81-0,9) 5 4 - - - - 1 -
(0,91 -1) 3 2 - - 1 - - -
Total 60 45 2 1 3 5 2 2
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5. CONCLUSAO

A partir de um isolamento feito de amostras de solo e com um
sequenciamento e montagem de genomas de qualidade foi possivel realizar as
analises in silico para a predigao de regides de clusters biossintéticos (BGCs) que
produzissem metabdlitos secundarios de interesse.

A analise do antiSMASH encontrou possiveis regides com a presenca de
BGCs que quando comparadas com os resultados do deepBGC identificou-se que
as regides abordadas eram em sua maioria localizadas na mesma regido genémica.
Com isso, é possivel verificar que apesar da utilizacdo de ferramentas diferentes
para a analise de BGCs que utilizam parametros e metodologias divergentes, elas
conseguem prever os BGCs em regides parecidas. Entretanto, a ferramenta
deepBGC foi capaz de identificar uma quantidade maior de BGCs devido a utilizacao
de deep learning e redes neurais. Por isso, 0 deepBGC é capaz de identificar ndo s6
as BGCs em comparagao com o banco de dados, mas também identificar novos
BGCs e metabdlitos secundarios.

Porém, uma das dificuldades encontradas € a comparacido com o banco de
dados, pois devido a grande quantidade de metabdlitos existentes ainda ha muito a
ser caracterizado e depositado nos bancos de dados para que as analises sejam
cada vez mais eficazes quanto a classificacdo da funcao e classe dos metabdlitos.
Entretanto, a analise in silico em conjunto com a bioprospecgdo de novos
organismos, estd em constante avango para explorar o campo de metabdlitos
secundarios.

Contudo, a analise in silico auxilia quanto ao gerenciamento do tempo e
diminuicdo dos custos de pesquisas in vitro para detectar produtos naturais, pois
com as predigdes das analises de bioinformatica & possivel fazer uma melhor
escolha da amostra que sera analisada em laboratorio. Logo, apds as analises in
silico tem-se um melhor parametro para escolher quais espécies passardo por uma
anadlise manual com experimentos in vitro para a validacdo dos resultados

encontrados e aproveitamento do potencial biolégico dos microrganismos.

6. OBJETIVOS FUTUROS
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A partir dos resultados e das conclusdes deste trabalho os objetivos futuros
sdo: acessar a conservagao dos genes envolvidos na biossintese de metabdlitos
secundarios em outros microrganismos dos géneros Priestia e Arthrobacter que
possuem genoma sequenciado; testar os isolados em laboratério sob diferentes
tipos de parametros como fontes de carbono, auséncia e presencga de luz, diferentes
concentracdes de CO, e diferentes temperaturas, no intuito de avaliar a alteragao da
producao de metabdlitos secundarios; realizar testes laboratoriais para identificar a
capacidade antimicrobiana da Priestia megaterium e Arthrobacter sp. e mediante a
comprovagdo da atividade antimicrobiana, planeja-se analisar por cromatografia
quais sao os metabdlitos responsaveis por tal atividade; realizar a mesma
metodologia deste trabalho para analisar os outros genomas sequenciados em

busca de metabdlitos secundarios e antimicrobianos.
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