P "
)
-
SISTEMA DE BIBLIOTECAS DA UNICAMP

UNICAMP

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
SISTEMA DE BIBLIOTECAS DA UNICAMP
REPOSITORIO DA PRODUGAO CIENTIFICA E INTELECTUAL DA UNICAMP

Versao do arquivo anexado / Version of attached file:

Versao do Editor / Published Version

Mais informacoes no site da editora / Further information on publisher's website:
https://www.scielo.br/scielo.php?script=sci-arttext&pid=50100-40422015000300333

DOI: 10.5935/0100-4042.20150010

Direitos autorais / Publisher's copyright statement:
©2015 by Sociedade Brasileira de Quimica. All rights reserved.

DIRETORIA DE TRATAMENTO DA INFORMAGAO

Cidade Universitaria Zeferino Vaz Barao Geraldo
CEP 13083-970 — Campinas SP
Fone: (19) 3521-6493
http://www.repositorio.unicamp.br


http://www.repositorio.unicamp.br/

Quim. Nova, Vol. 38, No. 3, 333-341, 2015

http://dx.doi.org/10.5935/0100-4042.20150010

TRIAGEM METABOLICA POR PKS E NRPS EM ACTINOBACTERIAS ENDOFITICAS DE Citrus reticulata

Pedro L. R. da Cruz?, Leila R. Giarola®, Suellen da Silva Moraes?, Déborah Ellen S. G. da Silva?, Joelma Marcon¢, Jodo L.

Azevedo©, Welington L. Araijo? e Luciana G. de Oliveira®*

“Departamento de Quimica Organica, Instituto de Quimica, Universidade Estadual de Campinas, 13083-970 Campinas — SP, Brasil
Faculdade de Farmdcia, Universidade Estadual de Campinas, 13083-970 Campinas — SP, Brasil
‘Departamento de Genética, Escola de Agricultura Luiz de Queiroz, Universidade de Sao Paulo, 13418-900 Piracicaba — SP, Brasil

Artigo

dDepartamento de Microbiologia, Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo, 05508-900 Sdo Paulo — SP, Brasil

Recebido em 30/07/2014; aceito em 06/11/2014; publicado na web em 11/02/2015

METABOLIC SCREENING FOR PKS AND NRPS IN ENDOPHYTIC ACTINOBACTERIA FROM Citrus reticulata. Polyketides
and non-ribosomal peptides are natural products widely found in bacteria, fungi and plants. The biological activities associated
with these metabolites have attracted special attention in biopharmaceutical studies. Polyketide synthases act similarly to fatty acids
synthetases and the whole multi-enzymatic set coordinating precursor and extending unit selection and reduction levels during
chain growth. Acting in a similarly orchestrated model, non-ribosomal peptide synthetases biosynthesize NRPs. PKSs-I and NRPSs
enzymatic modules and domains are collinearly organized with the parent gene sequence. This arrangement allows the use of
degenerated PCR primers to amplify targeted regions in the genes corresponding to specific enzymatic domains such as ketosynthases
and acyltransferases in PKSs and adenilation domains in NRPSs. Careful analysis of these short regions allows the classifying of a
set of organisms according to their potential to biosynthesize PKs and NRPs. In this work, the biosynthetic potential of a set of 13
endophytic actinobacteria from Citrus reticulata for producing PKs and NRP metabolites was evaluated. The biosynthetic profile was
compared to antimicrobial activity. Based on the inhibition promoted, 4 strains were considered for cluster analysis. A PKS/NRPS
phylogeny was generated in order to classify some of the representative sequences throughout comparison with homologous genes.

Using this approach, a molecular fingerprint was generated to help guide future studies on the most promising strains.

Keywords: endophytic actinobacteria; molecular fingerprint; polyketides; non-ribosomal peptides; genome mining.

INTRODUCAO

Os micro-organismos produzem uma imensuravel diversidade de
metabdlitos raros que desempenham um papel importante em sua auto-
genia (independente de forcas ou agentes externos), como autodefesa,
agressdo e principalmente comunicagdo intra- e intercomunidades.
Muitos destes compostos, coincidentemente, apresentam valiosa
atividade bioldgica para a humanidade.' Os metabdlitos secundarios,
como sdo chamados, ndo sdo necessariamente produzidos em qualquer
condi¢@o e, na grande maioria dos casos, a fungdo destes compostos e
seus beneficios para o organismo néo sdo ainda conhecidos.”

Streptomyces e outras actinobactérias relacionadas encontram-se
entre as fontes mais produtivas de metabdlitos secundarios, com uma
série de atividades bioldgicas e aplicacdes.® Estima-se que cerca de
metade dos antibiéticos produzidos industrialmente, além de varios
compostos comercializados como agentes imunossupressores,
quimioterdpicos, herbicidas e vermifugos, entre outros compostos
farmacologicamente ativos, sejam produzidos por esses organismos.*

Dentre os metabdlitos secunddrios produzidos por Streptomyces,
os policetidios e peptideos nao-ribossomais constituem uma das clas-
ses mais importantes e podem ocorrer esporadicamente em determi-
nadas condi¢des de cultivo em laboratério. Muitos destes compostos
sdo produzidos apenas em condigdes especificas, em contraste com os
metabdlitos ditos primdrios, responsdveis pela estrutura e energia de
todas as células vivas.® As cadeias que formam a estrutura principal
dos policetideos sdo sintetizadas via um caminho interativo por um
grupo de enzimas conhecidas como policetideo sintases (PKSs). De
forma similar os peptideos ndo ribossomais sao biossintetizados pelas
peptideo ndo-ribossomais sintetases (NRPSs).®

*e-mail: luciana@igm.unicamp.br

As policetideo sintases (PKSs) do tipo I s3o enzimas multifuncio-
nais organizadas em médulos, também conhecidas como policetideo
modulares, sendo que cada médulo abriga um conjunto completo de
dominios enzimdticos independentes, responsdveis por cada ciclo de
alongamento e modifica¢@o da cadeia policetidica. Entre os exemplos
mais comuns encontram-se as 6-deoxieritronolideo B sintases, DEBS
1,2 e 3, responsaveis pela produgido do 6-deoxieritronolideo B (apds
formagdo da aglicona — 6DEB, outras enzimas pés-modificadoras
como hidroxilases e glicosidases promovem a formagao da eritromi-
cina), além de outros complexos multienzimdticos responsdveis pela
biossintese de outros policetideos reduzidos (macrolideos, poliéteres
e polienos).”

Analogamente, a sintese de peptideos ndo ribossomais € mediada
por enzimas conhecidas como peptideo nio ribossomal sintetases e
requer ao menos o envolvimento de trés dominios enzimadticos. O
dominio de adenilag@o (A) seleciona o aminodcido cognato e o ativa
como aminoacila adenilato. O aminoacido ativado € entdo transferido
para uma proteina carreadora de peptidila (PCP) que o transfere ao
dominio de condensagdo (C) que, finalmente, catalisa a formacao
da ligagdo peptidica.’

Uma alternativa para facilitar a busca por grupamentos de genes
que codificam um produto policetidico ou polipeptidico envolve a
triagem dos médulos enzimdticos em “bibliotecas” do DNA gendmico
utilizando experimentos de PCR.” Como existem regides altamente
conservadas nos dominios das cetossintase (KS), acila-transferases
(AT) em PKs e de adenilacdo (A) em NRPs, € possivel desenhar
primers (oligonucleotideos) que possam, em condi¢des adequadas,
amplificar boa parte dos trechos correspondentes a estes dominios
enzimadticos curtos e desta forma prever se um determinado organis-
mo apresenta potencial para a produgdo de policetideos e peptideos
ndo-ribossomais, entre outros metabélitos.'
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Acoplada a ferramentas de bioinformdtica, a prospec¢do de
genes (genome mining) tem sido utilizada para a descoberta de
indmeras moléculas bioativas. O conhecimento das sequéncias de
nucleotideos dos clusters de genes ou até mesmo de todo o genoma
do micro-organismo permite que novas abordagens sejam adotadas
para a quimica de produtos naturais, uma vez que a previsio da
estrutura do metabdlito pode facilitar a sua obtengdo.!! Utilizando-
se uma metodologia de prospec¢do de genes, € possivel promover
uma reconstru¢@o baseada na escala evolutiva para comparar genes
biossintéticos, direcionando a busca por uma entidade quimica. Esta
abordagem direcionou a descoberta de um andlogo de pimaricina,
JBIR-13 (1), produzido por Streptomyces bicolor a partir da analise
filogenética de fragmentos de genes de PKS depositados no NCBI,
demonstrando que € possivel descobrir novas estruturas a partir desta
metodologia.'? Outros metabdélitos como a orfamida (2),'* salinispo-
ramida (3),' e coeliquelina (4)" também foram descobertos utilizan-
do-se metodologias de prospec¢ao de genes biossintéticos (Figura 1).

Nesse trabalho descrevemos a aplicag¢do de provas metabdlicas
para avaliar o potencial para a producdo de metabdlitos do tipo poli-
cetideos e peptideos ndo-ribossomais em linhagens de actinobactérias
endofiticas, isoladas de Citrus reticulata.'® A triagem utilizando
provas metabdlicas permite gerar um fingerprint molecular bastante
efetivo para promover desreplicacdo metabdlica. Adicionalmente, a
atividade antibidtica promovida pelas actinobactérias foi avaliada
como ferramenta para selecio das linhagens mais promissoras para
estudos futuros.
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Figura 1. Estruturas do JBIR-13, andlogo de pimaricina, salinisporamida,
orfamida e coeliquelina, elucidados por metodologias de prospecgdo de genes
biossintéticos (genome mining)

PARTE EXPERIMENTAL
Linhagens de micro-organismos

Foram avaliadas 13 linhagens de actinobactérias endofiticas
isoladas da raiz de Citrus reticulata (Al (Streptomyces sp), (A3,
ndo identificada), A4 (ndo identificada), A9 (Nocardia dassonvilei),
A13 (Streptomyces sp), A14 (Nocardia nova), A19 (S. bicolor), A30
(S. cyaneus), A23 (S. wadayamensis), B1 (Streptomyces sp), A21
(S. cyaneus), A10 (Streptomyces sp), A18 (Streptomyces sp). O iso-
lamento e identificacdo (por andlise do fragmento 16S) foi realizado
pelo Prof. Dr. Wellington Araujo, Prof. Dr. Jodo Licio de Azevedo e
Msc. Joelma Marcon, da Universidade de Sdo Paulo.'® Streptomyces
coelicolor ATCC 10147 possui o genoma sequenciado e anotado
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e foi utilizado neste estudo como micro-organismo modelo. As
linhagens Streptomyces fradiae NCIMB 11002 e S. rimosus ATCC
14827 foram cedidas pela Fiocruz. As linhagens de micro-organismos
patogénicos Candida albicans CCT 0776, Enterococcus faecallis
CCT 1494, Salmonella typhimurium CCT 1478, Staphylococcus
aureus CCT1485, Escherichia coli CCT1457, Bacillus megaterium
CCT 2478 e Pseudomonas aeruginosa CCT 1476 foram adquiri-
das da Colecdo de Culturas Tropical, da Fundacdo André Tosello
(Campinas, Sao Paulo).

Extracio do DNA gendmico das actinobactérias

O DNA gendmico das actinobacérias foi isolado de acordo com o
protocolo de Sharma e Singh.!” As linhagens foram inoculadas em 2
mL de meio LB e deixadas em agitador orbital a 30 °C, 300 rpm por
toda a noite. As células crescidas foram centrifugadas a 5000 rpm,
a 25 °C, por 5 minutos. Os pellets foram ressuspensos em 200 UL
de solucdo tampao Tris-EDTA (10 mM Tris-HC1 pH 8,0, 1 mM
EDTA pH 8,0, 50 ng de RNase). Foram adicionados 400 uL de
solucdo I (1% p/v sarcosil, 0,5 M de cloreto de sédio, 1% p/v SDS)
e as suspensdes resultantes foram misturadas por inversao. Os tubos
foram mantidos por 10 minutos a 37 °C com agitagio por inversao
nos intervalos de 5 e 10 minutos. Adicionou-se igual volume de PCI
(fenol:cloroférmio:alcool isoamilico 25:24:1). A mistura foi feita
por inversdo e posteriormente centrifugou-se as células a 10000 rpm
(em centrifuga de bancada) por 5 minutos a 25 °C. O sobrenadante
foi transferido para um novo tubo e adicionou-se 10% em volume
de acetato de sédio (3 M pH 5,2) e 60% em volume de isopropanol.
Misturou-se por inversdo 6 vezes e a solugd@o resultante contendo
o DNA precipitado foi centrifugada por 5 minutos a 10000 rpm a
25 °C. O pellet (DNA preciptado) foi lavado com 1 mL de etanol
70% e centrifugado a 10000 rpm por 3 minutos. Apds evaporagdo do
solvente, adicionou-se 100 UL de dgua milliQ estéril.

Ensaios de triagem de médulos e dominios enzimaticos
utilizando PCR (Reaciao em Cadeia da Polimerase)

As reagdes de amplificacdo dos moédulos enzimdticos fo-
ram realizadas em condicdes adequadas seguindo o protocolo
sugerido por Ayuso et al,'* utilizando o DNA gendmico como
molde e Phusion polimerase (High Fidelity). Os primers dege-
nerados A3F (5’-GCSTACSYSATSTACACSTCSGG-3’) e A7R
(5’-SASGTCVCCSGTSCGGTAS-3’) foram utilizados para amplifi-
car 700 pb dos dominios de adenilac@o. Para amplificagdo dos domi-
nios de cetossintase-metilmalonila-CoA-transferase (1200 pb) utili-
zou-se o par de primers KIR (5’-TSAAGTCSAACATCGGBCA-3’)
e M6R (5’CGCAGGTTSCSGTACCAGTA-3’). KS-BEF
(5’-CCGCGCGAGGCGCTGGCCGTCGAC-3") e KS-BER
(5’-CCGCGCCGGGCGGGGGTCTCGTCGTTCGGCATCAGC
GGCACCAACGCG-3’) foram utilizados para detectar dominios
KS em geral em sistemas PKS-I. As reagdes foram realizadas na
presenca das proporcdes adequadas de DNA (1, 2 e 5 uL de uma
solugdo com concentracdo inicial de 10 pg uL"), primers, dNTPs,
polimerase e DMSO (volume final de reacdo de 20 uL). Os produtos
das amplificagdes foram analisados por eletroforese em gel de agarose
(1%) utilizando Syber Safe (Invitrogen) como intercalante de DNA.

Clonagem e selecao dos clones

Os produtos do PCR foram subclonados utilizando o vetor
apropriado para cada caso: para fragmentos que possuem extremi-
dade abrupta, gerada pela Phusion DNA polimerase, foi utilizado
pCR-blunt do kit Zero Blunt (Invitrogen), o qual possui marcador de
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resisténcia a canamicina ou pUC19 que possui marcador de resisténcia
a ampicilina; para fragmentos com extremidades coesivas geradas
pela Pfx ou Tag DNA polimerase foi utilizado o vetor pPGEMT-Easy
que possui marcador de resisténcia a ampicilina. A reacdo de ligacio
foi mediada por T4 DNA ligase utilizando proporg¢des inserto:vetor
que variaram de 3:1 a 10:1 (16 °C, 18 horas). As ligagdes foram
transformadas em células DH50. quimicamente ou eletro-competentes
em placas de meio LB sélido contendo os antibidticos adequados
na concentragio de 50 ug mL"'. PCR de coldnia foi utilizado para
verificar a presenca de inserto em cerca de 20 clones por reacio de
transformacdo. Os clones positivos foram purificados por minipre-
paragdo e encaminhados para sequenciamento. Outros protocolos
padrdo de biologia molecular foram realizados conforme descrito
por Sambrook and Russel.'®

Ensaios de inibicdo vertical para avaliacdo da atividade
antibiética®

A avaliagdo da atividade antibiética foi realizada por teste de
inibi¢do em placa.'” Os meios de cultivo propicios para a difusao Anti
I e Anti II foram preparados de acordo com o protocolo da Difco.
Inicialmente fez-se uma estria em posicdo vertical de cada uma das
actinobactérias testadas e encubaram-se as placas em estufa micro-
bioldloca 30 °C por 7 dias. Posteriormente, as linhagens patogénicas
Salmonella typhimurium CCT 1478, Escherichia coli CCT1457,
Bacillus megaterium CCTO0776, Staphylococcus aureus CCT1485 e
Candida albicans CCT 0776 foram inoculadas em posicdo perpen-
dicular a actinobactéria. As placas foram retornadas para estufa por
18 horas. Foram anotadas as inibi¢des e os valores foram expressos
em porcentagem de inibi¢do. Os testes foram realizados em triplicata.

Sequenciamento e alinhamento

O sequenciamento das subunidades amplificadas nos experi-
mentos de PCR foi realizado pela empresa Helixxa (Campinas,
SP). Uma vez adquiridas as sequéncias, os eletroferogramas foram
visualizados utilizando o programa Bioedit para obter a sequéncia de
nucleotideos removendo-se os nucleotideos correspondentes ao vetor
de clonagem. Estas sequéncias foram alinhadas com as existentes no
banco de dados do NCBI (NCBI - National Center for Biotechnology
Information - http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), utilizando a ferramenta
blastn (BLAST — Basic Local Alignment Search Tool - http://blast.
ncbi.nlm.nih.gov/). Para construcio da drvore filogenética, a se-
quéncia de nucleotideos de cada clone foi traduzida em aminodcidos
utilizando o programa Expasy que contém a ferramenta translate.
Depois de geradas as 6 sequéncias possiveis (frames), foi realizado
o alinhamento destas sequéncias novamente utilizando o banco de
dados do NCBI com a ferramenta blastp.

As sequéncias do banco de dados foram ajustadas no programa
Bioedit. O alinhamento foi realizado utilizando o programa ClustalW.
Para a construgdo da drvore filogenética utilizou-se o método
Neighbor Joining. A visualizagio da drvore foi feita pelo programa
Treeview. As andlises das sequéncias foram realizadas também por
meio do programa Geneious.”

RESULTADOS E DISCUSSAO
Desreplicacio metabélica por PCR

A andlise recente do genoma de diversas linhagens de
Streptomyces e outras actinobactérias revelou uma grande abundancia

de clusters de genes que codificam enzimas do metabolismo secunda-
rio. Apés anélises das informagdes dos genomas de S. coelicolor,”' S.
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avermitilis® e Saccharopolyspora erythraea, as primeiras linhagens
de actinobacterias a serem sequenciadas, pode-se prever a existéncia
de um grande nimero de etapas metabdlicas esperando para serem
descobertas, uma vez que a capacidade para a producdo de metabdlitos
nem sempre € acessada sob as condigdes de cultivo em laboratério.>

Novas metodologias baseadas na aplicag@o de ferramentas geno-
micas para direcionar a busca por metaboélitos desconhecidos podem
ser encontradas na literatura.!’ Uma alternativa para facilitar a busca
por grupamentos de genes que codificam para os produtos policetidi-
cos (PKs) e peptideos ndo-ribossomais (NRPs) envolve a triagem dos
moédulos enzimdticos, os quais correspondem a sequéncias curtas de
nucleotideos, no DNA gendmico utilizando experimentos de PCR.’
Essa aproximag@o consiste em um fingerprint molecular, baseado
na avaliagdo do potencial metabdlico das linhagens estudadas em
produzir metabdlitos secunddrios, e que pode ser efetivo para facilitar
o processo de desreplicagdo. O estudo permite focar os esfor¢os de
triagem por compostos bioativos nos micro-organismos mais pro-
missores, fator essencial para direcionar a triagem para a descoberta
de alvos terapéuticos.

O estudo do potencial biossintético das actinobactérias isoladas
de Citrus foi realizado adotando-se o uso de provas metabdlicas
(primers) que se basearam nas regides conservadas KS (em PKSs) e
A (em NRPSs). A construcdo dos oligonucleotideos para amplificar
regides dos genes pks e nrps assim como as condi¢des de PCR foram
baseadas no estudo de Ayuso ef al.'

Foram estudadas 13 linhagens de actinobactérias isoladas de
Citrus reticulata além de Streptomyces coelicolor, S. rimosus e S.
fradiae. A metodologia permitiu identificar a presenca de genes
pks e nrps relacionados a biossintese de PKs e NRPs no genoma
das actinobactérias em altas frequéncias: 87% PKS e 92% NRPS
(Tabela 1). Um experimento do tipo “multiplex”” também foi realizado
com o objetivo de amplificar as duas sequencias simultaneamente,
facilitando o processo de triagem (Figura 2).% Foram utilizadas trés
diferentes concentragdes de DNA: 0,5, 1,0 e 2,5 pg uL!, uma vez
que a concentragdo de molécula molde pode influenciar o resultado
da reagdo de amplificagdio. Os pares de primers degenerados A3F
e A7R tém como alvo dominios de adenilagdo (A), amplificando
uma regido de cerca de 700 pb, enquanto K1R e M6R permitem a
amplificacdo de uma regidio correspondente a 1200 a 1400 pb dos
dominios de cetossintase-metilmalonila transferase (KS-AT). Os
primers KS-BEF e KS-BER amplificam fragmentos entre 500-600 pb
(Material Suplementar, Figuras 1S, 2S e 3S).

Avaliacao qualitativa da atividade antibiotica

Para ajudar a reduzir o universo de micro-organismos a serem
estudados, uma vez que a triagem utilizando provas metabdlicas re-
velou a presenca de regides associadas a PKS e NRPS na maioria das
linhagens, foram acoplados testes de atividade bioldgica. As linhagens
foram avaliadas com relacdo a atividade antibidtica por meio de testes
de inibi¢do em placa de agar.” O teste utiliza um meio de cultivo
apropriado para a difusdo dos metabdlitos exudados. Dentre as 13
cepas testadas, pode-se observar pelo teste de inibi¢do que B1, A19,
A23 e A30 apresentaram maior capacidade em promover a inibi¢do do
crescimento dos micro-organismos patogénicos. A linhagem padrio
utilizada para comparacio foi Streptomyces rimosus ATCC14827,
conhecida por produzir oxitetraciclinas e tetraciclina.?® Nesse ensaio
S. rimosus promoveu inibi¢do elevada dos organismos S. typhmurium,
E. coli e B. megaterium. Sabe-se que algumas cepas de S. rimosus
produzem o polieno antifiingico rimocidina, entretanto nao observou-
-se efeito sobre o crescimento de C. albicans. As linhagens A9 e A18
promoveram a inibicdo do crescimento dos patégenos testados apenas
em pequena extensdo.”” J4 as actinobactérias B1, A19, A23 e A30
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Tabela 1. Triagem por genes pks e nrps utilizando provas metabdlicas

da Cruz et al.

Quim. Nova

Linhagem Identificagio® PKS-I (KS + AT) PKS-I (KS) NRPS

Al Streptomyces sp -- + +
A3 Naio identificada -- + +
A4 Nio identificada -- + -
A9 Nocardia dassonvilei + + +

Al3 Streptomyces sp + +
Al4 Nocardia nova + + -
Al19 S. bicolor + + +
A30 S. cyaneus + + +
A23 S. wadayamensis + + +
Bl Streptomyces sp + + +
A21 S. cyaneus + + +
Al10 Streptomyces sp + + +
Al8 Streptomyces sp + + +
ATCC 10147 S. coelicolor -- -- +
NCIMB 11002 S. fradiae + + +
ATCC 14827 S. rimosus + + +

“Identificacdo das linhagens através da andlise do RNA 16S (Ref. 16).
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Figura 2. Fotodocumentagdo em gel de agarose (1,5%) da amplificagcdo
das regioes de 700 pb e 1200 pb correspondentes aos dominios A e KS-AT,
respectivamente, em um experimento de PCR multiplex. E possivel observar
que ambas as regioes sdo amplificadas com alta frequéncia (a ordem dos
organismos avaliados estd descrita na Tabela 1S)

promoveram inibi¢do do crescimento da levedura C. albicans, sendo
que B1 em maior extensdo (61%). A19, A23 e B1 foram também
ativas na inibi¢@o de Bacillus, enquanto a linhagem B1 promoveu a
inibigdo de Staphylococcus aureus (Tabela 2).

Analise dos clusters de PKS e NRPS para as linhagens B1, A19,
A23 e A30

Guiados por informacgdes de testes biolégicos, as linhagens
denominadas A19, A23, A30 e B1 foram selecionadas para andlise

de clusters. Os fragmentos gerados por PCR foram subclonados em
pCRblunt e transformados em E. coli DH50.. Alguns clones da biblio-
teca foram selecionados por PCR de coldnia e aps minipreparagio
os plasmideos foram encaminhados para sequenciamento.

A andlise de cluster pode ser utilizada para desreplicacdo me-
tabdlica uma vez que as informagdes da sequéncia sdo comparadas
aquelas depositadas em banco de dados (NCBI). Para todas as se-
quencias de nucleotideos obtidas foram feitas buscas em banco de
dados utilizando-se as ferramentas blastn e blastx, as quais permitem
avaliar a similaridade das sequéncias de nucleotideos com relagdo a
outras sequéncias de nucleotideos e também com rela¢do a uma base
de sequéncias ndo redundantes de proteinas. Foram considerados
apenas os hits gerados contendo 60-99% de identidade com relagdo
as sequencias depositadas em banco de dados, valores de cobertura
do alinhamento acima de 50% e e-values maiores que 1 x 10,

Andlises de PKS

A partir dos resultados de sequenciamento dos fragmentos
clonados correspondentes aos dominios de KS-AT inicialmente,
verificou-se a presenga de residuos conservados de cetossinta-
se-metilmalonila transferase, uma vez que os primers utilizados
amplificam a regides KS-AT relacionadas a incorporacio de su-
bunidades de propanoato. Os residuos conservados correspondem
a RVDVVXXXXXXXMXSXAxhW (sendo que x representa Arg,
Ser, Ala ou Glu e h um grupo hidrofébico) e GHSQG (Figura 3).%
Todas as sequéncias para PKS foram também analisadas no PKSDB

Tabela 2. Inibi¢do do crescimento das linhagens patogénicas em fungio da producio de metabdlitos com atividade antibidtica pelas actinobactérias endofiticas

Linhagem* Salmonella typhimurium Escherichia coli Bacillus megaterium Staphylococcus aureus Candida albicans
A9 <5% <5% <5% - <5%
Al8 <5% <5% <5% <5% <5%
A19 - 34% 39% - 27%
A30 - - -- - 39%
A23 8% -- 31% -- 45%
B1 - - 54% 41% 61%
S. rimosus 72% 55% 53% -- -
ATCC 14827

*As demais linhagens avaliadas ndo produziram inibi¢do consideravel.
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GHSQG

Figura 3. Residuos conservados de KS-AT que incorporam propanoato. Alinhamento gerado no programa Geneious'

e apresentaram correta organizac¢do de dominios (KS-AT). Os clones
considerados para as andlises posteriores foram E2 de Streptomyces
bicolor A19; B11, B12 e B43 de Streptomyces wadayamensis A23;
C12 de Streptomyces cyaneus A30; e D15 de Streptomyces sp B1.

Os resultados dos alinhamentos e possiveis metabodlitos asso-
ciados as sequéncias amplificadas relacionadas aos dominios KS-
AT estdo compilados na Tabela 3. As sequéncias amplificadas de
Streptomyces sp B1 conduziram a similaridade a outras genéricas
depositadas como PKSs do tipo I, ndo associadas a metabdlitos espe-
cificos. Ja para o micro-organismo A23, as sequéncias de nucleotideos
de 3 fragmentos apresentaram alta similaridade com o gene fscD de
Streptomyces FR-008, pertencente ao cluster de genes responsdvel
pela biossintese de um polieno andlogo a candicidina. Outros genes
homoélogos sdo nysA, amphA, pimS1 e canP2,” que estdo envolvidos
na biossintese de nistatina, anfotericina, pimaricina e candicidina.
Outras sequéncias avaliadas de A23 ndo estavam associadas a meta-
bdlitos discriminados. Observaram-se também altas similaridades a
sequéncias de dominios de KS envolvidas na biossintese de polienos
para clones dos micro-organismos A19 e A30.

A partir do alinhamento gerado em comparacdo ao NCBI, as
sequéncias com baixos pardmetros e-value envolvidas na biossintese
de metabdlitos conhecidos foram utilizadas para construir a arvore
de taxonomia metabdlica para cada um dos organismos (MS, Figuras
S5, S6 e S7). O método utilizado para estabelecer uma relagido de
filogenia foi o Neighbor Joining.

Para Streptomyces bicolor A19 pode-se observar a localizagio
das sequéncias referentes a dois dos fragmentos amplificados no
mesmo clado das proteinas FscB e FscD, participantes na biossintese
da candicidina. J4 para um fragmento representativo de Streptomyces
cyaneus A30 observa-se o clone C12 no mesmo clado da proteina
Bafll de Streptomyces lohhi, produtora da bafilomicina. Os clones
de S. wadayamensis A23 situaram-se nos mesmos clados que as
proteinas FscB e FscD. Esses resultados permitem observar que a
maior quantidade de sequéncias obtidas a partir do alinhamento uti-
lizando as ferramentas blastn e blastp, para as linhagens A19 e A23
estd relacionada a biossintese de policetideos poli€nicos, sugerindo
apossibilidade desses micro-organismos apresentarem em seu geno-
ma um cluster de genes semelhante e, portanto, ter o potencial para

produgdo desta classe quimica de metabdlitos. O mesmo raciocinio
se aplica para A30, um possivel produtor de bafilomicina ou molécula
estruturalmente andloga.

Andlises de NRPS

Para os dominios de adenilagdo em NRPSs sdo conhecidas 10 re-
gides conservadas que permitem verificar sua correta organizacdo: Al
(L(TS)YXEL); A2 (LKAGXAY (VL)P(LI)D); A3 (LAYxxYTSG(ST)
TGxPKG); A4 (FDxS); AS (NxXYGPTE); A6 (GELxLxGxG(VL)
ARGYL); A7 (Y(RK)TGDL); A8 (GRxDxQVKIRGxRIELGEIE);
A9 (LPxYM(IV)P) e A10 (NGK(VL)DR).* Em fun¢io da qua-
lidade das sequéncias geradas, os dominios de adenilacdo foram
avaliados somente para os micro-organismos Streptomyces sp Bl
e S. wadayamensis A23, além do organismo modelo Streptomyces
coelicolor ATCC 10147. Observou-se que os dominios de adenila¢do
amplificados pelos primers A3F e A7R (700 pb) contém as sequén-
cias conservadas denominadas por A3, A4, A5, A6 e A7 (Figura 4).

Os resultados dos alinhamentos comparativos utilizando-se as
ferramentas blastn e blastp e possiveis metabdlitos associados as se-
quéncias amplificadas relacionadas aos dominios de adenilagdo estdo
compilados na Tabela 4. Pode-se observar pelos resultados apresen-
tados que as sequencias amplificadas de Streptomyces wadayamensis
A23 apresentam elevada similaridade a gramicidina, actinomicina e
manopeptimicina,* enquanto Streptomyces sp B1 possui um cluster
de genes relacionado a produ¢@o do pigmento azul indigoidina.® De
maneira bastante interessante, ao cultivarmos o microrganismo B1 em
condi¢des especificas, em meio contendo farinha de soja e manitol
(SFM), observamos a producdo de uma coloragdo azul, certamente
relacionada a biossintese de indigoidina.

Similarmente, o alinhamento das sequéncias com baixos parame-
tros e-value em comparacio ao NCBI foi utilizado para construir a
arvore de taxonomia metabdlica para cada um dos organismos (MS,
Figuras 8S e 95).

A sequéncia de nucleotideos correspondente a indigoidina foi
traduzida e alinhada com proteinas do banco de dados do NCBIL.
Observou-se que esta possui uma identidade de 97% com a sinte-
tase de Streptomyces albus (Tabela 4), que também estd envolvida
na biossintese do metabdlito indigoidina.** Foi possivel observar

Tabela 3. Andlise de cluster para os fragmentos KS-AT amplificados a partir do genoma das linhagens de Streptomyces B1, A19, A23 e A30

A p p o . . Cobertura/
Sequéncia (PKS) Numero de acesso Andlogo a Metabdlito sugerido Proteina E-value Identidade (%)

A19-E2 AAQ82565 Streptomyces sp Polieno/candicidina FscB 7.29e-114 55/82
FR-008

A19-E5 AAQ82568 Streptomyces sp Polieno/candicidina FscD 2.75e-100 49/88
FR-008

A23-B11/B12 AAQ82568 Streptomyces sp Polieno/candicidina FscD 0 100/99
FR-008

A23-B43 AAQ82565 Streptomyces sp Polieno/candicidina FscB 5.78e-149 57197
FR-008

A30-C12 ADC79617 Streptomyces lohii Bafilomicina BafAll 0 100/84

B1-D15/D15_1 ACM78579 Streptomyces sp Type-I1 PKS 2.20e-131 48/96
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Figura 4. Residuos conservados de adenilagdo. Alinhamento gerado no programa Geneious
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Tabela 4. Andlise de cluster para os dominios de adenila¢ao amplificados a partir do genoma das linhagens de Streptomyces B1, A23 e S. coelicolor
Sequéncia (NRPS)  Numero de Acesso Andlogo a Metabolito sugerido Proteina E-value Cobertura /
q ¢ & Identidade (%)
A23-A19/A1/A13/ HMO038106.1/ Streptomyces anula- Actinomicina/Grami-  Acm/LgrC-LgrB 2e-127/5e-83 100/87
A239/A29 ZP_04702856.1 tus/albus cidina (gramicidin like) 93/74
A23- 7ZP_0658914.9 S. albus J1074 - Proteina hipotética 2.60 e-137 81/100
19/45/34/18/19/35
A23-30 ZP_0659158.6 S. albus J1074 - ATP-dependente 5.17e-117 82/79
valina adenilase
A23-37 ZP_06591587 S. albus J1074 - NRPS 1.17e-120
A23-236 AAU34203 S. hygroscopicus Manopeptimicina MppB 1.92¢-87 72/68
SC-3/27 NP_627444 S. coelicolor A3(2) CDA CDA peptideo 2.16e-142 84/95
sintetase
SC-2/19/25/29/32/35 Todas relacionadas a genes nrsp genoma de S.coelicolor
B1-13/17 ZP_06589410.1 Streptomyces albus indigoidina Sintetase de 5.40e-139 97/90

J1074

pigmento azul

também, em menor grau, similaridade com sequéncias de micro-or-
ganismos de outros géneros tais como Renibacterium salmoninarum,
Rhodobacterales, Vogesella indigofera e Erwinia chrysanthemi, que
também estdo envolvidas com a biossintese da indigoidina (IndC-like
protein — Figura 4S).

Ja as sequéncias de nucleotideos relacionadas aos dominios
de adenilacdo presentes nos clones provenientes de A23 (A19/A1/
A13/A239/A29) foram traduzidas e o alinhamento dos aminod-
cidos mostrou uma cobertura de 100% com a proteina LgrC de
Streptomyces albus J1074. Na arvore de taxonomia metabdlica essas
sequéncias aparecem no mesmo clado que a proteina LgrC de 3388
aminodcidos envolvida na biossintese da gramicidina, (representada
pela cor azul na drvore, MS, Figura 9S), um pentadecapeptideo que
contém aminodcidos D e L em sua estrutura (HCO-L-Val-Gly-L-
Ala-D-Leu-L-Ala-D-Val-L-Val-D-Val-L-Trp-D-Leu-L-Trp-D-Leu-
L-Trp-D-Leu-L-Trp-NHCH,CH,OH) biossintetizado por algumas
linhagens de Streptomyces e também encontrado em culturas de
Bacillus brevis.»

Utilizando a Ferramenta NRPS predictor2 (www.nrps.informatik.
uni-tuebingen.de),* fez-se uma anélise dos dominios de adenilagdo
amplificados relacionados a producdo de gramicidina em A23 e in-
digoidina em B1. Pode-se observar que estes dominios apresentam
os aminodcidos conservados em regides especificas e sdo respon-
sdveis pela incorporagdo de D-valina e glutamina, respectivamente
(Tabela 5).

Consideracdes sobre o método de desreplicacio metabolica
utilizando primers degenerados

Como os primers utilizados sdo degenerados e permitem o
anelamento em diversas regides do genoma, esperava-se obter

Tabela 5. Previsao dos aminodcidos incorporados pelos dominios relacionados

amplificagdes de diferentes localidades associadas aos dominios de
adenilacio no caso de NRPS ou cetossintase-metilmalonila transfe-
rase no caso de PKS. Ao contrdrio, o sequenciamento mostrou que a
maior parte das sequéncias de nucleotideos amplificados era idéntica
(Figura 10S). Esta € uma falha associada a metodologia de triagem
que revela uma tendéncia a amplificac@o de determinadas sequéncias
em detrimento de outras, o que mostra que o método nio € abrangente
para revelar o verdadeiro potencial bosssintético dos micro-organis-
mos avaliados. Portanto, estudos de produgéo de metabdlitos a partir
de seu cultivo em meios de produ¢do com fontes diversificadas de
nutrientes continuam sendo necessarios. Uma alternativa aos cultivos
envolve o sequenciamento completo do genoma das linhagens eleitas
como promissoras, o que permite a avaliacio do potencial global para
a producdo de metabdlitos secunddrios a partir da anotag@o dos genes,
possibilitando ainda direcionar os estudos na busca por metabdlitos
ndo produzidos nas condicdes de cultivo e a obtencio de compostos
possiveis candidatos a firmacos com mais agilidade.®

CONCLUSAO

Neste trabalho descrevemos o emprego de provas metabdlicas
como metodologia de triagem para avaliar o potencial para a produ-
¢do de policetideos e peptideos ndo-ribossomais em actinobactérias
isoladas de Citrus reticulata. A metodologia agrega ferramentas de
biologia molecular e taxonomia metabdlica tendo como objetivo
facilitar a identificacdo de linhagens promissoras em um grupo de
micro-organismos.

Os dados apresentados evidenciam que actinobactérias endofiticas
de Citrus reticulata apresentam significante potencial para a produgio
de compostos bioativos da classe dos policetideos e peptideos ndo-
-ribossomais. Os altos niveis de deteccdo de genes relacionados a

a gramicidina em A23 e indigoidina em B1 utilizando NRPSpredictor2

235 235 239 278 299 301 322 303 313 517 AA
LgrC (D1) D A Y T w G \% T F K D-Val
LgrC D A Y K w G \% T F K D-Val
A23-A1 D A Y F w G A% T F K D-Val
Blue pigment synthetase D A w Q F G L 1 N Gln
B1-13/17 D A N Q F G L I N K Gln
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biossintese de PKS-I, PKS-II e NRPS confirmam a ampla distribui¢do
dessas sequéncias neste filo.

A partir da andlise de clusters foi possivel classificar as sequéncias
representativas como participantes da biossintese de alguns grupos
especificos de metabdlitos (p. ex. polieno).

A ocorréncia de sequéncias de PKSs e NRPSs ndo associadas
a metabolitos identificados sugere a capacidade das linhagens em
produzir metabdlitos cujos grupamentos de genes participantes das
vias metabdlicas ainda ndo sdo conhecidos ou ainda ndo encontram-se
incorporados a base de dados. O uso de provas metabdlicas como
ferramenta de triagem apresenta-se, portanto, como uma alternativa
a ser acoplada as triagens convencionais na busca por novos produtos
naturais e como metodologia para desreplicacéo.

Percebe-se que a andlise por PCR tem a limitacio de subestimar
a diversidade e detectar etapas irrelevantes. Ainda assim, os dados
obtidos demonstram que o potencial metabélico das linhagens me-
rece ser estudado, uma vez que actinobactérias carregam um arsenal
biossintético tinico que continua a direcionar a busca por novas
substancias bioativas para diversas aplicacdes. Os resultados também
evidenciam que as triagens convencionais aplicadas ao acesso da di-
versidade microbiana possuem limitagdes. Nesses casos, abordagens
complementares podem ser utilizadas para direcionar as pesquisas
voltadas para os produtos naturais microbianos.

MATERIAL SUPLEMENTAR

Algumas imagens dos sistemas utilizados neste trabalho estio
disponiveis em http://quimicanova.sbq.org.br, na forma de arquivo
PDF, com acesso livre.
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