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RESUMO

Os metabolitos secundarios produzidos pelas bactérias constituem um rico repertdrio quimico e
tém sido amplamente aplicados na medicina, agricultura, industrias cosméticas e alimenticias. Os
avancos nas analises multi-Omicas contribuem para compreensao da complexidade bioquimica. A
Amazonia ¢ considerada uma importante fonte de biodiversidade. No entanto, poucos estudos
foram realizados para descrever as comunidades microbianas dos habitats amazdnicos, € menos
ainda foram realizados para explorar o potencial biotecnolégico dos produtos naturais sintetizados
por essas comunidades microbianas. Diante disto, nosso estudo teve como objetivo isolar bactérias
de solo amazonico e analisar o potencial biossintético na produgdo de metabdlitos secundarios. Foi
utilizada uma abordagem multi-6mica baseada na mineracdo do genoma e na metabolomica nao
direcionada. Foram selecionadas cepas pertencentes ao filo Actinobacteria e/ou que apresentassem
atividade inibitoria durante o isolamento. O sequenciamento do gene 16S rRNA classificou as
cepas ACTO015, ACTO016 e FIR094 nos géneros Streptomyces, Rhodococcus e Brevibacillus,
respectivamente. Um total de 33, 17 e 14 BGCs foram encontrados no genoma de Streptomyces sp.
ACTO15, Rhodococcus sp. ACTO16 e Brevibacillus sp. FIR094, respectivamente. Diversas vias
enzimaticas foram detectadas, incluindo BGCs que produzem antibidticos e compostos
antitumorais. No entanto, um total de 40 BGCs (62,5%) foram relacionados a metabolitos com
funcdo desconhecida. Ao aplicar a abordagem OSMAC (uma cepa, muitos compostos) para o
cultivo de cepas, a investigacdo metabolomica ndo direcionada revelou uma miriade de metabolitos
produzidos por essas cepas em condi¢des de laboratorio. Streptomyces sp. ACTO15 produziu
muitos metabolitos de diferentes classes nos meios ISP2 e A1, enquanto Rhodococcus sp. ACT016
apresentou maior produ¢do em Al e TSB, e Brevibacillus sp. FIR094 em meio minimo R2A.
Nossos dados demonstraram uma vasta diversidade quimica inexplorada em bactérias isoladas de
regides conservadas da Amazdnia. A abordagem multi-Omica foi eficaz na descricdo do
metabolismo secundario dos isolados e na prospeccao de BGCs de interesse biotecnoldgico para

estudos futuros.

Palavras-chave: Metabolismo secundario; agrupamentos de genes biossintéticos; metabolomica

ndo direcionada; Streptomyces; Rhodococcus; Brevibacillus.



ABSTRACT

The secondary metabolites produced by bacteria constitute a rich chemical repertoire and have
been widely applied in medicine, agriculture, cosmetic and food industries. Advances in multi-
omics analyzes contribute to understanding biochemical complexity. The Amazon is considered an
important source of biodiversity. However, few studies have been carried out to describe the
microbial communities of Amazonian habitats, and even fewer have been carried out to explore
the biotechnological potential of natural products synthesized by these microbial communities.
Therefore, our study aimed to isolate bacteria from Amazonian soil and analyze the biosynthetic
potential in the production of secondary metabolites. A multi-omics approach based on genome
mining and untargeted metabolomics was used. Strains belonging to the Actinobacteria phyla
and/or that presented inhibitory activity during isolation were selected. Sequencing of the 16S
rRNA gene classified strains ACTO15, ACT016 and FIR094 into the genera Streptomyces,
Rhodococcus and Brevibacillus, respectively. A total of 33, 17 and 14 BGCs were found in the
genome of Streptomyces sp. ACTO015, Rhodococcus sp. ACT016 and Brevibacillus sp. FIR094,
respectively. Several enzymatic pathways have been detected, including BGCs that produce
antibiotics and antitumor compounds. However, a total of 40 BGCs (62.5%) were related to
metabolites with unknown function. By applying the OSMAC (one strain many compounds)
approach for strain cultivation, untargeted metabolomics investigation revealed a myriad of
metabolites produced by these strains under laboratory conditions. Streptomyces sp. ACT015
produced many metabolites of different classes in ISP2 and Al media, while Rhodococcus sp.
ACTO016 showed higher production in A1 and TSB, and Brevibacillus sp. FIR094 in R2A minimal
medium. Our data demonstrated a vast unexplored chemical diversity in bacteria isolated from
conserved regions of the Amazon. The multi-omics approach was effective in describing the
secondary metabolism of isolates and in prospecting BGCs of biotechnological interest for future

studies.

Keywords: Secondary metabolism; Biosynthetic gene clusters; Untargeted metabolomics;

Streptomyces; Rhodococcus; Brevibacillus.
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1 INTRODUCAO

1.1 BIODIVERSIDADE AMAZONICA

11

A Amazonia Legal abrange cerca de 5 milhdes de quildmetros quadrados, dos quais 84%

estdo dentro do territério brasileiro (Figura 1). A biodiversidade da Amazodnia estd distribuida em

diferentes ambientes representados por floresta de terra firme, floresta de igap6 e varzeas, tornando

o Brasil um dos paises com maior biodiversidade do planeta. Ha areas de florestas mais

conservadas, areas em transi¢ao e areas convertidas. Essa imensa diversidade de formas de vida

fornece recursos genéticos unicos, adaptacdes e fungdes ecologicas que contribuem globalmente

em diversos ecossistémicos (GUAYASAMIN et al., 2021).

Figura 1: Representacdo geografica da Amazonia Legal brasileira
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A biodiversidade amazdnica ¢ amplamente reconhecida como um tesouro medicinal e o
maior dispensario de medicamentos do mundo (MCCHESNEY; VENKATARAMAN; HENRI,
2007). Os principios ativos encontrados em diversas fontes, como extratos de plantas e derivados,
sdo reconhecidos mundialmente. Dentre esses exemplos, destaca-se o 6leo de copaiba, extraido da
copaibeira (Copaifera langsdorffii) originaria da Amazonia brasileira e conhecido por suas
propriedades anti-inflamatdrias e cicatrizantes (OLIVEIRA et al., 2020); e o jaborandi (Pilocarpus
microphyllus), tradicionalmente utilizado para tratar tilceras na boca, resfriados e gripe. O interesse
nas propriedades quimicas do jaborandi permitiu a descoberta do alcaloide imidazol, a partir de
sais de pilocarpina extraidos das folhas da planta, e empregado na fabricacdo de um colirio
recomendado para o controle do glaucoma (SKIRYCZ et al., 2016).

Uma parte significativa dos medicamentos atualmente em uso clinico sdo de origem
natural. No entanto, a exploracdo extensiva de plantas medicinais na busca por novos
medicamentos levou a preocupagdo com a possivel ameaga ou até mesmo extingdo dessa flora
(VOLENZO; ODIYO, 2020). Um exemplo que representa esta limitacdo da descoberta de drogas
a partir de produtos naturais ¢ o Paclitaxel (Taxol), um medicamento quimioterapico utilizado no
tratamento de canceres de mama, ovario e pulmao, e desenvolvido a partir do extrato das cascas da
arvore do teixo-do-pacifico (Taxus brevifolia). A arvore de teixo tem desenvolvimento lento e sdo
necessarias cerca de 3.000 arvores para obtencdo de 1 kg deste composto, tornando o processo
insustentavel do ponto de vista econdmico e ambiental (JUNJUA et al., 2015).

Diante desse cenario, a busca por outras fontes de descoberta de farmacos tornou-se
essencial. Entre os modelos promissores estdo as bactérias ambientais, que poderiam ser fontes de
bioprospec¢ao de produtos naturais com caracteristicas unicas como moléculas ou modelos de
medicamentos (SCHNEIDER, 2021). A microbiota associada a Amazonia ¢ abundante,
considerando que toda a cobertura vegetal natural do solo estd cheia de microrganismos
colonizando hospedeiros e outros microhabitats como agua e animais (PEREIRA et al., 2017).
Além disso, os microrganismos podem ser manipulados com facilidade, tanto fisicamente quanto
geneticamente, para a descoberta e desenvolvimento de produtos naturais (ELSEBAI; TEJESVI;
PIRTTILA, 2014). Apesar do enorme patrimdnio genético, pouco se sabe sobre a diversidade
microbiana da Amazodnia e suas relagdes ecologicas (PEREIRA et al., 2017). O conhecimento das

espécies que compdem os ecossistemas da Amazonia ¢ fundamental para uma melhor compreensao
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das suas fung¢des e das propriedades que surgem das interagdes entre as espécies amazonicas € seus
ambientes (MALHI et al., 2008).

A biodiversidade ¢ comumente citada como um importante ativo comercial, pois varios
produtos naturais tém potencial para diferentes aplicagdes, incluindo a descoberta de novos
medicamentos. Segundo a Organizagdo das Nagdes Unidas para Agricultura e Alimentagdo (FAO),
bioeconomia ¢ a produgdo, utilizacdo e conservacdo de recursos biologicos, incluindo os
conhecimentos relacionados, ciéncia, tecnologia e inovagdo, para fornecer informagoes, produtos,
processos e servicos em todos os setores econdmicos, visando uma economia sustentavel (FAO,
2021).

No Brasil, a bioeconomia também tem sido um importante objeto de estudos por diversas
instituicdes. Estruturas criadas em 2021, como o Observatdrio de Conhecimento e Inovagdo em
Bioeconomia, da Fundagdo Gettlio Vargas (FGV), e o Observatorio de Bioeconomia, do Centro
de Gestao e Estudos Estratégicos (CGEE), tém promovido diversos eventos sobre o tema na
Amazodnia. Além disso, a elaboragdo de produtos biotecnologicos baseados na biodiversidade exige
uma discussdo sobre os direitos de propriedade intelectual. Nesse contexto, em 2015 o governo
brasileiro promulgou a Lei n® 13.123 estabelecendo disposi¢des para o acesso ao patrimonio
genético, que trata do compartilhamento de beneficios visando a conservagao e uso sustentavel da
biodiversidade. A lei resultou na criacdo do Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio Genético e
Conhecimento Tradicional Associado, conhecido como SisGen. A implementacao desse arcabouco
busca criar um ambiente favoravel ao desenvolvimento de produtos derivados da biodiversidade
brasileira, garantindo direitos a todos os envolvidos (CASTRO BRAGA, 2021).

A biodiversidade amazonica e a bioeconomia convergem para o desenvolvimento de uma
economia de base bioldgica e sustentavel, utilizando biotecnologia e inovagao para criar produtos,
processos e servicos em diversas industrias, como a quimica, farmacéutica e cosmética. Um dos
principais objetivos dessa estratégia ¢ a substituicdo de insumos industriais, agrotoxicos e
combustiveis fosseis por matérias-primas de origem bioldgica. Essa abordagem ¢ amplamente
apoiada pelo Ministério da Ciéncia, Tecnologia e Inovagdes (MCTI), Confederagdo Nacional da
Industria (CNI), Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria (EMBRAPA) e Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA). Assim, espera-se que o setor produtivo seja
incentivado a explorar e desenvolver produtos a partir da rica biodiversidade nacional (YANG et

al., 2021).
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1.2 METABOLITOS SECUNDARIOS BACTERIANOS

O metabolismo pode ser definido como a soma de todas as rea¢des bioquimicas realizadas
por um organismo. Os metabdlitos sdo os intermedidrios e produtos do metabolismo e geralmente
sdo restritos a pequenas moléculas. Diferentes dos metabdlitos primarios, que sdo essenciais para
a viabilidade do organismo produtor, os metabdlitos secundarios sdo moléculas heterogéneas nao
essenciais, mas que conferem diversas vantagens adaptativas e competitivas (CRANEY; AHMED;
NODWELL, 2013). Estas substancias podem ser sintetizadas de maneira especifica por espécies
ou géneros individuais, impulsionadas por razdes fisiologicas, como enzimas degradativas, ou por
estratégias predatorias especificas, como toxinas e antibioticos (O’BRIEN; WRIGHT, 2011).

Em 1929, a descoberta da penicilina a partir do fungo Penicillium notatum marcou o inicio
de uma era revoluciondria conhecida como “Era de Ouro dos Antibidticos”. Isto ndo apenas
transformou a medicina, como intensificou a busca por outros microrganismos como fontes
promissoras de agentes bioativos. Nesse periodo, varias classes de medicamentos foram
desenvolvidas, como as cefalosporinas, tetraciclinas, aminoglicosideos, macrolideos, quinolonas e
as sulfonamidas (CRAGG; NEWMAN, 2013).

Metabolitos secundarios sdo codificados por agrupamentos de genes biossintéticos (BGC,
do inglés Biosynthetic Gene Cluster), que compreendem conjuntos génicos localmente agrupados
que, além do gene de biossintese principal, possuem genes para regulacdo, transporte e resisténcia
(Figura 2). O tamanho dos BGCs varia dependendo da complexidade e da maquinaria biossintética
do produto da via. A maioria dos BGCs identificados nos genomas das bactérias estao silenciados
ou cripticos em condi¢cdes normais de laboratorio e, portanto, tornaram-se os principais alvos na

exploragdo da diversidade quimica de microrganismos (PETTIT, 2011).

Figura 2: Representacdo esquematica da estrutura de agrupamentos de genes biossintéticos
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Embora a diversidade de metabdlitos secunddrios seja enorme, as enzimas biossintéticas
sdo altamente conservadas. Entre as principais classes estdo as sintetases peptidicas ndo
ribossomais (NRPS — do inglés Nonribosomal Peptide Synthetase) e as sintases de policetideos
(PKS —do inglés Polyketide Synthase) (CRAGG; NEWMAN, 2013). Os dominios enzimaticos sao
frequentemente usados como alvos na investigacdo de BGCs de NRPS e PKS, e sua abundancia
no genoma pode ser um indicador do potencial biossintético dos microrganismos (REDDY et al.,
2012).

A presenga de enzimas NRPS foi relatada nos trés dominios da vida. No dominio das
bactérias, os filos Proteobacteria, Actinobacteria, Firmicutes e Cyanobacteria possuem maior
abundancia dessas enzimas (WANG et al., 2014a). As NRPSs foram descobertas em 1950 em
estudos sobre biossintese de tirocidina e gramicidina, quando foi observada que sua a sintese ¢
independente da maquinaria ribossomal. Desde entdo, anélises enzimoldgicas de NRPS continuam
a ser de interesse significativo para o desenvolvimento de novos medicamentos, dadas as suas
inumeras aplicagdes, incluindo antimicrobianas (vancomicina e bacitracina), imunossupressoras
(ciclosporina) e antitumorais (bleomicina) (IACOVELLI; BOVENBERG; DRIESSEN, 2021).

A arquitetura modular das NRPSs, composta por grupos repetidos de dominios cataliticos
facilita a instalagdo de diversos monémeros durante a montagem da cadeia (IZORE et al., 2021).
No entanto, enzimas NRPS nao modulares sdo encontradas em vias biossintéticas de sideroforos,
como EntE e VibH na enterobactina ou como uma proteina portadora de peptideo independente,
como BImI da bleomicina (CROSA; WALSH, 2002; MARTINEZ-NUNEZ; LOPEZ, 2016).

Em um modulo minimo de extensdo de cadeia, o dominio de adenilagcdo (A), dependente
de ATP (adenosina trifosfato), ativa e seleciona os blocos de constru¢do de aminoacidos, transfere
a molécula para o dominio da proteina carreadora de peptideo (PCP) no qual ocorre a catalise da
ligacao peptidica pela agdo do dominio de condensagdo (C) e o esqueleto ¢ liberado da enzima pela
acdo do dominio tioesterase (TE), presente no modulo de terminagio (Figura 3) (SUSSMUTH;
MAINZ, 2017). A sintese prossegue em uma dire¢cao N- para C-terminal, produzindo peptideos
que geralmente tém cerca de 3 a 15 aminoacidos de comprimento, e os peptideos liberados podem

ser lineares, ciclicos ou ramificados (MOOTZ; SCHWARZER; MARAHIEL, 2002).
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Figura 3: Representacdo esquematica da biossintese de NRP
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As PKSs sdo responsaveis pela produciao de produtos naturais significativos na clinica
médica, como doxorrubicina, antraciclina, eritromicina e tetraciclina (DAS; KHOSLA, 2009). A
biossintese inicia com a transferéncia de um grupo acil (A-CoA) na proteina transportadora de acil
(ACP) catalisada pelo dominio acil-transferase (AT) para a cetossintase (KS). As PKS II possuem
dois dominios KS (KSa e KSB), que alongam a cadeia de carbono por condensagdo e modificam
estruturas de policetideos por dominios adicionais, como dominios cetoredutase (KR), desidratase
(DH) e enoilredutase (ER). Por fim, o dominio tioesterase (TE) hidrolisa a cadeia de policetideo

do dominio ACP para terminar o alongamento (Figura 4) (WANG et al., 2020).
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Figura 4: Representacdo esquematica da biossintese de PK
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Apesar do processo de sintese semelhante, as PKSs sdo classificadas em PKS tipo I, [T e
I (PIEL, 2010). As PKS tipo I sdo peptideos multifuncionais com dominios lineares e fundidos,
usados repetidamente para catalisar varias rodadas de alongamento (KEATINGE-CLAY, 2012);
as PKSs Tipo II s3o complexos multienzimaticos compostos de proteinas monofuncionais
independentes. Cada enzima realiza uma fung¢do especifica, como a condensag¢do de unidades
acilicas (HERTWECK et al., 2007); e as PKS tipo III s3o mais simples em termos de estrutura,
consistindo em mondmeros individuais ou pequenos complexos. Elas sdo frequentemente
representadas por proteinas homodiméricas (SHIMIZU; OGATA; GOTO, 2017). Essas distin¢des
refletem estratégias adaptativas nos microrganismos para sintetizar policetideos, proporcionando
diversidade de produtos quimicos (DAS; KHOSLA, 2009; RIDLEY; LEE; KHOSLA, 2008).

Nas ultimas décadas, avangos em pesquisas biossintéticas e enzimologicas contribuem
para a identificag@o de classes adicionais de produtos naturais. Entre essas classes destacam-se os
terpenos e peptideos sintetizados por ribossomo e modificados pés-traducdo (RiPP, do inglés

Ribosomally Synthesized and Posttranslationally Modified Peptide) (ARNISON et al., 2013b).
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A diversificagdo evolutiva das vias biossintéticas dos terpenos levou a formagao de uma
das classes de metabolitos especializados mais extensa e estruturalmente variada. Geralmente sdo
considerados metabdlitos vegetais ou fungicos, embora hoje se saiba que genes que codificam
terpenos sintases mostraram ser amplamente distribuidos em bactérias e representam uma
importante fonte para a descoberta de novos produtos naturais (YAMADA et al., 2015).
(HELFRICH et al., 2019).

A nomenclatura dos terpenos ¢ baseada no nimero de unidades de carbono, que compdem
seus esqueletos: monoterpeno (C10), sesquiterpeno (C15), diterpeno (C20) triterpeno (C30),
tetraterpeno (C40) e politerpeno (> C40) (WANG et al., 2013). Esses compostos desempenham
papéis tanto no metabolismo primario quanto no secunddrio, incluindo esteroides (colesterol),
vitaminas (A, D, E e K), aromas e fragrancias (mentol, limoneno e pineno), hormoénios vegetais
(giberelinas) e pigmentos fotossintéticos (clorofila), além de farmacos importantes (Taxol e
artemisinina) (RUDOLF et al., 2021). Em estreptomicetos, ¢ comum a detec¢do de terpenos
odoriferos volateis, como a geosmina, o 2-metilisoborneol (2-MIB) e a albaflavenona (WILKINS;
SCHOLLER, 20009).

A terpeno sintetase (TPS) ¢ a enzima que catalisa a formacao de terpenodides. Com base
nas diferencas nas sequéncias de aminoacidos, a familia de genes TPS pode ser dividida em sete
subfamilias: TPS-a, TPS-b, TPS-c, TPS-d, TPS-e/f, TPS-g e TPS-h. Baseado em suas estruturas e
mecanismos cataliticos, os TPS podem ser divididas em duas categorias (Classe I e Classe II). A
classe I consiste em terpenos sintases dependentes da ionizagdo, € a perda de grupos pirofosfato no
substrato depende da sinergia de ions metélicos, como Mg2+ e Mn2+; e a classe Il sdo terpenos
sintases dependentes de protons (LI et al., 2023).

A via biossintética dos terpenos ¢ dividida em trés etapas: (i) inicia pela formagao dos
precursores difosfato de isopreno (IPP) e seu isomero dimetilalil difosfato (DMAPP) a partir da
via do acido mevalénico (MVA) ou via de metileritritol-4-fosfato (MEP), (ii) a condensacao de
IPP ¢ DMAPP produz difosfato de geranilo (GPP), o precursor do monoterpenoide; a adi¢do
sucessiva de IPP ou DMAP resulta na formagao de precursores de sesquiterpenoide e diterpendide,
que sdo farnesil difosfato (FPP) e geranilgeranil difosfato (GGPP); duas moléculas de FPP e GGPP
sdo, respectivamente, condensadas para formar esqualeno e fitoeno, os precursores do triterpenoide

e do tetraterpendide (iii) por fim, esses precursores linearizados podem sofrer ciclizagdes ou pos-
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modifica¢des (oxidacdo, acetilagdo), fornecendo terpenos com varias estruturas, propriedades
quimicas complexas e caracteristicas funcionais unicas (WANG; QUAN; XIAO, 2019).

Os peptideos sintetizados por ribossomo e modificados pds-traducdo (RiPPs) compdem
um grupo de produtos naturais estruturalmente diversos e despertou o interesse por apresentar
potentes atividades bioldgicas e baixa complexidade genética associada a biossintese tornando-os
excelentes candidatos para aplica¢des na biologia sintética (ORTEGA; VAN DER DONK, 2016).
Com base em suas maquinas biossintéticas e caracteristicas estruturais, os RiPPs sdo agrupados em
subfamilias, como os lantipeptideos, peptideos lineares contendo azol (LAP), cianobactinas,
tiopeptideos, microcinas e peptideos lago (ARNISON et al., 2013a).

A biossintese de RiPP inicia com a producdo de um peptideo precursor (20 — 110 aa),
codificado por um gene estrutural, contendo uma sequéncia peptidica lider N-terminal, que possui
regides de reconhecimento por enzimas modificadoras pés-traducionais, € uma regido central C-
terminal que ¢ o local onde ocorrem as modificacdes pds-traducionais, como macrociclizagdo,
modificacdo da espinha dorsal da amida e epimerizacdo. Ao final, o peptideo lider ¢ removido por
clivagem proteolitica para a maturacdo do composto maduro (Figura 5) (LEE; VAN DER DONK,
2022).

Figura 5: Representacdo esquematica da biossintese de RiPP
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A maioria dos genes biossintéticos (BGCs) de RiPPs em genomas microbianos estdo
inativos sob condi¢des de cultura laboratorial. A mineracdo gendmica e a engenharia biologica
permitiram acessar informacgdes cruciais para a descoberta e desenvolvimento de compostos RiPP
anteriormente desconhecidos (LI; DING; ZHANG, 2024). Um exemplo na descoberta de novos
RiPPs ¢ a darobactina A. Este composto foi inicialmente identificado por meio de uma estratégia
guiada pela bioatividade, e muitos de seus analogos e derivados foram posteriormente identificados
por abordagens de mineragdo e engenharia do genoma (IMAI et al., 2019). A partir da mineragao
gendmica por sequéncias de aminoacidos das partes centrais de peptideos precursores, também foi
possivel identificar um BGC previsto para LAP no genoma da bactéria Rhizobium Pop5, que
posteriormente teve seu produto sintetizado, caracterizado e denominado fazolicina (PHZ — do
inglés, Phazolicin), um peptideo que exibe atividade antibacteriana de espectro estreito contra
bactérias simbioticas de leguminosas (TRAVIN et al., 2019). Curiosamente, PHZ, usa dois
transportadores diferentes, BacA e YejABEF, para entrar nas células de uma bactéria simbidtica,
Sinorhizobium meliloti. Isto reduz a probabilidade do aparecimento de mutantes resistentes a PHZ.
Como esses transportadores também sdo cruciais para as associagdes simbidticas de S. meliloti com
plantas hospedeiras, a sua transcri¢do permanece ativa, tornando PHZ um potencial candidato ao
desenvolvimento de agentes de biocontrole para a agricultura (TRAVIN et al., 2023).

O metabolismo secundério microbiano ¢ fortemente influenciado pelas vias regulatérias,
que geralmente sdo identificadas e confirmadas através de manipulagdes genéticas, como mutagdes
pontuais, que afetam a sintese de seus produtos. Apesar da auséncia de uma rede regulatoria
universal, hd mecanismos compartilhados entre espécies ou géneros, como a regulacio especifica
por BGCs (ativacdo ou repressao) ou reguladores pleiotrdpicos, que controlam simultaneamente a
expressdo de varios BGCs (CRANEY; AHMED; NODWELL, 2013). As moléculas de sinalizacao
butirolactonas sdo produzidas por muitos estreptomicetos e seus efeitos podem ser especificos ou
globais. Em Streptomyces griseus, por exemplo, atua como regulador global durante a esporulacao;
enquanto em S. avermitilis, atua especificamente na producao das avermectinas (HORINOUCHI,
2002; KITANI et al., 2011).

Os genes responsaveis por fornecer resisténcia e transportar os metabolitos secundérios
para fora das células também estdo agrupados dentro de BGCs. Quando o produto da via ocasiona
dano contra o hospedeiro produtor, genes de resisténcia para esse metabolito especifico podem ser

codificados no /locus gendmico. Da mesma forma, os genes que codificam bombas de efluxo, como
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o cassete de ligacdo ao ATP (ABC), também sdo responsaveis pela redug¢do da toxicidade e dos
efeitos de inibigdo (MARTIN; CASQUEIRO; LIRAS, 2005).

As recentes descobertas sugerem que ainda hé um extenso reportério de produtos naturais
microbianos a serem explorados. Essas moléculas, selecionadas pela evolugao ao longo do tempo,
tém sido adotadas em diversos ambitos industriais, refletindo sua importancia além do ecologico.
A exploragdo de novos ambientes e as complexas interagdes entre microrganismos e seus produtos
naturais oferece uma oportunidade de recursos inéditos. A compreensdo desses detalhes promete
expandir nosso conhecimento sobre biodiversidade e sua aplicagdo em diversas areas (O’BRIEN;

WRIGHT, 2011).

1.3 TECNOLOGIAS NA DESCOBERTA DE PRODUTOS NATURAIS BACTERIANOS

Os produtos naturais a partir de bactérias, fungos e plantas sdo considerados a principal
fonte das classes de medicamentos clinicamente aprovados. Devido aos seus papéis em varios
contextos ecologicos, esses compostos naturais possuem estruturas especializadas e otimizadas
para agir seletivamente a alvos celulares, especialmente proteinas (BREINBAUER; VETTER;
WALDMANN, 2002). Durante anos, medicamentos derivados de bactérias foram desenvolvidos
por triagens tradicionais guiadas pela bioatividade. Apesar de diversos produtos bem-sucedidos,
essa abordagem perdeu espago na descoberta de novos medicamentos, principalmente por baixo
rendimentos na titulacdo e redescobertas de compostos (THAKER et al., 2013).

Com os primeiros sequenciamentos de genomas bacterianos, que incluiram os genomas
de Streptomyces coelicolor e S. avermitilis, tornou-se evidente o potencial em produzir uma
variedade muito maior de metabolitos secundarios do que os obtidos em condi¢gdes padrdo de
laboratério, reacendendo o interesse em expandir os esfor¢os baseados em produtos naturais
(BALTZ, 2019). Simultaneamente ao desenvolvimento em tecnologias de sequenciamento, foram
desenvolvidos novos métodos, algoritmos e ferramentas computacionais para otimizar o uso das
informagdes genomicas adquiridas (SCHERLACH; HERTWECK, 2021).

A mineragdo gendmica abrange andlises de informaticas a partir de dados genomicos,
incluindo montagem e anota¢ao do genoma, identificacdo de BGCs, previsao de estruturas e analise
gendmica comparativa para identificar similaridades e diferencas entre organismos (VAN DER
HOOFT et al., 2020). A abordagem classica de mineracdo ¢ por vias biossintéticas. Diversas

ferramentas foram desenvolvidas para a identificacdo de BGCs em sequéncias genOmicas. O
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antiSMASH ¢ a plataforma mais abrangente para detectar e caracterizar aglomerados de genes
biossintéticos (BGCs) em arqueias, bactérias e fungos, com auxilio do banco de referéncia MIBiG
(do inglés, Minimum Information about a Biosynthetic Gene Cluster). O principal alvo de
mineracdo desta ferramenta sdo enzimas biossintética conservadas das linhas de montagem
molecular, como os peptideos sintases ndo ribossémicas (NRPS) e policetideos sintases (PKS)
(ALBARANO et al., 2020; BLIN et al., 2023; KAUTSAR et al., 2019).

Apesar de abordagens direcionadas a vias biossintéticas apresentarem novidades valiosas,
ao longo dos anos diferentes estratégias de mineragao também surgiram com o intuito de validar
novos candidatos a BGCs, como a mineragdo comparativa de genomas, que prever funcdes
enzimaticas em grande escala no contexto gendmico (RUDOLF; YAN; SHEN, 2016); a mineracao
baseado em filogenia, por meio de arvores filogenéticas para inferir a novidade e o potencial de
metabolitos secundérios de dados genéticos bacterianos (ZIEMERT et al., 2012); a mineragao
baseada em resisténcia, a partir do fato que bactérias produtoras de compostos antibidticos
precisam desenvolver mecanismos resistentes (TANG et al., 2015); e a mineragdo por regulares,
que impulsiona o desenvolvimento de ferramentas para prever elementos regulatdrios em genomas
bacterianos e facilitar a otimiza¢do de compostos (SPOHN; WOHLLEBEN; STEGMANN, 2016).
Portanto, dependendo dos objetivos e interesses de pesquisa, diferentes técnicas e abordagens de
mineragdo sdo desenvolvidas para detectar, desreplicar e priorizar BGCs.

Embora estratégias de mineracdo tenham identificado diversos novos compostos, as
buscas estdo limitadas a sequéncias de enzimas homologas e regras explicitamente definidas sobre
o que ¢ considerado um BGC (ZIEMERT; ALANJARY; WEBER, 2016). Assim, outras
abordagens como a protedmica ou a metaboldmica, representam uma abordagem promissora, de
forma uinica ou combinatoria com a gendmica, para a descoberta de novas entidades bioldgicas que
ndo puderam ser identificadas nas ultimas décadas devido a cobertura limitada e resolugdo dos
métodos convencionais (MARCO; ABRAM, 2019).

A espectrometria de massa ¢ um método analitico amplamente aplicado em metabolomas,
porém ainda ¢ desafiador vincular o grande volume de dados obtidos a estruturas quimicas
conhecidas. Acredita-se que apenas uma pequena fragdo dos espectros em um experimento de
metabolomica ndo direcionado podem ser corretamente anotados, isto €, dentro de todos os
parametros de confiabilidade inclusos nas analises. Diante disso, a grande maioria das informagdes

coletadas pela metabolomica é “matéria escura”, assinaturas quimicas que permanecem nhao
9



23

caracterizadas, ou que merecem avaliacdes especificas para melhor elucidacdo de estruturas (DA
SILVA; DORRESTEIN; QUINN, 2015). Avancos em métodos e instrumentagdo analitica de alta
resolugdo, como a cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplado a espectrometria de massas
(UPLC-MS, do inglés Ultra Performance Liquid Chromatography tandem Mass Spectrometry)
tem contribuido para superar limites técnicos e possibilitado uma melhor separagdo, identificagdo
e quantificagdo de compostos, assim como elucidagdo de propriedades quimicas e estruturais
(MUKHERJEE, 2019).

Para identificar metabdlitos, ¢ comum aplicagdo de redes moleculares (Molecular
Networking) que agrupam metabolitos baseado nas semelhangas entre espectros de fragmentacao
(MS/MS), pois ¢ sugerido que metabolitos com estruturas quimicas semelhantes produzirdo
espectros MS/MS comparaveis (GRIM; LUU; SANCHEZ, 2019). Na forma¢do das redes
moleculares, os espectros obtidos sdo processados para gerar um espectro de consenso € um escore
de similaridade. As similaridades s3o calculadas com uma “pontuacdo de cosseno” modificada
baseada em vetor (variando de 0 a 1; quanto maior a pontuacdo, mais similar sera o resultado), que
leva em consideracdo o numero de ions fragmentados correspondentes, as intensidades relativas
dos picos e a precisdo da massa do ion precursor. Cada entidade quimica ¢ representada por um
circulo ou n6 (consenso dos dados MS/MS) e conectadas por arestas (valor do cosseno entre os
nods) (Figura 6) (ARON et al., 2020). A plataforma Global Natural Product Social (GNPS) fornece

instrugdes de criacao de redes moleculares e biblioteca de espectros (WANG et al., 2016a).

Figura 6: Representacdo grafica da formagao de rede molecular classica
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O processamento ¢ a mineragdo de dados a partir de dados cromatograficos e de
espectrometrias de massas sdo desafiadores, principalmente devido as propriedades inerentes da
eluicdo de metabolitos e seu comportamento durante a ionizagdo. Se tratamento correto dos dados
brutos, a desreplicacdao de compostos ¢ comprometida, pois a identificacdo pode ser induzida a erro
por semelhangas espectrais com variantes de ionizacdo (GUO et al., 2022). Ferramentas
computacionais e plataformas para destacar e identificar metabolitos também tem contribuido na
compreensdo desses sistemas complexos. O pipeline NP3 Mass Spectrometry Workflow, por
exemplo, ¢ uma colecdo de scripts que a partir de dados LC-MS/MS, que quantifica espectros
MS/MS e agrupa entidades quimicas com base na similaridade espectral e tempo de retengdo
cromatografico. Também ha a possibilidade da montagem de redes moleculares para manipulagdo
dos resultados e anotacdo baseada no GNPS e pelo banco de dados espectral In Silico (ISDB) de
produtos naturais a partir do banco de dados Universal de Produtos Naturais (UNPD) (DE
FELICIO et al., 2021).

A correlagdo de dados gendomicos com a metabolomica para detectar novos produtos
naturais ¢ uma abordagem conhecida como “metabologenémica” (DOROGHAZI et al., 2014). Esta
abordagem permitiu a descoberta de um novo produto natural, a tambromicina, a partir dos
genomas e da metabolomica baseada das 178 cepas de actinomicetos. Neste estudo, 11.422 BGCs
foram previstos em cinco categorias (NPRS, PKS Tipo I, PKS Tipo II, lantipeptideos e microcinas
modificadas com tiazol/oxazol) e 2.520 metabolitos individuais com massas variando de 250.074
a4538.881 Da em quatro meios de cultura diferentes. Os autores destacam que a abordagem orienta
a descoberta de novos produtos naturais, de modo que os dados gendomicos contribuem em quase
todos os niveis do processo de descoberta. Além disso, permite maior concentrar na identificagdo
caracteristicas Unicas durante a desreplicagdo, determinacdo da composi¢ao e conectividade do
mondmero durante a elucidacao da estrutura (GOERING et al., 2016).

Uma estratégia comum em programas de biodescoberta sdo as chamadas estratégias
OSMAC (do inglés, One Strain, Many Compounds). Esta abordagem ¢ baseada na percepcao de
que mesmo alteragdes sutis nas condi¢des de cultivo podem induzir uma cepa a sintetizar uma
variedade de metabolitos secunddrios distintos (BODE et al, 2002). A metodologia
metabologendmica combinada com a estratégia OSMAC foi usada para ativar genes cripticos
responsaveis pela producdo de metabolitos secundarios na bactéria Lacinutrix shetlandiensis sp.

nov. WUR?7, encontrada no fundo do mar. A minera¢do gendmica revelou a presenga de um
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triptofano descarboxilase incomum, direcionando a analise do metabolismo de WUR?7 para a
producdo de alcaloides a base de indol, utilizando L-triptofano como substrato. Isso resultou em
uma grande variedade de metabolitos sendo secretados, que ndo eram observados na auséncia de
triptofano. A andlise quimioinformatica identificou 10 alcaloides inddlicos, incluindo um novo
alcaloide, bisindolo 8,9-diidrocoscinamida B, o primeiro do género Lacinutrix. Sua estrutura foi
elucidada através de analises extensivas de espetroscopia de ressondncia magnética nuclear e

espectrometria de massa por ionizagao por electrospray de alta resolu¢dao (VITALE et al., 2023).

1.4 GENERO STREPTOMYCES

Streptomyces (filo Actinobacteria) sdo bactérias Gram-positivas, aerobicas e podem ser
encontradas em ambientes terrestres, aquaticos e extremoéfilos (VAN DER MEL et al., 2017).
Morfologicamente, assemelham-se aos fungos pela formagao de micélio, resultante do crescimento
em extensdo na ponta e ramificacdo das hifas. Em situacdes de estresse ambiental, as hifas se
tornam hifas aéreas com superficie hidrofobica e segregam em esporos, que se espalham no
ambiente, assegurando a sobrevivéncia das espécies (BARKA et al., 2016).

Os estreptomicetos possuem cromossomos lineares maiores € com alto teor de citocina e
guanina (CG) (CHOULET et al., 2006). O genoma ¢ compartimentado, com genes conservados no
centro do cromossomo e genes varidveis nas partes terminais. Os genes biossintéticos (BGCs) sdo
consistentemente enriquecidos na parte variavel do cromossomo (KIM et al., 2015). A plasticidade
cromossOmica garante o alto nivel de variabilidade genética entre as espécies, e que também pode
ser impulsionada pela transferéncia horizontal de genes por elementos conjugativos (ZHOU et al.,
2012).

A diversidade de metabdlitos especializados produzidos por este género oferece vantagens
competitivas e evolutivas (SOTTORFF et al., 2019). Esses metabolitos atuam principalmente no
sequestro de metais como ferro (sider6foros), prote¢ao contra a luz UV (através da pigmentagdo)
e inibi¢do de cepas concorrentes (antimicrobianos) (BIBB, 2005). Outro processo importante ¢ a
simbiose com plantas e invertebrados, pois atuam na protecao contra patdgenos, e os exsudatos dos
hospedeiros contribuem para o desenvolvimento das cepas (BOSSO; MAULDIN; SALGADO,
2010).

Para além de sua funcdo ecoldgica, Streptomyces ¢ um dos géneros mais versateis para

aplicacdes biotecnologicas, como agentes de biocontrole na agricultura (WANG et al., 2018),
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produgcdo de enzimas para bioconversdo industrial (SCHMID et al., 2001) e metabolitos
especializados para produ¢do de medicamentos (ALAM et al., 2022). Os produtos naturais
bioativos derivados de Streptomyces foram responsaveis por cerca de 70% dos antibidticos
desenvolvidos durante a “Era de Ouro dos Antibidticos”, como a estreptomicina, primeiro
antibiotico eficaz contra a tuberculose isolado de S. griseus (MARTENS; DEMAIN, 2011). Entre
outros antibioticos identificados na época, destacam-se as tetraciclinas, como clotetraciclina e
oxitetraciclina, a partir de S. aureofaciens e S. rimosus, respectivamente (CHOPRA; ROBERTS,
2001); o cloranfenicol, um antibidtico oftalmoldgico de amplo espectro isolado de Streptomyces
venezuelae (BALE et al., 2023) e a vancomicina, um antibiotico derivado de S. orientalis com agao
contra bactérias Gram-positivas, incluindo Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA)
(PATEL; PREUSS; BERNICE, 2023). Seus metabolitos secundérios também sdao importantes
agentes quimioterapicos, incluindo a doxorrubicina e daunorrubicina, a partir de S. peucetius
(JOHNSON-ARBOR; DUBEY, 2023); compostos antifingicos, como a anfotericina B produzido
por S. nodosus e a nistatina produzido por S. noursei (CAFFREY et al., 2001; FIAZRVIK;
ZOTCHEYV, 2005); imunossupressores, incluindo rapamicina produzida por S. hygroscopicus e a
FK506 produzido por S. tsukubaenis (KIM et al., 2014; KINO et al.,, 1987) e agentes
antiparasitarios, como as avermectinas isoladas de S. avermitilis (GUO et al., 2016).

Desde o inicio dos anos 2000, com os novos métodos de sequenciamento e ferramentas
de bioinformatica, analises dos genomas em Streptomyces revelaram que esses organismos contém
em média 30 BGCs em seu genoma, que podem variar de 20 a 100 kilobases de tamanho. Essas
estruturas de biossintese sdo essenciais para a caracterizagdo de compostos, dos quais a maioria
ainda ¢ desconhecido sob condi¢des de cultura padrao em laboratério (BENTLEY et al., 2002;
NETT; IKEDA; MOORE, 2009). Com a crescente demanda para lidar com resisténcia a
medicamentos, varios métodos sistematicos de engenharia metabolica, como expressao heteréloga
e otimizagao da biossintese de precursores, foram desenvolvidos para permitir a produgao eficiente
desses compostos (HOBSON; CHAN; WRIGHT, 2021).

A partir da mineracao do genoma da cepa Streptomyces sp. BRA-346, isolada do tunicado
endémico brasileiro Euherdmania sp., pesquisadores brasileiros identificaram as estruturas
responsaveis e reproduziram por recombinagdo heterdloga peptideos de epoxicetona, como
didroeponemicina (DHE) e analogos estruturalmente relacionados, que inibem a atividade

semelhante a quimotripsina do proteassoma e apresenta alta citotoxicidade para células de glioma
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(DOMINGUES VIEIRA et al., 2022; FURTADO et al., 2021). A edi¢dao do genoma por CRISPR-
Cas9 para espécies de Streptomyces também beneficiou a manipulagdo genética para
caracterizacdo, engenharia e produ¢do de produtos naturais (COBB; WANG; ZHAO, 2015).
Inser¢des de genes promotores estrategicamente introduzidos usando CRISPR-Cas9 foram

eficientes na ativagdo de BGCs de diferentes classes em vérias espécies de Streptomyces, incluindo

PKS, NRPS ¢ hibridos PKS-NRPS (ZHANG et al., 2017).

1.5 GENERO RHODOCOCCUS

O género Rhodococcus (filo Actinobacteria) inclui bactérias Gram-positivas, aerobicos,
ndo esporulantes e possuem acidos micolicos em sua parece celular, os quais facilitam a absor¢ado
de compostos hidrofobicos (GURTLER; MAYALL; SEVIOUR, 2004). Sio amplamente
distribuidos no solo, 4gua, ambientes extremofilos, microbiota de animais e plantas (ALVAREZ,
2010). Membros do género Rhodococcus estdo em constante descricdes de novas espécies
(GARRIDO-SANZ et al., 2020). Diante disto, ¢ comum que haja longos histdricos e atualizacao
entre cepas. Como no caso da espécie originalmente conhecida como Corynebacterium equi, com
historia taxondmica conturbada, resultando em diversas reclassificagdes como R. equi, Prescottella
equi € R. hoagii (GOODFELLOW; ALDERSON, 1977; GUO et al., 2015; JONES; SUTCLIFFE;
GOODFELLOW, 2013).

Espécies de Rhodococcus t€m sido investigadas para aplicacdes em biodegradacao,
biocatalise e biorremediacdo devido a sua versatilidade catabdlica em degradar compostos
organicos complexos, como hidrocarbonetos, fendis, compostos halogenados e heterociclicos
(VANDERGEIZE; DIJKHUIZEN, 2004). Em estudo, Rhodococcus spp. formou o grupo com
maior potencial metabolico entre todas as cepas obtidas com preferéncias catabolicas estendidas
para biorremediagdo (cresceram na presenca de alcanos e compostos aromaticos). Curiosamente,
algumas dessas cepas foram obtidas de locais nunca expostos a contaminagao por petroleo, assim
o potencial genético para a degradacdo de hidrocarbonetos entre Rhodococcus pode ser
amplamente distribuido e conservado entre espécies (BRZESZCZ et al., 2023).

Nos ultimos anos, estudos mostram que os rodococos ndo possuem apenas potencial
catabolico especializado, mas também um grande repertorio anabdlico, principalmente em relagdo
a biossintese de lipidios. Espécies de Rhodococcus sdo considerados microrganismos oleaginosos

pela capacidade de produzir quantidades significativas de lipideos na forma de triacilglicer6is
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(acima de 20% do peso seco da célula) como uma resposta de adaptagdo a condi¢des e nutrientes
especificos de crescimento, tornando-as fontes alternativas de 6leos de célula unica, com possiveis
aplicagdes na industria, como biocombustiveis, biolubrificantes, produtos cosméticos, nutricionais
e farmacéuticos (ALVAREZ et al., 2021). Cepas de Rhodococcus spp. também produzem
biossurfactantes em resposta a substratos insoluveis em dgua (hidrocarbonetos) e em alguns casos
também sobre substancias soluveis em agua (etanol e glicose). Biossurfactantes sdo classificados
como glicolipidios, fosfolipidios, lipidios neutros, poliméricos e lipopeptideos e possuem diversas
aplicagdes comerciais, como em cosméticos, fabrica téxtil, industria de alimentos e remediagdo do
solo (HABIB et al., 2020).

Apesar de pertencer ao Actinobacteria, o conhecimento sobre a producdo de compostos
antimicrobianos ¢ muito recente . Até o momento, aproximadamente 900 genomas de Rhodococcus
estdo depositados no NCBI, porém ha escassez de conhecimento sobre a analise comparativa de
BGCs nesse género. A grande maioria dos estudos em Rhodococcus se concentram na elucidagdo
da filogenia e andlise funcional do potencial catabdlico (ORRO et al., 2015). As raras analises
gendmicas comparativas do género destacam o potencial surpreendentemente grande e inexplorado
para a producdo de metabolitos secundarios (CENICEROS et al., 2017).

Entre os metabolitos especializados anteriormente descritos a partir de Rhodococcus estdo
sider6foros, como a requiquelina, heterobactina, rodoquelina e requibactina (BOSELLO et al.,
2011, 2013; MIRANDA-CASOLUENGO et al., 2008, 2012) e compostos antimicrobianos, como
as lariatinas, auraquinas, rodopeptinas e as humimicinas (CHIBA et al., 1999; CHU et al., 2016;
IWATSUKI et al., 2006; KITAGAWA; TAMURA, 2008; KUNZE; HOFLE; REICHENBACH,
1987). Rhodococcus também parecem ser um potencial produtor de bacteriocinas. As bacteriocinas
sdo peptideos sintetizados por ribossomos produzidos para inibir organismos taxonomicamente
proximos (espectro estreito) (GILLOR; ETZION; RILEY, 2008). Em Rhodococcus erythropolis
JCM 2895, um plasmideo circular de 5,4 kb contém genes que codificam as proteinas RapA e
RapB. RapA ¢ uma proteina pequena, soluvel em agua, estavel ao calor e possui atividade
antimicrobiana contra outras cepas de R. eritropolis, enquanto RapB ¢ uma proteina de imunidade
contra RapA que pode estar localizada na membrana celular (KITAGAWA et al., 2018).

O extenso numero de BGCs altamente conservados em cepas de Rhodococcus as tornam

alvos promissores na descoberta de produtos naturais, tendo em vista principalmente seu repertorio
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biossintético ndo caracterizado, seu crescimento relativamente rapido e a disponibilidade de

ferramentas genéticas eficazes para sua modificacdo genomica (THOMPSON et al., 2020).

1.6 GENERO BREVIBACILLUS

O género Brevibacillus abrange o aglomerado de Bacillus brevis, pertence a familia
Bacillaceae do filo Firmicutes. Sao bactérias Gram-positivas ou Gram-variaveis, aerobicas e
formadoras de esporos (SHIDA et al., 1996). Atualmente, o género inclui 31 espécies validadas de
acordo com a Lista de Nomes Procarioticos com Posicdo na Nomenclatura (LPSN) (PARTE et al.,
2020). Brevibacillus spp. podem ser encontrados em diversos habitats ambientais, incluindo
plantas, trato intestinal animal, ambientes aquatico e solo (RUIU, 2013).

Raramente cepas deste género estdo associadas a casos de infec¢cdes humanas, os quadros
relacionados até o momento incluem um caso de peritonite em paciente com carcinoma
hepatocelular, possivelmente causado pela ingestao de alimentos fermentados contendo esporos de
Brevibacillus brevis ¢ um quadro de bacteremia causado por Brevibacillus laterosporus
(BUKHARI; TABOADA, 2017; PARVEZ; CORNELIUS; FADER, 2009).

Nos ultimos anos, os destaques foram para o seu potencial biologico e aplicagdo em
diversas areas. A cepa Brevibacillus agri 5-2 isolada da dgua de formagao de um reservatério de
petréleo profundo no campo petrolifero na China foi considerada responsavel pela biodegradagao
de compostos de hidrocarbonetos e organossulfuradoso, como tetradecano, hexadecano e o
alcanosulfonato. Por andlises gendmicas as vias metabdlicas responsaveis pelos mecanismos de
adaptagdo e biodegradacao dos microrganismos foram elucidadas, gerando informagdes sobre suas
aplicabilidades industriais (SHE et al., 2014). Estudos anteriores também documentaram a
capacidade de biodegradacdo de hidrocarbonetos em Brevibacillus borstelensis 707 (HADAD:;
GERESH; SIVAN, 2005), Brevibacillus sp. PDM-3 (REDDY et al., 2010) e Brevibacillus
panacihumi W25 (WANG et al., 2014b). A sua aplicabilidade em tratamentos microbianos também
foi eficaz na melhoria da qualidade das dguas residuais de lixiviado bruto e primdrio tratado (JAIN;
MAJUMDAR; DEVI, 2023).

Os membros de Brevibacillus também sao considerados uma rica fonte de antimicrobianos
peptidicos e lipopeptidicos. Em 1939, foi isolado o primeiro complexo peptidico do caldo de
fermentagdo de B. brevis (ATCC 8185), definido como tirotricina. Composto por uma fragao basica

de decapeptideos ciclicos (as tirocidinas) e uma fragdo neutra composta por peptideos lineares (as
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gramicidinas). Esta preparagdo demonstrou ter propriedades antibidticas e, embora descoberta
cerca de 10 anos apoés a penicilina, foi o primeiro antibidtico utilizado na pratica clinica (TANG;
THIBAULT; BOYD, 1992).

As gramicidinas A-C sdo decapeptideos lineares, enquanto a gramicidina S e a tirocidina
A e suas isoformas B-D sdo decapeptideos ciclicos (YANG; YOUSEF, 2018). Esses compostos
sdo produzidos como precursores lineares pela sintese de peptideos ndo ribossémicos em bactérias,
que posteriormente sdo ciclizadas pela acdo das enzimas tioesterase (LOLL et al., 2014).
Estruturalmente, a tirocidina A e a gramicidina S diferem apenas em relacdo a sua sequéncia
primaria, ¢ formam uma estrutura secundaria do tipo P, levando a uma molécula anfipatica.
Peptideos anfipaticos ciclicos sdo conhecidos por atuarem nas membranas bacterianas e
desestabilizarem a integridade estrutural (ABRAHAM et al., 2014). As tirocidinas e seus derivados
apresentam atividade antibacteriana, antifungica, antimalarica e antiamoébica (AKBAR et al.,
2022; RAUTENBACH et al.,, 2007; TROSKIE et al., 2014; YANG; YOUSEF, 2018). As
gramicidinas lineares possuem atividade contra bactérias gram-positivas, incluindo Streptococcus
pyogenes, Staphylococcus aureus e Bacullis subtilis (WANG et al., 2012).

As edeinas, um grupo bem caracterizado de peptideos antimicrobianos catidnicos,
inicialmente isoladas de Brevibacillus brevis Vm4, tém amplos efeitos inibitdrios como bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas, fungos e micoplasmas (CZAJGUCKI; ANDRUSZKIEWICZ;
KAMYSZ, 2006; JOHNSON; BOWMAN; DUNLAP, 2020).

Brevibacillus sp. Leaf182, isolada da folha de Arabidopsis thaliana, revelou produtos
naturais que contribuiram para a atividade antibidtica observada, entre eles o novo policetideo
trans-AT macrobrevina (HELFRICH et al., 2018). Analogos de macrobrevina identificados em
Bacillus amyloliquefaciens isolado de macroalgas também exibiram atividades antibacterianas. O
BGC candidato PKS trans-AT é 46% semelhante a macrobrevina derivada de Leafl82, destacando
a complexidade genética envolvida na producdo de compostos semelhantes de diferentes fontes
(CHAKRABORTY; KIZHAKKEKALAM; JOY, 2022). Assim, pesquisa em novos ambientes ¢
essencial para a descoberta de novas espécies e amplia nosso entendimento sobre a influéncia da

diversidade ambiental na sintese de antibidticos.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial biossintéticos de bactérias isoladas de amostras de solo amazonico a

partir de abordagens integradas de genoma e metaboloma.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Coletar amostras de solo de regido de conservagao ambiental amazodnica;

b) Cultivar, isolar e identificar a similaridade filogenética de bactérias ambientais;
¢) Sequenciar e minerar o genoma das bactérias;

d) Cultivar em meios de culturas diferentes e extrair os metabodlitos secundarios;

e) Avaliar por similaridade de espectros agrupamentos de metabdlitos secundarios;

f) Correlacionar o potencial genomico e a produgdo de metabdlitos secundarios.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 AMOSTRAGEM E CONSIDERACOES ETICAS

Amostras de solo foram coletadas em trés pontos da Area de Protegio Ambiental do
Parque Estadual do Utinga, na cidade de Belém, Amazonia brasileira. A amostragem foi realizada
durante o verdo amazdnico em 7 de outubro de 2021. Foram coletados 10 g de solo a uma
profundidade de 10 cm e armazenados a 4°C em tubos de polipropileno previamente esterilizados.
A amostragem foi autorizada pelo Instituto de Desenvolvimento Florestal e da Biodiversidade do
Estado do Para — IDEFLOR-BIO (n° 2021/830676) e pelo Instituto Chico Mendes de Conservagao
da Biodiversidade — ICMBio por meio do sistema online SISBIO (n® 78518-1). O acesso ao
patrimdnio genético brasileiro também foi registrado no Sistema Nacional de Gestao do Patrimonio

Genético e do Conhecimento Tradicional Associado — SisGen (N° ASDA4E2).

3.2 ISOLAMENTO, CLASSIFICACAO TAXONOMICA E SELECAO BACTERIANA

O isolamento bacteriano foi realizado por dilui¢ao seriada em solugdo salina (NaCl 0,9%)
a partir de 1 g de solo com posterior inoculagdo de aliquotas de até 10 em Agar Amido Caseina
pelo método de propagacdo em placa. O meio foi suplementado com cicloheximida 100 pg mL-1
para inibir o crescimento de fungos. As placas foram incubadas a 28°C+2°C por até 72 h. Colonias
sugestivas de actinomicetos (textura dura com aspecto seco e filamentos com ou sem micélios
aéreos) foram isoladas pelo método strake plate em SCA e armazenadas em glicerol 20% a -80°C.

As bactérias foram classificadas taxonomicamente com base na sequéncia do seu gene
16S rRNA. Os isolados foram cultivados em Tryptic Soy Broth (TSB) e o DNA genomico foi
extraido usando o kit DNeasy Blood and Tissue (Qiagen) de acordo com o protocolo do fabricante.
O Fluordmetro Qubit (Thermo Fisher Scientific) foi utilizado para quantificagdo de DNA enquanto
a integridade do DNA foi avaliada em gel de agarose a 1%. O gene 16S rRNA foi amplificado
utilizando o par de primers universias 8F (5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3'") e 1492R (5'-
GGTTACCTTGTTACGACTT-3"). A reacao foi realizada utilizando o kit GoTaq Green Master
Mix (Promega) com 10ng de DNA e 200 nM de cada primer. Os parametros de ciclagem da PCR

foram os seguintes: uma etapa inicial a 95°C por 5 min, seguida de 30 ciclos a 95°C por 1 min,
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55°C por 1 min, 72°C por 1 min e uma etapa final de extensdo a 72°C por 10 min. Os amplicons
foram purificados usando o reagente de limpeza de produto de PCR ExoSAP (Thermo Fisher
Scientific). O sequenciamento de Sanger foi realizado no ABI Prism 3500 Genetic Analyzer
(Thermo Fisher Scientific) usando o kit BigDye Terminator v3.1. As sequéncias foram analisadas
e alinhadas no BioEdit v.7.2 e comparadas no banco de dados GenBank usando BLASTn.

Ap6s o isolamento, foram adotados dois critérios para selecdo de cepas com potencial
biossintético: 1) deveriam pertencer ao filo Actinobacteria, que sdo grupos bacterianos conhecidos
por produzirem metabolitos secundarios de interesse biotecnologico; e II) deveriam apresentar
atividade inibitoria contra cepas controle. A atividade inibitéria foi avaliada pelo método de estrias
cruzadas (BALOUIRI; SADIKI; IBNSOUDA, 2016). Resumidamente, uma tinica linha do isolado
foi inoculada em Tryptic Soy Agar (TSA) e incubada a 28°C+2°C por até 48 h. Posteriormente,
duas cepas de controle, Staphylococcus aureus ATCC 29213 e Escherichia coli ATCC 25922,
foram cruzadas perto da linha isolada. Apos a incubagdo, a formagao de zonas de inibi¢do proximas

ao crescimento do isolado foi considerada um indicio de bioatividade.

3.3 SEQUENCIAMENTO E MINERACAO DO GENOMA

O sequenciamento gendmico das bactérias foi realizado no Laboratério de Engenharia
Biolégica (EngBio/PCT-Guama/UFPA). O sequenciamento de leituras longas foi executado no
sequenciador PromethlON 2 Solo (Oxford Nanopore Technologies), kit Rapid Sequencing DNA
V14, native barcoding kit 96V 14, seguindo as instrugdes do fabricante. O processo de montagem
do conjunto de dados empregou Flye versio 2.9.2 (KOLMOGOROV et al., 2020). O
sequenciamento genOmico de leituras curtas foi realizado na plataforma Ion GeneStudio S5
(Thermo Fisher Scientific) utilizando o chip 550 de acordo com o protocolo do fabricante. A
montagem do genoma foi realizada com SPAdes (BANKEVICH et al., 2012). A anotagdo do
genoma foi feita com a ferramenta de software Prokka (SEEMANN, 2014). A completude da
montagem do genoma e a anota¢do com ortdlogos de copias tnicas foram avaliadas com BUSCO
(SIMAO et al., 2015). O sistema MUMmer v.4.0.0 foi utilizado para realizar o alinhamento do
genoma contra referéncias depositadas no GenBank. Representagdes esquematicas dos genomas
foram criadas com a assisténcia do Circos (KRZYWINSKI et al., 2009). Os Clusters of
Orthologous Groups of proteins (COGs) foram anotados usando o eggNOG-mapper com o banco

de dados eggNOG v4.5, que prevé ORFs diretamente a partir de contigs montados, para classificar
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os genes codificados nos genomas completos de bactérias (TATUSOV, 2000) e os bancos de dados
Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGQG) para obter informagdes de anotagdo funcional
(KANEHISA, 2000).

Os genomas foram submetidos na plataforma antiSMASH versdao 7.0.0 (BLIN et al.,
2023). Foram analisados cada um dos genes biossintéticos propostos e comparados com genes
homologos para termos andlises mais detalhadas do cluster génico candidato. Esta etapa foi
realizada com o auxilio da plataforma MIBiG (do inglés, Minimum Information about a
Biosynthetic Gene cluster) (MEDEMA et al., 2015) e BLAST (do inglés, Basic Local Alignment
Search Tool) (JOHNSON et al., 2008). Analises mais aprofundadas foram realizadas em banco de
dados, como o GenBank (BENSON et al., 2017), o Uniprot (THE UNIPROT CONSORTIUM,
2017), o Pfam (FINN et al., 2016) e o PDB (do inglés Protein Data Bank) (BERMAN, 2008).

3.4 EXTRACAO DE METABOLITOS DOS CULTIVOS BACTERIANOS

As extracdes de metabolitos secundarios de cultivos bacterianos foram realizadas com a
técnica de separacdo liquido-liquido utilizando o solvente de polaridade intermedidria acetato de
etila. Os cultivos foram realizados em meios de cultura diferentes: ACT015 e ACT016 em meios
A1, TSB, TSBY e ISP2 ¢ a FIR094 em meios LB, TSB e R2A. Os cultivos foram preparados em
Erlenmeyer de 2 L com 500 mL de meio mantidos a 30 °C e 200 RPM, por 48h (tempo de saturagao
da curva de crescimento). Ao final do periodo, os cultivos foram transferidos para béquer de
plasticos de 1 L e submetidos ao sonicador por 10 ciclos de 30 segundos cada. As amostras lisadas
foram transferidas para tubos e centrifugadas a 37.000 xg por 30 minutos. Os sobrenadantes foram
utilizados para realizagdo das extracdes.

Em 500 mL de cultura foi adicionado 400 mL (80% do volume) de acetato de etila
dividido em duas etapas (200 mL cada etapa). Apos a primeira separa¢ao da fase organica da fase
aquosa, retornou a fase aquosa ao funil de separagao e foi adicionado a segunda parte de acetato de
etila. As partes da fase organica foram evaporadas no rotaevaporador a 40 °C, 100 rpm. Apods
evaporagdo total do solvente, foram ressuspendidas com metanol (até 10 mL) e transferidas para
tubos falcon de 50 mL previamente pesados. A secagem das amostras foi realizada no SpeedVac e
pesadas novamente para calcular a quantidade de massa obtida. Para injecdo em UPLC-MS/MS,

as amostras foram ressuspendidas em DMSO para concentragdo de 10 mg/mL.



35

3.5 COLETA E ANALISE DE DADOS POR UPLC-MS/MS

Para o perfil quimico UPLC-MS/MS, aliquotas de 2 pl das amostras foram injetadas em
uma coluna de fase reversa BEH C18 (1,7 um, 2,1 x 100 mm) acoplada a uma pré-coluna
compativel, usando um Acquity H-Class UPLC Waters (Waters, Milford, MA, Estados Unidos)
acoplado a um espectrometro de massa Bruker Impact I UHR-ESI-QqTOF (Bruker Daltonics,
Billerica, MA, Estados Unidos). Um sistema solvente de 4gua (A), acetonitrila (B), acido féormico
2% (C) metanol (D), foi utilizado para compor o seguinte método analitico: vazao de 0,5 ml/min;
temperatura da coluna 40°C; 0—1 min, 5% B; 1-6 min, 5% B a 35% B (curva 6); 610 min, 35%
B a2 95% B (curva 1); 10—12 min, 95% B; 12—15 min, 95% D (curva 1); 1518 min para equilibrio
da coluna na fase inicial. C foi mantido constante, a 5% (concentracdo final de 0,1%). O
espectrometro de massa funcionou no modo de ion positivo varrendo massa na faixa de 30 a 2.000
Da, com taxa de aquisicdo de 8 Hz. Offset da placa final = 500 Volts (V); Vcap 4.500 V;
nebulizador 4,0 bar; fluxo de gas de secagem (N2) 10 L/min; temperatura do gas de secagem
200°C, seguido por uma varredura MS/MS para os ions mais intensos em um tempo de ciclo de 1
s, limite absoluto (por 1.000 somas) de 1.500 cts. Como regras do MS2, a razdo de massa (m/z)
abaixo de 200 Da foi excluida e a fun¢do “exclusdo ativa” foi habilitada. Cada execucdo foi
calibrada automaticamente usando HCOONa (10 mM). Os espectros calibrados foram convertidos
em arquivos mzXML por meio do Data Analysis 4.3 e incluiram ferramentas bio CompassXport

(Bruker Daltonics, versao 4.0.0.8).

3.6 PROCESSAMENTO E ANALISE DE DADOS NP’ MS WORKFLOW

O processamento e andlise de dados foram realizados utilizando a plataforma NP3 Mass
Spectometry Workflow (DE FELICIO et al., 2021). A versio beta estd disponivel no repositorio
(https://bitbucket.org/cnpemlgpn/np3 _ms_workflow/src/master/). A rede molecular de anotagdo
de variantes de ionizacdo (IVAMN, do inglés [lonization Variant Annotation Molecular
Networking) foi usada como base para selecionar e excluir os nodos presentes em amostras de
espacos em branco cromatograficos (blanks) e seus primeiros vizinhos imediatos. Em seguida, os
nodos remanescentes marcados como representante protonado (coluna protonated representative

igual a | na tabela de contagem de nodos) foram selecionados e filtrados na rede molecular de
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similaridade de espectros (SSMN, do inglés Spectra Similarity Molecular Networking). A SSMN
bruta foi montada com valor de cosseno de 0,6, nimero maximo de 200 componentes por cluster
e numero maximo de 15 conexdes para cada nodo. A constru¢do da IVAMN e da SSMN no
Cytoscape (SHANNON et al., 2003) foi realizada seguindo um script interno python que
automatiza tarefas com a biblioteca py2cytoscape (https://github.com/cytoscape/py2cytoscape).
Ap0s essas etapas automatizadas, os nodos marcados como meio de cultura (bed), nodos unicos
(selfloop) e sem conexao foram removidos manualmente. A anotacdo da estrutura quimica MS/MS
foi realizada usando correspondéncias de espectros com os bancos de dados GNPS (WANG et al.,
2016b) e UNPD-ISDB (ALLARD et al., 2016). As anotagdes foram revisadas manualmente e os
clusters MS/MS relacionados foram agrupados e nomeados pelos grupos quimicos encontrados no

SSMN.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A metabologenomics approach reveals the unexplored biosynthetic potential of bacteria

isolated from pristine Amazonian soil
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ABSTRACT

The Amazon is considered an important source of biodiversity. However, few studies have
been conducted to describe the microbial communities of Amazonian habitats, and even fewer
have been carried out to explore the biotechnological potential of natural products synthesized
by these microbial communities. To help fill this knowledge gap, our study aimed to
characterize the metabolic potential of in Gram-positive strains affiliated to the Actinomycetes
and Bacilli classes, isolated from pristine Amazonian soils. A multi-omics approach based on
genome mining and untargeted metabolomics was used. The 16S rRNA gene sequencing
classified the strains ACTO015, ACTO016, and FIR094 within the genera Streptomyces,
Rhodococcus, and Brevibacillus, respectively. A total of 33, 17, and 14 biosynthetic gene
clusters (BGCs) were found in the genomes of Streptomyces sp. ACT015, Rhodococcus sp.
ACTO16, and Brevibacillus sp. FIR094. A wide variety of enzymatic pathways were detected
including BGCs that produce antibiotics and antitumor compounds. However, a total of 40
BGCs (62,5%) were related to metabolites with unknown functions. By applying the OSMAC
(one strain many compounds) approach for strain cultivation, untargeted metabolomics
investigation revealed a myriad of metabolites produced by these strains under laboratory
conditions. Our data demonstrated a vast unexplored chemical diversity in bacteria isolated
from conserved regions of the Amazon. The metabologenomics approach was effective in
describing the secondary metabolism of the isolates and in prospecting BGCs of

biotechnological interest for future studies.

KEYWORDS: Secondary metabolism; Biosynthetic gene clusters; Untargeted metabolomics;

Streptomyces; Rhodococcus; Brevibacillus.

INTRODUCTION

The Amazon is the largest rainforest in the world and is considered an important
source of biodiversity. The bioeconomy has been one of the strategic solutions for the social
and economic development of the region. It recognizes biodiversity as an important
commercial asset and, therefore, emphasizes the need for ecosystem conservation (1). Natural
products (secondary metabolites, or specialized metabolites) are produced by ribosomal or
non-ribosomal synthesis and play a crucial role in the adaptation of microorganisms to their
natural habitat (2,3). Beyond their ecological importance, their chemically diverse structures

have been extensively explored for the development of biotechnological products for a
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plethora of applications, such as antibiotics for human health (4). Traditionally, most natural
product discovery has been driven by top-down approaches, with bioactivity-guided
fractionation of extracts from microbes and plants. However, the laborious steps of this kind of
analysis and its technical limitations compromise the efficiency of discovery rates (5).

The omics technologies have enabled the increasing number of complete genomes
deposited in public databases, which increased considerably since the emergence of high-
throughput DNA sequencers approximately 20 years ago (6). Through genome mining
techniques, it is possible to observe many Biosynthetic Gene Clusters (BGCs) that encode
secondary metabolites with unknown functions (7). Additionally, advances in untargeted
metabolomics due to increasingly sensitive tandem mass spectrometry (MS/MS) systems have
allowed a more in-depth analysis of the metabolic components of interesting extracts (8). The
integration of omics data has complemented traditional discovery methods, allowing for the
identification of new enzymatic pathways involved in the biosynthetic production of
promising metabolites (9).

Metabologenomics (genome sequencing combined with mass spectrometry-based
metabolomics) combined with the OSMAC strategy (One Strain Many Compounds) is a
powerful multi-omics approach for discovering new secondary metabolites, being successfully
employed in the discovery of novel alkaloids from Lacinutrix shetlandiensis isolated from the
southern sea (10—-12). Same strategy was used by Iacovelli and colleagues (2024) to describe
the sesquiterpene- and lactone-producing fungus Anthostomella pinea, including its enzymes
with biotechnological relevance such as carbohydrate-active enzymes (CAZymes) and non-
specific peroxygenases (UPOs) (13). This study shows the unexplored biosynthetic potential
of three free-living bacterial strains isolated from soil samples collected at an environmental
protection area near the city of Belém (PA, Brazil) at the Brazilian Amazon. The
metabologenomic approach enabled the identification of the main classes of secondary
metabolites produced by Streptomyces sp. ACTO015, Rhodococcus sp. ACT016, and
Brevibacillus sp. FIR094, and revealed a significant number of molecules that have not yet

been explored.

MATERIALS AND METHODS

Sampling and ethical considerations

Soil samples were collected from three points in the Utinga State Park, an

environmental protection area near the city of Belém, Brazilian Amazon (Sample A:
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1°25'35.6"S 48°2528.2"W; Sample B: 1°25'30.6"S 48°25'35.0"W; Sample C: 1°2528.3"S
48°25'42.9"W) (Figure S1). Sampling was conducted during Amazon summer on October 7,
2021. A total of 10 g of soil was collected from a depth of 10 cm and stored at 4°C in
previously sterilized polypropylene tubes. Sampling was authorized by environmental
authorities, the Instituto de Desenvolvimento Florestal e da Biodiversidade do Estado do Para
— IDEFLOR-BIO (N° 2021/830676), and the Instituto Chico Mendes de Conservagao da
Biodiversidade — ICMBio through the online system SISBIO (N° 78518-1). Access to the
Brazilian genetic heritage was also registered in the Sistema Nacional de Gestdo do

Patrimonio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado — SisGen (N° ASDA4E?2).

Bacterial isolation, taxonomic classification, and selection of strains

Bacterial isolation was performed by serial dilution in saline solution (NaCl 0,9%)
from 1 g of soil with subsequent inoculation of aliquots of up to 10 on Starch Casein Agar
(SCA) by spread plate method. The medium was supplemented with 100 ug/mL'1
cycloheximide to inhibit fungal growth. Plates were incubated at 28°C+2°C for up to 72 h. The
suggestive actinomycete colonies (with a tough texture and a dry appearance and filaments
with or without aerial mycelia) were isolated by strake plate method on SCA and stored in
20% glycerol at -80°C in Biological Engineering Laboratory biobank.

The strains were taxonomically classified based on the sequence of their 16S rRNA
gene. [solates were grown on Tryptic Soy Broth (TSB) and genomic DNA was extracted using
DNeasy Blood and Tissue kit (Qiagen) according to the manufacture’s protocol. The Qubit
Fluorometer (Thermo Fisher Scientific) was used for DNA quantification, and DNA integrity
was evaluated on 1% agarose gel. The 16S rRNA gene was amplified using the universal
primer  pair 8F (5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3") and 1492R  (§'-
GGTTACCTTGTTACGACTT-3"). The PCR reaction was performed using the GoTaq Green
Master Mix (Promega) with 10 ng of DNA and both primers at 200 nM. Amplicons were
purified using ExoSAP PCR Product Cleanup Reagent (Thermo Fisher Scientific) and
sequenced on ABI Prism 3500 Genetic Analyzer (Thermo Fisher Scientific) using the BigDye
Terminator v3.1 kit. The sequences were analyzed in BioEdit v.7.2 and compared to the NCBI
GenBank database using web BLASTn available at https://ncbi.nlm.nih.gov/blast.

The criteria adopted to select strains with biosynthetic potential were I) they should
belong to the Actinomycetes, which are known to produce secondary metabolites of
biotechnological interest; and II) they should present inhibitory activity against control strains.

Inhibitory activity was evaluated using the cross-streak method (14). Briefly, a single streak of
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the isolate was inoculated on Tryptic Soy Agar (TSA) and incubated at 28°C+2°C for up to 48
h. Subsequently, two control strains, Staphylococcus aureus ATCC 29213 and Escherichia coli
ATCC 25922, were cross-streaked near the isolate streak. After incubation, the formation of
inhibition zones near the growth of the isolate was considered an indication of bioactivity,

allowing the selection of metabolically promising strains.

Genome mining

Genome sequencing was performed using short- and long-read approaches to the
three selected strain. Short-read sequencing was performed on Ion GeneStudio S5 Plus
(Thermo Fisher Scientific) using the Ion 550 Chip kit. Long-read sequencing was performed
on PromethION P2 Solo (Oxford Nanopore Technologies) using a R10.4.1 flow cell. Genome
assembly was performed using SPAdes v.3.15.5 (15) and Flye v.2.9.2 (16) for short and long-
read, respectively. Prokka v.1.14.5 (17) was used for genome annotation and BUSCO (18) was
used to evaluate genome completeness. The MUMmer v.4.0.0 systems was used to perform
genome alignment against references deposited in GenBank and CIRCOS v.0.69-9 (19) was
used to construct circular maps. COG (Cluster of Orthologous Groups) assignment was
performed in eggNOG-mapper v. 2.1.12 with the eggNOG database v. 5.0.2 database (20).
Additionally, the Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) was used to obtain
functional information of the predicted genes (21).

AntiSMASH v.7.0.0 software (22) was used to identify BGCs in the sequenced
genomes (22). The following parameters were used: detection strictness “relaxed” and “all on”
extra features. Manual curation was performed after AntiSMASH prediction using the MIBiG
platform (Minimum Information about a Biosynthetic Gene cluster) (23) and BLAST (24).
Additional analyses were performed using GenBank (25), UniProt (26), Pfam (27), and the
Protein Data Bank (PDB) (28).

Sample preparation and metabolite extraction

The genomically characterized isolates were grown in different culture media to
stimulate the expression of different classes of secondary metabolites (OSMAC strategy):
Streptomyces sp. ACT015 and Rhodococcus sp. ACT016 were grown in Al, TSB, TSBY, and
ISP2 media while Brevibacillus sp. FIR094 was grown in LB, TSB and R2A media.
Erlenmeyer flasks containing 500 mL of medium were incubated at 30°C and 200 rpm for 48

h, and subsequently sonicated in an ice bath for 10 cycles of 30 s at 30 s intervals. After lysis,



155
156
157
158
159
160
161
162
163
164
165
166
167
168
169
170
171
172
173
174
175
176
177
178
179
180
181
182
183
184
185
186
187

the samples were centrifuged at 37,000 g for 30 min and the supernatant was used for
secondary metabolites extraction.

To 500 mL of culture, 400 mL (80% of the volume) of ethyl acetate was added in
two stages (200 mL each stage). After the first separation of the organic phase from the
aqueous phase, the aqueous phase was returned to the separation funnel, and the second
portion of ethyl acetate was added. The organic phase portions were evaporated on a rotary
evaporator at 40 °C, 100 rpm. After complete solvent evaporation, they were resuspended
with methanol (up to 10 mL) and transferred to pre-weighed 50 mL falcon tubes. The sample
was dried using a SpeedVac (Thermo Scientific), and the solids were reweighed to calculate
the obtained mass. For UPLC-MS/MS injection, the samples were resuspended in DMSO to a

concentration of 10 mg mL™.

Collection and analysis of data by UPLC-MS/MS

For the UPLC-MS/MS chemical profile, 2 uL aliquots from the samples were
injected into a BEH C18 reversed-phase column (1.7 um, 2.1 x 100 mm) coupled to a
compatible pre-column, using a Waters Acquity H-Class UPLC system (Waters, Milford,
MA, USA) coupled to a Bruker Impact 1l UHR-ESI-QqTOF mass spectrometer (Bruker
Daltonics, Billerica, MA, USA). A solvent system of water (A), acetonitrile (B), 2% formic
acid (C), and methanol (D) was used to compose the following analytical method: flow rate of
0.5 mL/min; column temperature 40°C; 0—1 min, 5% B; 1-6 min, 5% B to 35% B (curve 6);
6-10 min, 35% B to 95% B (curve 1); 10-12 min, 95% B; 12-15 min, 95% D (curve 1); and
15-18 min for column equilibration to the initial phase. C was kept constant at 5% (final
concentration of 0.1%). The mass spectrometer was operated in positive ion mode, scanning
mass in the range of 30 to 2,000 Da, with an acquisition rate of 8 Hz. End plate offset = 500
Volts (V); Vcap 4,500 V; nebulizer 4.0 bar; drying gas flow (N2) 10 L/min; drying gas
temperature 200°C, followed by an MS/MS scan for the most intense ions in a 1 s cycle time,
absolute threshold (per 1,000 sums) of 1,500 cts. For MS2, the mass-to-charge ratio (m/z)
below 200 Da was excluded, and the "active exclusion™ function was used. Each run was
automatically calibrated using HCOONa (10 mM). The calibrated spectra were converted into
mzXML files through Data Analysis 4.3 and included bio CompassXport tools (Bruker
Daltonics, version 4.0.0.8).

NP3 MS Workflow data processing and analysis
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Data processing and analysis were carried out using the NP* Mass Spectrometry
Workflow platform (29). The Spectra Similarity Molecular Networking (SSMN) was useful
for organizing spectra in terms of similarity, providing an overview of metabolite distribution,
and visualizing clusters of similar metabolites (possible analogs or compound families). The
molecular network lonization Variant Annotation Molecular Networking (IVAMN) was used
as the basis to select and exclude nodes present in chromatographic blank samples and their
immediate first neighbors. Then, the remaining nodes marked as protonated representatives
(protonated representative column equal to 1 in the node count table) were selected and
filtered. The construction of IVAMN and SSMN in Cytoscape (30) was carried out following
a Python script that automates some tasks in the software using the py2cytoscape library
(https://github.com/cytoscape/py2cytoscape). After these automated steps, nodes marked as
culture media (bed), self-loop nodes, and nodes without connections were manually removed.
The MS/MS chemical structure was performed using spectrum matches with the Global
Natural Products Social Molecular Networking (GNPS) (31) and In Silico Spectral Databases
of Natural Products (UNPD-ISDB) (32) databases. Annotations were manually reviewed, and
related MS/MS clusters were grouped and named based on the chemical groups found in

SSMN.

RESULTS

Selection of strains and general genomic characteristics

A total of 50 bacterial strains were isolated from pristine Amazonian soils and
maintained in the biobank of the Biological Engineering Laboratory (Belém, PA, Brazil). He
strains ACTO15, ACTO016, and FIR094 were selected according to the criteria presented in the
methods section and were classified by their 16S rRNA gene sequences in the genera
Streptomyces, Rhodococcus, and Brevibacillus, respectively (Figure la, 1b and Ic).
Streptomyces sp. ACTO015 presented a genome size of 8.6 Mbp and 7,161 coding sequences
(CDSs) while Rhodococcus sp. ACT016 and Brevibacillus sp. FIR094 presented genome sizes
of 5.8 and 6.4 Mbp, and 5,910 and 3,303 CDSs, respectively. General genomic characteristics
were summarized in table 1 and were in accordance with the average values for each genus.
The genome of Streptomyces sp. ACTO15 and Rhodococcus sp. ACT016 were assembled
using long-reads, while the Brevibacillus sp. FIR094 genome was assembled using short-reads

(Table 1).
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The Rhodococcus sp. ACT016 genome was assembled into two contigs. The smaller
contig (642,065 Kbp) showed a very low similarity to the 13 Rhodococcus complete genomes
used as reference (Figure S2). Some genes found in this contig were related to plasmid
functions such as the tra genes, which are directly involved in conjugative DNA transfer. One
of these genes had a conjugative relaxase domain TrwC (Figure S3a). Additionally, the
plasmid-encoded enzyme AtzC was partially detected, presenting 97% similarity to the
Rhodococcus sp. SGAir0479 gene (Figure S3b). However, it was not possible to identify the
plasmid incompatibility group using the PlasmidFinder v. 2.1.6 database (33).

Genomic rings were drawn to compare the genomes of ACT015, ACT017 and FIR094
against other reference strains with complete genomes deposited in GenBank (Figure 2a, 3a,
and 4a) (Table S1). CDSs containing COGs of unknown function (S) were the most
represented in the three genomes (1,085 CDSs in Streptomyces sp. ACT015; 1,208 CDSs in
Rhodococcus sp. ACTO016; and 1,227 CDSs in Brevibacillus sp. FIR094) followed by
transcription (K) (914 CDSs in Streptomyces sp. ACTO015; 653 CDSs in Rhodococcus sp.
ACTO016; and 589 CDSs in Brevibacillus sp. FIR094). The transcription category encompasses
activator or repressor proteins and sigma factors; therefore, they are key genes for
environmental adaptation. The most abundant COG pathways were related to primary cellular
functions such as carbohydrate metabolism, protein metabolism, and inorganic ion metabolism
(Figure 2b, 3b, and 4b). Other primary metabolic pathways were also detected such as those
involved in carboxylic acid metabolism, nucleotide metabolism, and biosynthesis of amino
acids and cofactors (Figure 5).

The COG analysis identified 388 CDSs related to secondary metabolism in
Streptomyces sp. ACT015, 422 in Rhodococcus sp. ACT016, and 178 in Brevibacillus sp.
FIR094 (Figure 2b, 3b, and 4b). The KEEG enrichment, in contrast, found 370 CDSs related
to secondary metabolism in Streptomyces sp. ACTO015, 327 CDSs in Rhodococcus sp.
ACTO016, and 286 in Brevibacillus sp. FIR094 and distributed in three heterogeneous profiles
to the strains, especially for ACTO15, the more external clade in Figure 5. According to the
genomic enrichment data (Figure 5), the most abundant biosynthetic pathways in Streptomyces
sp. ACTO15 were related to the synthesis of terpenoids, polyketides, aminoglycosides,
alkaloids, and beta lactams. Rhodococcus sp. ACT016 presented genes for the synthesis of
terpenes (including carotenoids), siderophores, polyketides, aminoglycosides, and beta
lactams, while Brevibacillus sp. FIR094 presented a significant number of pathways for the

synthesis of terpenes, non-ribosomal peptides, and polyketides.
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Genome mining and biosynthetic potential

A total of 64 BGCs were identified in the genomes, most of which had low or no
similarity to known clusters (62,5%). Occasionally, a BGC may contain one or more
biosynthetic genes and therefore synthesize, from the same cluster, different types of
metabolites (34). This type of cluster was mainly observed in the Streptomyces sp. ACTO015
and Brevibacillus sp. FIR094 genomes.

Thirty-three BGCs were detected in the genome of Streptomyces sp. ACT015. The
main classes of biosynthetic genes were Polyketide Synthases (PKS), Ribosomally
Synthesized and Post-translationally modified Peptide (RiPP), Non-Ribosomal Peptide
Synthetase (NRPS), terpenes, and hybrid NRPS-PKS. Eighteen of the thirty-three BGCs
showed 70% homology with the MIBiG database, including BGCs responsible for the
biosynthesis of carotenoids, mycelin, candicidin, flavolin, e-Polylysine, ectoin, melanin,
deferoxamine, albaflavenone, indigoidine, minimycin, geosmin, antimycin, splenocin C,
neoantimycin, trioxacarcin A, hopene, streptazone E, neocarziline A/B, SapB, birimostide, and
ethylenediaminesuccine acid hydroxyarginine (EDHA). Among the 15 BGCs with low or no
homology, 6 were related to RiPP, 4 NRPS, 4 PKS, 2 NRPS-PKS, and 2 terpenes (Table 2).

In Rhodococcus sp. ACT016 genome, 17 BGCs were identified. The main classes
were NRPS and terpenes. Only two had >70% similarity with MIBiG database and were
predicted to be involved in the synthesis of e-Polylysine and ectoine. BGCs with similarity
between 30% and 70% were related to the production of isorenieratene, corynecin,
phosphoramidon, and thermochelin. The remaining 11 BGCs presented low or no similarity
with the database, including 7 NRPS, 1 terpene, 1 RiPP, and 1 PKS (Table 3). Additionally, we
were able to find 2 BGCs in the accessory contig, a putative plasmid, being an uncharacterized
NRPS and a Butyrolactone 63% similar to Heterobactin (Table 3).

Finally, 14 BGCs were identified in Brevibacillus sp. FIR094 genome. The main
BGC classes were RiPP, NRPS, and hybrid NRPS-PKS. Only 4 showing >70% homology
with the MiBiG database, including BGCs for the synthesis of tyrocidine, gramicidin,
macrobrevin and petrobactin. The other 10 BGCs showed low or no similarity, including 3

NRPS-PKS, 6 RiPPs, 1 PKS, and 1 terpene (Table 4).

Untargeted metabolomics
To stimulate the production of as many secondary metabolites as possible, strains
were grown in different culture media (29,35). Molecular network analysis also falicitated the

identification of variations caused by the OSMAC strategy (Figure 6a). Considering all culture
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media, Streptomyces sp. ACTO15 presented the richer raw molecular network containing 335
nodes, while Brevibacillus sp. FIR094 presented 312 nodes, and Rhodococcus sp. ACT016
presented only 100 nodes, totalizing 747 nodes. The strains shared few nodes, for example,
Streptomyces sp. ACTO15 and Rhodococcus sp. ACT016 shared only 4 nodes related to
primary metabolism (Figure 6b).

Streptomyces sp. ACTO015 produced more metabolites in ISP2 and A1 culture media
(Figure 6¢). In contrast, Rhodococcus sp. ACT016 produced more metabolites in Al and TSB
media (Figure 6d), while R2A was the best medium for Brevibacillus sp. FIR 094 (Figure 6¢).
Approximately 135, 40, and 119 nodes of Streptomyces sp. ACTO015, Rhodococcus sp.
ACTO16 e Brevibacillus sp. FIR 094, respectively, were annotated by GNPS and/or UNPD-
USDB databases. In contrast, 89, 23, and 105 nodes were not identified. When we appled
restrictive parameters for spectra annotation (GNPS: Score >0.85; UNPS-ISDB Score >0.4;
and Error < 20 ppm), the number of identified spectra decreased drastically (Figura 6f).

One hundred and twenty nodes were annotated in the Streptomyces sp. ACTO015
metabolome, 85 of which were annotated using the UNPD-ISDB database and 50 using the
GNPS database. Eighty-nine nodes were not annotated, corresponding to 42% of the
metabolome. Rhodococcus sp. ACTO016 produced 32 secondary metabolites that were
annotated using UNPD-ISDB and GNPS databases, and 23 metabolites had no match
(approximately 41% of the metabolome). Brevibacillus sp. FIR094 produced the largest
number of unidentified metabolites (105 nodes), corresponding to 54% of the metabolome. Of
the 88 secondary metabolites annotated, 41 had matches with the GNPS database and 78 were
annotated with the UNPD-ISDB database.

Among the main superclasses, the Streptomyces sp. ACT015 metabolome highlights
the presence of organic acids, organic oxygen compounds, organoheterocyclic compounds,
lipids, alkaloids, benzenoids, macrolides, peptides and oligopeptides, polyketides, and
terpenoids (Figure 7a). In the Rhodococcus sp. ACT016 metabolome the following super
classes were the most prominent: organic acids, organic oxygen compounds,
organoheterocyclic compounds, lipids, alkaloids, and terpenoids (Figure 7a). Finally, in the
Brevibacillus sp. FIR094 metabolome showed mostly: organoheterocyclic compounds, lipids,
alkaloids, benzenoids, oligopeptides, polyketides, and terpenoids (Figure 7a).

Some BGCs predicted by genome mining were possible to be confirmed with the
metabolites annotated by LC-MS/MS. For example, BGC 20 (Table 2) from Streptomyces sp.
ACTO015 showed 100% similarity with the NRPS-PKS gene cluster that produces Antimycin

(compound 1). This metabolite was annotated in its metabolome by using the GNPS database
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(1, m/z 506.3116) (Figure 7b). Another example was the BGC 13 from Streptomyces sp.
ACTO15 that presented 100% similarity with a gene cluster that produces Deferoxamine E
(compound 2), a molecule that was further annotated in the metabolome of the bacteria grown
on ISP2 medium (2, m/z 601.355) (Figure 7b).

Despite correlations with this degree of specificity could not be made for another
BGCs, some metabolites were annotated in the same chemical classes as some BGCs
predicted in the genomes. For example, the ion with m/z 219.1741 in SSMN from
Streptomyces sp. ACT015 metabolome was annotated as a sesquiterpene class and likely
corresponds to the product of BGC 15, which presented 100% similarity to a gene cluster
involved in the synthesis of the sesquiterpene Albaflavenone (218.33 g mol™). Comparisons
between the genome and metabolome of Brevibacillus sp. FIR094 and Rhodococcus sp.
ACTO016 also revealed several correlations between BGCs and metabolites at the chemical

class level. However, in most cases no direct correlation could be made.

DISCUSSION

Streptomyces sp. ACTO015 is a resource of known and unknown NPs genetically rich and
metabolically active

Genomic parameters such as genome size, number of CDSs, and GC content were in
accordance with what is expected for isolates of the genus Streptomyces (36). PKS, RiPPs
such as lanthipeptides, terpenes, NRPS, and hybrids NRPS-PKS were the most predominant
BGCs. Belknap and colleagues (2020) analyzed 1,110 Streptomyces genomes and identified
these same BGCs as the most common of the genus (7). Some BGCs contained NRPS-PKS
chimeric modules (BGCs 3, 8, 20, and 33 - Table 2). These clusters are commonly known as
hybrids BGCs producing important specialized metabolites, as salinosporamide A and
eponemycin or TMC-86A. Although the origin and role of hybrid BGCs are poorly
understood, these systems produce bioactive chimeric molecules that contribute significantly
to the diversity of secondary metabolites observed in nature (37). One of the 33 BGCs found,
the BGC 20, is a hybrid cluster containing PKS and NRPS-PKS genes unique to 8 of the 10
reference genomes in comparative genomic (Figure 2a; Table 2). It is the most complex BGC
of Streptomyces sp. ACT015, composed of 3 NRPS genes and 4 PKS genes, showing 65%
similarity with a S. griseoviridis F1-27 BGC.

The most of BGCs in ACT015 genome had some similarity to previously described
NPs, with 18 of the 33 BGCs showing more than 70% (Table 2). Comparative genomics
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identified 5 BGCs of Streptomyces sp. ACTO015 (Figure 2a). BGC 7, predicted as T1PKS, was
detected in a genomic region with low level of similarity (<50%) compared to the other
genomes of the reference strains (Figure 2a). Additionally, the AntiSMASH result indicates a
low level of homology (25%) with a cluster from Streptomyces sp. CSO81A. Another example
was BGC 14 (Table 2; Figure 2a): despite showing 88% homology with S. purpureus JCM
3172 in AntiSMASH, this BGC is responsible for synthesizing a molecule with no similarity
to the MIBiG database.

Regarding the chemical classes of metabolites, Streptomyces sp. ACTO15 produced
essential metabolites for environmental adaptation such as carotenoids, melanin, geosmin,
ectoin, hopene, and the siderophores amychelin and deferoxamines. These last two molecules
are widely used in medicine. Amychelin was able to reduce the pathogenicity of Pseudomonas
aeruginosa under infectious condition (38). Deferoxamine was used in the treatment of iron
overload, such as in beta-thalassemia disease (39) and cases of iron or aluminum poisoning
(40). Other BGCs synthesized molecules with antibiotic potential, such as albaflavenone,
indigoidine, minimycin, trioxacarcin A, and birimositide (41-45); antifungals such as
candicidin (46); and chemotherapeutics such as minimycin, antimycin, neoantimycin and
neocarzilines (47-49).

The considerable number of BGCs with unknown functions (15 of 33) and
unannotated metabolic network nodes draws attention to a still unexplored biosynthetic
potential. Despite Streptomyces being the taxon with the greatest number of entries in the
MIBiG database (approximately 800), 15 BGCs of the ACTO1S5 strain showed low or no
similarity with the available data. Therefore, ACTO15 carries new gene clusters with unknown
functions potentially involved in adaptation to the Amazon environment, a biome with a rich
biodiversity, high average annual temperatures, and intense rainfall.

The largest number of secondary metabolites were identified in ISP2 and Al media.
Bacterial growth and metabolism are directly impacted by the carbon source (50). ISP2 is
routinely used for Streptomyces growth and for antimicrobial activity assays (51). It contains
glucose as carbon source while A1 medium contains soluble starch and TSBY, sucrose. The
last medium used was TSB, which is composed by peptone digest and other components of
lower concentration. The Carbon Catabolite Repression (CCR) is a mechanism highly
conserved in Streptomyces that regulates carbon metabolism. CCR also influences cell
morphology and synthesis of some secondary metabolites (52).

Approximately 27% of the nodes in the Streptomyces sp. ACT015 metabolic network

were not annotated. Identification of these metabolites is limited by the availability of
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reference spectra (50). The GNPS platform provides a large library of natural compounds for
similarity analysis (53). However, annotation of small molecule mass spectra remains a
challenging problem. Therefore, in silico tools with a larger spectral database can be used to
complement annotation. We used ISDB (32) for in silico annotation of spectra. In fact, for the
Streptomyces sp. ACT015 metabolome, the UNPD-ISDB annotated a grater number of spectra
(85 nodes) compared to the GNPS (50 nodes). The tool confirmed the annotation of Antimycin
A4 and Deferoxamine E, as well as classified several other spectra into alkaloids,
oligopeptides, peptides, polyketides, and terpenes. Desferoxamine E, also known as
Nocardamine, was annotated into oligopeptides superclass (Figure 7b). This molecule is a
cyclic hydroxamic acid siderophore with antitumor activity that is produced by several species
of bacteria (54). Amino acids in cyclic conformation in the molecule structure may have
induced its classification into the oligopeptides superclass.

Interestingly, all clusters of the molecular network containing annotated compounds
also contained unidentified adduct ion nodes that possibly have a similar chemical structure
(Figure 7a). These unidentified nodes may represent different adducts of the same known
compound of may characterize potential new analogues of predicted compounds. In silico
tools are generally more accurate in predicting molecular classes and, therefore, special
attention should be taken for more specific identifications. In this work, annotations were
based on standard reliability parameters available in the molecular networks (GNPS: Score
>(0.85; UNPD-ISDB Score >0.4 e Error < 20 ppm). Many annotations based on these criteria
were discarded to reduce false positive annotations or were limited to the identification of the
molecular class. Exploratory studies can take advantage of these in silico tools to better

describe the chemical potential of promising isolates.

Rhodococcus sp. ACTO016 is an environmental strain genetically rich and active with a
highly shapable metabolism

The genome size of Rhodococcus species varies between 4 and 10 Mbp. This large
difference in genome size is related to the presence of large plasmids, extensive genome
instability, and the diversity of habitats that are colonized by Rhodococcus species (55).
Environmental strains such as R. opacus B4 usually have larger genomes (8.2 Mbp) compared
to pathogenic strains such as R. equi (5.4 Mbp) (56,57). Some exceptions have been observed,
such as Rhodococcus sp. Br-6 (5.5 Mbp) isolated from soil samples and Rhodococcus defluvii

Ca-11 (5.1 Mbp) isolated from a wastewater treatment bioreactor (58,59). The genome size
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of the strain ACT016 isolated in our study was 5.8 Mb, which is smaller than that expected
for other environmental strains.

Although approximately 900 Rhodococcus genomes have been deposited at the
GenBank, there is a lack of knowledge about the BGCs of this genus. Genome mining of 20
strains revealed an extensive repertoire of uncharacterized BGCs (60). In another study,
Doroghazi and Metcalf (61) demonstrated that Rhodococcus isolates presented a greater
proportion of NRPS than actinomycetes. Interestingly, this was the main type of cluster found
in the ACT016 genome, which possesses 17 BGCs with 9 of it being NRPS. Additionally,
88% of the detected BGCs were not similar to BGCs previously described (Table 3). Some
ACTO016 clusters found as absent in other Rhodococcus reference genomes suggest this strain
as harboring exclusive BGCs: the clusters 4, 6, 7, 8, and 13 (Table 3; Figure 3), which were of
particular interest because they were all NRPS. Among the BGCs identified using the
AntiSMASH database, those with the highest identity were involved in the synthesis of -
Polylysine, an antibiotic commonly produced by Streptomyces and Kitasatospora; and
ectoine, a metabolite related to osmoprotection and survival in saline environments (62).

According to the untargeted metabolomics results, Rhodococcus sp. ACT016 showed
higher production of metabolites in A1 and TSB media, despite the lower nodes number when
compared to ACT015, which was grown in the same culture media. The same metabolite was
rarely synthesized in more than one culture medium, showing that the OSMAC approach was
a success. Other metabolites from the classes of heterocyclic compounds, organic acids,
lipids, terpenoids, polyketides, and alkaloids were also detected. Using the same approach as
our study, Gamaleldin and colleagues (63) identified molecules with potential antimalarial
activity produced by Rhodococcus strains. Palma-Esposito and colleagues (64) identified
glycopeptides with potential antiviral activity.

Eleven nodes (10%) were related to lipid production, with no significant annotation.
Some Rhodococcus species such as R. opacus, R. jostii, and R. wratislaviensis, are known to
be oleaginous microorganisms, as they are capable of accumulate triacylglycerols (TAG) at
more than 20% of their cell dry weight. Oleaginous rhodococci are source of lipids with
industrial application (65). High TAG production is obtained through growth under nitrogen
starvation conditions or abundance of carbon sources. An imbalance between carbon and
nitrogen availability redirects carbon metabolism toward lipogenesis (66). Half of the nodes
identified as lipids were produced in TSBY, which is composed of 10% sucrose and 3%

soybean digest. The other half of the nodes were produced in A1 medium, which contains 1%
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soluble starch and 0.2% casein peptone, confirming that lipid production is strongly

influenced by the carbon/nitrogen availability ratio.

Brevibacillus sp. FIR094 is a metabolically active strain with conserved and still unknow
NPs to be explored

Brevibacillus sp. FIR094 presented a genome with a size of 6.5 Mbp and 14 BGCs.
Most of these BGCs are widely distributed and conserved in the genus that synthesizes
molecules with antimicrobial activity, including tyrocidine, gramicidin and macrobrevin, but
only 4 showed >70% similarity to the AntiSMASH database, suggesting an underexplored
potential in FIR094 close-related strains.

Prospecting bacteria of biotechnological interest in underexplored environments is
essential for the discovery of new molecules and to expand our understanding of the
ecological context of the natural antibiotic production. In Brevibacillus sp. Leaf182, which
was isolated from an Arabidopsis thaliana leaf, several natural antibiotics, including a new
trans-AT polyketide from the macrobrevin class, have been described (67). Macrobrevin
analogs with antimicrobial activity were also identified by Chakraborty and colleagues (68) in
Bacillus amyloliquefaciens isolated from macroalgae. These two macrobrevin molecules
presented only 46% similarity, demonstrating the genetic complexity involved in the
production of similar compounds by different isolates.

Brevibacillus is a genus widely recognized as an Antimicrobial Peptide (AMP)
producer, especially for AMPs synthesized by NRPS clusters. They also synthesize AMPs
from RIiPPs, especially bacteriocins, such as laterosporulin (69), laterosporulin10 (70), and
Bac-GM100 (71). In Brevibacillus sp. FIR094, 6 RiPPs were detected, four of which showed
low identity with known BGCs (Table 4). BGC 1 synthesizes a metabolite from the subfamily
of linear azol(in)e-containing peptides (LAPs). LAPs comprise a subclass of RiPPs that share
heterocyclic thiazol(in)e and (methyl)oxazol(in)e structures, promoting the cyclization of
cysteine, serine, or threonine side chains during the post-translational modification step (72).
This BGC was composed by the precursor peptide (gene A), the enzymes dehydrogenase
(gene B) and cyclodehydratase (gene C/D), the maturation protein (gene F), and regulatory
and transport genes (Figure 8a). A metabolite of approximately 5,000 Da was calculated
based on the 54 amino acid sequence of the core peptide. The peptide contains 14 cysteines
(C) in sequence that can form seven disulfide bonds (S-S). These disulfide bonds play a
crucial role in the stabilization of the molecule, giving it a specific conformation and

increasing its resistance to environmental factors. In addition, the sequence also included
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aromatic amino acids such as phenylalanine (F), which may contribute to the structural and
functional properties of the peptide. The BGC also contained the transcription factor AbrC3,
an inducer of antibiotic production (Figure 9a). AbrC3 is a positive transcriptional regulator
of specialized metabolites and morphological differentiation in S. coelicolor (73). The BGC
of Brevibacillus sp. FIR 094 showed high similarity to other BGCs from the antiSMASH
database, suggestion that the region is highly conserved within the genus (Figure 9b).
However, the metabolic network cluster showed low similarity with known gene clusters
from MIBIG (Figure 9c). BGC 10 synthesizes a lanthipeptide of class Il. It contains all genes
necessary for the synthesis of regulatory elements and carries three genes for auto resistance.
Identification of antimicrobial resistance genes allows insights into self-defense mechanisms
and suggests production of specialized metabolites with biological activity (74). These BGCs
are strong candidates for cloning and biosynthesis by heterologous expression to analyze the
structure and functionality of the AMPs.

Metabolically, Brevibacillus sp. FIR094 showed a considerable nodes number
synthesizing more metabolites when grown in R2A minimal medium, probably because this
type of medium creates a nutritional stress that enhances secondary metabolite production
(75). Despite the good results in metabolites production, most of the metabolome was not
possible to be annotated, the poorest characterized metabolome of herein studied strains.
BGCs for the synthesis of important antimicrobial compounds such as tyrocidine, gramicidin,
and macrobrevin were detected in the genome, but we were unable to find these molecules in
the metabolome. This may have occurred because of the metabolite extraction and detection
methods that were not focused on large peptides, or the tight regulation of their production,
which expression could be hampered under the laboratory conditions. The similarity network
of Brevibacillus sp. FIR094 revealed metabolites with molecular weights of up to 1,200 Da.
Tyrocidine and gramicidin have a molecular weight of 1,270.5 and 1,882.3 g/mol,

respectively, a value above the threshold of detection.

CONCLUSIONS

In this research we evaluated the biosynthetic potential of three free-living bacterial
strains isolated from pristine soil samples from the Brazilian Amazon using a multi-omics
approach based on genome mining and untargeted metabolomics. Genome mining identified
several BGCs for the synthesis of antimicrobial and antitumor compounds. However, a

significant number of unidentified BGCs were found, corresponding to 45%, 88%, and 71%
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of the predicted clusters in Streptomyces sp. ACT015, Rhodococcus sp. ACT016, and
Brevibacillus sp. FIR094, respectively, including relevant biosynthetic classes such as NRPS,
PKS, and RiPPs, indicating the untapped potential of Amazonian microorganisms.

The biosynthesis of secondary metabolites was modulated by the type of culture
media. Most of the acquired spectra were not annotated by the consulted databases (GNPS
and UNPD-ISDB), revealing a significant gap of information of the available databases and/or
an untapped chemical novelty of the assessed Amazonian strains, even for exhaustively
studied taxa such as Streptomyces spp. The Amazonian microorganisms are, therefore, an
important source for the registry of natural compounds and a promising source for discovering
new natural molecules.

Data integration in the metabologenomics approach allows for a more accurate search
of new secondary metabolites. This type of approach is especially useful for samples that have
been poorly explored, such as the pristine soils of Amazon. In this study, were rare the cases
in which we could correlate the predicted BGC with its metabolite, possibly due to the
novelty of the BGCs and spectra detected. These results indicate a high genetic and metabolic
variability in Amazonian microorganisms, that could be explored for the detection and
production of metabolites of medical and biotechnological utility.
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Figure 01. Visual aspect of colonies of (a) Streptomyces sp. ACT015, (b) Rhodococcus sp. ACT016, and (c¢)
Brevibacillus sp. FIR094, grown on Tryptone Soy Agar (TSA).

Figure 02. (a) Circular map of Streptomyces sp. ACT015 genome. From the outermost ring to the innermost:
locations of the 33 Biosynthetic Gene Clusters; genome size; Coding Sequences (forward and reverse); the
genomes of S. cadmiisoli ZFG47; S. griseoviridis F1-27; S. griseoviridis K61; S. koyangensis SCSIO 5802;
S. koyangensis VK-A60T; Streptomyces sp. HF10; Streptomyces sp. NEAU-sy36; Streptomyces sp. SUK 48;
Streptomyces sp. WA1-19; and Streptomyces sp. WP-1); G+C skew; and G+C content. (b) Cluster of
Orthologous Groups functional categories.
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Figure 03. (a) Circular map of Rhodococcus sp. ACT016 genome. From the outermost ring to the innermost:
locations of the 17 Biosynthetic Gene Clusters; genome size; Coding Sequences (forward and reverse); the
genomes of Rhodococcus sp. W8901; Prescottella equi ATCC 33701; P. equi BJ13; P. equi DSSKP-R-001; P.
equi FDAARGOS 952; P. equi JCM94-14; P. equi JCM94-27; P. equi JICM94-31; P. equi JCM94-3; P. equi
JID03-46; P. equi JID03-56; P. equi PAM2287; and P. equi U19; G+C skew; and G+C content; (b) Cluster of
Orthologous Groups functional categories; (¢) Putative plasmid with 642,065 bp, 65% GC content and 2
BGCs.
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Figure 04. (a) Circular map of Brevibacillus sp. FIR094 genome. From the outermost ring to the innermost:
locations of the 14 Biosynthetic Gene Clusters; genome size; Coding Sequences (forward and reverse); the
genomes of B. brevis BO11; B. brevis DZQ7; B. brevis HK544; B. brevis HNCS-1; B. brevis NBRC-100599;
B. brevis NCTC2611-1; B. choshinensis HPD31-SP3; B. formosus NF2 ; B. parabrevis B3; B. parabrevis
BCP-09; Brevibacillus sp. DP1.3A; and Brevibacillus sp. HD3.3A; G+C skew; and G+C content. (b) Cluster
of Orthologous Groups functional categories.
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Figure 05. Heatmap of enriched KEGG metabolism pathways. The color scale (right side) corresponds to the
relative value of metabolites enriched in each KEGG pathway, being yellow the “highest” enrichment and
blue the “lower” enrichment. The upper dendrogram was generated using hierarchical clustering and
represents the distance across the predicted metabolic profiles.
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Figure 06. (a) Spectra Similarity Molecular Networking (SSMN) representing the secondary metabolites
synthesized by the strains grown in different culture media. Each spectrum is represented by a node and the
level of similarity between nodes is directly proportional to the size of the edge that connects those nodes.
Orange, purple, and green nodes represent spectra acquired from the metabolome of Brevibacillus sp. FIR094,
Streptomyces sp. ACT015, and Rhodococcus sp. ACTO016, respectively. The size of the node indicates the
percentage of ion contribution (peak area). Pink circles (UNPD-ISDB), black squares (GNPS), or pink squares
(for both) identify the database responsible for the metabolite annotation. (b) Venn diagram with the total
number of spectra detected in the crude extracts of the three strains. (¢) Venn diagram illustrating the
distribution of metabolite production in each of the culture media in Streptomyces sp. ACTO015. (d) Venn
diagram illustrating the distribution of metabolite production in each of the culture media in Rhodococcus sp.
ACTO016. (e) Venn diagram illustrating the distribution of metabolite production in each of the culture media
in Brevibacillus sp. FIR094.
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Figure 7. (a) Spectra Similarity Molecular Network (SSMN) representing the chemical superclass of each
node. Each superclass is represented by a different color identified by the legend. Unidentified spectra are
represented by white nodes. (b) LC-MS/MS analysis highlights the presence of Antimycin A4 (1) and
Deferoxamine E (2) in Streptomyces sp. ACTO015 crude extract, validating BGCs 20 and 13 respectively. The
clusters are highlighted in the SSMN by dotted circle.
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Figure 8. (a) BGC from Brevibacillus sp. FIR094 suggested as a transcriptional region for RiPP subclass of
linear peptides containing azole(s) (LAPs). The essential genes of the BGCs are depicted as colored arrows,
including the precursor peptide, maturation protein, cyclodehydratase and dehydratase enzymes, the regulator,
and the transporter. The precursor peptide is represented by the leader region (dark gray) and the core region
(light gray). The predicted amino acid sequence is rich in cysteine and serine. The leader peptide is cleaved
after maturation. (b) The chemical structure of the molecule predicted from the amino acid sequence of the
core peptide.
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Figure 9. (a) Binding sites to the transcription factor Abrc3. (b) ClusterBlast analysis with regions from the
AntiSMASH database that are similar to the LAP BGC sequence. Genes marked with the same color are
interrelated. Genes in white are unrelated. (¢) Similar known gene clusters from MIBiG 3.1. Genes marked
with the same color are interrelated. Genes in white are unrelated.
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Table 1. General genomic characteristics of the three isolated strains.

Strains Streptomyces  Rhodococcus Brevibacillus
sp. ACTO015 sp.- ACT016 sp. FIR094
Assembly
Genome size (pb) 8,643,132 5,868,135 6,348,900
Number of contigs 1 1 117
N50 (bp) 8,643,132 5,868,135 116,003
G+C (%) 73 68,4 47,2
Coverage (x) 329 82 507
BUSCO
Complete and single copy 1,562 730 437
Complete and duplicate 6 11 4
Fragmented 6 2 6
Missing 5 0 3
Total BUSCO genes 1,579 743 450
BUSCO completeness (%) 99.4 99,8 98,0
Annotation
Number of CDS 7,161 5,919 3,309
Number of hypothetical genes 1,579 743 2,333




Table 2. Biosynthetic Gene Clusters predicted by AntiSMASH in the Streptomyces sp. ACT015

genome.
BGC Biosynthetic pathway Similar cluster Similarity
Isorenieratene 100%
Terpene .
BGC1 Carotenoid 87%
PKS Rustimicin 33%
RiPP-Lanthipeptide I
BGC 2 RiPP-Lanthipeptide 11 - 0%
NRPS
BGC 3 NRPS-PKS Detoxin P1/P2/P3 50%
Detoxin N2/N3 40%
BGC 4 Terpene - 0%
BGC 5 Butyrolactone - 0%
BGC 6 NRPS Amychelin A/B 81%
Cahuitamycin A/B/C 62%
BGC 7 TIPKS Chlorothricin 32%
Nucleoside - 0%
BGC 8 NRPS-T1PKS Candicidin 100%
BGC9 T3PKS Flaviolin 100%
BGC 10 Other e-Poli-L-lysine 100%
BGC 11 Other Ectoine 100%
BGC 12 Other Melanin 100%
Deferoxamine E 100%
BGC 13 Other Deferoxamine A/B 83%
FW0622 62%
BGC 14 RiPP-Lanthipeptide - 0%
BGC 15 Terpene Albaflavenone 100%
BGC 16 PKS Kinamycin 13%
BGC 17 NRPS Indigoidine 100%
Minimycin 100%
BGC 18 RiPP - 0%
BGC 19 Terpene Geosmin 100%
Antimycin 100%
NRPS-PKS Splenocin C 93%
BGC 20 . :
Neoantimycin 76%
PKS Trioxacarcin A 71%
BGC 21 Siderophore Paulomycin 13%
BGC 22 Terpene Hopene 92%
BGC 23 RiPP-Lanthipeptide - 0%
BGC 24 TIPKS Streptazone E 75%
BGC 25 Phosphonate - 0%




BGC 26

BGC 27

BGC 28

BGC 29

BGC 30

BGC 31

BGC 32

BGC 33

T1PKS
NRPS
RiPP-Lanthipeptide V
Terpene
RiPP-Lanthipeptide III
NRPS
RiPP
RiPP-Lanthipeptide
T1PKS
Betalactone
Other
NRPS-T1PKS
T3PKS
NRPS

Neocarzilin A/B

SapB
Azalomycin
Birimositide
Amicomycin

EDHA
Totopotensamide A/B

85%
0%
0%
0%

75%
13%
0%

100%

25%

0%
100%

58%
0%
0%




Table 3: Biosynthetic Gene Clusters predicted by AntiSMASH in the Rhodococcus sp. ACT016

genome.
BGC Biosynthetic pathway Similar cluster Similarity

BGC 1.1 Other e-Poly-L-lysine 100%
BGC 1.2 NRPS Thermochelin 38%
BGC 1.3 RiPP - 0%
BGC 14 NRPS Calicheamicin 8%
BGC 1.5 Terpene - 0%
BGC 1.6 NRPS - 0%
BGC 1.7 NRPS - 0%
BGC 1.8 NRPS - 0%
BGC 1.9 Terpene Isorenieratene 42%
BGC 1.10 Other Ectoine 75%
BGC 1.11 NRPS Corynecin 53%
BGC 1.12 Redox cofactor - 0%
BGC 1.13 NRPS - 0%
BGC 1.14 Betalactone - 0%
BGC 1.15 NRPS - 0%
BGC 1.16 NRPS ) 0%

Other Phosphoramidon 40%
BGC 1.17 T1PKS - 0%
BGC 2.1 Butyrolactone - 0%
BGC 2.1 NRPS Heterobactin 63%




Table 4. Biosynthetic Gene Clusters predicted by AntiSMASH in the Brevibacillus sp. FIR094

genome.
BGC Biosynthetic pathway Similar cluster Similarity
BGC1 RiPP-LAP Youssoufene 11%
BGC 2 NRPS Tyrocidine 81%
BGC 3 NRPS Gramicidin 91%
RiPP-Lanthipeptide I - 0%
BGC 4 NRPS-PKS Zwittermicin A 11%
BGC S5 NRPS-PKS - 0%
BGC 6 RiPP - 0%
BGC 7 T1PKS Trans-AT Macrobrevin 100%
NRPS - 0%
BGC 8 NRPS-PKS Trans-AT Aurantinin 25%
BGC9 Siderophore Petrobactina 83%
BGC 10 RiPP TVA-YJ-2 4%
BGC11 Terpene - 0%
BGC 12 PKS Bacitracin 22%
BGC 13 RiPP - 0%

BGC 14 RiPP - 0%




Supplementary figure 1: Utinga State Park (dark green). Sampling points are identified as A, B and C.
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Supplementary figure 2: Circular map of Rhodococcus sp. ACTO16 genome (contig 1
and contig 2). From the outermost ring to the innermost: locations of the 19 Biosynthetic
Gene Clusters; genome size; Coding Sequences (forward and reverse); the genomes of
Rhodococcus sp. W8901; Prescottella equi ATCC 3; ; P. equi BJ13; P. equi DSSKP-R-
001; P. equi FDAARGOS 952; P. equi JICM94-14; P. equi JCM94-27; P. equi JCM94-31;
P equi JCM94-3; P. equi JID03-46; P. equi JID03-56; P. equi PAM2287; and P. equi U19;
G+C skew and G+C content.




Supplementary figure 3: Analysis carried out on contig 2 of the Rhodococcus sp. ACT016 genome.
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Supplementary table 1: References used in comparative genomics analysis for the three strains.

Reference genome Access Number  Identity (%)*
Streptomyces cadmiisoli ZFG47 CP030073.1 99.15
Streptomyces griseoviridis F1-27 CP034687.1 99.87

Streptomyces griseoviridis K61 CP029078.1 99.87
Streptomyces koyangensis SCSIO 5802 CP049945.1 99.21
Streptomyces koyangensis VK-A60T CP031742.1 99.28
Streptomyces sp. HF10 CP047144.1 99.21
Streptomyces sp. NEAU-sy36 CP058977.1 99.28
Streptomyces sp. SUK 48 CP045740.1 99.02
Streptomyces sp. WA1-19 CP085039.1 99.08
Streptomyces sp. WP-1 CP123923.1 99.21
Rhodococcus sp. W8901 CP054690.1 99.14
Prescottella equi ATCC 33701 AP025268.1 98.68
Prescottella equi BJ13 CP118697.1 98.68
Prescottella equi DSSKP-R-001 CP027793.1 98.68
Prescottella equi FDAARGOS 952 CP065594.1 98.68
Prescottella equi JCM94-14 AP024181.1 98.68
Prescottella equi JCM94-27 AP024187.1 98.68
Prescottella equi JCM94-31 AP024189.1 98.68
Prescottella equi JCM94-3 AP024192.1 98.68
Prescottella equi JID03-46 AP024196.1 98.68
Prescottella equi JID03-56 AP024198.1 98.68
Prescottella equi PAM2287 CP095477.1 98.68
Prescottella equi U19 AP025544.1 98.68
Brevibacillus brevis BO11 CP041767.1 99.74
Brevibacillus brevis DZQ7 CP030117.1 99.61
Brevibacillus brevis HK544 CP042161.1 100.00
Brevibacillus brevis HNCS-1 CP128411.1 99.61
Brevibacillus brevis NBRC-100599 AP008955.1 99.67
Brevibacillus brevis NCTC2611-1 LR134338.1 99.80
Brevibacillus choshinensis HPD31-SP3 CP069127.1 99.15
Brevibacillus formosus NF2 CP018145.1 99.74
Brevibacillus parabrevis B3 CP064090.1 99.22
Brevibacillus parabrevis BCP-09 CP118544.1 99.41
Brevibacillus sp. DP1.3A CP085876.1 99.74
Brevibacillus sp. HD3.3A CP085874.1 99.35

*Identity based on strains 16s BLAST against nr database (NCBI). All alignments

had a sequence cover >99%.
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6 CONCLUSAO

Aqui, buscamos avaliar o potencial biossintético de trés cepas de bactérias ambientais de
espécies diferentes isoladas da Amazonia brasileira com abordagens integradas em gendmica e
metabolomica. A minera¢do do genoma permitiu avaliar a capacidade das bactérias em carrear
genes responsaveis por uma variedade de compostos antimicrobianos e antitumorais. As classes
biossintéticas predominantes foram PKS, RiPP e NRPS em Streptomyces sp. ACT015, NRPS em
Rhodococcus sp. ACT016 e RiPP, NRPS e NRPS-PKS em Brevibacillus sp. FIR094. Além disso,
foi possivel observar que muitos BGCs ndo possuem anotagao no principal repositério atualmente
disponivel. Em Streptomyces sp. ACTO015, 15 BGCs (45%) ndo foram identificados, em
Rhodococcus sp. ACT016 15 BGCs (88%) e em Brevibacillus sp. FIR094 10 BGCs (71%). Isto
sugere que o inventario completo de metabdlitos especializados de cepas bacterianas de solo
amazoOnico permanece ainda pouco explorado.

O metaboloma ndo direcionado a partir de cultivos com meios diferentes revelou a
significativa manipulacdo dos meios de cultura e a produ¢do de moléculas com espectros
correspondentes a importantes classes quimicas de interesse biotecnologico, como alcaloides,
policetideos e peptideos. Houve predominancia de espectros sem anotagdo nos bancos de dados
nas trés cepas envolvidas no estudo, com 89 nodos, 23 nodos e 105 nodos em Streptomyces sp.
ACTO15, Rhodococcus sp. ACTO16 e Brevibacillus sp. FIR094, respectivamente. Esses resultados
indicam uma alta variabilidade metabdlica nos microrganismos amazonicos, que poderiam ser
explorados para a producdo de metabdlitos de utilidade médica e biotecnoldgica.

A partir da integragdo de andlises multi-Omicas foi possivel comprovar a enorme
possibilidade de metabolitos secunddrios produzidos por bactérias de solo amazdnico. Neste
estudo, foram raros os casos em que pudemos correlacionar o BGC previsto com seu metabolito,
possivelmente devido a novidade dos BGCs e espectros detectados. A diversidade quimica que
ainda aguarda descoberta ¢ vasta, ¢ a capacidade de manipular o uso de tecnologias para
desencadear a produgdo e caracterizar compostos especificos € promissora. Ao mesmo tempo, 0s
bancos de dados continuam a evoluir, mas ainda ha muito trabalho a ser feito para preencher as
lacunas na anotagdo de metabdlicos secundarios microbianos. A medida que avangamos nessa
pesquisa, desvendar os metabolitos secundarios promete revelar novas aplicagdes em areas como

a biotecnologia, a medicina e a industria farmacéutica.
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