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“A consisténcia é contrdria

a natureza, contrdria a vida.

As tinicas pessoas completamente
consistentes sao os mortos.

(Aldous Huxley - Do What You Will)



RESUMO

Tendo em mente a atual crise no mercado farmacolégico devido ao surgimento de microrganis-
mos multiresistestes, faz-se necesdria a readequagdo das metodologias de desenvolvimento de
farmacos. A minera¢cdo gendmica permite predizer a capacidade de microrganismos produzirem
metabdlitos sem a necessidade de testes in vitro, encurtando os passos até a descoberta de
novos farmacos. A partir do sequenciamento de duas cepas bacterianas (Rhodococcus sp. e
Brevibacillus brevis ), foi possivel montar seu genomas utilizando o software SPADES, predizer
os genes nos genomas utilizando a ferramenta PROKKA e predizer a produ¢do de Metabdlitos
secundarios usando o ANTI-SMASH. Como principais resultados obtivemos que a cepa de
Rhodococcus sp., possui 16 clusters ainda sem a funcdo definida. A amostra Brevibacillus brevis
apresentou 15 clusters sendo 3 (macrobrevina,tirocidina e gramicidina) com fung¢io predita para
atividade antimicrobiana. A técnica de mineragdo gendmica, permitiu prospectar informagdes a
respeito da producio de metabdlitos, com isso foi possivel avaliar o potencial biotecnoldgico

desses organismos com técnicas independentes de cultivo.

Palavras-chave: Bactérias; Potencial Biotecnologico; Gendmica; Predi¢cao computacional.



ABSTRACT

The current crisis in the pharmacological market due to the emergence of multidrug resistant
microorganisms, it is necessary to rethink the methodologies of antibiotics development. Genomic
mining makes possible to predict the ability of microorganisms to produce metabolites without
the need for in vitro tests, shortening the steps for discovery of new drugs. From the sequencing
of two bacterial strains (Rhodococcus sp. and Brevibacillus brevis ), we assembled their genomes
using SPADES software, predicted the genes in the genomes using the PROKKA and predicted
the production of Metabolites secondary using ANTI-SMASH. As main results it was observed
that the strain of Rhodococcus sp. had presence of 16 clusters without a defined function. The
sample Brevibacillus brevis showed 15 clusters, 3 (macrobrevin, thyrocidin and gramicidin)
with predicted function for antimicrobial activity. The genomic mining technique allowed us to
prospect information of metabolites production, it was possible to evaluate the biotechnological

potential of these organisms with cultivation independent techniques.

Keywords: Bacterias; Biotechnological Potential; Genomic; Computational Prediction.
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1 INTRODUCAO

1.1 Contexto

A Organizacido Mundial de Satde relata uma crise na sadde publica derivada do crescente
nimero de microrganismos resistentes e representam uma grande ameaca global, que somente
pode ser resolvida se todos aqueles envolvidos no controle e na distribui¢ao dos medicamentos
antimicrobianos cumprissem com suas responsabilidades e deveres quanto a esse problema
(ABADI et al., 2019).

A exploracao moderna de genes de vias metabdlicas silenciosas em microrganismos
através de técnicas do estado da arte em genomica e metaboldmica, podem revelar novos tesouros

metabdlicos para solucionar problemas como a crise dos antibidticos (ZHANG et al., 2021).

Os ambientes amazonicos sdo um reservatério de biodiversidade muito importantes, a
riqueza de espécies e o uso da biotecnologia como ferramenta para a solu¢dao de problemas
industriais e relacionados a saide humana e animal, seu patrimdnio genético € fonte interessante
para o desenvolvimento sustentdvel baseado no uso de tecnologia de ponta para a formulagdo de
novas tecnologias. micro-organismos do solo amazo6nico podem ser a fonte de novos farmacos
para doencas ja conhecidas, a cura para doencas emergentes, biofabricas para novos processos

industriais e biorremediadores de impactos ambientais.

1.2 Justificativa

Bactérias ambientais sdo interessantes alvos para a descoberta de compostos de rele-
vancia biotecnoldgica, especialmente como solugdo para os crescentes niveis de resisténcia a
antimicrobianos encontrados em microrganismos patogénicos. A caracteriza¢do gendmica e pros-
peccdo de genes de interesse desses microrganismos, especialmente do ambiente amazonico, sao
passos importantes em busca de genes para producdo de compostos de potencial farmacoldgico

e industrial.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Identificar agrupamentos de genes biossintéticos em bactérias de filos com potencial

biotecnoldgico isoladas do Parque Estadual Utinga.

2.2 Objetivos Especificos

1. Sequenciar o genoma de dois isolados de interesse;
2. Montar, anotar e predizer os agrupamentos de genes biossintéticos;

3. Avaliar o potencial biotecnoldgico dos isolados.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Metabolitos secundarios

O metabolismo celular bacteriano é o conjunto de processos bioquimicos anabdlicos
e catabdlicos no qual as células bacterianas produzem novos substancias a partir de substrato
ou outras substancias, os produtos dessas reacdes sao conhecidos como metabdlitos. Podendo
ser classificados como primérios ou secundarios. Os metabdlitos primdarios sao o conjunto de
substancias essenciais para a sobrevivéncia do organismo, relacionadas a producdo de energia e
as fungdes vitais da célula, ja os secunddrios ndo estdo relacionados a sobrevivéncia da célula,
mas sim sua perpetuacao no ambiente utilizando estratégias de adaptacdo a situagdes adversas
(GOKULAN; KHARE; CERNIGLIA, 2014).

A magquinaria responsdvel pela producao desses compostos, normalmente esta relacio-
nada a aglomerados de genes biossintéticos (Biosyntetic Genes Cluster - BGC). Esses aglome-
rados sdo estruturas génicas que contem dois ou mais genes agrupados contendo componentes
da via biossintética para a producdo de um metabdlito, sendo capazes de produzir compostos
das seguintes classes: alcaloides, carboidratos, esteroides, lipideos, peptideos (com ou sem

modifica¢des pds-traducionais), policetideos e terpenoides (MEDEMA et al., 2015).

Esses metabdlitos possuem uma diversa gama de fungdes, seja como metodologia de
"guerra quimica'"com outros microrganismos, mediadores de atividade mutualistica entre espécies
ou simbiose quimica (O’BRIEN; WRIGHT, 2011). Apesar de ndo serem considerados essenciais
para a vida desses organismos (DEMAIN; SANCHEZ, 2009) sao de grande importancia para

sua dispersdo e adaptagdo em ambientes hostis e escassos de nutrientes.

E importante ressaltar que a producio de metabélitos de atividade antimicrobiana, estd
relacionada com a resisténcia a antimicrobianos, uma vez que, microrganismos produtores de
substincias antimicrobianas precisam resistir a sua acdo de forma a evitar o suicidio causado
pelas suas proprias substancias (CUNDLIFFE; DEMAIN, 2010).

3.2 Resisténcia a antimicrobianos

Bactérias possuem diversos mecanismos para protecdo contra agentes antimicrobianos
como: desativagdo do fadrmaco, mutagdo no sitio de ligagdo do farmaco, expressdao de bombas de
efluxo e desvios metabdlicos. Esses mecanismos, podem estar associados a elementos genéticos
moveis permitindo a transferéncia entre individuos da mesma espécie ou ndo (MADIGAN et al.,
2021, p. 150).

A resisténcia a antibidticos € uma questido emergente que estd associada a mortalidade

causada por patégenos bacterianos e sua solu¢@o € complexa e permeia a necessidade de politicas
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publicas, vigilancia e controle do uso de antibidticos, medidas de prevenc¢ado e o desenvolvimento
de novas opg¢oes de tratamento (FRIERI; KUMAR; BOUTIN, 2017). Laxminarayan et al. (2013)
descrevem extensamente a emergéncia da crise global no uso dos antibiéticos, demarcando o
problema nao apenas como o uso inadequado pelos pacientes mas um grande conjunto que
perpassa pelo enfraquecimento de sistemas publicos de saide, demora em diagndsticos € o0 uso

de antibidticos como promotores de crescimento na industria agropecudria.

Para enfrentar esses problemas se faz necessaria a readequacdao da metodologia de
desenvolvimento de fairmacos, integrando o estado da arte da metabolomica, biologia sintética,
gendmica e quimica farmacéutica. O uso de metodologias que integrem as informacdes advindas
do genoma de bactérias resistentes com a criacao de farmacos (BROWN; WRIGHT, 2016).

De acordo com Cook e Wright (2022), ainda ha esperanca na luta contra a crise dos
antibidticos pois campos de estudo como a mineragdo gendmica e biologia sintética aliadas
de ferramentas poderosas como a inteligéncia artificial combinadas com a reformulacdo de
técnicas cldssicas do desenvolvimento de farmacos permitirdo o desenvolvimento de tratamentos

eficientes e diversos contra as patologias bacterianas.

3.3 Minerac¢ao genOmica

Medema, Rond e Moore (2021) descrevem a mineragdo gendmica como uma forma de
iluminar a quimica altamente especializada da vida, uma ferramenta poderosa para o estudo do
funcionamento de extensas maquinarias genéticas para a produ¢do de compostos com diversas
funcionalidades. Esses estudo servem como unificadores da ecologia e fisiologia além de servir

como matéria prima para o desenvolvimento de produtos biotecnoldgicos.

O estado da arte na mineragcdo gendmica tem criado bancos de dados gigantescos com
material descrevendo diversos tipos de genes relacionados a produ¢@o de metabdlitos de interesse,
ndo apenas fornecendo informagdes ecoldgicas e filogenéticas, mas também oportunizando
o desenvolvimento de novas ferramentas capazes de auxiliar na descoberta de novos genes
(CHEVRETTE et al., 2021).

A minera¢do gendmica como metodologia integrativa da bioinformdtica com outros
campos do conhecimento como a quimica e a fisiologia microbiana, permite que microrganismos
com caracteristicas fenotipicas interessantes sejam extensamente estudados em todos os dmbitos
da expressdo e producio de metabdlitos. Inclusive predizendo propriedades desses metabdlitos,
sem depender de niveis de expressao, tempo de crescimento ou da purificagcdo. (BAUMAN et al.,
2021; BALTZ, 2021)
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3.4 Actinomicetos

Actinomicetos s@o um filo de microorganismos gram-positivos de alto conteido guanina
e citosina que contém as classes: Acidimicrobiia, Actinobacteria, Coriobacteriia, Nitriliruptoria,
Rubrobacteria, € Thermoleophilia(YADAV et al., 2018). Dentre suas principais caracteristicas
podemos ressaltar a presenca de micélios e a produgdo de hifas filamentosas (CHATER, 2016).
Sua dispersdao ambiental é enorme e ja foram isolados de ambientes diversos como: lagos salinos,
mar profundo e solo (CLAVO et al., 2021; FELICIO et al., 2021; SAPKOTA et al., 2020). Além
da simbose com animais, fungos, insetos, linquens e plantas (HEI et al., 2021; MEIJ et al., 2017).
A capacidade de se adaptar a diversos ambientes estd intimamente relacionada com a capacidade

de produzir substancias bioativas com func¢des igualmente diversas (BERGEIJK et al., 2020)

Essas bactérias foram uma fonte importante para o desenvolvimento de compostos de
funcgdes diversas como: antibactericidas, antifungicos, antihelminticos, antitumorais, anticance-
rerigenos, antinflamatorios, antivirais, imunossupressores, inseticidas e herbicidas (DEMAIN;
SANCHEZ, 2009; JOSE; MAHARSHI; JHA, 2021).

64% dos antibidticos derivados de produtos naturais foram obtidos a partir de actinomi-
cetos filamentosos ( especialmente do género Streptomyces ), especialmente durante a era de
ouro dos antibiéticos (1940-1960) sendo 20 utilizados clinicamente (HUTCHINGS; TRUMAN;
WILKINSON, 2019). Segundo Genilloud (2017), continuam sendo uma fonte relevante para o
isolamento de caracterizacdo de compostos de interesse biotecnoldgicos, e com o emprego de
metodologias modernas de investigacdo podem continuar a fornecer substancias relevantes para

mercado.

3.4.1 Rhodococcus

O género Rhodococcus contem actinomicetos de diversidade gendmica e fisioldgica,
contendo alguns membros patégenos para humanos, animais e plantas. Sua importancia biotec-
noldgica € encontrada principalmente por conter algumas cepas com capacidade de degradar
compostos organicos. Devido seu grande tamanho génomico (8.5-10Mb) esses microrganismos
possuem grande diversidade gendmica de genes ndo essenciais, e através de eventos de recombi-
nac¢do, translocagao e insercao, sdo capazes de modificar seus proprios genomas e reservar genes
codificantes de vias metabdlicas diversas (CAPPELLETTI et al., 2019).

Rhodococcus sao os microorganismos mais adequados para o desenvolvimento de tec-
nologias de remediacdo de ambientes por serem capazes de degradar poluentes persistentes e
por terem sido isolados de ambientes contaminados com hidrocarbonetos (inclusive em forma
gasosa)(KUYUKINA; IVSHINA, 2019). Sua resiténcia a intemperes como frio, calor, acidez,
salinidade, pode ser explorada para o desenvolvimentode biorremediadores de derramamento de

derivados de petréleo.

Além da capacidade de remediacdo bioldgica, podemos ressaltar o potencial de produ-
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¢ao de diversas moléculas como: biosulfactantes, biofloculantes, carotenoides, d4cidos graxos
poli-insaturados, poli-hidroxi-alcaldides e triacil-glicerois (CAPPELLETTI et al., 2020). Os ele-
mentos de estrutura quimica complexa como os carotenoides e os dcidos graxos poli-Insaturados
sdo de grande interesse industrial pois sua sintese é complexa e custosa, o uso de microorganismos

pode facilitar e reduzir os custos nesses processos.

Dentre as possibilidades para o uso biotecnolégico de Rhodococcus temos o uso como
biofdbricas para 6leo, biocatdlise em processos industriais e valorizagdo de rejeitos (ALVA-
REZ et al., 2021; KRIVORUCHKO; KUYUKINA; IVSHINA, 2019; ANTHONY et al., 2019;
CHATTERIEE et al., 2020).

3.5 Brevibacillus brevis

Brevibacillus (anteriormente Bacillus brevis) € um género com grande poténcial para
uso como organismo de expressao heteréloga por ter crescimento rapido, baixa produgdo de
proteases extracelulares e boa eficiéncia de transformacdo por eletroporacao, além disso diversos
membros do género produzem substancias com atividades larvicidas e antimicrobianas e tem
grande importancia agroecoldgica por sua relacdo mutualistica com plantas promovendo seu
crescimento,as protegendo de patégenos e removendo metais pesados do solo (PANDA et al.,
2014; RAY; PATEL; AMIN, 2020).

Yao, Zhang e Wu (2020) ressaltam capacidade prolifica de Brevibacillus para expressao
heter6loga especialmente sua capacidade de produzir moléculas com eficiéncia ao ser mediada
por promotores endogenos com repeticdo em tandem de peptideos sinal, sugerindo a importancia
do uso de estratégias eficazes de otimizacdo do hospedeiro, do vetor, do processo fermentativo e
o estudo detalhado dos promotores do género através de estudos gendmicos para melhoria desse

modelo.

Exemplos importantes de metabdlitos obtidos de Brevibacillus temos os peptideos antimi-
crobianos (Antimicrobial Pepitides - AMP), sendo esses classificados pela sua sintese ribossomal
ou ndo, tendo diversos usos como o biocontrole em plantas, preservantes para alimentos em pra-
teleiras(YANG; YOUSEF, 2018). Além dos AMPS podemos citar a probdigiosina com atividade
algicida e compostos ainda ndo elucidados com grande atividade antiproliferativa (ZHANG et al.,
2022; ARUMUGAM et al., 2018). Além dos metabdlitos, algumas vias bioquimicas dos Brevi-
bacillus sdo interessantes pela capacidade de degradar Acido Polilatico (pldstico biodegraddvel),
a sintese de exopolissacarideos e a biodegradacdo de polietileno (YU et al., 2022; YILDIZ et al.,
2015; HADAD; GERESH; SIVAN, 2005; ALI; ZAKARYA; KHALED, 2022).

A espécie Brevibacillus Brevis contém individuos majoritariamente mesofilicos, e sua dis-
tincao € baseada em similaridade gendmica, sondagem molecular e anélises quimiotaxondmicas
(RAY; PATEL; AMIN, 2020).
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3.6 Estudo MIB’s

Em 2012 Bérdy (2012) comentou a respeito do declinio no desenvolvimento de novos
farmacos, sendo eles resultantes de falhas humanas devido ao uso irresponsdvel de medicamentos,
falhas cientificas devido a limitac¢des técnicas e ambientes econdmicos de regulacdo custosos
e estritos que limitam o desenvolvimento de novos medicamentos. Apds o fim da era de ouro
dos antibiéticos, um decréscimo dramatico foi observado no nos niveis de descoberta de novos
farmacos, apesar disso, o desenvolvimento nas areas de espectrometria de massas, metabolo-
mica, gendmica e transcriptdmica além do baixo custo para o sequenciamento de um genoma
sdo ferramentas importantes para o direcionamento no desenvolvimento de novos compostos
derivados de produtos naturais (KATZ; BALTZ, 2016).

O uso de ferramentas computacionais para a minera¢ao de dados e predi¢ao de in-
formacgdes a partir de genomas € uma estratégia promissora por ser eficiente economica e
laboriosamente, e podem servir de estratégias guiadoras para o uso de outras ferramentas (ADA-
MEK et al., 2017). Trivella e Felicio (2018) propde o uso de um tripé para a identificacao de
novos produtos naturais derivados de bactérias, sendo estes: o uso de mineragdo gendmica, a
manipulacdo de condi¢des de cultivo para eliciacdo da expressao de genes e a metabolomica
baseada em espectrometria de massa. Com essas ferramentas, os autores acreditam que a integra-
¢do da gendmica com técnicas de obtencgdo e purificagdo de metabdlitos serdo as bases para o

desenvolvimento de novos produtos farmacolégicos pelos proximos anos.

Ramirez-Rendon et al. (2022) ressalta a relevancia de bactérias para a descoberta de
importantes farmacos e propde que organismos de fontes ndo convencionais como cavernas,
fontes termais, areas de alta salinidade, solos aridos, oceanos e mares continuem sendo estudados
especialmente com tecnologias como metagndmica e minera¢cao gendmica pois podem ter um
papel importante no combate de possiveis surtos de doengas como a SARS-COV?2 e epidemias

causadas por bactérias resistentes.

Em condig¢des laboratoriais, muitos genes relacionados a sintese de compostos bioativos
sao silenciados, limitando a producao desses metabdlitos,sendo necessario o uso de eliciadores
para expressao dos genes relacionados a produgdo desses compostos(RUTLEDGE; CHALLIS,
2015). Felicio et al. (2021) propde o uma metodologia de eliciagdo para expressdo, purificacio e
caracterizacdo desses compostos além de ressaltar que até 45% dos compostos produzidos por

microrganismos sdo metabdlitos secunddrios eliciados.

A incorporacao de diversas ferramentas e banco de dados permite uma andlise robusta e
completa utilizando tecnologias do estado da arte da biologia computacional. Através da ferra-
menta ANTI-SMASH (MEDEMA et al., 2011) podemos predizer clusters génicos relacionados
a producdo de metabdlitos secundarios e de sintese ribossomal. Essa tecnologia de mineracdo in
silico permite prever redes metabdlicas e possiveis promotores da expressao desses compostos,

principalmente por utilizar bancos de dados produzidos a partir de outras ferramentas como
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BAGEL, NORINE e CLUSEAN (JONG et al., 2010; HEEL et al., 2013; CABOCHE et al., 2007,
WEBER et al., 2009).
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4 METODOLOGIA

4.1 Selecao de amostras

Diante da importancia biotecnologia dos microrganismos citado anteriormente, para
a exploragdo gendmica foram selecionadas duas cepas do parque estadual Utinga - Belém,
PA gentilmente disponibilizadas pelo Centro de Génomica e Biologia de Sistemas. Incluindo
uma actinobactéria do género Rhodococcus (ACT_016) e e uma bactéria do filo Firmicu-
tes: Brevibacillus brevis(FIR_094). Essa amostras foram previamente identificadas utilizando
sequenciamento do gene de RNA ribossomal 16s utilizando os primers universais 8F: 5’-
AGAGTTTGATCATGGCTCAG-3’ e 1492R: 5’-CGGTTACCTTGTTACGACTT-3’ com o
sequenciador ABI Prism 3500 Genetic Analyzer (Applied BioSystems) e alinhamento contra o
banco de dados de RNA ribossomal do NCBI utilizando a ferramenta blast.

4.2 Extracao de DNA e sequenciamento

As amostras foram cultivadas em meio Caldo Triptona de Soja (TSB) por 48 horas 4 28
graus, e seu DNA foi extraido utilizando o kit HiPure A Multi-sample DNA Purification Kit(HI-
MEDIA) seguindo as orientagdes do fabricante. O DNA foi quantificado usando quantificador
Qubit(Thermo Fisher) e sua integridade foi avaliada por eletroforese em gel de agarose 1%
complementado com brometo de etideo 0.5%. As bibliotecas foram preparadas utilizando o

protocolo do fabricante e sequenciadas no equipamento Ion GeneStudio S5 Plus (Thermo Fisher)

4.3 Analise Genomica

O pipeline Bactopia (III; READ, ), filtrou as leituras, montou e anotou o genoma auto-
maticamente. Paralelamente, as amostras foram filtradas manualmente utilizando a ferramenta
Trimmomatic (BOLGER; LOHSE; USADEL, 2014) utilizando os seguintes parametros: "LEA-
DING:3 TRAILING:30 SLIDINGWINDOW:4:15 MINLEN:36"e foram realizadas montagens
manuais utilizando o software Shovill ( disponivel em <https://github.com/tseemann/shovill> )
com os montadores SKESA (SOUVOROV; AGARWALA; LIPMAN, 2018) e SPADES (BANKE-
VICH et al., 2012) utilizando pardmetros automaticos e kmers especificos (21,33,55,77,99,127).
As melhores montagens foram selecionadas apds visualizacdo da qualidade no software QUAST
(GUREVICH et al., 2013).

Ap0s isso as melhores montagens foram submetidas ao programa KRAKEN (WOOD;
LU; LANGMEAD, 2019) para determinar a pureza das montagens e predi¢ao de espécies.
Posteriormente os genomas foram montados em um tnico cromossomo utilizando o software
RAGOUT (KOLMOGOROV et al., 2014) utilizando genomas de referéncia proximos a espécie


https://github.com/tseemann/shovill
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predita pelo KRAKEN, a pureza das montagens foi verificada utilizando o software BUSCO
(SIMAO et al., 2015).

Finalmente os genomas foram anotados utilizando o software PROKKA (SEEMANN,
2014) , seus genes de resisténcia a antibidticos foram preditos utilizando o software armfinder e

seus clusters de metabdlitos secundarios foram preditos utilizando a ferramenta ANTISMASH
(BLIN et al., 2021).

Foram utilizados os softwares fastqc (ANDREWS, 2019) e Artemis (CARVER et al.,
2012) para criagao de figuras a partir dos dados gerados.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Sequenciamento e controle de qualidade das leituras

Ap6s o sequenciamento das amostras, foram obtidas 7.8 milhdes de leituras de tamanho
médio de 223 pares de base para a amostra Rhodococcus ACT_016 e 7.4 milhdes de leituras
com tamanho médio de 222 pares de base para a amostra Brevibacillus brevis FIR_094. Apos a
filtrar as leituras utilizando a ferramenta Trimmomatic, retivemos 6.2 milhoes de leituras com
tamanho médio 113 pares de base perda2l,5% para ACT_016 e 6.1 milhdes de leituras com
tamanho médio 145 pares de baseperdadel8,5%.

Baseando-se num tamanho de genoma varidvel de 3 a 10 milhdes de bases para Rhodo-
coccus, podemos determinar a cobertura real estimada pela formula C = (L-N)/G sendo C a
cobertura, L o comprimento médio das reads e G o tamanho do genoma. A partir disso, obtivemos
que a cobertura para a amostra ACT016 apdés filtrar as leituras estd entre 70 e 233,53 vezes.
Para a amostra FIR_094, consideramos o tamanho do genoma de referéncia de Brevibacillus
Brevis(NZ_1LR134338) de 6.2 milhdes de bases e estimamos a cobertura em aproximadamente
142,66 vezes.

As qualidades médias das sequéncias pode ser observada a partir dos graficos a seguir

gerados pela ferramenta FASTQC:

Figura 1 — Graficos representando a qualidade média das leituras da amostra ACT016 na escala
PHRED

Dados brutos . Dados filtrados

a. B

T4 130138 150154 170-174 190194 210214 230254 250254 270274 290234
positon nread (o0}

Box plot representando a distribuicao da variacao média de qualidade das leituras (eixo Y) em
relaciio a posicdo da base na leitura (eixo X), a linha azul representa a média. As cores verde,
amarelo e vermelho representam respectivamente: qualidade excelente (>), boa (<27; >=20) e
ruim(<20).



23

Figura 2 — Graficos representando a qualidade média das leituras da amostra FIR_094 na escala
PHRED

Dados brutos . Dados filtrados

Fonte: autoria proria

A partir dos graficos acima podemos observar a perda de qualidade no final das leituras
brutas, um tipo de limitacdo técnica comum ao utilizar sequenciadores da plataforma Illumina,
porém o término em baixa qualidade pode ser removido apo6s a filtragdo, tendo uma qualidade
média ao longo da sequéncia proximo de PHRED 26 e removendo sequéncias abaixo de PHRED

20 ( que representa probabilidade de erro maior que 1 em 100).

5.2 Predicao de espécies e montagem de genoma

Tabela 1 — Relatério do software QUAST para as montagens da amostra 016

Estatistica Nome das montagens

bactopia+skesa bactopia+spades manual mais kmers manual+spadess

Numero de contigs 2893 2859 267 211
Numero de contigs (>= 0 bp) 2893 2859 373 314
Numero de contigs (>= 1000 bp) 2088 2069 241 189
Nimero de contigs (>= 5000 bp) 154 162 185 146
Niimero de contigs (>= 10000 bp) 9 9 148 119
Numero de contigs (>= 25000 bp) 0 0 90 80
Numero de contigs (>= 50000 bp) 0 0 31 40
Maior contig 12514 12514 168716 222317
Comprimento total 5931701 5931691 6431423 6438566
Comprimento total (>= 0 bp) 5931701 5931691 6458455 6467051
Comprimento total (>= 1000 bp) ~ 5340891 5350903 6413515 6424096
Comprimento total (>= 5000 bp) 1013529 1063244 6277148 6315422
Comprimento total (>= 10000 bp) 100586 100586 5997032 6110524
Comprimento total (>=25000bp) 0 0 5023485 5423825
Comprimento total (>= 50000 bp) 0 0 2903777 4003427
N50 2719 2758 46660 84527
N9O 1002 1010 14230 18884
auN 3216.4 3258.2 61550 78958
L50 702 692 38 29

L90 2086 2057 130 97

GC (%) 68.06 68.05 68.09 68.08

Fonte: autoria proria
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A melhor montagem para a amostra ACT016 é a montagem manual+spades que foi
feita utilizando o montador spades junto com a corre¢do do software shovill. Essa montagem
foi escolhida por ter o maior valor de L50 (menor quantidade de contigs para atingir 50 %
do nimero de pares de base) e maior contig em tamanho absoluto (222 mil pares de base). O
conteido GC de 60 % dessa montagem esta de acordo com o descrito por Yadav et al. (2018)

para Actinomicetos.

Tabela 2 — Relatorio do software QUAST para as montagens da amostra 094

Estatistica Nome das montagens

bactopia+skesa bactopia+spades manual mais kmers manual+spadess

Numero de contigs (>= 0 bp) 1359 1356 174 145
Niimero de contigs (>= 1000 bp) 1184 1179 89 86
Numero de contigs (>= 5000 bp) 445 442 77 74
Numero de contigs (>= 10000 bp) 134 134 72 68
Numero de contigs (>= 25000 bp) 4 5 58 54
Numero de contigs (>= 50000 bp) 0 0 43 40
Maior contig 47444 47444 426847 506270
Comprimento total 6192419 6192418 6366868 6368789
Comprimento total (>= 0 bp) 6192419 6192418 6385784 6381692
Comprimento total (>= 1000 bp) 6061227 6059168 6360679 6362541
Comprimento total (>= 5000 bp) 4118533 4120357 6335651 6338367
Comprimento total (>= 10000 bp) 1956669 1976108 6300503 6297106
Comprimento total (>= 25000 bp) 132715 167349 6074220 6061343
Comprimento total (>= 50000 bp) 0 0 5525199 5538539
N50 7064 7067 140750 154727
N9O 2188 2176 41752 41705
auN 8683.7 8819.3 155188 173136
L50 272 269 16 14

L90 871 869 48 45

GC (%) 47.27 47.27 47.19 472

Fonte: autoria proria

De maneira similar, a melhor montagem para a amostra 094 também € a montagem
manual+spades. possuindo um valor similar a montagem manual mais kmers porém se diferen-
ciando por possuir a maior contig com aproximadamente 80 mil pares de base a mais, um fator
muito relevante para a posterior montagem do genoma completo. O conteido GC também esta

de acordo com valores comumente encontrados em Brevibacillus brevis (NAKAMURA, 1991).

Os melhores conjuntos de contigs montadas foram submetidas ao software KRAKEN2
para predi¢do de espécie, para a amostra Rhodococcus ACT_016 a espécie predita foram
Rhodococcus com 71,66 % de contigs identificadas, mas importunamente 18,45 % das contigs
nao foram identificadas, determinando que a amostra Rhodococcus ACT_016 foi predita como
Rhodococcus ndo identificado. A partir desse resultado o genoma de referéncia sugerido para a
montagem foi o de codigo de acesso NZ_CP054690 da cepa Rhodococcus sp. W8901.

Para a amostra Brevibacillus brevis FIR_094, 85.52 % das contigs foram preditas como

Brevibacillus brevis concordando com os resultados previamente obtidos a partir de sequen-
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ciamento de sanger. O genoma NZ_CP030117 da cepa DZQ7 referéncia para montagem de

genomas dessa espécie.

As montagens utilizando genomas de referéncia escolhidos, foram avaliadas quanto
a presenca de genes ortdlogos. Na amostra Rhodococcus ACT_016 foram encontrados 120
BUSCOs completos e unicos, 2 genes completos e duplicados e 2 genes fragmentados, o
valor de genes completos tnicos de 98% foi considerada satisfatéria para a montagem e de
pureza suficiente para a anotacdo do genoma. J4 na amostra Brevibacillus brevis FIR_094,
121 BUSCOs completos e tnicos foram encontrados, 1 gene completo e duplicado, 1 busco
fragmentado e 1 busco faltando, com o percentual de 98,4 % também foi considerada suficiente

para prosseguimento da anotacgao.

o software PROKKA foi capaz de predizer 5738 CDSs para a amostra Rhodococcus
ACT_016 e 6082 CDS para a amostra Brevibacillus brevis FIR_094, contendo genes de diversas

fungdes celulares.
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Figura 3 — Graficos representando a montagem do cromossomo da amostra ACT_016

3750000

Genes na direcio foward (roxo), Genes na direcio reverse (azul claro), clusters génicos (rosa),
qualidade da montagem (em cinza a montagem e em vermelho os gaps da montagem) e internamente
um grifico representando a variacdo de contetiiddo G-+C (amarelo quando maior que 50% e roxo
quando menor) e mais internamente um grafico representando o valor de G+C

Fonte: autoria proria
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Figura 4 — Graficos representando a montagem do cromossomo da amostra FIR_094
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Genes na direcdo foward (roxo), Genes na direcio reverse (azul claro), clusters génicos (rosa),
qualidade da montagem (em cinza a montagem e em vermelho os gaps da montagem) e internamente
um grifico representando a variacdo de contetiiddo G-+C (amarelo quando maior que 50% e roxo
quando menor) e mais internamente um grafico representando o valor de G+C

Fonte: autoria proéria

Através dessa visualizacdo, podemos observar a sobreposicao de alguns clusters génicos
com dreas de gaps na montagem, o que nao desqualifica a predi¢do desses clusters mas pode
levar a uma baixa identidades ou auséncia de componentes nos clusters como genes acessorios
importantes para a sintese. O aprimoramento da montagem se faz necessario para o depdsito

desses genomas em bancos de dados de montagens. Esse pode ter sido um dos motivos para a
baixa identificagdo dos cluster na amostra 016.

5.3 Predicao de BGCs e resisténcia a antimicrobianos

Para a amostra 016, o software antishmash foi capaz de identificar 16 cluster biossintéti-
cos completos, porém apenas um cluster foi predito com 75% de similaridade para producao

de ectoina, um produto biosintético conhecido e produzido por uma ampla gama de bactérias
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gram positivas e negativas (STOVEKEN et al., 2011). Além disso, através da ferramenta arm-
finder foi observada a presenca de genes codificando uma beta-lactamase de classe A e uma
proteina de protecao ribossomal ABC-F. A presenca desses genes, pode indicar a resisténcia

desse microrganismo a antibiéticos beta-lactamicos e a macrolideos.

Ja a amostra 094, teve 15 cluster biossintéticos preditos, dentro os quais 4 tiveram sua
funcdo identificada por similaridade sendo produtores das seguintes substancias e identidades
percentuais: petrobactina(83%), tyrocidina(81%), gramicidina(91%) e macrobrevina ((100%)).

Figura 5 — Cluster biosintético para producao de petrobactina na amostra FIR_094
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Fonte: autoria proria

A petrobactina € um sider6foro com protoreatividade capaz de reduzir ferro /11 em
ferro II(BARBEAU et al., 2002). Interessantemente o cluster presente na amostra Brevibacillus

brevis FIR_094 capaz de produzir petrobactina, contém uma proteina de resisténcia tipo A a

vancomicina e teicoplanina.

Figura 6 — Cluster biosintético para producao de tirocidina na amostra FIR_094
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Fonte: autoria proéria

Figura 7 — Cluster biosintético para producao de gramicidina na amostra 094

CC 6: neighbouring
[ T8 s ]

lantipepide-class-i

NRPS

B
D0 D EREB MDD I ED O] I S S D S | )} B E-HDDD

3,250,000 3,260,000 3,270,000 3,280,000 3,290,000 3,300,000 3,310,000 3,320,000 3,330,000 3,340,000 3,350,000 3,360,000

Fonte: autoria proria

A gramicidina e tirocidina sao peptideos lineares de sintese ndo ribossomal, com meca-
nismo de acdo através do dano na membrana celular de outros organismos, a tirocidina € relatada
como um candidato importante a antibidtico de nova geracao por ndo ter induzido resisténcia
nas células afetadas(YANG; YOUSEF, 2018). A presenca de clusters capazes de produzir nao
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apenas um mas dois tipos diferentes de peptideos com atividade antimicrobiana sugere atividade
antimicrobiana no isolado 094, o que precisa ser elucidado através de testes in vitro em condigdes
que promovam a expressao desses compostos para posterior purificacdo e descri¢do de suas

estruturas através da técnica de espectometria de massa.

Figura 8 — Cluster biosintético para producao de macrobrevina na amostra 094
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Fonte: autoria proéria

O cluster de produga@o para macrobrevina foi o tnico encontrado com 100% de similari-
dade na amostra Brevibacillus brevis FIR_094, esse antibiotico com estrutura incomum derivado
de uma trans-aciltransferase policetideo sintase foi inicialmente isolado a partir de Brevibacillus
sp. associados ao microbioma de plantas (HELFRICH et al., 2018).

A amostra 016 apresenta diversos cluster e através de métodos computacionais utilizando
bancos de dados extensos nao fomos capazes de predizer a func¢do desses clusters, o que ressalta

a importancia de estudos de purificacdo e descri¢io das estruturas desses compostos.

Diferentemente, a amostra Brevibacillus brevis FIR_094 apresenta 3 clusters identificados
como produtores de produtos naturais com ativade antimicrobiana, o que deve ser confirmado
através de ensaios elaborados que promovam a expressdo desses genes € para sua posterior
purificacdo. Esse microrganismo tem grande poténcial para descricdo de produtos naturais
com atividade antimicrobiana, apesar de serem de classes conhecidas. A elucidacdo dessas
estruturas pode sugerir modificacdes em antibidticos derivados dessa substancia, e também
ajudar a complementar informacdes ja existentes a respeito da producdo de compostos de

interesse biotecnolégicos em Brevibacillus brevis.

Quanto a presenga de genes de resisténcia a amostra 94 teve a resisténcia predita para
antibidticos como clorofenicol, Kanamicinda, Tobramicina, streptomicina, lincossamida, macro-

lideos, streptogramina, macrolideos e beta-lactamicos.

Os alinhamentos demonstram a presenga de varios genes relacionados a resisténcia,
inclusive a classes inteiras de antibidticos como beta-lactdmicos e macrolidios, devido ao grande

espectro de protecdo conferidos por esses genes.



Tabela 3 — Informacoes a respeito dos alinhamentos para predicao de ARGs

CDS da query Abrev.do Gene Cobertura (%) Identidade (%) Comprimento

004_01565 catV 100.00 94.52 219
004_04575 ant(4’)-Ic 100.00 93.36 256
004_02000 aac(6’)-35 100.00 92.74 179
004_02604 ant(6)-Ic 100.00 91.61 286
004_02904 clbC 100.00 90.96 343
004_00361 mphJ 99.68 88.60 307
004_01265 blaBBI 100.00 87.83 304

Fonte: autoria proria

Informacdes obtidas a partir dos alinhamentos de sequéncia realizados pela ferra-
menta armfinder
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6 CONCLUSAO

A montagem dos genomas foi suficiente para a sugestdo de um draft, tendo estatisticas
dentro dos parametros necessarios e conteido GC préximo ao da literatura para o depdsito com
numero suficiente de CDSs preditas. Porém para a descricdo de um genoma completo sendo
ainda € necessdrio o uso de tecnologias de fechamento de gaps e aprimoramento das montagens,

uma vez que ambas as montagens contem varios espacamentos de "NNN"em seus genomas.

Como resultados desse trabalho obtivemos a montagem de 2 novos genomas a fim de
depositar no GenBank. Além de ter descrito o poténcial biotecnoldgico da amostra 094 através
de ferramentas in silico, abrindo espaco para metodologias confirmatdrias para estudo detalhado

dos metabdlitos desse microrganismo.

Os BCGS encontrados na cepa de Brevibacillus brevis FIR_94 correspondem a cluster
capazes de produzir macrobrevina, petrobactina,tirocidina e gramicidina. A capacidade de
predizer esses cluster, permite o uso de eliciadores especificos para esse tipo de cluster conforme

a metodologia descrita por Felicio et al. (2021).

Concluimos que a cepa de Brevibacillus brevis possui potencial biotecnoldgico, apesar
de se predita como capaz produzir compostos ja conhecidos, seus clusters ndo sdo idénticos aos
presentes nos bancos de dados e podem conter modificacdes estruturais interessantes para o
desenvolvimento de fairmacos baseados nessas modificagdes, ou o aprimoramento de farmacos

ja existentes.

A cepa de Rhodococcus sp. (16), foi predita com diversos clusters, mas sem referéncias
para sua funcdo. Esses dados, apesar de ndo possuirem impacto biotecnoldgico direto, sao
importantes pois através deles, serd possivel comparar a producdo de metabdlitos com os genes e
através de estudos de expressao heter6loga descrever a fungdo desses clusters e complementar os

bancos de dados existentes.

O uso das metodologias in silico permitiu a analise detalhada desses organismos, e
através desses genomas outras perguntas ainda podem ser respondidas como a presenca de ilhas
de patogenicidade e genes de viruléncia além da relac@o entre esses microrganismos e outros da

mesma espécie ja descritos anteriormente.

A confirmagdo da produgdo de substincias antimicrobianas serd realizada pela equipe
do centro de gendmica e Biologia de Sistemas para posterior purificacdo e descri¢do de sua

estrutura.
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