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Introducao |

Actinomicetos sdo um grupo de bactérias Gram-
positivas amplamente encontradas no solo.
Caracterizam-se por seu alto conteddo GC no
genoma e séo certamente um dos mais importantes
produtores de metabdlitos bioativos.
Particularmente, os policetideos reduzidos (PK-I) e
peptideos ndo ribossomais (NRP) s&@o produzidos
por um conjunto de enzimas multifuncionais
contendo diversos mddulos com multiplas atividades
enzimaticas. Existe uma relacdo colinear conhecida
entre a atividade dos dominios enziméticos e a
estrutura da molécula biossintetizada. A partir desta
informacdo é possivel utilizar provas metabdlicas
gue permitem amplificar regides conservadas que
codificam para os multidominios enziméticos de
forma a direcionar os esforcos de um trabalho de
triagem para as linhagens mais promissoras.

Neste trabalho foi realizada uma triagem utilizando
provas metabdlicas para avaliar o potencial de
linhagens de actinomicetos para a producdo de
policetideos reduzidos e peptideos ndo ribossomais.

Resultados e Discussao |

A metodologia consiste em um fingerprint molecular,
baseado na avaliacdo do potencial metabdlico das
linhagens estudadas em produzir metabolitos
secundarios, efetivo para facilitar o processo de
desreplicacdo. Este tipo de estudo permite focar os
esforcos de triagem por metabdlitos bioativos nos
microrganismos mais promissores, fator essencial
para direcionar a triagem para a descoberta de
novas drogas.

As provas metabdlicas utilizadas neste estudo ja
foram descritas na literatura® e compreendem o0s
conjuntos de primers K1F/M6R para amplificar
dominios conservados de cetossintase (KS) +
metilmalonil transferase (AT) em sistemas PKS-I
(1200 pb) e os primers degenerados A3/A7 para
amplificar dominios de adenilacdo (A) em NRPS
(700 pb).

Foram estudadas 13 linhagens de actinomicetos
isoladas de Citrus ssp e 8 linhagens de
actinomicetos isoladas de amostras de solo, além
de Streptomyces coelicolor, S. rimosus e S. fradiae e
observou-se a amplificacdo de fragmentos
relacionados a biossintese de PKs e NRPs em altas
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freqiéncias: 87% PKS e 92% NRPS. Um
experimento do tipo “multiplex” também foi realizado
com o objetivo de amplificar as duas sequencias
simultaneamente, facilitando o processo de triagem.
Guiados por informacbes de testes biolégicos, as
linhagens denominadas Al19, A23, A30 e B1 foram
selecionadas para analise de clusters. Foram
realizadas as andlises de clusters para 5 clones de
cada linhagem e as sequencias geradas foram
comparadas aquelas disponiveis na base de dados
do NCBI originando arvores de filogenia.

2 clones de A19 e 2 clones de A30 levaram a altas
similaridades com sequencias bastante genéricas
que codificam para policetideo sintases em
microrganismos. 3 clones de A30 apresentaram alta
similaridade com o gene FscD de Streptomyces
FRO08 que pertence ao cluster de genes
responsavel pela biossintese da Candicidina, um
polieno macrolidico. Neste mesmo clado foram
observados dominios adicionais envolvidos na
biossintese de polienos macrolidicos. Observaram-
se também altas similaridades a sequencias de
dominios de KS envolvidas na biossintese de
polienos para clones de A19 e A23.

Na anadlise de clusters de NRPS para as linhagens
A23 e Bl foram encontradas similaridades das
sequencias avaliadas a gramicidina sintetase de
Streptomyces albus. Para B1 também foi observada
similaridade com o gene envolvido na biossintese da
indigoidina, um pigmento azul que
interessantemente observamos em placas de cultivo
deste microrganismo

Conclusodes

O uso de ferramentas moleculares para deteccdo de
genes envolvidos na biossintese de metabdlitos
secundérios permite eleger linhagens promissoras
em um grupo de microrganismos. Apesar das
limitagbes da triagem por PCR em superestimar
diversidade e detectar etapas irrelevantes, os dados
obtidos sugerem que o potencial metabdlico das
linhagens testadas merece ser investigado.
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