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RESUMEN

Los genomas de las bacterias pertenecientes al género Streptomyces, aisladas de ambientes
extremos, son de particular interés para descubrir nuevos metabolitos secundarios
bioactivos con una gran variedad de aplicaciones terapéuticas. En ese contexto, se ha
observado un crecimiento significativo en la disponibilidad de nuevas herramientas
bioinforméticas de alto rendimiento que posibilitan analisis gendmicos rapidos y precisos.
En esta investigacion, hemos evaluado el genoma de Streptomyces sp. B-146, aislada
previamente de las salinas de Bayobar en el norte de Pert. Nuestro enfoque abarco la
identificacion y anotacion de clisteres de genes biosintéticos (BGCs) relacionados con
compuestos antitumorales, antibacterianos, antivirales y con otras bioactividades. Ademas,
evaluamos el genoma en busca de sistemas CRISPR/Cas y llevamos a cabo anélisis
filogenéticos y filogendmicos. Los resultados de nuestra evaluacion revelaron que
Streptomyces sp. B-146 alberga hasta 39 BGCs putativos, la mayoria de los cuales
comparten similitudes inferiores al 80% con otros BGCs conocidos. La anotacion manual
de cuatro BGCs especificos demostrd que esta bacteria tiene el potencial genético para
biosintetizar Terpenoides (Xiamicina A y Albaflavenona), Macrolactamas (Pactamidas) y
Lantipéptidos (SapB), los cuales se caracterizan por exhibir actividades antivirales,
antibacterianas y citotdxicas. Adicionalmente, identificamos con éxito varios genes de
resistencia, principalmente transportadores de membrana, que podrian desempefiar un papel
fundamental en la exportacion de los compuestos bioactivos biosintetizados. Los anélisis de
filogenia indican que Streptomyces sp. B-146 esta filogenéticamente relacionada a
Streptomyces olivaceus. Finalmente, también reportamos la identificacion de un sistema
CRISPR/Cas Subtipo I-E incompleto.

Palabras Clave: Streptomyces sp. B-146, BGCs, Antimicrobianos, Antitumorales,

Antivirales, Analisis Filogenéticos, Analisis Filogendmicos, sistemas CRISPR/cas.
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ABSTRACT

The genomes of bacteria belonging to the genus Streptomyces, isolated from extreme
environments, are of particular interest to discover new bioactive secondary metabolites
with a wide variety of therapeutic applications. In this context, significant growth has been
observed in the availability of new high-throughput bioinformatics tools that enable rapid
and accurate genomic analyses. In this research, we have evaluated the genome of
Streptomyces sp. B-146, previously isolated from the Bayobar salt flats in northern Peru.
Our approach encompassed the identification and annotation of biosynthetic gene clusters
(BGCs) related to antitumor, antibacterial, antiviral, and other bioactivities compounds.
Furthermore, we screened the genome for CRISPR/Cas systems and performed
phylogenetic and phylogenomic analyses. The results of our evaluation revealed that
Streptomyces sp. B-146 hosts up to 39 putative BGCs, most of which share less than 80%
similarities with other known BGCs. Manual annotation of four specific BGCs
demonstrated that this bacterium has the genetic potential to biosynthesize Terpenoids
(Xiamycin A and Albaflavenone), Macrolactams (Pactamides) and Lantipeptides (SapB),
which are characterized by exhibiting antiviral, antibacterial and cytotoxic activities.
Additionally, we successfully identified several resistance genes, mainly membrane
transporters, which could play a key role in the export of the biosynthesized bioactive
compounds. Phylogeny analyzes indicate that Streptomyces sp. B-146 is phylogenetically
related to Streptomyces olivaceus. Finally, we also report the identification of an

incomplete CRISPR/Cas Subtype I-E system.

Keywords: Streptomyces sp. B-146, BGCs, Antimicrobials, Antitumorals, Antivirals,
Phylogenetic Analysis, Phylogenomic Analysis, CRISPR/cas systems.
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INTRODUCCION

Los microorganismos son productores notables de una amplia diversidad de productos
naturales que actian como agentes farmacéuticos y terapéuticos en el tratamiento de
enfermedades relevantes, permitiendo mejorar significativamente la salud y el bienestar de
los humanos (Ramirez-Rendon et al., 2022). En ese sentido, Streptomyces, el género
bacteriano mas ubicuo en entornos ambientales, tienen la capacidad prolifica para producir
productos naturales diversos y valiosos con actividades bioldgicas significativas en los
sectores de la medicina, el medio ambiente, la industria alimentaria y la agronomia (Alam et
al., 2022). Como resultado, los farmacos disponibles en los sistemas de vigilancia de la
salud, en su mayoria derivan de principios activos producidos por bacterias del género
Streptomyces (Sivalingam et al., 2019).

Actualmente, es urgente descubrir y/o desarrollar nuevos antibioticos y medicamentos
contra el cancer, debido al rapido crecimiento de la resistencia a los antibioticos y a los
agentes quimioterapéuticos contra el cancer (Alam et al., 2022). La resistencia a
antibidticos, causado por el uso masivo e inadecuado de antibioticos, se ha convertido ya en
uno de los principales desafios que enfrenta la medicina moderna en todo el mundo
(Andersson et al., 2020; Ghosh et al., 2020). Asimismo, el cancer, una de las principales
causas de muerte en todo el mundo, requiere de nuevos medicamentos sin 0 con menores
efectos secundarios y que sean capaces de evadir o revertir la resistencia a la quimioterapia
(Bukowski et al., 2020; Sivalingam et al., 2019).

A pesar de que las bacterias del género Streptomyces suelen ser los microorganismos
biosintetizadores mas prolificos y, en consecuencia, un recurso valioso para el
descubrimiento de nuevos productos naturales con bioactividades antimicrobianas o
antitumorales; a menudo resulta imposible detectarlos a través de los métodos tradicionales
de screening bioquimico (Ward & Allenby, 2018; Lee et al., 2020b). Esto debido a que
estas estas bacterias suelen inactivar la biosintesis de sus productos naturales en condiciones
de cultivo axénicas debido a la falta de estimulos ambientales (Lee et al., 2020b). Para
sortear este problema se recurre a la mineria del genoma, un método computacional para la
deteccidn y anotacion automatica de genes biosintéticos fisicamente colocalizados en los
cromosomas denominados “Clusteres de genes biosintéticos” (BGCs) (Sivalingam et al.,

2019; Russell & Truman, 2020).
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El analisis bioinforméatico de los BGCs, responsables de la biosintesis de los productos
naturales (también Ilamados metabolitos secundarios), brindan mucha informacién sobre la
clase de compuestos que codifican y, en algunos casos, sus estructuras precisas (Jensen,
2026; Tran et al., 2019).

Por todo lo anteriormente mencionado, planteamos llevar a cabo la mineracion del genoma
completo de Streptomyces sp. B-146; una cepa bacteriana aislada de las salinas de Bayobar
en la costa norte del Peru y cuyo extracto crudo ha mostrado actividad antibacteriana contra
Escherichia coli ATCC 10536, Staphylococcus aureus ATCC 6538 y Acinetobacter
baumannii AC-972 MDR; y también actividad antiproliferativa contra las lineas celulares
de cancer U251, MCF7 y NCI-H460 (Flores-Clavo et al., 2021). Para ello, proponemos
como objetivo identificar y anotar clusteres de genes biosintéticos relacionados con
compuestos antitumorales, antimicrobianos y otros metabolitos bioactivos mediante analisis
del genoma de Streptomyces sp. B-146. Esto nos dara la oportunidad de predecir el
descubrimiento de nuevos productos naturales con propiedades terapéuticas Unicas y
entender su funcién biol6gica tedrica, un punto de partida para escalar las averiguaciones a
nivel de laboratorio y verificar sus actividades terapéuticas putativas.
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MARCO TEORICO

2.1. ACTINOBACTERIAS

Las actinobacterias son bacterias gram-positivas que se caracterizan por su elevado
contenido GC en sus genomas, conforman uno de los filos bacterianos mas extensos y se
distribuyen de forma ubicua en diversos ecosistemas terrestres y acuaticos (Barka et al.,
2015). Constituyen 425 géneros distribuidos en seis clases, 46 Ordenes y 79 familias
(Salam et al., 2020). Dicha abundancia les permite prosperar en una amplia gama de
habitats extremos; lo que posibilita su aislamiento de entornos singulares como suelos
salinos alcalinos, sedimentos de aguas profundas, aguas termales, entre otros (Sheng et al.,
2016).

2.2. STREPTOMYCES

Los Streptomyces son un género muy extendido dentro del phylum Actinobacteria y, en los
ualtimos afios, gran parte de la atencion se ha centrado en el aislamiento de especies de
Streptomyces de los hébitats ambientales mas extremos del mundo (Zhao et al., 20164;
Sivalingam et al., 2019). A septiembre de 2021, el género Streptomyces alberga 673
especies con un nombre correcto y validamente publicado segun la base de datos LPSN
(Parte et al., 2020).

El secuenciamiento del ADN de varios Streptomyces mostrd que estas bacterias tienen
cromosomas con tamafios que oscilan entre 6 y 12 Mpb y que tienen altos contenidos de
GC de alrededor del 70% (Romero-Rodriguez et al., 2015).

El ciclo de vida de los Streptomyces comprende tres fases de desarrollo claramente
definidas: hifas vegetativas, hifas aéreas y esporas (Jones & Elliot, 2018). La reproduccién
de estas bacterias miceliales multicelulares se produce cuando las hifas aéreas
especializadas se diferencian en cadenas de esporas (Hoskisson & van Wezel, 2019). Este
proceso singular de diferenciacion morfologica, Unico en bacterias Gram positivas,
demanda un metabolismo altamente especializado y coordinado (Procopio et al., 2012). En
consecuencia, los Streptomyces exhiben un ciclo de vida notablemente complejo y una gran

capacidad de producir productos naturales en abundancia (Hoskisson & van Wezel, 2019).
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En ese sentido, las bacterias del género Streptomyces son reconocidas por su habilidad de
biosintetizar una amplia gama de compuestos bioactivos, siendo responsables de la
produccién de alrededor de la mitad de los antibidticos usados clinicamente y otros
compuestos farmacéuticamente Utiles como antivirales, antifdngicos, antihelminticos,
anticancerigenos e inmunosupresores (Hoskisson y van Wezel, 2019; Lee et al., 2020b).
Por ende, los Streptomyces son los productores mas prolificos de productos naturales con

propiedades bioactivas y también los mejor estudiados (Ward & Allenby, 2018).
2.3. PRODUCTOS NATURALES

Los productos naturales son pequefias moléculas organicas producidas principalmente por
bacterias, hongos y plantas que a menudo se utilizan como agentes terapéuticos debido a su
asombrosa diversidad estructural y su amplia gama de bioactividades (Jensen, 2016; Tomm
et al., 2019). Son el resultado de la exploracion de la naturaleza a través de la evolucion y
producidos para llevar a cabo funciones bioldgicas especificas dentro y/o entre organismos
con la finalidad de dar una ventaja selectiva al organismo productor (Grigalunas et al.,
2022). Su diversidad estructural es generada por enzimas biosintéticas codificadas
generalmente en BGCs, que construyen andamios centrales y que realizan modificaciones
periféricas que permite definir familias de productos naturales (Chavali & Rhee, 2018;
Scott & Piel, 2019).

2.4. CLUSTERES DE GENES BIOSINTETICOS

Los BGCs son agrupaciones génicas que generalmente codifican vias completas que
facilitan la biosintesis, ensamblaje, modificacion y regulacién de los precursores de sus
respectivos productos naturales (Lee et al., 2020b). Dicha regulacion esta estrictamente
controlada por sistemas reguladores complejos a niveles de transcripcion y traduccion para
utilizar de manera efectiva los precursores que son suministrados por el metabolismo
primario (Kim et al., 2020). En otras palabras, los BGCs contienen genes codificantes de
enzimas biosintéticas centrales responsables del primer paso metabdlico en la biosintesis de
los productos naturales; genes codificantes de enzimas de "adaptacion” encargados de
modificar la molécula producida por las enzimas centrales; genes reguladores responsables
de la activacion de la transcripcion de los BGCs y genes codificantes de transportadores de
membrana necesarios para el eflujo de los productos naturales generados o genes de
"resistencia” necesarios para la desintoxicacion/autoproteccion frente a las moléculas
producidas (Crits-Christoph et al., 2020; Kwon et al., 2021).
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Las bacterias del género Streptomyces portan usualmente entre 8 a 83 BGCs y miembros de
una misma especie puede variar enormemente respecto a la cantidad y diversidad de BGCs

que albergan (Belknap et al., 2020).
2.5. MINERACION GENOMICA

Con los avances en los métodos de secuenciacion de genomas de alto rendimiento, varias
estrategias in silico para la mineria gendmica han sido desarrolladas y aplicadas al mapeo
de genomas de los Streptomyces (Lee et al., 2020b). La mineria gendmica podria ser
definido como un método computacional aplicado a la deteccion y anotacion de BGCs a
partir de datos de secuencias gendmicas, mediante andlisis de homologia con BGCs
conocidos (Ward & Allenby, 2018; Russell & Truman, 2020).

Para ser especificos, las herramientas bioinforméticas usadas en la mineracién gendmica
son una nueva estrategia de descubrimiento de productos naturales que permite a los
investigadores detectar y predecir computacionalmente las secuencias de los BGCs y sus
vias biosintéticas (Li et al., 2018; Mungan et al., 2020).

En consecuencia, la mineracion de genomas tiene el potencial de acelerar el descubrimiento
de moléculas importantes, como agentes antimicrobianos y anticancerigenos (Russell y
Truman, 2020). En ese sentido, la mineracién de 1.110 genomas de Streptomyces ha
revelado que los BGCs méas comunes son los que biosintetizan Policétidos, Péptidos
ribosémicamente sintetizados y postraduccionalmente modificados, Péptidos no
ribosomales y Terpenos; seguidos Butirolactonas, Ladderanos, Arilpolienos, Melaninas,
Fosfonatos, Sideréforos, Ectoinas,  Oligosacaridos, Nucledsidos, Indoles,
Aminoglucosidos/aminociclitoles, Fenazinas, Betalactdmicos, entre otros (Belknap et al.,
2020). Asimismo, existen una gran cantidad de BGCs inexplorados y no caracterizados,
cuyos metabolitos secundarios son desconocidos (Lee et al., 2020a; AbuSara et al., 2019).

2.6. CLASIFICACION DE LOS PRODUCTOS NATURALES
2.6.1. PEPTIDOS NO RIBOSOMALES

Los péptidos no ribosomales (NRP) son producidos por una amplia variedad de hongos y
bacterias, tienen una diversidad estructural notable y constituyen una clase extendida de
antibidticos potentes y otros farmacos importantes utilizados para enfermedades

infecciosas, el cancer o la inmunosupresion (Marahiel, 2009).
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Para su biosintesis las bacterias y hongos utilizan grandes enzimas multifuncionales,
denominadas Péptido sintetasas no ribosomales (NRPS) (Finking & Marahiel, 2004). El
ensamblaje de estos péptidos implica la incorporacion de un pequefio conjunto de unidades
monoméricas en un oligdbmero lineal, dichos mondmeros son aminoacidos
proteinogénicos, no proteinogénicos y otros &cidos carboxilicos (Fischbach & Walsh,
2006).

2.6.2. POLICETIDOS

Los policétidos (PKs) representan la clase més grande y estructuralmente diversa de
productos naturales con aplicaciones en medicina, agricultura y salud animal; comparten
un proceso de biosintesis comin que emplea enzimas modulares llamadas Policétido
sintasas (PKS), que se componen de dominios enzimaticos que comparten secuencia y
similitud funcional en todos los PKS conocidos (Yuzawa et al., 2018).

La linea de ensamblaje de los PKS se encuentra entre las maquinarias de proteinas mas
complejas conocidas en la naturaleza, responsables de la biosintesis de numerosos
compuestos utilizados clinicamente (Nivina et al., 2019). Diferentes tipos de interacciones
proteina-proteina, intra e inter-mddulos PKS, desempefian un papel fundamental en el
ciclo catalitico de un PKS multimodular (Robbins et al., 2016). En Streptomyces se han
identificado tres tipos de PKS (I, Il y 111), responsables de la biosintesis de policétidos con
bioactividades antibacterianas, antifungicas, anticancerigenas, inmunosupresoras,

antivirales, anti-colesterol, antiinflamatorias, entre otras (Risdian et al., 2019).

a. Policétidos Tipo |
Los policétidos tipo 1 son biosintetizados por las enzimas Policétido sintasas de tipo |

(PKS T1) que actian como fabricas moleculares para generan policétidos complejos a
partir de precursores organicos simples y operan en organismos tan diversos como
estreptomicetos, micobacterias, mixobacterias, cianobacterias, hongos, amebas y animales
(Keatinge-Clay, 2012). Las PKS tipo | son enzimas multifuncionales organizadas en
maodulos, donde cada uno alberga un conjunto de dominios distintos entre si, encargados
de catalizar un ciclo de elongacion de la cadena de policétidos; prototipicamente, el
modulo de elongacion de las PKS tipo | contiene como minimo tres dominios: una
aciltransferasa (AT), una proteina transportadora de acilo (ACP) y una B-cetoacil sintasa
(KS) (Cheng et al., 2009).
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Las PKS tipo | se dividen en PKS de tipo | iterativos y PKS de tipo | modulares (0 no
iterativos) (Keatinge-Clay, 2012). Una PKS iterativa suele ser una proteina de un solo
modulo que consta de un solo conjunto de dominios funcionales que es capaz de realizar

multiples rondas de extension de cadena y procesamiento de B-ceto (Cheny Du, 2016).

En contraste, un PKS no iterativo son multiples médulos secuenciales, cada modulo
contiene los dominios de extension y adaptacion necesarios y son responsables de solo
una ronda de elongacion de la cadena y el posterior procesamiento de B-ceto, antes de
transferir el policétido intermedio a un moédulo posterior para el siguiente paso de
procesamiento y elongacion de la cadena (Zhan, 2009; Chen & Du, 2016).

Las T1PKS iterativas son inesperadamente abundantes y generalizadas en Streptomyces,
lo que indica el enorme potencial para identificar y confirmar experimentalmente las BGC
T1PKS iterativas para descubrir nuevos productos naturales de policétidos (Wang et al.,
2020a).

b. Policéetidos Tipo Il
Los policétidos tipo Il son biosintetizados por enzimas monofuncionales denominadas

Policétido Sintasas tipo Il, cuyas enzimas centrales constan de dos subunidades de b-
cetoacil sintasa (KSa y KSb) y una proteina transportadora de acilo (ACP), que trabajan
juntas en la biosintesis de pigmentos de esporas, antibiéticos aromaéticos y otros
policétidos aromaticos (Komaki & Harayama, 2006). Los policétidos aromaéticos,
miembros importantes de la familia de los policétidos, son abundantes en las
actinobacterias y tienen una amplia variedad de propiedades bioactivas, como actividades

antibacterianas, antitumorales y antivirales (Zhan, 2009).

La biosintesis de policétidos aromaticos por PKSs tipo Il produce cadenas de policétidos
muy diversas mediante la condensacion secuencial de las unidades de inicio con unidades
de extension, seguida de reacciones de reduccion, ciclacion, aromatizacion y adaptacion
(Wang et al., 2020b). La ciclacion de la cadena de policétidos es un punto de control
critico en la biosintesis de policétidos aromaticos, donde las aromatasas/ciclasas
(ARO/CYCs) son un componente importante en las ciclaciones del primer anillo y/o

aromatizacion de policétidos aromaticos (Ames et al., 2011).
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c. Policétido Tipo 111
Los policétidos tipo Il son biosintetizados por las enzimas Policétido Sintasas tipo I,

cuyas enzimas son homodimeros simples de cetosintetasas de un solo dominio, que
contienen un dnico sitio activo en cada monomero que cataliza las reacciones de cebado,
extension y ciclacion de forma iterativa para formar productos de policétidos (Katsuyama
& Ohnishi, 2012; Yu et al., 2012a).

Las PKS de tipo Il son las estructuras mas simples entre los otros tipos de PKS vy, a
diferencia de las PKS de tipo I y I, no utilizan ACP como un ancla para la produccion del
metabolito policétido, usando en este caso directamente los acil-CoA como sustratos para
generar compuestos policétidos (Risdian et al., 2019). Los PKS de tipo 11l desempefian un
papel fundamental en la biosintesis de importantes metabolitos secundarios, que van
desde moléculas de sefializacion hasta productos naturales bioactivos (Yu et al., 2012a).
Dichos productos naturales tienen funciones bioldgicas significativas y/o actividades
farmacéuticas importantes (Katsuyama & Ohnishi, 2012). Por esta razén, los PKS de tipo
Il han atraido méas atencion debido a sus diversos productos, amplia distribucion,

estructuras relativamente simples y facil manipulacién genética (Yu et al., 2012a).

2.6.3. PEPTIDOS RIBOSOMICAMENTE SINTETIZADOS Y MODIFICADOS
POSTRADUCCIONALMENTE

Los péptidos ribosomicamente sintetizados y modificados postraduccionalmente (RiPP)
son una clase de productos naturales peptidicos ciclicos o lineales con una notable
diversidad estructural y funcional (Zhong et al., 2020). Inicialmente los RiPPs se
biosintetizan a partir de un gen estructural como péptidos precursores de aproximadamente
20 - 110 residuos de longitud (Arnison et al., 2013). Los péptidos precursores constan de

un péptido lider N-terminal y un péptido central C-terminal (Zhong et al., 2020).

El péptido lider contiene motivos que actian como secuencias de reconocimiento para las
enzimas de modificacion postraduccional (enzimas PTM), las cuales unidas al péptido
lider realizan una serie de modificaciones sobre el péptido central (Russell & Truman,
2020). Por tanto, los BGCs tipo RiPPs minimamente deben albergar un péptido precursor
y varias enzimas PTM (Zhong et al., 2020).

Los RiPP tienen una serie de ventajas sobre los farmacos de moléculas pequefias en
términos de especificidad y afinidad por los objetivos, y sobre los farmacos basados en
proteinas en términos de penetrabilidad celular, estabilidad y tamarfio (Fu et al., 2021).
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Los recientes avances en genomica y biologia sintética nos estan facilitando el
descubrimiento de una gran cantidad de nuevos productos naturales ribosomales, incluidos
lantipéptidos, lazopeptidos, sactipeptidos, tiopéptidos, microviridinas, cianobactinas,

péptidos lineales que contienen tiazol / oxazol, etc. (Zhong et al., 2020).

a. Lantipéptidos
Los lantipéptidos son una familia en rapido crecimiento de productos naturales de

péptidos policiclicos pertenecientes a los RiPPs, estan ampliamente distribuidos en
especies taxonomicamente distantes y sus sistemas biosintéticos y actividades bioldgicas
son igualmente diversas (Zhang et al., 2015). Los lantipéptidos son compuestos
prometedores, principalmente en el tratamiento de infecciones bacterianas, pero también

actian como agentes antitumorales, antivirales y analgésicos (Geng & Smith, 2018).

Estos péptidos contienen multiples enlaces cruzados de tioéter generados por la
deshidratacion de residuos de Ser y Thr a deshidroalanina y deshidrobutirina seguida de la
adicion de residuos de Cys para generar los aminoacidos entrecruzados de lantionina y
metillantionina tioéter de los cuales los lantipéptidos derivan su nombre (van der Donk &
Nair, 2014; Repka et al., 2017). Después de la instalacion de los enlaces cruzados de
tioéter caracteristicos, las enzimas de adaptacion introducen modificaciones
postraduccionales adicionales que son Unicas para cada lantipéptido y que afinan sus
actividades y / o estabilidad (Repka et al., 2017).

Su péptido precursor comprende: de un péptido lider N-terminal, el cual es crucial para el
reconocimiento enzimatico, especialmente para las enzimas de modificacion y actla
ademas como una sefial de secrecion para el exportador de lantipéptidos y de un péptido
central C-terminal, el cual es el sitio diana para las modificaciones postraduccionales y
contiene aminoacidos deshidratados y anillos de lantionina (Lagedroste et al., 2021). Si
bien los BGCs de lantipéptidos pueden identificarse por la presencia de genes que
codifican enzimas caracteristicas involucradas en el proceso de modificacion
postraduccional, localizar los péptidos precursores codificados dentro de estos grupos es
un desafio debido a su corta longitud y alta variabilidad de secuencia, lo que limita la
exploracion a gran escala de la biosintesis de lantipéptidos (Walker et al., 2020).
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El analisis de los BGCs tipo lantipéptidos de Actinobacteria sugiere que las rutas
biosintéticas de los lantipéptidos y sus productos naturales son mucho mas diversas de lo
que se aprecia actualmente y contienen muchas modificaciones postraduccionales
diferentes; Ademas, las lantionina sintetasas son mucho mas diversas en secuencia y

topologia de dominio que los sistemas caracterizados actualmente (Zhang et al., 2015).

Hay cuatro clases diferentes de lantipéptidos bien conocidas que se definen por los cuatro
tipos diferentes de lantipéptido sintetasas (LanB y LanC para la clase I, LanM para la
clase Il, LanKC para la clase 111 y LanL para la clase 1V) (Zhang et al., 2012; Arison et
al., 2013; Yu et al., 2013). Recientemente, se informd sobre un miembro de una nueva
clase de lantipéptidos designados como clase V, que es biosintetizado por tres proteinas
(LxmK, LxmX y LxmY); ademas, se han identificado BGCs de lantipéptidos de clase V
en Actinobacterias (Xu et al., 2020).

b. Lazopéptidos

Los Lazopéptidos pertenecen a la superfamilia de productos naturales RiPPs y estan
definidos por un anillo de macrolactama N-terminal que esta enhebrado por la cola C-
terminal (Hegemann, 2020). Los Lazopéptidos contienen tres estructuras bien definidas: el
anillo que es clave tanto para su estructura altamente compacta y estable como para su
propiedad antibacteriana intrinseca; el bucle que se considera como la region de
modificacion adecuada; y la cola que sirve como mecanismo de autoproteccion y para
exportar péptido lazo fuera de las células (Zhao et al., 2016b). Segun la presencia, el
namero y la ubicacion de los puentes disulfuro, existen cuatro clases de péptidos de lazo:
la clase I contiene dos enlaces disulfuro; La clase Il no contiene enlaces disulfuro; la clase
I11 tiene un enlace disulfuro formado entre el anillo macrociclico y la cola; y la clase 1V

tienen un enlace disulfuro formado en la cola (Cheng & Hua, 2020).

La mineracion gendmica ha revelado que un gran nimero de BGCs tipo lazopéptidos se
distribuyen sobre los genomas de Proteobacterias y Actinobacterias, pero en la mayoria
de los casos son BGCs cripticos (Kodani & Unno, 2020). A la fecha, la mayoria de los
lazopéptidos clase 11 se descubrieron en Proteobacterias, mientras que los lazopéptidos
clase I, 111 y IV en su mayoria se han aislado de Actinobacterias (Cheng & Hua, 2020).
Sorprendentemente, la estructura de los lazopeptidos confiere resistencia a la degradacion
térmica y proteolitica, por lo que gozan de excelentes propiedades farmacocinéticas (Liu
etal., 2021).
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Los lazopéptidos tienen propiedades antimicrobianas, anticancerigenas, antivirales, de
inhibicion enzimatica y de bloqueo de receptores, por lo que prometen efectos
terapéuticos sobre infecciones fungicas, el cancer, el VIH, enfermedades
gastrointestinales, la tuberculosis, el Alzheimer y enfermedades cardiovasculares (Cheng
& Hua, 2020). Por todo ello, los lazopéptidos tienen un gran potencial en el desarrollo de
nuevos farmacos (Liu et al., 2021).

c. Tiopéptidos

Los tiopéptidos son una subclase de RiPPs que tienen arquitecturas moleculares
complejas debido a numerosas modificaciones postraduccionales y, ademas, muestran
una gran variedad de bioactividades, incluyendo una potente actividad antimicrobiana
(Luo et al., 2016; Aggarwal et al., 2021). Su biosintesis comienza con la traduccién
ribosomal de un péptido precursor de 50-60 aminoacidos de longitud; su péptido lider,
generalmente 30-40 residuos, sirve como motivo de reconocimiento para las Enzimas
PTM, las cuales modifican el péptido central hasta convertirlo en un tiopéptido maduro
(Vinogradov & Suga, 2020).

Los tiopéptidos maduros tienen tres componentes principales: un anillo macrociclico
central, decorado con varios aminoécidos, asi como sustituyentes tiazol, oxazol y
tiazolina; (2) un anillo de piridina central conectado a un anillo macrociclico; (3) una cola
que se extiende desde el anillo central de piridina; ademas, en algunos casos, los
tiopéptidos tienen un anillo lateral secundario con restos quimicos Unicos (Chan &
Burrows, 2021). El progreso durante la ultima década ha ampliado enormemente nuestro
conocimiento de los tiopéptidos en lo que respecta a su diversidad estructural, funcional y
biosintética (Vinogradov y Suga, 2020). Actualmente, gracias a la mineracion genomica,
es posible identificar nuevos tiopéptidos putativos codificados en BGCs de diferentes
genomas bacterianos, especialmente en Actinobacterias (Aggarwal et al., 2021).

2.6.4. TERPENOS

Los Terpenos son hidrocarburos que consisten en unidades de isopreno de 5 carbonos
(C5H8) como componente béasico y cuyas ‘“columnas vertebrales” pueden ser

reorganizadas en estructuras ciclicas para generar Terpenoides (Mahizan et al., 2019).
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Los Terpenoides, también llamados Isoprenoides, son la familia mas grande vy
estructuralmente diversa de productos naturales presentes en todos los dominios de la vida;
sin embargo, los Terpenoides bacterianos son menos conocidos y estan clasificados en dos

familias principales y 55 subfamilias distintas (Rudolf et al., 2020).

Las terpeno-sintasas (o terpeno-ciclasas) son enzimas clave en el proceso de sintesis de
Terpenoides bacterianos a partir de los Terpenos (Zhang et al., 2014). Estas se distribuyen
ampliamente entre microorganismos y se han estudiado principalmente en miembros del
género Streptomyces, revelando que existen al menos 10 tipos de terpeno-sintasas, las
cuales estdn relacionadas con la produccién de geosmina, 2-metilisoborneol, epi-
isozizaene, 7-epi -a-eudesmol, epi-cubenol, cariolan-1-ol, ciclooctat-9-en-7-ol,

isoafricanol, pentaleno y a-amorfeno (Martin-Sanchez et al., 2019).

Los BGC que sintetizan Terpenoides han revelado una gran cantidad de enzimas
oxidativas previamente desconocidas, incluidos los citocromos P450, dioxigenasas no

hemo dependientes de hierro y flavina-monooxigenasas (Cane & lkeda, 2012).
2.7. SISTEMAS CRISPR/Cas EN PROCARIOTAS
2.7.1. SISTEMAS CRISPR/Cas

Los sistemas CRISPR/Cas proporcionan a los procariotas inmunidad adaptativa hereditaria
contra elementos genéticos foraneos y estan conformados por un Arreglo CRISPR
(Agrupaciones de pequefias repeticiones palindromas interespaciados regularmente) y
diversos genes Cas (Proteinas asociadas a los CRISPR) (Makarova et al., 2015; Strich &
Chertow, 2019).

a. Arreglos CRISPR

Un arreglo CRISPR, comprende pequefias secuencias repetitivas de ADN tipicamente de
20 a 40 bases (llamadas repeticiones); las cuales estdn separadas por secuencias
hipervariables de ADN generalmente de 20 a 58 bases (llamados “Espaciadores”) (Edgar,
2007; Sorek et al., 2008; Horvath et al., 2008; Makarova et al., 2015). Ademas, existe un
tercer elemento denominado “Secuencia Lider”, que flanquea usualmente el extremo 5’ de
los arreglos CRISPR y son escasamente conservadas y de tamaiio hipervariable (Lillestal
et al., 2006; Sorek et al., 2008; Horvath et al., 2009; Diez-Villasefior et al., 2010; Karimi
etal., 2018).
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b. Genes Cas

Los genes Cas que usualmente flanquean los arreglos CRISPR estan organizados en uno o
mas operones (Shmakov et al., 2020). Generalmente, estan ubicados a cientos e incluso a
miles de pb de un arreglo CRISPR, mayoritariamente en la region 5°; no obstante, pueden
también ser encontrados al lado 3’ o incluso en ambos lados de un arreglo CRISPR
(Jansen et al., 2002; Horvath et al., 2009). Las proteinas codificadas por estos genes estan
involucradas en las diferentes etapas de la actividad de los sistemas CRISPR/Cas
(Makarova et al., 2015).

2.7.2. FUNCION DE LOS SISTEMAS CRISPR/Cas

La inmunidad mediada por CRISPR/Cas abarca tres etapas: adaptacion, expresion e
interferencia (Staals et al., 2016). Durante la adaptacion, los espaciadores, derivados de
elementos genéticos foraneos, son incorporados en los arreglos CRISPR para proporcionar
inmunidad contra invasores que albergan secuencias idénticas a los espaciadores
adquiridos (Horvath et al., 2009; Makarova et al., 2015; Staals et al., 2016; Amitai &
Sorek, 2016). Durante la expresion, el arreglo CRISPR se transcribe como un pre-crRNA
que es procesado por algunas proteinas Cas para generar ARN CRISPR (crRNA) maduros,
los cuales junto a otras proteinas Cas forman complejos efectores de ribonucleoproteinas
(RNP) (Brouns et al., 2008; Amitai & Sorek, 2016; Devi et al., 2022a). Tanto, en la
adaptacion como en la expresion, la secuencia Lider juega un rol fundamental debido a los
elementos reguladores que contiene (Alkhnbashi et al., 2016). Durante la interferencia, el
complejo efector RNP identifica por apareamiento de bases las secuencias objetivo, las
cuales son degradadas por proteinas o dominios con actividad nucleasa siempre que esté
presente un Motivo Adyacente al Protoespaciador (PAM), cuya secuencia y ubicacién
varia entre subtipos CRISPR/Cas (Amitai & Sorek, 2016; Barrangou & Horvath, 2017).

2.7.3. DIVERSIDAD DE LOS SISTEMAS CRISPR/Cas

A pesar de que los sistemas CRISPR-Cas tienen presencia generalizada en bacterias y
argueas, su arquitectura y composicion proteica es extraordinariamente diversa y tienen
una alta tasa de evolucion tanto para los genes Cas como para el contenido Gnico de sus
espaciadores (Sorek et al., 2008; Wiedenheft et al., 2009; Makarova et al., 2011; Koonin
etal., 2017).
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Debido a su enorme diversidad, los distintos loci CRISPR-Cas generalmente usan
diferentes componentes y mecanismos para llevar a cabo su funcidn esencial; es decir,
proporcionar inmunidad contra la invasion de elementos genéticos foraneos (Carte et al.,
2014; Devi et al., 2022a).

No obstante, a pesar de su gran diversidad, analisis comparativos exhaustivos han revelado
puntos comunes en la evolucion de los sistemas CRISPR/Cas (Koonin et al., 2017). En ese
sentido, se ha implementado una estrategia computacional multifacética para la
clasificacion evolutiva de los sistemas CRISPR/Cas, que develan de momento 2 clases, 6
tipos y 33 subtipos; especificamente, la clase 1 abarca 16 subtipos distribuidos en los tipos
I, 'y IV y la clase 2 abarca 17 subtipos repartidos en los tipos Il, V' y VI (Makarova et
al., 2020). La clase 1 se caracteriza por tener complejos efectores RNP de mdultiples
subunidades; mientras, la clase 2 tiene complejos efectores RNP conformado por una sola
proteina multidominio (Makarova et al., 2015; Koonin et al., 2017).

2.7.4. SISTEMAS CRISPR/Cas TIPO I, SUBTIPO E

Los sistemas CRISPR Tipo | abarcan siete subtipos (A-G) y se caracterizan por la
presencia de genes que codifican el complejo Cascade (CRISPR-associated complex for
antiviral defense), el cual desempefia un rol fundamental en el proceso de maduracion de
los crRNA, asi como en el reconocimiento y union a la secuencia objetivo; y un gen
distintivo que codifica para la enzima Cas3, la cual se asocia al complejo Cascade para
formar el complejo efector RNP encargado de la degradacion de la secuencia objetivo en
la etapa de interferencia (Makarova et al., 2011; 2015; 2020).

El sistema CRISPR/cas subtipo I-E, detectado por primera vez en E. coli K12, consta de
ocho genes Cas: Casl (integrasa), Cas2 (endoribonucleasa), Cas3 (nucleasa HD / helicasa
DEAD-box) y cinco genes adicionales denominados CasABCDE (CasA, CasB, CasC,
CasD, Cask) (Brouns et al., 2008). Los genes Casl y Cas2 codifican proteinas que
conforman el complejo de adaptacion, cuya funcion es adquirir protoespaciadores del
ADN invasor producto de la accion enzimatica de RecBCD, Cas3 u otras enzimas e
incorporandolos como nuevos espaciadores a los arreglos CRISPR del huésped (Nufiez et
al., 2014; Amitai & Sorek, 2016; Xue & Sashital, 2019).
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Los genes CasABCDE codifican las subunidades del complejo Cascade, el cual esta
implicado en las etapas del procesamiento e interferencia y cuyas funciones especificas
son: (1) generar crRNA maduros a partir del pre-crRNA y asociarse a estos crRNA para
formar el complejo efector RNP; (2) reconocer la secuencia PAM del ADN invasor; (3)
formar una estructura estable entre el ADN invasor y el complejo Cascade; y (4) formar
una estructura llamada “R-loop” producto de la separacion de las cadenas del ADN
invasor y la hibridacion del crRNA con la cadena complementaria del ADN invasor para
facilitar el acoplamiento de Cas3 (Brouns et al., 2008; Sinkunas et al., 2011; Charpentier
et al., 2015; Liu & Doudna, 2020).

El gen Cas3 codifica para una nucleasa implicada en la etapa de interferencia y cuyas
funciones especificas son: (1) acoplarse a la estructura “R-loop” formada por la interaccion
del complejo Cascade, el crRNA y el ADN invasor; (2) escindir en varios sitios la cadena
simple de ADN invasor en la estructura “R-loop” para facilitar la liberacion del complejo
efector RNP; (3) escindir la cadena simple complementaria al crRNA luego del
desacoplamiento del complejo efector RNP; y finalmente, (4) liberarse para escindir otras
moléculas de ADN invasor (Sinkunas et al., 2011; Charpentier et al., 2015; Liu & Doudna,
2020; Makarova et al., 2020).
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MATERIALES Y METODOS

3.1. METRICAS DE LA SECUENCIA DEL GENOMA DE Streptomyces sp. B-146

La secuencia completa del genoma de Streptomyces sp. B-146 fue proporcionada por el
departamento de Biotecnologia del Centro de investigacion e innovacion en ciencias
activas multidisciplinarias (CIICAM), con sede en Chiclayo, Per(. Brevemente, previo a
esta investigacion, el ADN gendmico extraido de la cepa Streptomyces sp. B-146 fue
secuenciado en las plataformas de secuenciamiento Illumina y PacBio. Los “shorts reads”
de la plataforma Illumina fueron trimados usando el programa Trimmomatic 0.39 (Bolger,
2014), que consiste en la remocion de “lllumina adapters” y secuencias con “Phread
quality score” menor a 24, para conservar unicamente secuencias de alta calidad. La
correccion de los “long reads” de la plataforma PacBio se realizo con los “lllumina reads”

trimados usando Colormap (Haghshenas et al., 2016).

Los “shorts reads” (Illumina) y “long reads” (PacBio) corregidos fueron usados para
obtener ensamblajes hibridos mas precisos mediante Unicycler (Wick et al., 2017). Para
visualizar los alineamientos de los contigs se usé Icarus (Mikheenko et al., 2016).
Asimismo, se realizé el ensamblaje de novo de “contigs”, el “Scaffolding” y el cierre de
“gaps” a partir de los “shorts reads” trimados de Illumina usando Platanus version 1.2.4
(Kajitani et al., 2014). El “Scaffolding” de novo de “contigs” y el cierre de “gaps” a partir
de los “long reads” corregidos de PacBio se realizo con SSPACE-LongRead version 1-1
(Boetzer & Pirovano, 2014) y LR _Gapcloser (Xu et al., 2019), respectivamente. Para

descartar la presencia de plasmidos se us6 Circlator (Hunt et al., 2015).

Finalmente, la Gltima version del “scaffold” obtenido fue usado para determinar el genoma
mas proximo usando Blast 2.9.0+ (Altschul et al., 1990). EI genoma mas proximo que
correspondia a S. olivaceus strain KLBMP 5084 (CP016795), fue usado como referencia
para cerrar el genoma de Streptomyces sp. B-146 usando Medusa (Medlock et al., 2020).
Para pulir el “draft genome”, corrigiendo bases y errores de ensamblaje, se usé Pilon
1.24. jar (Walker et al., 2014). La evaluacion de calidad e integridad de la secuencia del
genoma completo de Streptomyces sp. B-146 se realiz6 con Quast 5.0.2 (Gurevich et al.,
2013) y CheckM v1.2.0 (Parks et al., 2015) y gVolante (Nishimura et al., 2017).
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3.2. ANALISIS FILOGENETICOS Y FILOGENOMICOS DE Streptomyces sp. B-146

Para los andlisis filogenéticos se recuperd la secuencia parcial del gen ARNr 16S de
Streptomyces sp. B-146 depositada en GenBank del NCBI (MW562805). La secuencia
recuperada fue sometida a un proceso de busqueda de secuencias proximas a través del
servicio "ldentify" en la base de datos EZBiocloud (Yoon et al., 2017), para determinar,
seleccionar y recuperar las “Type strain” mas cercanas a Streptomyces sp. B-146. Ademas,
se selecciond y recuperd la secuencia del gen ARNr 16S de Kitasatospora kazusensis
(NR041539) para ser usada como secuencia fuera de grupo. Todas las secuencias
recuperadas fueron sometidas a analisis filogenéticos usando MEGA version 11.0 (Tamura
et al., 2021); el cual tiene incorporado el software Clustal W (Thompson et al., 1994),
encargado de ejecutar los alineamientos para consensuar un tamafio Unico de secuencias, a
partir de las cuales, se construyeron los arboles filogenéticos. La matriz de distancias
evolutivas se calculé utilizando los parametros del método “Maximum Composite
Likelihood” (Yang, 1994) y el arbol filogenético se construyé a partir de las distancias
evolutivas calculadas por el método “Neighbor-joining” (Saitou & Nei, 1987), con valores

de “bootstrap” de 1000 repeticiones (Felsenstein, 1985).

Los analisis filogendmicos se llevaron a cabo a partir de la secuencia completa del genoma
de Streptomyces sp. B-146. Para ello se recurrié al servidor web autoMLST (Automated
Multi-Locus Species Tree) (Alanjary et al., 2019), el cual realiza un analisis de secuencia
de multiples loci para producir arboles de especies de alta resolucion; resaltando, ademas,
su potencial biosintético de productos naturales.

Los 79 genes (relacionados a la sintesis de proteinas, la biosintesis de aminoacidos, la
biosintesis de cofactores, el metabolismo de energia, el metabolismo del ADN, entre otros),
fueron determinados de forma automatica por el servidor web. Ademas, se seleccion6
manualmente las secuencias genémicas mas proximas que pertenecian a “type strain” de
especies validadas. Se incluyo la secuencia de Kitasatospora purpeofusca NRRL B1817

(GCF000718025) como secuencia fuera de grupo.

Adicionalmente, se recurri¢ al servidor web TYGS (Type (Strain) Genome Server) (Meier-
Kolthoff & Goker, 2019), para realizar analisis taxonomicos a partir de genomas
completos. Este servidor cuenta con una base de datos de genomas pertenecientes a “type
strain” de especies validadas. La construccion de arboles se ejecuta a partir de todo el
genoma, como tambiéen a partir de los genes ARNr 16s contenidos en el genoma evaluado.
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A las secuencias seleccionadas automaticamente por el servidor web, se le adiciond
manualmente las secuencias de Streptomyces flavovariabilis NRRL B-16367
(GCF_000725785),  Streptomyces iakyrus NRRL-ISP 5482 (GCF_000717055),
Streptomyces azureus ATCC 14921 (GCA _001270025) y Streptomyces pactum ATCC
27456 (GCF_01031615) para facilitar la comparacion de los éarboles filogenéticos
generados con los obtenidos por autoMLST y MEGA. Se incluyd la secuencia de
Microbispora rosea ATCC 12950 (GCA _900156315) como secuencia fuera de grupo. Los
arboles filogenéticos generados los servidores web autoMLST y TYGS fueron visualizados
y editados usando el servidor web iTOL (Letunic & Bork, 2021).

3.3. ANOTACION DEL GENOMA DE Streptomyces sp. B-146

Ademas del ensamblaje de novo del genoma completo, el equipo CIICAM realizé la
anotacién del genoma completo de Streptomyces sp. B-146 usando Prokka 1.14.6, un
“pipeline” que alberga varios programas encargados de localizar genes de rRNA, genes de
tRNA, CDSs y otras caracteristicas genomicas, de traducir los CDS detectados, de buscar
homologos a proteinas predichas y generar archivos de salida estandar para aplicaciones

posteriores (Seemann, 2014).

Como complemento a los andlisis gendmicos realizados por el equipo de investigadores de
CIICAM, hemos realizado la anotacion funcional del genoma completo de Streptomyces
sp. B-146 usando RAST Seedviwer version 2.0 (Aziz et al., 2008; Overbeek et al., 2014;
Brettin et al., 2015), el cual puede predecir subsistemas representados en el genoma en base
a las funciones de las caracteristicas gendémicas identificadas y anotadas (genes de ARN,
ARNr y codificantes de proteinas). Finalmente, los archivos de salida de Prokka que
contenian las secuencias traducidas de los CDSs fueron usados como archivos de entrada
en BlasKoala version 2.2 (Kanehisa et al., 2016a), para realizar la categorizacion funcional
usando la base de datos KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) (Kanehisa et
al., 2016b). Para ejecutar los andlisis se asigné el grupo taxdémico de Streptomyces sp.
B146 “Prokaryotes, Bacteria, Actinobacteria (Taxonomy ID: 1883)” y seleccioné la base
de datos de genes KEGG “Genus_prokaryotes”. Adicionalmente, hemos generado un mapa
interactivo del genoma completo de Streptomyces sp. B-146 a partir de los resultados de

anotacion arrojados por el Prokka a través del servidor web Proksee (https://proksee.ca/).
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3.4. IDENTIFICACION DE BGCs EN EL GENOMA DE Streptomyces sp. B-146

La identificacion y anotacion de los BGCs contenidos en el genoma completo de
Streptomyces sp. B-146 se realizo con el servidor web antiSMASH version 6.1.1 (Blin et
al., 2021). Como archivo de entrada se usé los resultados obtenidos por Prokka. Los
servidores web PRISM 4.4.5 (Skinnider et al., 2017), ARTS 2.0 (Mungan et al., 2020) y

NaPDos (Ziemert et al., 2012) fueron usados como complemento a antiSMASH 6.1.1.

Adicionalmente, se usaron los servidores web BAGEL4 (van Heel et al., 2018) y
RiPPMiner-Genome (Agrawal et al., 2021) para identificar y anotar especificamente BGCs
tipo RiPPs y compararlos con la data obtenida por antiSMASH 6.1.1. Para contrastar la
anotacion de los genes contenidos en los BGCs identificados por los servidores web
mencionados, se usé la data obtenida de los analisis realizados en Prokka (Seemann, 2014)
y BlastKOALA (Kanehisa et al., 2016%). Para deslindar dudas o incongruencias en la
anotacion recurrio a la base de datos del UniProt la cual contiene alrededor de 190 millones

secuencias de proteinas anotadas con informacion funcional (UniProt Consortium, 2023).

3.5. IDENTIFICACION DE SISTEMAS CRISPR EN EL GENOMA DE Streptomyces
sp. B-146.

La identificacion de sistemas CRISPR/Cas se realiz6 evaluando el genoma completo de
Streptomyces sp. B-146 recurriendo a los servidores web CRISPRCasFinder (Couvin et al.,
2018) y CRISPRminer (Zhang et al., 2018a). La importancia de detectar arreglos CRISPR
y genes Cas en nuevos genomas bacterianos radica en la posibilidad de descubrir sistemas
CRISPR/Cas novedosos. Producto de ello, ahora disponemos de técnicas moleculares de
edicion genomica sencillas y altamente eficientes basadas en el mecanismo molecular
especifico de sistemas CRISPR/Cas. Dichas técnicas actualmente son indispensables en la
manipulacion genética de microorganismos, especialmente de aquellos con capacidad
biosintetizadora de productos naturales como los Streptomyces y otras Actinobacterias
(Tong et al., 2019).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. DESCRIPCION DE LAS METRICAS DE LA SECUENCIA DEL GENOMA DE
Streptomyces sp. B-146

La secuencia final del genoma de Streptomyces sp. B-146, proporcionado por CIICAM,
consta de un “scaffold” de 8,759,250 pb, con un contenido de G+C de 72.31% (Figura 01).
No se detecto la presencia de plasmidos. La integridad del genoma y la contaminacién se
estim6 en 100.00% y 0,00%, respectivamente. Valores adicionales de integridad y

estadisticas de longitud y composicion se muestran en la Cuadro 01.

Cuadro 01: Métricas de la secuencia final del genoma de Streptomyces sp. B146
generados por gVolante, CheckM y QUAST.

Caracteristicas Valores

Evaluacion de integridad

“core genes” consultados 1,579

“core genes” detectados 1,576 (completos) + 2 (parciales) (99.94%)
“core genes” no detectados 1 (0.06%)

Promedio de ortdlogos por “core genes” 1.00

“core genes” con mas de 1 ortlogo 0.32%

Integridad 100.00%

Contaminacion 0.00%

Estadistica de longitud y composicion

Secuencias detectadas 1
Longitud total (nt) 8,759,250
Longitud de secuencias Nsg (nt) 8,759,250
Longitud de secuencias N7s (nt) 8,759,250
Conteo de secuencias Lso 1
Conteo de secuencias Ls 1
Composicion de bases (A) 13.82 %
Composicion de bases (T) 13.87 %
Composicion de bases (G) 36.09%
Composicion de bases (C) 36.21 %
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«Continuacion»

Composicion de bases (Otros) 0.00 %
Contenido de G+C 72.31%
Numero de “gaps” (>=5 N's) 0
Numero de non-ACGTN (nt) 0
NUmero de “Ns” por 100 kpb 0

FUENTE: Elaboracion propia con datos proporcionados por el departamento de Biotecnologia de
CIICAM.

4.2. RESULTADOS DE LOS ANALISIS FILOGENETICOS Y FILOGENOMICOS
DE Streptomyces sp. B-146

El gen ARNr 16S es ampliamente usado en filogenética bacteriana, en la delineacién de
especies y en estudios de microbiomas (Hassler et al., 2022). En consecuencia, elaboramos
un arbol filogenético a partir de secuencias alineadas de 1,283 pb derivadas de la secuencia
parcial de gen ARNr 16S de Streptomyces sp. B-146 (GenBank: MW562805), junto con
otras 18 secuencias filogenéticamente cercanas y una secuencia filogenéticamente distante,
recuperadas de EZBiocloud. Los resultados del éarbol filogenético revelaron que
Streptomyces sp. B-146 es proxima a S. olivaceus y S. pactum (Figura 01).

EZBiocloud es una base de datos integrada que estd representada por una cantidad
relativamente pequefia de secuencias gendmicas y secuencias de genes ARNr 16S de alta
calidad para la identificacion y clasificacion taxonémica de Bacterias y Arqueas nivel de
especie, subespecie, género y/o filotipo (Yoon et al., 2017). Resultando ser la base de datos
de referencia y mas precisa para la identificacién taxondmica tanto a nivel de género como

de especie, comparada con las bases de datos de Greengenes y Silva (Park & Won, 2018).

Es importante resaltar que es preferible realizar analisis filogenéticos a partir de genes de
ARNr 16S de secuencia completa para mejorar la resolucién taxondmica y filogenética
(Zhang et al., 2022). No obstante, si el objetivo es lograr filogenias precisas a nivel de
especie, lo que en si mismo es un gran desafio, no es conveniente basarse Unicamente en el
ADNr 16S debido a que desafortunadamente adolece de baja resolucién a nivel de especie
a causa de la alta conservacion de sus secuencias (Alanjary et al., 2019). Por lo
mencionado, adicionalmente se recurrié a los servidores web TYGS y autoMLST para
realizar analisis de filogenia complementarios de mayor precision y también anélisis

filogenomicos, a partir del genoma completo de Streptomyces sp. B-146.

36
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Streptomyces malachitospinus strain NBRC 101004 (AB249954)
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96 [~ Streptomyces marokkonensis strain LMG 23016
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79 Streptomyces violaceorubidus strain LMG 20319

Streptomyces lienomycini strain LMG 20091
Streptomyces rubrogriseus strain LMG 20318
Streptomyces anthocyanicus strain NBRC 14892
Streptomyces violaceoruber strain NBRC 12826
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Kitasatospora kazusensis strain SK60 (NR 041539)

0.0050

Figura 01: Construccion del arbol filogenético a partir de la secuencia parcial del gen
ARNr 16S (MW562805, NCBI) de Streptomyces sp. B-146, mediante el método

“Neighbor-Joining” usando el software Mega 11.

El servidor web TYGS es una herramienta de alto rendimiento para la taxonomia de
procariotas basada en genomas, que conecta con una gran base de datos de informacién
gendmica, taxonémica y de nomenclatura en constante crecimiento; capaz de inferir
filogenias a escala genomica a partir de secuencias genémicas de “Type strain” proximas y
cuyos resultados son accesibles en su propia pagina web (Meier-Kolthoff & Goker, 2019).
Esta plataforma arroja resultados que incluyen dos arboles filogenéticos, los cuales son
construidos a partir de secuencias de ADNr 16S y de genomas completos, respectivamente.

Para la construccion del arbol filogenético basado en genes ARNr 16S, se calcula las
distancias evolutivas entre las secuencias completas de los genes ARNr 16S extraidos del
genoma de consulta y una lista de secuencias conformada de preferencia por genes ARNr
16S extraidos de genomas secuenciados de las “Type strain” mas préximas; sin embargo, si
no son lo suficientemente préximas, se opta por afiadir a la lista secuencias completas y
validadas de genes ARNr 16S de “Type strain” proximas que carecen de secuencias
gendmicas publicadas (Meier-Kolthoff & Goker, 2019).
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Los resultados del &rbol filogenético demuestran que Streptomyces sp. B-146 es proxima a
S. olivaceus y S. litmocidini (Figura 02). No obstante, dicha deduccion puede ser
cuestionada debido a que el numero de copias de genes ARNr 16S entre los genomas es
variable y sufren de heterogeneidad intragendmica; por lo que existe el riesgo de confundir
las métricas de diversidad y, por ende, las inferencias filogenéticas podrian ser poco fiables
(Hassler et al., 2022). Por ello, recurrimos a la construccion del arbol filogenético a partir
de la secuencia completa del genoma de Streptomyces sp. B-146, llevada a cabo por el

servidor web TYGS bajo un enfoque filogenémico.

Para su construccién se calcula las distancias evolutivas entre el genoma de consulta y los
genomas completos de las “Type strain” proximas disponibles en la base de datos de TYGS
(Meier-Kolthoff & Goker, 2019). Los resultados demuestran nuevamente que Streptomyces
sp. B-146 es proxima a S. olivaceos (Figura 03). Dicha interpretacion resulta ser més fiable
Yy precisa.

Tree scale: 0.01 }——
Streptomyces sp. B146

100 Streptomyces litmocidini JCM 4394 (GCA_014649755)
Streptomyces olivaceus NRRL B-3009 (GCF_000721235)
Streptomyces parvulus JCM 4068 (GCA_014648855)
Streptomyces spinoverrucosus NBRC 14228 (GCA_006539505)
Streptomyces azureus ATCC 14921 (GCA_001270025)
Streptomyces iakyrus NRRL-ISP 5482 (GCF_000717055)
Streptomyces albogriseolus JCM 4616 (GCA_014650475)
100! streptomyces viridodiastaticus JCM 4536 (GCA_014655475)
Streptomyces rubrogriseus NBRC 15455 (GCA_003112595)
| Gﬂ_{ Strepfomyces fendae JCM 4610 (GCA_014650435)
71

Streptomyces violaceorubidus NRRL B-16381 (GCF_000717995)

Streptomyces humiferus JCM 3037 (GCA_014647685)
[Srrepromyces coelicoflavus NBRC 15399 (GCA_003112555)
61 Streptomyces ardesiacus NBRC 15402 (GCA_003112575)

Streptomyces coelescens JCM 4739 (GCA_014650735)

Streptomyces anthocyanicus JCM 5058 (GCA_014651155)
_‘:Streptomyces pactum ATCC 27456 (GCF_016031615)
81 Streptomyces flavovariabilis NRRL B-16367 (GCF_000725785)
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Figura 02: Arbol filogenético basado en la secuencia completa del gen ARNr 16S del

genoma de Streptomyces sp. B-146 a través del servidor web TYGS.
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Cabe recalcar que la cercania filogenética entre Streptomyces sp. B-146 y S. pactum
inferida por andlisis de filogenia en MEGA 11, no se pudo corroborar usando el servidor
web TYGS debido que su base de datos no contaba con genomas de “Type strain” de S.
pactum. También, cabe precisar que los calculos de alta precision de las distancias
evolutivas utilizadas para la inferencia de ambos arboles filogenéticos se obtuvieron a
través del método GBDP (Genome BLAST Distance Phylogeny), el cual fue desarrollado
para determinar filogenias en procariotas utilizando la comparacion de genomas completos

(Henz et al., 2005).
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Figura 03: Arbol filogenético basados en la secuencia completa del genoma de
Streptomyces sp. B-146 a través del servidor web TYGS.

Adicionalmente, para tener una vision mas amplia de la identificacion taxondmica de
Streptomyces sp. B-146 se realizaron analisis de filogenia a través del servidor web
autoMLST; el cual utiliza un enfoque de analisis de mdltiples secuencias de genes de
diferentes loci (MLSA, Multi-Locus Sequence Analysis) para producir arboles a nivel de
especie de alta resolucion que incluyen anotaciones utiles, como designaciones de clados
de especies y recuentos de metabolitos secundarios para ayudar a la prospeccion de
productos naturales (Alanjary et al., 2019). Con este enfoque nos planteamos potenciar los

analisis filogenéticos previamente obtenidos.
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Los resultados demuestran una vez mas que Streptomyces sp. B-146 es filogenéticamente
préxima a S. olivaceus (Figura 04). No obstante, al igual que los andlisis filogendmicos
llevados a cabo en TYGS, no evaluo la cercania filogendmica con S. pactum, debido a que

su base de datos tampoco contiene una secuencia de referencia “Type strain”.
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Kitasatospora purpeofusca NRRL B-1817 (GCF 000718025)

Figura 04: Arbol filogenético obtenido de los anélisis filogendmicos basados en la
secuencia completa del genoma de Streptomyces sp. B-146 a través del servidor web
autoMLST.

Considerando todos los resultados se puede asumir que Streptomyces sp. B-146 podria
convertirse en una especie nueva dentro del género Streptomyces y préxima a S. olivaceos.
Ademas, resulta evidente que la identificacion taxonomica de cepas bacterianas es dificil y
compleja. Por ello, para realizar filogenias mas precisas que contribuyan a la delineacién
filogenética de nuevas especies se recomienda utilizar secuencias de genomas completos o
multiples secuencias de genes, incluyendo, ademéas del gen ARNr 16S, otros genes ARN
ribosomales (ARNr 5S o ARNr 23S), uno o0 mas genes codificantes de proteinas altamente
conservados y/o genes caracteristicos presentes exclusivamente entre las cepas de una

categoria taxémica (Hassler et al., 2022).
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Es importante resaltar que autoMLST genera resultados adicionales relacionados con el
recuento de BGCs presentes en los genomas de las especies bacterianas filogenéticamente
cercanas a Streptomyces sp. B-146. Los resultados indican que S. olivaceus, la especie
bacteriana mas proxima a Streptomyces sp. B-146, contiene mas de 28 BGCs productores

de metabolitos secundarios.

Los cuales de mayor a menor abundancia son: NRPSs, PKSs, RiPPs, Terpenos, Sideroforos
y Ectoinas. Pero también contiene una cantidad considerable de BGCs hibridos. Todo esto
nos da una prospeccion de los BGCs que podria contener el genoma Streptomyces sp.
B146. Aunque, debemos recordar que incluso cepas de una misma especie de Streptomyces
pueden variar ampliamente respecto a la cantidad y variedad de BGCs que albergan
(Belknap et al., 2020). Mas adelante se realizaran andlisis mas profundos para determinar

el contenido de BGCs en el genoma de Streptomyces sp. B-146.
4.3. RESULTADOS DE LA ANOTACION DEL GENOMA DE Streptomyces sp. B-146
4.3.1. ANOTACION DEL GENOMA DE Streptomyces sp. B-146 POR PROKKA

La anotacion del genoma de Streptomyces sp. B-146 fue realizada por el equipo cientifico
de CIICAM. Ellos usaron el “pipeline” Prokka, una herramienta muy versatil que depende
de una base de datos pequefia y bien seleccionada para ejecutar anotaciones rapidas y de
alta calidad (Kremer et al., 2016; Ruiz-Perez et al., 2021). Debido a que el genoma de
Streptomyces sp. B-146 fue ensamblado de novo, se disefio y optimizéd un flujo de trabajo
Unico y personalizado para llevar a cabo dicha anotacion. Esto en consonancia con la
recomendacion de llevar a cabo las anotaciones evitando la configuracion predeterminada
y optar por configuraciones y bases de datos personalizadas para aumentar su rendimiento
y obtener resultados mas precisos (Kremer et al., 2016); especialmente cuando se trata de
genomas nuevos o divergentes (Ruiz-Perez et al., 2021).

Con este enfoque, Prokka reporté un total 7,487 CDSs. EIl porcentaje de anotacion fue de
alrededor del 47% (3,519/7,487), de los cuales un 61.5% (2,163/3,519) contenian
identificadores COG (Clusters of Orthologous Genes) y un 61.2% (2,153/3,519) contenian
asignaciones “EC Numbers” (Enzyme Commission numbers) (Figura 05). A modo de
comparacion, el porcentaje de anotacion promedio obtenido en genomas de Escherichia
coli usando Prokka es del 75% (Ruiz-Perez et al., 2021).
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A primera vista, podria parecer que la anotacion realizada en Streptomyces sp. B-146 fue
deficiente; sin embargo, es importante tener en cuenta que las bases de datos fuente
actualmente disponibles no cuentan con un repertorio extenso de proteinas caracterizadas
del género Streptomyces en comparacion con especies bacterianas mas conocidas como E.
coli. Por otro lado, aproximadamente un 53% (3,968/7,487) de los genes codificantes en

Streptomyces sp. B-146 fueron clasificadas como “Proteinas hipotéticas”.

Respecto a la clasificacion “Proteinas hipotéticas”, existe el inconveniente de discernir
entre las proteinas que carecen de anotacion y las proteinas que si tienen coincidencias con
proteinas reportadas como hipotéticas en la base de datos usada; esta situacion provoca
que el usuario pierda un contexto biolégico mas amplio para descubrir la funcionalidad de

los CDS evaluados (Shaffer et al., 2020; Ruiz-Perez et al., 2021).
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Figura 05: Visualizacion del genoma de Streptomyces sp. B-146, destacando la anotacion

de CDSs realizada por Prokka.

a. Deteccion de genes de resistencia a antibioticos por Prokka
Una de las mayores ventajas de Prokka sobre otras herramientas de anotacion es su

capacidad de detectar modulos adicionales de resistencia a antibioticos (Ruiz-Perez et al.,

2021).
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Para aprovechar dicha particularidad, se filtraron los CDSs cuyos productos contenian la
palabra clave “resistance”, obteniéndose un total de 59 CDSs relacionados a Genes de
Resistencia a Antibioticos (ARG, Antibiotic Resistance Genes). Los genes ARG estan
ampliamente distribuidos en bacterias productoras de antibidticos, como las
Actinobacterias, debido a la coevolucion entre la biosintesis de antibidticos y los
mecanismos de autoproteccion frente a los antibioticos producidos (D'Costa et al., 2007).

Estos genes, con fines de autoproteccion, deben expresarse oportunamente, ya sea antes o
simultdneamente con la biosintesis del antibidtico y dicha expresion puede estar
estrechamente ligada a la expresion de los genes que biosintetizan los antibi6ticos o ser
inducidos por antibidticos afines o por moléculas intermedias de sus vias biosintéticas
(Mak et al.,, 2014). No obstante, ademas de desempefiar un papel crucial en la
autoproteccion, los genes ARG presentes en bacterias ambientales y comensales pueden
actuar como un gran reservorio para que las bacterias patdgenas los adquieran mediante la

transferencia horizontal de genes (von Wintersdorff et al., 2016)

La diseminacion de genes ARG a través de la transferencia horizontal de genes, como la
aparicion de nuevos genes ARG producto de mutaciones genéticas, constituyen el
mecanismo mas importante por el cual las bacterias adquieren resistencia a los
antibidticos (Tao et al., 2022). Dicho mecanismo implica un cambio genético permanente
y se le conoce como “resistencia adquirida”; no obstante, existen otros dos mecanismos
que favorecen la resistencia a antibidticos, denominados “resistencia intrinseca” y
“resistencia adaptativa” (Arzanlou et al., 2017). La resistencia intrinseca ocurre cuando la
constitucion bioquimica inherente de las bacterias limita la accion de los antibioticos (p.
ej., la expresion constitutiva de Bombas de eflujo); mientras que la “resistencia
adaptativa” ocurre cuando las bacterias se adaptan y sobreviven al estrés provocado por
los antibidticos, alterando rapida y convenientemente sus transcriptomas (McDermott et
al., 2003; Arzanlou et al., 2017).

Generalmente, los genes ARG en bacterias se clasifican segin su mecanismo de accion,
los mas comunes son: Reduccion de la permeabilidad en la membrana celular; Aumento
de las bombas de eflujo de farmacos; Modificacion o inactivacion enzimatica de los
antibidticos; Modificacion del sitio objetivo para evadir la accion de los antibidticos;
Adquisicién de vias metabdlicas alternas a las inhibidas por el farmaco y Formacion de
biopeliculas (McDermott et al., 2003; Barbosa et al., 2020; Varela et al., 2021).
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No obstante, a efectos practicos, resulta conveniente agruparlos como: Genes ARG
codificantes de Bombas de eflujo bacterianas (56/59) y Genes ARG codificantes de

enzimas (3/59). A continuacion, detallamos los mismos:

% Genes ARG codificantes de Bombas de Eflujo Bacterianas

Las Bombas de eflujo son proteinas transportadoras que se ubican en la membrana celular
bacteriana y el periplasma y funcionan en primera linea para proteger a las bacterias
contra antibidticos endogenos y no endogenos disminuyendo su concentracion
intracelular (Nag & Mehra, 2021; Huang et al., 2022). Es decir, pueden reconocer varios
antibidticos, con diferentes estructuras moleculares y clases de accion, que ingresan a las
bacterias a través del espacio periplasmico o la membrana célula y los expulsan

activamente para evitar que lleguen a sus ubicaciones de destino (Nishino et al., 2021).

Estas bombas de eflujo pueden ser agrupadas principalmente en la superfamilia ABC
(ATP-Binding Cassette), la superfamilia MFS (Major Facilitator Superfamily), la
superfamilia MATE (Multidrug and Toxic Compound Extrusion), la superfamilia RND
(Resistance Nodulation and Cell Division), la superfamilia SMR (Small Multidrug
Resistance) y la superfamilia PACE (Proteobacterial Antimicrobial Compound Efflux)
(Hassan et al., 2018; Huang et al., 2022).

Este tipo de transportadores se encuentran tanto en bacterias Grampositivas Yy
gramnegativas, asi como en células eucariotas (Van Bambeke et al., 2000; Webber &
Piddock, 2003). En procariotas, con pocas excepciones, estdn codificados
cromosOmicamente y presentan una organizacion altamente conservada tanto a nivel
genético como proteico (Blanco et al., 2016). En Streptomyces se ha reportado una
amplia gama de bombas de eflujo, probablemente debido a la necesidad de proteger sus
células contra antibi6ticos producidos por si mismos 0 por otros microorganismos;
principalmente de tipo MFS y ABC que confieren resistencia a mdltiples farmacos
estructuralmente no relacionados (Nag & Mehra, 2021; 2022; Lei et al., 2023).

e Genes ARG pertenecientes a la superfamilia MFS

La superfamilia de proteinas MFS son transportadores de membrana que se encuentran
de forma ubicua en bacterias, arqueas y eucariotas (Pao et al., 1998). Estos
transportadores comparten varias secuencias de aminoacidos altamente conservadas que
desempefian funciones esenciales durante el transporte de compuestos (Kumar et al.,
2020).
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Asimismo, tienen un amplio espectro de sustratos, abarcando iones organicos e
inorgénicos, péptidos cortos, lipidos, azlcares y muchos otros compuestos (Pao et al.,
1998; Yan, 2015). En bacterias estos transportadores actian como bombas de eflujo de
maultiples farmacos, incluyendo antibidticos y contribuyen decisivamente a la
supervivencia, adaptacion y patogenicidad bacteriana (Pasqua et al., 2021). A
continuacion, describimos 31 CDSs relacionados a la superfamilia de proteinas MFS.

- Genes de resistencia mdtD

Se detectaron 10 CDSs relacionados al gen mdtD (YegB), que conforma un cllster
génico denominado mdtABCD en E. coli y codifica un transportador tipo MFS que junto
con otras proteinas del mismo cluster confieren resistencia a multiples farmacos como a

los antibidticos novobiocina y desoxicolato (Baranova & Nikaido, 2002).

- Genes de resistencia Stp

Se detectaron ocho CDSs relacionados a gen stp que codifica para una proteina que
actia como una bomba de eflujo en M. tuberculosis y contribuye a la resistencia
intrinseca a la espectinomicina y la tetraciclina (Ramoén-Garcia et al., 2007). Segun la
base de datos del UniProt, estas proteinas de resistencia a maltiples farmacos pertenecen
a la familia de proteinas EmrB de la superfamilia MFS (UniProt Consortium, 2023).

- Genes de resistencia abaF

Cuatro CDSs fueron relacionados al gen AbaF, que codifica una proteina que actla
como una bomba de eflujo tipo MFS y confiere resistencia a fosfomicina en A.
baumannii y posiblemente también este implicado en la expulsion de otras moléculas de

defensa que expelen los huéspedes a los que infecta (Sharma et al., 2017).

- Genes de resistencia gacA

Tres CDSs fueron relacionados al gen QacA que codifica para un transportador de
membrana tipo MFS con 14 segmentos transmembranales y gracias a que interactla
directamente con compuestos estructuralmente diversos ofrece resistencia a una amplia
gama de antibidticos tipo lipofilicos, cationicos, monovalentes o divalentes en

Staphylococcus aureus (Paulsen et al., 1996; Brown & Skurray, 2001).
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- Genes de resistencia mdtH

Dos CDSs estuvieron relacionados al gen MdtH (yceL) que codifica para una bomba de
eflujo de maltiples farmacos tipo MFS y confiere resistencia a tetraciclina y antibidticos
de quinolona como norfloxacina, enoxacina, ciprofloxacina, norfloxacina y ofloxacina
en E. coli (Yu et al., 2020).

- Genes de resistencia bmr3

Se detectaron dos CDSs relacionados al gen bmr3 que codifica para un transportador de
membrana de mdltiples farmacos que confiere resistencia a puromicina, tosufloxacina y
norfloxacina en B. subtilis (Ohki & Murata, 1997). Este transportador denominado como
Proteina 3 en la base de datos del UniProt, pertenece a la familia de proteinas EmrB de
la superfamilia MFS (UniProt Consortium, 2023).

- Genes de resistencia bcR

Un CDS fue relacionado al gen bcR que codifica para un transportador de membrana de
maltiples farmacos tipo MFS que confiere resistencia a los antibidticos biciclomicina,
tetraciclina, fosfomicina, sulfatiazol y kanamicina en E. coli (Bentley et al., 1993;
Vedantam et al., 1998; Yamada et al., 2006; Nishino & Yamaguchi, 2001).

- Genes de resistencia fsR

Se detecté un CDS relacionado al gen fsR que codifica para una proteina con 12
segmentos transmembranales tipo MFS que funciona como una bomba de eflujo de
farmacos y confiere resistencia a antibiéticos como la fosmidomicina, tetraciclina y
cloranfenicol en E. coli y en otras bacterias gramnegativas (Fujisaki et al., 1996;
Messiaen et al., 2011; UniProt Consortium, 2023).

e Genes ARG pertenecientes a la superfamilia ABC

La superfamilia de proteinas ABC son abundantes en los tres dominios de la vida y estan
ampliamente descritas en la base de datos Pfam (Protein families) (Srikant, 2020). Gran
parte de las proteinas ABC son transportadores y se caracterizan por la presencia de
dominios NBD (Nucleotide-Binding Domain) y dominios TMD (transmembrane
domains), codificados en polipéptidos independientes o fusionados en un solo
polipéptido (Davidson et al., 2008; Srikant, 2020).

Los dominios NBD son responsables de unirse e hidrolizar los ATP para liberar la

energia necesaria para mover sus sustratos a través de las membranas (Srikant, 2020).
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Los transportadores ABC en bacterias se pueden dividir en importadores y exportadores;
los importadores median la absorcion de nutrientes esenciales como azucares, iones
metalicos, vitaminas, aminoacidos, entre otros; y los exportadores median la expulsion
de toxinas antimicrobianas, lipidos de la membrana externa y farmacos, por lo que estan
relacionados con la resistencia a antibidticos (Beis, 2015; Tanaka et al., 2018; Srikant,
2020). A continuacién, describimos 25 CDSs relacionados a la superfamilia de proteinas
ABC.

- Genes de autorresistencia drrAB

Se detectaron 11 y ocho CDSs relacionados a los genes de autorresistencia drrA y drrB,
respectivamente. Ambos genes pertenecen a un operén denominado drrAB en
Streptomyces y codifican proteinas de membrana que funcionan conjuntamente como un
transportador ABC multiespecifico gracias a los dominios NBD de drrA y a los
dominios TMD vy a la poliespecificidad de los residuos arométicos de drrB; lo que
facilita la salida de multiples farmacos, como los antibidticos anticancerigenos
daunorrubicina / doxorrubicina, con la finalidad de mantener una concentracion
fisiolégica subinhibidora constante dentro de las células productoras (Rao & Kaur,
2008; Srinivasan et al., 2010; Li et al., 2014; Brown et al., 2017).

- Genes de resistencia InrL

Se detectaron tres CDSs relacionados al gen InrL que pertenece a un operén denominado
InrLMN, el cual codifica para un transportador ABC asociado con la resistencia a
antibiodticos tipo polienos como la linearmicina y anfotericina B en Bacillus subtilis
(Stubbendieck et al., 2017; Revilla-Guarinos et al., 2020).

- Genes de resistencia tmrB

Se detect6 un CDS relacionado al gen tmrB que codifica para una proteina ABC ligada a
la membrana, la cual confiere resistencia a la tunicamicina en B. subtilis (Noda et al.,
1992).

- Genes de resistencia yhel

Se detectd un CDS relacionado al gen yhel que forma parte de un operon y que codifica
para una de las dos subunidades de un heterodimero tipo transportador ABC que
funciona como una bomba de eflujo, confiriendo resistencia a multiples antibioticos,
como azitromicina, cloranfenicol, eritromicina, gentamicina, entre otros en B. subtilis
(Torres et al., 2009).
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- Genes de resistencia bmrA

Se detectd un CDS relacionado al gen bmrA (YvcC) que codifica para un transportador
ABC de multiples farmacos y que confiere resistencia a antibioticos como a la
cervimicina C en B. subtilis (Steinfels et al., 2004; Krugel et al., 2010).

< Genes ARG codificantes de enzimas bacterianas

e Genes de resistencia arnA

Dos CDSs fueron relacionados al gen ArnA (Pmrl), el cual pertenece al operon
pmrHFIJKLM y codifica una enzima que contiene dos dominios con distintas funciones
cataliticas: un dominio deshidrogenasa y un dominio transformilasa y cuya funcion es
modificar la estructura del lipido A con el azicar pentosa Ara4dN (4-amino-4-deoxy-L-
arabinose), generando resistencia a péptidos antimicrobianos cationicos y a antibidticos

polimixinas (Gatzeva-Topalova et al., 2004; Fischer et al., 2015).

e Genes de resistencia gyrBR

Se detectd un CDSs relacionado al gen gyrBR que codifica para una ADN girasa
resistente a aminocumarinas (novobiocina, cumermicina A1 y clorobiocina) y cuya
expresion es inducida por la reduccion del superenrollamiento del ADN, producto de la
inhibicion de la ADN girasa sensible (gyrBS) de expresion constitutiva en presencia de
aminocumarinas, para contrarrestar el efecto negativo de este tipo de antibidticos
autoproducidos en Streptomyces (Thiara & Cundliffe, 1989; Thiara & Cundliffe, 1993;
Schmutz et al., 2003). Este CDS fue también anotado por RAST vy clasificado en el

subsistema “Resistance to fluoroquinolones”, el cual es descrito mas adelante.
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4.3.2. ANOTACION FUNCIONAL DEL GENOMA DE Streptomyces sp. B-146 POR
RAST

Analisis realizado por RAST, mostré una vision general de las caracteristicas bioldgicas
codificadas en el genoma de Streptomyces sp. B-146. Esta plataforma report6 un total de
7,885 CDSs. El porcentaje de anotacion fue alrededor del 73.70% (5,811/7,885), de los
cuales un 23.07% (1,341/5,811) tenian identificadores “EC numbers” y un 2.89%
(168/5,811) identificadores FIGfam; mientras que un 26.30% (2,074/7,885) no tuvieron
coincidencias y fueron clasificadas como “proteinas hipotéticas”. Comparativamente, los
resultados fueron ligeramente inferiores a los porcentajes promedio de anotacion obtenidos
al evaluar 100 genomas de E. coli, donde ~79,7% de las proteinas fueron anotadas, de las
cuales ~25,8 % tenian identificadores “EC numbers” y ~2,1% identificadores FIGfam
(Ruiz-Perez et al., 2021).

Respecto a la calidad del genoma, RAST estimé en tres los posibles genes faltantes en
regiones intergenicas superiores a 2 kpb. Ademaés, se detectaron automaéticamente 2
“advertencias”, referido a posibles problemas de calidad, especificamente a
“superposiciones convergentes” superiores a 50 pb entre dos genes orientados de forma
contraria en cadenas opuestas. A parte de lo mencionado, no detectd mayores
inconvenientes respecto a la calidad del genoma de Streptomyces sp. B-146.

Por otro lado, RAST clasificd a 1,351 CDSs anotados, dentro de alguno de los subsistemas
reportados, logrando una cobertura del 17.1% (1,351/7,885). Estos subsistemas fueron
agrupados y reportados en categorias y subcategorias segin su funcionalidad. Cada
categoria estuvo representada por la suma de todos los CDSs asignados a cada uno de los
subsistemas que la componian. A continuacion, mencionamos las categorias mas
abundantes: Aminoacidos y derivativos con 440 CDSs; Carbohidratos con 314 CDSs;
Metabolismo de proteinas con 221 CDSs; Cofactores, vitaminas, grupos prostéticos y
pigmentos con 174 CDSs; Acidos grasos, lipidos e isoprenoides con 147 CDSs;
Nucledsidos y nucleétidos con 110 CDSs y Respiracion con 109 CDSs; ademas de otras
17 categorias representadas por 582 CDSs (Figura06). Cabe resaltar que algunos CDSs

fueron clasificados en mas de un subsistema.
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Functional category by RAST

Subsystem Coverage Subsystem Category Distribution

Subsystem Feature Counts

W Amino Acids and Derivatives (440)

M Carbohydrates (314)
Protein Metabolism (221)
Cofactors, Vitamins, Prosthetic Groups, Pigments (174)
Fatty Acids, Lipids, and Isoprenoids (147)
Nucleosides and Nucleotides (110)
Respiration (109)

m DNA Metabolism (93)

W Stress Response (69)

B Membrane Transport (55)

W Metabolism of Aromatic Compounds (51)

B RNA Metabolism (58)

M Cell Wall and Capsule (43)

M Virulence, Disease and Defense (42)

m Regulation and Cell signaling (33)

m Miscellaneous (38)

M Phosphorus Metabolism (26)

m Nitrogen Metabolism (20)
Iron acquisition and metabolism (15)
Sulfur Metabolism (14)
Dormancy and Sporulation (10)
Potassium metabolism (9)
Secondary Metabolism (8)

W Motility and Chemotaxis (3)

m Phages, Prophages, Transposable elements, Plasmids (2)

Figura 06: Categorizacién funcional del genoma de Streptomyces sp. B-149, resaltando la

cobertura de los subsistemas y la abundancia de las categorias reportadas por RAST.

a. Deteccion de subsistemas por RAST

+ Categoria de Virulencia, Enfermedad y Defensa

Esta categoria contiene subsistemas involucrados en la resistencia a antibioticos (Anexo

2):

e Subsistema de tolerancia a Colicina E2

A este subsistema se le asignd un CDS relacionado a CbrC (YieJ) cuya sobreexpresion

en E. coli K-12 causa tolerancia a la Colicina E2, una endonucleasa de ADN que actlia

como un antibiotico proteico desplegado por las propias E. coli para eliminar cepas

competidoras sensibles (Cariss et al., 2010; Schaller & Nomura, 1976; Cohen-Khait et

al., 2021).

e Subsistema de resistencia a fluoroquinolonas

Este subsistema fue representado por dos CDSs relacionados a gyrA y gyrB, los cuales

codifican para las subunidades A y B de la ADN-girasa, una topoisomerasa tipo Il que

confiere resistencia a las fluoroquinolonas en M. tuberculosis producto de mutaciones en

zonas “hot spot” de los genes que la codifican (Al-Mutairi et al., 2011; Pantel et al.,

2012).
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Coincidentemente, el CDS relacionado a la subunidad B, también fue anotado por
Prokka como gyrB. Informacion adicional del gen gyrB fue brindada anteriormente.

e Subsistema Beta-Lactamasa

Este subsistema fue representado por dos CDSs relacionados a enzimas beta-lactamasas
de clase B y C, respectivamente. Las beta-lactamasas estan ampliamente distribuidas en
bacterias grampositivas y gramnegativas, median la resistencia a antibioticos [3-
lactamicos y uno de sus esquemas de clasificacion vigente las agrupa en clase A, B, Cy
D de acuerdo con su secuencia de aminoacidos y motivos conservados (Ambler, 1980;
Bush & Jacoby, 2010; Bush, 2013). Las metalo-B-lactamasas (MBL) de clase B,
dependientes de zinc, son un conjunto diverso de enzimas, miembros de una superfamilia
de metalohidrolasas ampliamente distribuidas, que catalizan la hidrélisis de un amplio
espectro de sustratos incluyendo practicamente todos los antibioticos p-lactamicos con la
excepcion de los monobactamicos (Palzkill, 2013; Tooke et al., 2019). Las B-lactamasas
de clase C (ampC) estan ampliamente distribuidas en Gramnegativas, especialmente en
patdgenos oportunistas, y pueden actuar y/o hidrolizar las penicilinas, cefalosporinas,
cefamicinas, oxiiminocefalosporinas y monobactamicos (Jacoby, 2009; Tooke et al.,
2019).

0,

% Categoria de Metabolismo Secundario
Esta categoria contiene subsistemas relacionados a la biosintesis de productos naturales
(Anexo 2):

e Subsistema Lantionina sintasas

Este subsistema fue representado por tres genes relacionados a las enzimas LanC, LanL
y a una O-metiltransferasa; las cuales estan implicadas en la biosintesis de lantipéptidos.
Los lantipéptidos son péptidos policiclicos estructuralmente diversos que pueden actuar
como antibidticos, antitumorales, antivirales o analgésicos (Zhang et al., 2015; Geng &
Smith, 2018). Los cuales son categorizados en cinco clases (I-V), de acuerdo con el tipo
de enzimas (lantipéptido sintetasas) que forman sus caracteristicos anillos lantionina; es
decir, los lantipéptidos biosintetizados por LanB y LanC pertenecen a la clase |, por
LanM a la clase Il, por LanKC a la clase 11, por LanL a la clase IV y por LxmK, LxmX
y LxmY a la clase V (Zhang et al., 2012; Arison et al., 2013; Yu et al., 2013; Xu et al.,
2020).
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Los genes LanC tienen una baja identidad de secuencia entre si de alrededor del 20% -
30% vy codifican para una familia de enzimas ciclasas LanC de aproximadamente 400
aminoacidos; las cuales participan en la formacion de enlaces tioéter para lograr la
topologia de anillo adecuada en los lantipéptidos clase | (Knerr & van der Donk, 2012;
Repka et al., 2017).

Los genes LanL estdn muy extendidos en la naturaleza y codifican lantipéptido sintetasas
LanL, unas enzimas trifuncionales que constan de tres dominios cataliticos, un dominio
pSer/pThr liasa N-terminal, un dominio central Ser/Thr quinasa y un dominio C-terminal
de lantionina ciclasa que actlan juntos en la deshidratacion y ciclacion de los
lantipéptidos clase IV (Goto et al., 2010; Goto et al., 2011; Knerr & van der Donk,
2012). Los genes que codifican enzimas O-metiltransferasas estan implicadas en la
biosintesis de lantipéptidos; uno de estos genes, denominado LanS, codifica para una
enzima auxiliar asociada a la biosintesis de lantipéptidos de clase | en S. olivaceus
(Acedo et al., 2019).

e Subsistema de Sintesis de Microcina modificada con Tiazol-oxazol (TOMM)

Este subsistema estuvo representado por un gen relacionado a la proteina fusion
denominada Ciclodehidratasa (proteina C) / Scaffold de acoplamiento (proteina D). Esta
enzima, implicada en la sintesis de microcinas, esta ampliamente distribuida en
procariotas y consta de un dominio heterociclasa y un dominio de unién a péptidos, por
lo que muestra actividad de heterociclacion e incluso es capaz de realizar reacciones de
ciclodeshidratacion dependiente de ATP durante la biosintesis de TOMMs (Lee et al.,
2008; Mclintosh & Schmidt, 2010; Dunbar et al., 2012).

Los TOMMs son una clase de RiPPs debido a que son péptidos estructural y
funcionalmente diversos producidos en los ribosomas con heterociclos instalados
postraduccionalmente derivados de residuos de cisteina, serina y treonina (Melby et al.,
2011). Y debido a que se generan a partir de una gran variedad de secuencias peptidicas
precursoras, asi como de combinaciones desconocidas de enzimas de modificacion,
representan una fuente potencial de nuevos productos naturales con distintas
bioactividades (Cox et al., 2015).
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b. Deteccidn de genes de resistencia a antibioticos por RAST

Para identificar CDSs relacionados a genes ARG en los datos de anotacion
proporcionados RAST, se realiz6 un filtrado usando la palabra clave “Resistance”. Tras la
filtracion de identifico y selecciond 10 CDSs relacionados a genes ARG (Anexo 3).
Dichos CDS fueron clasificados de la siguiente manera:

% Proteinas relacionadas a Bombas de eflujo tipo MFS
Tres CDSs fueron registrados como Bombas de eflujo bacteriano y clasificados como

miembros de la superfamilia de transportadores MFS. Los cuales son analizados a
continuacion:

e Transportador de la Familia Bcr/CflA

Un CDS (1,272 pb) fue anotado como un “Transportador de la familia Ber/CflA”. Los
miembros de esta familia de transportadores de membrana tipo MFS, como la proteina
Ber en E. coli, Flor en Salmonella typhimurium DT104 y CmlA en Pseudomonas,
confieren resistencia a multiples farmacos tales como el Cloranfenicol, Florfenicol y
Biciclomicina mediante el transporte activo de estos compuestos fuera de la célula
(Smith et al., 2009). Coincidentemente, Prokka anot6 este CDS como un gen Bcr, el cual
fue descrito anteriormente. Adicionalmente, RAST clasifico a este CDS dentro del

subsistema “Copper homeostasis”, por lo que probablemente también participa en el
transporte de iones de cobre.

e Transportador de la Familia CmIV

Un CDS (1,272 pb) fue anotado como miembro de la “familia de proteinas CmIV”. Esta
familia de proteinas ha sido reportada en bacterias del género lactobacillus, donde actdan
como bombas de eflujo tipo MFS y confieren resistencia a Cloranfenicol (Moradi et al.,
2022). Asimismo, han sido reportadas en Streptomyces coelicolor y Streptomyces
venezuelae, donde han mostrado resistencia a multiples farmacos como el Cloranfenicol
y la Ciprofloxacina (Nag & Mehra, 2021).

e Transportador MFS

Un CDS (1,533 pb) fue anotado como “Bomba de eflujo resistente a maultiples

farmacos”.
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Contrastando con los datos proporcionados por Prokka, encontramos que este CDS fue
anotado como un gen LfrA, cuya proteina actuia como “Bomba de eflujo a multiples
farmacos”. El gen IfrA en Mycobacterium smegmatis codifica un transportador MFS que
actia como una bomba de eflujo para la salida activa de varias quinolonas,
principalmente fluoroquinolonas (Liu et al., 1996; Li et al., 2004). Con UniProt se
verifico que el CDS en cuestion guardaba una identidad del 99.2% con un “transportador
MEFS” (AOA1D8SL40) de Streptomyces olivaceus (UniProt Consortium, 2023).
Tomando en conjunto las anotaciones realizadas, se concluye que este CDS pertenece a
la superfamilia de transportadores MFS vy posiblemente confiere resistencia a

antibidticos.

% Proteinas relacionadas a Bombas de eflujo tipo ABC

Tres CDSs fueron registrados como Bombas de eflujo bacteriano y clasificados como
miembros de la superfamilia de transportadores ABC. En concreto, un CDS (1,062 pb)
fue anotado como “Proteina ATP-Binding”; mientras que otros dos CDSs de 825 y 849
pb, respectivamente, fueron anotados como “Proteinas Permeasas”, las cuales se
caracterizan por contener dominios TMD (Wen et al., 2011). Dicha anotacion coincide en

términos generales con los datos brindados por Prokka (Ver Anexo 1y Anexo 3).

Especificamente, segin Prokka el CDS anotado como “Proteina ATP-Binding” estaria
relacionado al polipéptido drrA que contiene dominios NBD; mientras que los CDSs
anotados como ‘“Proteinas Permeasas” estarian relacionados al polipéptido drrB que
alberga dominios TMD. Ambos polipéptidos conformarian un transportador
transmembranal (informacion detallada anteriormente). En contraste, RAST relaciono al
CDS anotado como “Proteina ATP-Binding” y al CDS de 825 pb anotado como “Proteina
Permeasa” con el transportador transmembranal OtrC tipo ABC de Streptomyces rimosus,
que confiere resistencia y autoproteccion celular a maltiples farmacos (Yu et al., 2012b).
En definitiva, tomando en conjunto los datos, podemos inferir que estos tres CDSs
codificarian para dos subunidades de un complejo proteico que acta como una Bomba
de eflujo y que confiere resistencia a Oxitetraciclina, Daunorrubicina, Doxorrubicina,

entre otros farmacos.

% Proteinas relacionadas a Bombas de eflujo SMR
Dos CDSs (321 y 324 pb) fueron anotados como Bombas de eflujo y clasificados como

miembros de la superfamilia de transportadores SMR.
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Los transportadores SMR se componen de pequefias subunidades de 100-140
aminoacidos, se caracterizan por albergar cuatro alfa hélices transmembranales y se
ensamblan en homodimeros o heterodimeros para funcionar como Bombas de eflujo
bacterianos (Bay et al., 2008; Burata et al., 2022).

En general, transportan solutos con carga positiva, generalmente antisépticos y biocidas
ambientales, a traves de las membranas bacterianas (Kermani et al., 2020; Burata et al.,
2022). No obstante, algunos de estos trasportadores también confieren resistencia a una
amplia gama de antibioticos (Srinivasan et al., 2009). Ademas, se ha demostrado que los
transportadores SMR amplifican la resistencia a antibioticos debido a que muchos de sus
genes estan vinculados fisicamente a genes ARG (Pal et al., 2015; Wales & Davies,
2015; Kermani et al., 2020).

En contraste, Prokka anot6 a los CDSs en cuestion como genes gdx, codificantes de
proteinas “Exportadoras de Guanidinio”. Los genes gdx, anteriormente conocidos como
genes SugE, tienen como sustrato principal a compuestos de Guanidinio y de Amonios
Cuaternarios (Slipski et al., 2020). No obstante, también confieren resistencia a
antibidticos como la tetraciclina y el cloranfenicol (Cruz et al., 2013). Los analisis en
UniProt mostraron que el CDS de 321 pb tenia una identidad del 95.3% con un
“Transportador Suge” (AOA7L4Y067) de Streptomyces sp. QHH-9511; mientras que el
CDS de 324 pb tenia una identidad del 94.4% con una “Proteina suge” (AOALM5XEF3)
de Streptomyces sp. 3214.6 (UniProt Consortium, 2023). Por lo tanto, ambos CDSs
estarian relacionados a transportadores SMR que confieren resistencia a un amplio rango

de compuestos antibioticos y no antibidticos.

% Proteinas relacionadas a Bombas de eflujo tipo RND

Un CDS (3,231 pb) fue anotado como un “Transportador de eflujo de multiples farmacos
tipo RND, resistente a la Acriflavina”. Los transportadores RND son un componente
proteico de los complejos de eflujo tripartitos en bacterias Gramnegativas (Delmar et al.,
2014). Es decir, los transportadores RND, ubicados en la membrana interna, deben
interactuar con una proteina adaptadora periplasmica y un canal de membrana externa
para conformar un complejo tripartito que abarca tanto la membrana interna, el

periplasmay la membrana externa (Li et al., 2015).
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Los transportadores de eflujo RND se caracterizan por exportar farmacos y cationes
toxicos, por lo que usualmente confieren resistencia a multiples antibioticos (Wieczorek
et al., 2008; Li et al., 2015; PIé et al., 2022). Y aunque se encuentran principalmente en
bacterias Gramnegativas, también han sido reportados en bacterias Grampositivas
(Chalut, 2016).

En contraste, Prokka anot6 este CDS como un gen SwrC; que codifica para una proteina
necesaria en la “motilidad de enjambre” en Bacillus subtilis (Kearns et al., 2004). No
obstante, estas proteinas también funcionan como trasportadores de membrana en dichas
bacterias (Shi et al., 2014). Para esclarecer la anotacion realizada por Prokka, se realiz6
una busqueda en UniProt usando las palabras “Swarming motility protein SwrC”. Con los
resultados obtenidos se pudo verificar que las proteinas SwrC (031501) de B. subtilis
pertenecen a la familia de proteinas RND y confieren resistencia a la Acriflavina y
autorresistencia a la surfactina, un antibidtico lipopéptido surfactante (UniProt
Consortium, 2023).

Asimismo, se recurrié a UniProt para realizar una anotacion directa del CDS en cuestion.
Los resultados indicaron que dicho CDS tenia una identidad del 94.6% con un
transportador de la familia MMPL (AOA7K3GFC4) de Streptomyces sp. SID5789
(UniProt Consortium, 2023). Los transportadores MMPL son una subclase de
transportadores RND involucrados en la exportaciéon de compuestos lipidicos, la
secrecion de sideroforos y la resistencia a una amplia variedad de antibiéticos como la
Clofazimina y bedaquilina (Chalut, 2016; Ma et al., 2020). Por ende, podemos concluir
que este CDS codifica para un transportador RND en Streptomyces sp. B-146 y podria
estar involucrado en la secrecion de sideroforos y la autorresistencia de péptidos

antimicrobianos tipo RiPPs.

% Proteinas de proteccion ribosomal contra antibioticos

Un CDS de 228 pb fue anotado como “Proteina de proteccion ribosomal resistente a la
tetraciclina tipo Tet”. Las Proteinas de Proteccion Ribosomal (RPP, Ribosome protection
Protein), son un grupo de proteinas que protegen a los ribosomas bacterianos de los
antibioticos y actualmente se clasifican en: Proteinas tipo Tet, que median la resistencia a
tetraciclinas; Proteinas tipo Fus, que median la resistencia al Acido Fusidico; y Proteinas
ABC-F, que median la resistencia a diversos antibiéticos, incluidos macroélidos, fenicoles,
entre otros (Ero et al., 2021).
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Las RPP tipo Tet se encuentran ampliamente distribuidas en bacterias grampositivas y
gramnegativas, incluyendo a especies del género Streptomyces (Connell et al., 2003;
Doyle et al., 1991; Dittrich & Schrempf, 1992). Se han reportado al menos 11 proteinas
Tet; las cuales han sido agrupadas en: Grupo-1 (TetM, TetO, TetS, TetW, Tet32 y
Tet36); Grupo-2 (TetBP, OtrA, y Tet) y Grupo-3 (TetQ y TetT); siendo las proteinas
TetO y TetM las més conocidas (Connell et al., 2003; Thaker et al., 2010). A nivel
molecular, las proteinas tipo Tet interaccionan de manera reiterativa con los ribosomas,
sin introducir cambios permanentes, para rescatar el aparato de traduccion de la
inhibicion por tetraciclinas y permitir que los tRNAs puedan unirse al sitio A del
complejo ribosomal para que la sintesis de proteinas funcione correctamente (Connell et
al., 2003; Ero et al., 2021). Las tetraciclinas son un grupo de antibidticos de amplio
espectro que constan de una estructura central de cuatro anillos, inicialmente descubiertas

en Streptomyces aureofaciens y Streptomyces rimosus (Nelson & Levy, 2011).

Para contrastar la informacion obtenida, se recurrié a UniProt para realizar la anotacion
directa del CDS en cuestion. Los resultados mostraron que el CDS tenia un motivo de 19
aminoacidos con 100% de identidad con una regién del extremo C-terminal de la
“Proteina OtrA” (A0OA7K2JM59) de Streptomyces sp. SID5910 (UniProt Consortium,
2023). Por tanto, podemos concluir que este CDS podria estar relacionado con el grupo
de proteinas RPP tipo Tet y, en consecuencia, podria conferir resistencia a antibioticos

del grupo de las tetraciclinas autoproducidos por Streptomyces sp. B-146.

4.3.3. CATEGORIZACION FUNCIONAL DEL GENOMA DE Streptomyces sp. B-
146 POR BlastKOALA

El servidor web BlastKOALA realiza simultdneamente anotaciones automaéticas y una
caracterizacion funcional de las secuencias de aminoécidos para inferir su funcién
biol6gica mediante la asignacion de identificadores KO (KEGG Orthology); para lo cual
recurre a un conjunto de datos de pangenoma no redundante generado a partir de las bases
de datos contenidas en KEGG (Kanehisa et al., 2016%; Kanehisa, 2017). KEGG es un
recurso bioinformatico de base de datos integradas para la interpretacion bioldgica de
secuencias genomicas, especialmente para descubrir funciones moleculares de genes y
proteinas (Kanehisa et al., 2014; Kanehisa et al., 2016). Los identificadores KO (también
llamados “K numbers”), estan asociados con referencias y datos de secuencia de proteinas

caracterizadas experimentalmente (Kanehisa, 2017).

57



BlastKOALA anot6 un total de 2,902 secuencias de aminodcidos de las 7,487 identificadas
en el genoma de Streptomyces sp. B-146, representando una cobertura de 38.8% (Figura
07). A las 2,902 secuencias de aminoacidos anotadas se le asigné 1,837 “K Numbers”, lo
que significa que varios “K numbers” fueron asignados a mas de una secuencia de
aminodcidos. Ademés, a ocho secuencias de aminodcidos se les asign6 doble “K
numbers”, por lo que BlastKOALA contabiliz6 un total de 2,910 asignaciones de

identificadores KO (Figura 07).

Respecto a la categorizacion funcional, BlastKOALA determin6 que el 39.7% (1,154 /
2,910) de todas las asignaciones de identificadores KO pertenecen a categorias funcionales
relacionadas con el metabolismo. Incluyendo 64 asignaciones a la categoria funcional
“Metabolismo de Terpenoides y Poliquétidos” y 21 asignaciones a la categoria funcional
“Biosintesis de otros metabolitos secundarios” (Figura 07). Ambas categorias vinculadas

con la biosintesis de diversos productos naturales.

FUNCTIONAL CATEGORY BY BLASTKOALA

Functional Category Coverage Functional Category Distribution Functional Category Count (2,910K0 assignments)
W Carbohydrate Metabolism (349)
m Energy Metabolism (105)
M Lipid Metabolism (86)
M Nucleotide Metabolism (89)
Amino Acid Metabolism (195)
Metabolism of Other Amino Acids (27)
Glycan Biosynthesis and Metabolism (54)
Metabolism of Cofactors and Vitamins (134)
M Metabolism of Terpenoids and Polyketides (64)
M Biosynthesis of Other Secundary Metabolites (21)
W Xenobiotics Biodegradation and Metabolism (30)
m Genetic Information Processing (201)
m Environmental Information Processing (234)

Metabolism Category

Cellular Processes (74)

W Organismal Systems (10)

W Human Diseases (5)

m Protein families: Metabolism (118)
Protein families: Genetic Information Processing (310)
Protein families: Signaling and Cellular Processes (335)
Unclassified: Metabolism (210)
Unclassified: Genetic Information Processing (35)
Unclassified: Signaling and Cellular Processes (61)
Unclassified (163)

61.2%

Figura 07: Anotacién y categorizacion funcional por BlastKOALA de las secuencias de

proteinas detectadas en el genoma de Streptomyces sp. B-146.

Es importante destacar la deteccion de proteinas implicadas en el metabolismo de
terpenoides y policétidos en el genoma de Streptomyces sp. B-146, que son dos clases
distintas de productos naturales ampliamente diversas. Aunque la mayoria de los
terpenoides conocidos son biosintetizados por plantas, cada vez mas se descubren en
bacterias, especialmente en especies del género Streptomyces (Martin-Sanchez et al.,
2019).

58



En contraste, los policétidos son biosintetizados por una amplia gama de organismos,
incluyendo bacterias, hongos, plantas, protistas, insectos, moluscos y esponjas, siendo las
bacterias Streptomyces una fuente especialmente prolifica de esta clase de compuestos
naturales (Risdian et al., 2019).

a. Reconstruccion Vias KEGG, Modulos KEEG y Jerarquias BRITE

BlastKOALA hace posible reconstruir Vias KEGG, Modulos KEGG y Jerarquias BRITE
(Biomolecular Relations in Information Transmission and Expression) mediante la
asignacion de “K numbers”, lo cual permite inferir funciones de alto nivel codificado en el
genoma de un organismo (Kanehisa et al., 2016%). Para lograrlo, BlastKOALA recurre a
las bases de datos “KEGG PATHWAY”, “KEEG MODULE”, y “KEGG BRITE”,

respectivamente.

La base de datos “KEGG PATHWAY” contiene diagramas de rutas bioquimicas
debidamente caracterizadas, conocidas como Vias KEGG; incluyendo a la mayoria de las
vias metabdlicas y vias regulatorias, lo cual permite comprender mejor la interaccién
molecular de genes y proteinas (Ogata et al., 1999; Kanehisa, 2017). Paralelamente, la
base de datos “KEGG MODULE” contiene los denominados Médulos KEGG, que son
unidades funcionales modulares de las Vias KEGG definidas por un conjunto de “K
numbers” (Kanehisa, 2017). Mientras que la base de datos “KEEG BRITE” constituye
una coleccién de sistemas jerarquicos que categorizan genes y proteinas en base a sus
funciones y relaciones biolégicas en Categorias Funcionales, denominadas Jerarquias
BRITE; para identificar como se relacionan y contribuyen a diferentes procesos
bioldgicos y rutas metabdlicas (Kanehisa et al., 2002; Kanehisa, 2017). A continuacién, se
describen los principales hallazgos reportados por BlastKOALA en el genoma de

Streptomyces sp. B-146 con relacion a las bases de datos mencionadas.

% Biosintesis de Policétidos

BlastK OALA detect6 proteinas de Streptomyces sp. B-146 involucradas en la biosintesis
de policétidos. Los anélisis realizados en la base de datos KEEG BRITE reportd la
jerarquia funcional “Proteinas de biosintesis de Policétidos” gracias a la asignacion de 26
“K numbers”. Asimismo, la base de datos KEEG PATHWAY reporté rutas metabolicas
implicadas en la biosintesis de los policétidos tipo antibidticos Ansamicinas,

Vancomicinas, Tetraciclinas y Enediynas.
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No obstante, la base de datos KEEG MODULE solo llegdb a detectar modulos
incompletos de vias metabolicas implicadas en la  biosintesis  de

Tetraciclinas/Oxitetraciclinas y de Clortetraciclinas.

Las Tetraciclinas, Oxitetraciclinas y Clortetraciclinas, denominados globalmente como
“Tetraciclinas”, son antibioticos que exhiben actividad contra una amplia gama de
microorganismos, incluidas bacterias grampositivas y gramnegativas, clamidias,
micoplasmas, rickettsias y parasitos protozoarios (Chopra & Roberts, 2001). Las
tetraciclinas inicialmente fueron descubiertas en especies del género Streptomyces
(Nelson & Levy, 2011). Por ello, es altamente probable que Streptomyces sp. B-146 sea

capaz de biosintetizar esa clase de antibioticos.

Ademas, es preciso recordar que la anotacion realizada por RAST, detectdé un CDS
probablemente implicado en la autorresistencia a las Tetraciclinas. Por tanto, se refuerza
la probabilidad de que Streptomyces sp. B-146 tenga el repertorio génico necesario para

biosintetizar Tetraciclinas o moléculas similares.

®,

% Biosintesis de Terpenoides

Los analisis mediante la base de datos KEEG PATHWAY reportd rutas metabdlicas
implicadas en la biosintesis de Terpenoides como los Sesquiterpenoides, Triterpenoides y
Carotenoides. Ademas, del Isopreno, unidad bésica de todos los Terpenoides. No
obstante, la base de datos KEEG MODULE llegdé a detectar modulos completos e
incompletos de vias metabdlicas implicadas en la biosintesis de Terpenoides de 5

carbonos (Isopreno) y de Terpenoides de 10-20 carbonos como los Sesquiterpenoides.

Los Terpenoides pueden ser biosintetizados por plantas, hongos y bacterias a través de las
vias metabolicas del Mevalonato y No-Mevalonato (Mahizan et al., 2019; Rudolf et al.,
2020). Segun BlastKOALA, ambas vias metabdlicas estarian presentes en la bacteria
Streptomyces sp. B-146. No obstante, solo la via metabolica del Mevalonato ha sido

ampliamente descrita en especies del género Streptomyces (Kuzuyama, 2017).

En general, solo los Terpenoides de origen vegetal han sido ampliamente caracterizados y
han demostrado bioactividades anticancerigenas, antimicrobianas, antiinflamatorias,
antioxidantes y antialérgicas (Rudolf et al., 2020; Masyita et al., 2022). En contraste, los
Terpenoides producidos por bacterias recien estan siendo identificados, especialmente en

bacterias grampositivas como Streptomyces y otros Actinomycetes (Cane & lkeda, 2012).
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No obstante, sean descrito algunos Terpenoides en Streptomyces como la Geosmina que
participa en esporulacién y la diseminacion de esporas (Becher et al., 2020); y la

Albaflavenona que exhibe propiedades antimicrobianas (Gdrtler et al., 1994).

% Biosintesis de antimicrobianos

La base de datos KEEG PATHWAY reportd rutas metabdlicas implicadas en la
biosintesis de varios metabolitos secundarios que actian como agentes antimicrobianos.
Entre otros la Validamicina, Estreptomicina, Cefalosporina, Novobiocina, Neomicina,
Gentamicina, Kanamicina, Carbapenems y Monobactams. Sin embargo, la base de datos
KEEG MODULE, con respecto a lo anteriormente mencionado, solo llegd a detectar un
modulo incompleto de la via metabdlica implicada en la biosintesis de Validamicina A.
Adicionalmente, llego a detectar mddulos incompletos de vias metabolicas involucrados

en la biosintesis de los antibidticos Cremeomicina y Ciclooctatina.

% Resistencia a antimicrobianos

La base de datos KEEG BRITE reportd la jerarquia funcional “genes de resistencia a
antimicrobianos” gracias a la asignacion de 16 “K numbers”. Asimismo, la base de datos
KEEG PATHWAY reportd rutas metabolicas implicadas en la resistencia a
betalactamicos, Vancomicina y péptidos antimicrobianos catiénicos. Consistentemente, la
base de datos KEEG MODULE llegd a detectar un moédulo incompleto de la via
metabolica implicada en la resistencia a los betalactdmicos. Ademas, reportd tres
maodulos incompletos de rutas metabdlicas que confieren resistencia a maltiples farmacos
que implica la actuacion de bombas de eflujo. Por tanto, estos hallazgos son consistentes
con los datos reportados por Prokka y RAST respecto a los genes de resistencia a

antibidticos codificados en el genoma de Streptomyces sp. B-146.

4.4, RESULTADOS DE LA IDENTIFICACION DE BGCS EN EL GENOMA DE
Streptomyces sp. B-146

El servidor web antiSMASH versién 6.1.1 detecté un total de 36 BGCs putativos en el
genoma de Streptomyces sp. B-146 (Figura 08, Anexo 4). Los cuales en términos generales
han sido clasificados como RiPPs (7), NRPSs (6), PKSs (5), Terpenos (5), BGCs hibridos
(5), Sideroforos (2), Amglyccycl (1), Beta-lactonas (1), Ectoinas (1), Fenazinas (1), Indoles
(1) y Melaninas ().
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Dichos resultados son consistentes con la clasificacion de los 37 BGCs detectados en el
genoma de Streptomyces olivaceus SCSIO T05, una especie filogenéticamente cercana a
Streptomyces sp. B-146; los cuales también fueron clasificados como RiPPs (7), NRPSs
(6), BGCs hibridos (6), PKSs (5), Terpenos (5), Siderdforos (2), Amglyccycl (1), Beta-
lactonas (1), Ectoinas (1), Fenazinas (1), Indoles (1) y Melaninas (1) (Zhang et al., 2019).
En cambio, los 17 BGCs detectados en el genoma de Streptomyces lannensis T1317-03009,
una cepa filogenéticamente lejana, fueron clasificados como Terpenos (3), RiPPs (3),
BGCs hibridos (3), NRPSs (2), PKSs (2), Siderdforos (2), Ectoina (1) y Melanina (1)
(Dahal et al., 2020). Mostrando una variacién en la cantidad y el patron de la clasificacion
general de los BGCs detectados.

En general, los BGCs detectados en diferentes especies del género Streptomyces son
clasificados principalmente como NRPSs, RiPPs, Terpenos, PKSs y BGCs hibridos
(Arnison et al., 2013; Nicault et al., 2020). Siendo los BGCs hibridos mas comunes del tipo
PKS-NRPS, especialmente TIPKS-NRPS seguido de T1PKS-otros KS y Terpenos-NRPS
(Nicault et al., 2020; Belknap et al., 2020). No obstante, pueden diferir enormemente
respecto a la cantidad y diversidad, incluso si son miembros de una misma especie o si las

cepas son taxondmicamente cercanas (Belknap et al., 2020; Komaki et al., 2020).

La extensa diversidad y abundancia de BGCs en el género Streptomyces, con un enfoque
particular en BGCs hibridos, enriquecen enormemente la variedad de metabolitos
secundarios biosintetizados, lo que a su vez puede facilitar el descubrimiento de nuevos
productos terapéuticos (Belknap et al., 2020). Ademaés, la deteccion de BGCs con
similaridades inferiores al 20% con respecto a BGCs de productos naturales conocidos,
indica que estos BGCs podrian biosintetizar nuevos productos naturales (Gosse et al.,
2019). En ese sentido, nuestros resultados revelan que Streptomyces sp. B-146 contiene seis
BGCs con similitud inferiores al 20% y otros cuatro BGCs que no muestran similitud con
ningin BGC conocido. Asimismo, tan solo 14 BGCs presentan similitudes superiores al
70% (Anexo 4). Por tanto, existe grandes oportunidades de descubrir nuevos productos

naturales con bioactividades terapéuticas unicas en Streptomyces sp. B-146.
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Figura 08: BGCs identificados en el genoma de Streptomyces sp. B-146 por antiSMASH
6.1.1.

Si bien antiSMASH es actualmente la herramienta mas utilizada para la deteccion y
caracterizacion de BGCs en bacterias (Blin et al., 2021); en esta investigacion hemos
explorado otros servidores web automaticos de libre acceso, tales como ARTS 2.0, PRISM
4.4.5, BAGEL4, RiPPMiner-Genome y NaPDos (Anexo 5).

El servidor web ARTS 2.0 fue usado por su capacidad de realizar anotaciones adicionales
sobre los genes contenidos en los BGCs detectados previamente por antiSMASH 5.1.1
(Mungan et al., 2020). En este contexto, ARTS 2.0 reportd y clasifico de forma similar los
36 BGCs identificados por antiSMASH 6.1.1 y adicionalmente identifico un BGC
clasificado como NRPS (Anexo 5). Este BGC adicional también fue detectado por
RiPPMiner-Genome Yy clasificado como Linaridina, un pequefio grupo de péptidos lineales
deshidratados perteneciente a la superfamilia RiPPs (Mo et al., 2017). Para abordar esta
contradiccion, recurrimos a la anotacion realizada por ambas herramientas bioinformaticas

sobre los genes presentes en el mencionado BGC.
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Luego del andlisis respectivo, constatamos que ARTS 2.0 en conjuncion con antiSMASH
5.1.1 detectaron siete genes biosintéticos relacionados con la produccion de metabolitos
secundarios tipo NRPS. Mientras que RiPPMiner-Genome tan solo anoté un gen con tres
dominios metiltransferasa posiblemente relacionado con la produccion de RiPPs. Por lo
tanto, debido a que este BGC contiene muchos méas genes involucrados en la biosintesis de
metabolitos secundarios tipo NRPS, en la Figura 09, lo hemos representado como un BGC
putativo de tipo NRPS denominado “NRPS (ARTS)”.
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Figura 09: BGCs identificados contrastando la anotacion realizada con AntiSMASH 6.1.1,
ARTS 2.0, PRISM 4.4.5, RiPPMiner-Genome y BAGELA4.

RiPPMiner-Genome unicamente predice BGCs tipo RiPPs, para ello utiliza una base de
datos de 204 BGCs experimentalmente caracterizados y el aprendizaje automatico para
identificar los péptidos precursores entre los mdltiples ORFs pequefios de un BGC
(Agrawal et al., 2021). Este servidor web, ademas del BGC clasificado como Linaridina
mencionado previamente, identificd otros cuatro BGCs de tipo RiPPs, de los cuales tres

fueron clasificados como Lantipéptidos y uno como Lasopéptido (Anexo 5).
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Cabe resaltar que estos cuatro BGCs también fueron reportados por antiSMASH 6.1.1,
ARTS 2.0 y PRISM 4.45; y su clasificacion coincide con la establecida por estas

herramientas bioinformaticas.

El servidor web PRISM 4.4.5 tiene la capacidad de detectar hasta 22 distintos BGCs
principalmente de tipo PKS, NRPS y RiPPs, pero no terpenos (Skinnider et al., 2017). En
ese sentido, dicho servidor web revel6 la presencia de 24 BGCs, de los cuales 22 fueron
clasificados de manera consistente y concordante con los resultados obtenidos a través de
antiSMASH 6.1.1 y ARTS 2.0 (Anexo 5). No obstante, hay que resaltar que a diferencia de
antiSMASH 6.1.1, PRISM 4.45 no tiene la capacidad de identificar BGCs hibridos
extensos y biosintéticamente diversos. Como resultado, en algunas ocasiones, los BGCs
hibridos extensos pueden ser reportados como dos o mas BGCs aparentemente
independientes (Anexo 5, BGC 02 y BGC 32).

Asimismo, PRISM 4.4.5 reportd otros dos BGCs clasificados respectivamente como PKS y
NRPS; los cuales no fueron detectados por los otros servidores web a excepcion de
NaPDoS (Anexo 5, Figura 09). Respecto al BGC clasificado como PKS (Anexo 5, BGC
11), PRISM 4.4.5 detect6 cinco dominios caracteristicos implicados en la biosintesis de los
policétidos, incluyendo un dominio KS (Ketosynthase), que también fue reportado por
NaPDoS. Por lo tanto, en este BGC, no se observa discrepancia alguna entre los resultados
obtenidos. En virtud de esto, en la Figura 09 lo hemos representado como un BGC putativo
de tipo PKS denominado “PKS (PRISM)”.

Por otro lado, en relacién con el BGC clasificado como NRPS (Anexo 5, BGC 11), PRISM
4.4.5 detectd cuatro dominios, que incluyen un dominio “Acyl adenylating Enzyme”, dos
dominios “Thiolation” y un dominio KS, el cual también fue reportado por NaPDoS. Al
respecto, es importante sefialar que los dominios centrales implicados en la biosintesis de
los NRPs son los dominios A (Adenylation), C (Condensation) y PCPs o T (Peptidyl
carrier protein o Thiolation); mientras que los dominios centrales involucrados en la
biosintesis de los policétidos son los dominios AT (Acetylation), KS y ACP (Acyl carrier
protein) (Khabthani et al., 2021).

Por lo tanto, este BGC contiene al menos dos de los tres dominios centrales relacionados
con la biosintesis de los NRPs y su clasificacibn como un NRPS resulta ser la mas

adecuada.
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No obstante, debido a la presencia de un dominio central implicado en la biosintesis de
policétidos, no se descarta la posibilidad de que se trate de un BGC hibrido tipo
NRPS/PKS. Por lo que se requieren analisis adicionales para confirmar esta posibilidad. En
esta investigacion, lo hemos representado en la Figura 09 como un BGC putativo de tipo
NRPS denominado “NRPS (PRISM)”.

El servidor web BAGEL4 fue desarrollado exclusivamente para detectar BGCs de tipo
RiPPs usando una base de datos de core péptidos y/o a través la deteccion de motivos por
el modelo HMM (hidden Markov models) (van Hell et al., 2018). Este servidor reporto
Unicamente tres BGCs tipo RiPPs, una Zoocina A y dos Lantipéptidos.

Cabe destacar que el BGC clasificado como Zoocina A fue reportado por antiSMASH 6.1.1
y ARTS 2.0 como un BGC hibrido de tipo NRPS/Terpeno. En contraste, la clasificacion de
los otros dos BGCs como lantipéptidos coincididé con la clasificacion realizada por las

demas herramientas bioinformaticas empleadas.

Con el fin de obtener una mejor comprensién del BGC con clasificacion diferente, se
compar6 la anotacion realizada por BAGEL4 y antiSMASH 6.1.1 de los genes
comprendidos en dicho BGC (datos no mostrados). Tras los andlisis respectivos,
observamos que BAGEL4 anot6 13 genes, uno de ellos denominado como “Zoocina A”.
Por otro lado, antiSMASH 6.1.1 anot6 39 genes, 10 de los cuales estarian involucrados
directamente en la biosintesis de terpenos y otros 10 en la biosintesis de NRPs; mientras
que un gen adicional denominado “Aminotransferasa PigE” estaria relacionado tanto con la

biosintesis de terpenos como de NRPs.

Asimismo, el gen identificado como “Zoocina A” por BAGEL4 fue anotado por
antiSMASH 6.1.1 como “Glicil-glicina endopeptidasa”. Aclarando, “Zoocina A” es una
peptidoglicano-hidrolasa cuyo dominio catalitico tiene alto grado de similaridad con la
region N-terminal de las enzimas “Glicil-glicina endopeptidasas” (Akesson et al., 2007).
Tomando en conjunto todo lo anteriormente mencionado, podemos concluir que este BGC
claramente alberga grupos de genes directamente vinculados con la biosintesis de Terpenos
y NRPs; sin embargo, no se detectd evidencia contundente para demostrar la biosintesis de

Zoocina A.
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Finalmente, el servidor web NaPDoS a través de un mecanismo rapido permite extraer y
clasificar dominios KS (Ketosynthase) caracteristicos de genes involucrados en la
biosintesis de PKs y dominios C (condensation) propios de genes implicados en la
biosintesis de NRPs; para lo cual recurre a una base de datos interna de genes biosintéticos
caracterizados experimentalmente y a un esquema de clasificacion basado en filogenias,
que a su vez resulta particularmente Util para hacer predicciones mas amplias y/o descubrir
nuevas arquitecturas enzimaticas o nuevos mecanismos de ensamblaje de metabolitos

secundarios (Ziemert et al., 2012).

Los analisis aqui realizados, han detectado 43 dominios PKS y 39 dominios NRPS,
distribuidos en los 17 BGCs de tipo PKS y NRPS detectados en esta investigacion (Anexo
5). Asimismo, llego a detectar un dominio KS en una region del genoma de Streptomyces
sp. B-146 donde las deméas herramientas bioinforméaticas no han reportado la presencia de
BGCs (datos no mostrados). Por tanto, es importante destacar, que NaPDoS proporciona
anotaciones precisas que resultan particularmente valiosas en andlisis profundos de BGCs

tipo NRPS y PKS detectados por otras herramientas bioinformaticas.

4.4.1. BGCs PUTATIVOS CON BIOACTIVIDAD ANTIVIRAL, CITOTOXICA Y
ANTIBACTERIANA

a. Anotacion del BGC putativo para la biosintesis de Xiamicina A y Pactamidas.

El smBGC22 putativo de Streptomyces sp. B-146 fue reportado simultdneamente por
antiSMASH 6.1.1, ARTS 2.0, PRISM 4.45 y NaPDoS como un BGC hibrido tipo
NRPS/PKS. No obstante, antiSMASH 6.1.1 brindé una clasificacion mas precisa al
identificarlo como un hibrido NRPS/T1PKS (Anexo 5). Dicha clasificacién se debe a que
el ORF18 del smBGC22 que tiene una identidad del 99.49% a nivel de aminoécidos con
la proteina PtmA de Streptomyces pactum, que se caracteriza por albergar modulos
NRPS/PKS (Saha et al., 2017). No obstante, el smBGC22 también alberga ORFs
anotados como Terpeno-ciclasas, enzimas clave en la biosintesis de Terpenoides.
Especificamente, los ORF6 y ORF7 mostraron identidades del 99.5% y del 93.98% con
las enzimas terpeno-ciclasas Xial y XiaH de Streptomyces sp. SCSIO 02999, las cuales
estan involucradas en la biosintesis del terpeno Xiamicina A (Anexo 6, Figura 10).
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Luego de realizar alineamientos de secuencia y la anotacion manual descubrimos que el
smBGC22 contiene al menos seis ORFs adicionales a los 36 ORFs detectados por
antiSMASH 6.1.1. Estos ORFs (-06, -05, -04, -03, -02, y -01) fueron localizados upstream
del primer ORF detectado por antiSMASH 6.1.1 (Figura 10).

La anotacion manual de los 42 ORFs consignados al smBGC22 fue realizada mediante
UniProt y posteriormente comparada con la anotacién realizada por PROKKA,
BlastKOALA, RAST, antiSMASH 6.1.1 y MIBIG (Anexo 6). Dicha comparacion nos
permitié detectar dos BGCs previamente caracterizados con una similitud del 100%. Estos
BGCs corresponden a la Xiamicina A (BGC0000666) de Streptomyces sp. SCSIO 02999
y a Pactamidas (BGC0001726) de Streptomyces pactum.

Respecto a la Xiamicina A, antiSMASH 6.1.1 report6 una similitud inicial del 72% con el
BGCO0000666 de Streptomyces sp. SCSIO 02999 (Anexo 4); no obstante, dicha similitud
se elevd al 100% luego de la inclusion de los seis ORFs anteriormente mencionados
(Anexo 6). EI BGC0000666 reportado por MIBIG contiene 22 genes caracterizados, los
cuales estan representados en el smBGC22 de Streptomyces sp. B-146 con una identidad
de entre 93 y 100% (Figura 10). No obstante, es importante aclarar que solo 18 genes
(xiaA - xiaR) estan directamente implicados en el proceso de biosintesis de Xiamicina A,
mientras que los otros cuatro no intervienen en su produccion (Li et al., 2012). Los genes
xiaE, xiaF, xiaG, xiaN y xiaP estarian implicados en la biosintesis de terpenos, los genes
xiaA, xiaB, xial, xiaJ, xiaK, xiaL, xiaM y xiaO codificarian oxidorreductasas y los genes
xiaC, xiaG, xiaH, xiaQ y xiaR estarian involucrados en la regulacion y resistencia (Li et
al., 2012; Saha et al., 2017).

La Xiamicina A fue descubierta por primera vez en Streptomyces sp. GT20021503, una
bacteria enddfita de la planta de manglar Bruguiera gymnorrhiza (Ding et al., 2010).
Bioquimicamente, la Xiamicina A es un indolosesquiterpeno pentaciclico, perteneciente a
la familia de productos naturales denominados indolosesquiterpenoides, los cuales eran
desconocidos en procariotas hasta el descubrimiento de la Xiamicina A (Ding et al., 2011,
Meng et al., 2015). A partir de entonces, la Xiamicina A y varios compuestos analogos
han sido detectados en Streptomyces sp. HKI0595, Streptomyces sp #HK18 y
Streptomyces xinghaiensis NRRL B-24674T (Ding et al., 2011; Kim et al., 2016; Chen et
al., 2018).
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Los indolosesquiterpenoides se distinguen por su complejidad estructural y su emergente
y diversa actividad biologica (Munda et al., 2023). En ese sentido, la Xiamicina A destaca
por sus propiedades antivirales, especialmente contra el VIH, el virus del Herpes simple 1
(VHS-1) y el SARS-CoV-2 (Ding et al., 2010; Meng et al., 2015; Muhammad et al.,
2022).

Asimismo, se caracteriza por su baja citotoxicidad y por actuar contra bacterias
grampositivas y gramnegativas, algunas de las cuales multirresistentes (Ding et al., 2010;
2011; Meng et al., 2015).
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Figura 10: Identificacion y anotacion de un subconjunto de genes del smBGC22 de

Streptomyces sp. B146 implicado en la biosintesis de Xiamicina A.

Otros indolosesquiterpenoides con propiedades terapéuticas interesantes son la Xiamicina
D por su potente efecto antiviral contra el virus de la diarrea epidémica porcina (PEDV) y
la Xiamicina H por su notable actividad fungicida contra patdégenos relevantes para la
agricultura (Kim et al., 2016; Pfaffenbach et al., 2019).
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Por todo lo mencionado y dada su relevancia como agentes con propiedades bioactivas
diversas, la Xiamicina A y algunos compuestos analogos han sido objeto de estudio por
parte de la comunidad cientifica para desarrollar estrategias con diferentes enfoques para
lograr su sintesis quimica total con fines terapéuticos (Meng et al., 2015; Trotta et al.,
2017; Pfaffenbach et al., 2019; Munda et al., 2023).

Respecto a Pactamidas, el otro BGC detectado dentro del smBGC22, no fue reportado por
antiSMASH 6.1.1 en el cuadro resumen de los BGCs putativos (Anexo 4). No obstante,
los nueve genes caracterizados en el BGC0001726 de Streptomyces pactum estuvieron
representados en el smBGC22 de Streptomyces sp. B146 con una identidad entre el 95 y
100% (Figura 11). Es importante aclarar que los genes PtmA, PtmB1, PtmB2, PtmC y
PtmD son los que codifican a las enzimas responsables de la biosintesis las Pactamidas (A
— F) en Streptomyces pactum; mientras que los genes xiaA, xiaB, xiaC y el Orf(-1) que
codifica para una “Proteina hipotética”, no estarian involucrados en la biosintesis de estas
moléculas (Saha et al., 2017).

La anotacion realizada por PROKKA, BlastKOALA, RAST, antiSMASH 6.1.1 y UniProt
de los ORFs 15 — 19 del smBGC22 de Streptomyces sp. B146 es consistente con la
anotacion reportada en MIBIG (Anexo 6). En consecuencia, la funcion tetrica de los
genes representados por los ORFs 15 — 19 en el proceso de biosintesis de las Pactamidas
seria la siguiente: el ORF18 (PtmA) codificaria una enzima NRPS/PKS responsable de
generar el precursor de las Pactamidas a partir del tetramato de polieno; los ORF17
(PtmB1), ORF16 (PtmB2) y ORF15 (PtmC) codificarian enzimas encargadas de someter
al precursor a una cascada de ciclizacion reductiva para la formacion de las Pactamidas C,
E y A; mientras que el ORF19 (PtmD) codificaria para una hidroxilasa que
probablemente junto a otras enzimas estarian involucradas en la formacién de Pactamidas
B, Dy F a partir de Pactamida A (Saha et al., 2017).

Las Pactamidas fueron descubiertas en Streptomyces pactum SCSIO 02999 y se
caracterizan por su potente efecto citotoxico contra lineas celulares cancerigenas de
humanos, especialmente Pactamida A que mostré actividad citotoxica con valores 1C50
entre 0.24-0.51 mM (Saha et al., 2017). Las Pactamidas perteneces a clase de productos
naturales denominados macrolactamas de tetramato policiclico (PTM) que se derivan de
una via metabdlica hibrida PKS/NRPS (Saha et al., 2017; Li et al., 2019).
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Los PTMs exhiben una amplia gama de actividades bioldgicas antifungicas,
antibacterianas, antiprotozoarias, antiulcerosas, antivirales, citotoxicas e inductoras de
apoptosis, y como tal, tienen un potencial significativo en aplicaciones medicinales y
agricolas (Zhang et al., 2016; Saha et al., 2017). Ademas, cabe resaltar que los BGCs
responsables de la biosintesis de los PTMs son altamente conservados y distribuyen
ampliamente entre las bacterias; no obstante, en su mayoria son BGCs cripticos, es decir,

permanecen en silencio (Saha et al., 2017).
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Figura 11: Identificacion y anotacion de un subconjunto de genes del smBGC22 de

Streptomyces sp. B146 implicado en la biosintesis de Pactamidas.
4.4.2. BGCs CON ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA

a. Anotacion del BGC putativo para la biosintesis Albaflavenona

El smBGCL17 putativo de Streptomyces sp. B-146, similar a Albaflavenone, fue reportado
Unicamente por antiSMASH 6.1.1 y ARTS 2.0, debido a que las deméas herramientas
bioinformaticas usadas no tienen la capacidad de detectar BGCs tipo Terpenos (Anexo 5).
Por tanto, en ambos casos fue clasificado como un Terpeno debido a que el ORF10 fue

identificado como una enzima Terpeno sintasa/ciclasa (Figura 12).
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Segun antiSMASH 6.1.1, el smBGC17 alberga 19 ORFs y tiene una similaridad del 100%
con el BGC0000660 de Streptomyces coelicolor A3(2) implicado en la biosintesis de
Albaflavenone (Anexo 4). No obstante, el BGC0000660 contiene solo dos genes
caracterizados (sc05222 y sc05223), los cuales estan representados en los ORFs 10 y 11
del smBGC17, con una identidad del 92.88% y el 93.28%, respectivamente (Figural?2).

Al igual que el operén conformado por los genes sco5222 y sc05223 en Streptomyces
coelicolor A3(2), los ORFs 10 y 11 comparten una superposicion transcripcional de
cuatro nucleotidos (ATGA) entre sus terminales 3’ y 5°, respectivamente (Zhao et al.,
2008; Lin & Cane, 2009).

La anotacion realizada por PROKKA, BlastKOALA, RAST, antiSMASH 6.1.1 y UniProt
de los ORFs 10 — 11 del smBGC17 de Streptomyces sp. B146 coincide con la anotacién
reportada en MIBIG (Anexo 7). Ademas, dichos anotadores identificaron a un Regulador
transcripcional tipo HTH de la familia AraC en el ORF12 y a un Represor transcripcional
tipo HTH de la familia GntR en el ORF19, con una identidad segun UniProt del 94.1% y
99.2%, respectivamente (Anexo 7; Figura 12). Los cuales podrian estar involucrados en la

transcripcion del operdn putativo conformado por los ORF10 y el ORF11.

En dicho operdn putativo, el ORF10 codificaria para una enzima Epi-isozizaeno sintasa
responsable de catalizar la ciclacion del difosfato de farnesilo para generar un
hidrocarburo sesquiterpénico denominado epi-isozizaeno (Zhao et al., 2008; Lin & Cane,
2009). Mientras que el ORF11 codificaria para la enzima bifuncional Epi-isozizaeno 5-
monooxigenasa / Beta-farneseno sintasa, encargada de llevar a cabo dos oxidaciones
alilicas secuenciales; es decir, primero lleva a cabo una oxidacion no estereoespecifica del
epi-isozizaeno para generar una mezcla epimerica de dos albaflavenoles, los cuales sirven
como sustratos para una segunda oxidacion que los convierte en Albaflavenonas (Zhao et
al., 2009; Lin & Cane, 2009).

Ademas, el smBGC17 contiene ORFs que codificarian para proteinas que también han
sido detectadas a nivel in silico alrededor de operones de Albaflavenona en diferentes
especies de Streptomyces. Especificamente, los ORFs 06 y 08 codificarian para una
Proteina integral de membrana (PIM) y para una Proteina repetida tetratricopeptido

(PRT), con identidades segun Uniprot del 83.6% y 98.5%, respectivamente.
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La PIM podria estar involucrada en la exportacion de Albaflavenona fuera de la célula;
mientras que la PRT podria participar en la formacion de un complejo enzimético entre
Epi-isozizaeno sintasa y Epi-isozizaeno 5-monooxigenasa/Beta-farneseno sintasa, lo que
permitiria la canalizacion de epi-isozizaeno entre ambas enzimas para lograr una

produccion eficiente de Albaflavenona (Figural2) (Moody et al., 2012).

Cov:100%)

93.28%;

Cov:100%)
HTH-type transcriptional repressor,

Epi-isozizaene synthase (EC:4.2.3.37)
GntR family

Epi-isozizaene 5-monocoxygenas
+11|(EC:1.14.15.39) / B-farnesene synthase

(ID: 92.88%;
(EC:4.2.3.47) (ID:
AraC family

0
+12 HTH-type Transcriptional regulator,

+06 |Integral membrane protein
+08 | Tetratricopeptide repeat protein

1

ORFs

+

smBGC17 Streptomyces sp. B-146

— D

Putative lyase Putative cytochrome P450

BGC0000660 (Albaflavenone) de Streptomyces coelicolor A3(2) (Zhao et al., 2008).

Figura 12: Identificacion y anotacion del smBGC17 de Streptomyces sp. B146 implicado

en la biosintesis de Terpenoide idéntico a Albaflavenona.

La secuencia de aminoéacidos del ORF10 contiene los caracteristicos dominios
conservados de uniéon a Mg2®™ DDRHD y NDLCSLPKE, responsables de la actividad
catalitica de todas las enzimas Epi-isozizaeno sintasas en Streptomyces (Lin & Cane,
2009; Moody et al., 2012). Asimismo, la secuencia de aminoacidos del ORF11, al igual
que la secuencia de aminoacidos de la enzima Citocromo P450 de Streptomyces coelicolor
A3(2), presenta dos dominios de unién a Mg2* (DDLLTALLE y DDNGD); los cuales son
responsables de la actividad bifuncional de este tipo enzimas y cuya variacion en algunas
especies de Streptomyces ha conducido a la pérdida de su distintiva actividad bifuncional
(Moody et al., 2012).

Por tanto, dada la enorme similaridad entre el operon putativo de Streptomyces sp. B-146
y el oper6n caracterizado de Streptomyces coelicolor A3(2), es altamente probable que

Streptomyces sp. B-146 sea capaz de biosintetizar un terpenoide similar a Albaflavenona.
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La Albaflavenona bioquimicamente es un sesquiterpeno triciclico, un grupo importante de
productos naturales que exhiben actividades biologicas interesantes y una amplia
diversidad estructural (Le Bideau et al., 2017).

Inicialmente, fue asilado de Streptomyces albidoflavus; no obstante, también ha sido
detectado en Streptomyces diastaticus, Streptomyces coelicofavus y Streptomyces
rubrogriseus (Gdrtler et al., 1994; Komaki et al., 2018). Este metabolito se caracteriza por
su naturaleza volatil y olorosa; ademas de exhibir propiedades antibacterianas interesantes
(Gartler et al., 1994)

4.4.3. BGCs CON OTRAS BIOACTIVIDADES

a. Anotacion del BGC putativo para la biosintesis SapB

El smBGC20 de Streptomyces sp. B-146 fue detectado simultaneamente por antiSMASH
6.1.1, ARTS 2.0, PRISM 4.4.5, RiPPMiner-Genome y BAGEL4 como un BGC tipo
Lantipéptido (RiPPs). No obstante, cabe resaltar que antiSMASH 6.1.1 brindé una
clasificacion mas certera al identificarlo como un BGC tipo Lantipéptido de clase Il
(Anexo 5). Dicha clasificacion se debe a que el ORF06 como del smBGC22 fue
identificado como una Serina/treonina proteina kinasa, una enzima clave en la biosintesis
de lantipéptidos clase 111, conocidas de forma genérica como lantipéptido sintasas LanKC
(Zhang et al., 2012).

Segln antiSMASH 6.1.1 el smBGC20 alberga 15 ORFs y tiene una similaridad del 100%
con el BGC0000551 de Streptomyces coelicolor A3(2) implicado en la biosintesis del
lantipéptido SapB (Anexo 4). EI BGCO0000551 contiene cinco genes caracterizados
denominados RamC, RamS, RamA, RamB y RamR (Kodani et al., 2004); no obstante, solo
los cuatro primeros estan reportados en MIBIG. Estos cuatro genes estan representados en
los ORFs 06, 07, 08 y 09 del smBGC20 de Streptomyces sp. B-146 con una identidad a

nivel de aminoacidos entre el 68 y 95% (Figura 13).

Cabe aclarar que no fue posible establecer la identidad a nivel de aminoacidos entre el
ORF10 y el gen RamR, debido a la falta de informacion acerca de las secuencias de
nucleétidos y aminoacidos de este ultimo. Sin embargo, si llegamos a determinar la
identidad a nivel de aminoacidos en un 43.69% y un 42.86% con relacién a dos genes
reguladores implicados en la biosintesis de los lantipéptidos SRO15-2212 de
Streptomyces filamentosus (BGC0000553) y AmfS de Streptomyces griseus
(BGC0000496) (Anexo 8) (Ueda et al., 2002; Kersten et al., 2011).
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Por lo tanto, es presumible que el ORF10 esté directamente implicado en la regulacion de
la transcripcion de los genes responsables de la biosintesis y transporte fuera de la célula

de un lantipéptido idéntico a SapB en Streptomyces sp. B-146.

La anotacion realizada por PROKKA, BlastKOALA, RAST, BAGEL4, antiSMASH 6.1.1
y UniProt de los ORFs 06 — 10 del smBGC20 de Streptomyces sp. B146 concuerda con la
anotacion reportada en MIBIG (Anexo 8). Por lo tanto, podemos predecir la funcion de las
proteinas codificadas en los ORFs anteriormente mencionados. Es decir, el ORF07
(RamS) codificaria al péptido precursor de un lantipéptido idéntico a SapB; el ORF06
(RamC) codificaria a la enzima lantipéptido sintasa responsable de las modificaciones
postraduccionales del péptido precursor; mientras que los ORF08 (RamA) y ORF09
(RamB) codificarian a dos transportadores ABC encargados de exportar fuera de la célula
al lantipéptido recién biosintetizado; y por ultimo, el ORF10 (RamR) codificaria para una
proteina de union al ADN capaz de regular la transcripcion de los genes RamC, RamS,
RamA y RamB, los cuales funcionarian como operon (Kodani et al., 2004; Gaskell et al.,
2012).

SapB fue inicialmente descrito como un péptido de 2.027 kDa asociado a la formacién del
micelio aéreo en bacterias filamentosas como Streptomyces coelicolor (Willey et al.,
1991; Guijarro et al., 1988). Este péptido funciona como una proteina tensioactiva que
promueve la liberacion y el crecimiento ascendente de los filamentos aéreos emergentes

en bacterias del género Streptomyces (Capstick et al., 2007; Gaskell et al., 2012).

Bioguimicamente, es un lantipéptido de clase I1l (Gaskell et al., 2012). Los lantipéptidos
son RIiPPs que caracterizan principalmente por sus anillos de lantionina y/o
metillantionina que confieren estabilidad y ayudan en diversas actividades bioldgicas
(Arias-Orozco et al., 2021; Fu et al., 2023). Este tipo de compuestos desempefian una
amplia variedad de actividades bioldgicas, desde antimicrobianas hasta antialodinicas
(Repka et al., 2017).

SapB comparte caracteristicas estructurales distintivas con los lantibidticos, también
conocidos como bacteriocinas de clase | (Kodani et al., 2004; Gaskell et al., 2012). Los
lantibidticos son en realidad lantipéptidos que exhiben actividad antimicrobiana,

especialmente contra bacterias gram positivas (Repka et al., 2017; Geng & Smith, 2018).
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Sin embargo, a diferencia de la mayoria de lantibi6ticos, SapB no parece tener actividad
antimicrobiana; en cambio, exhibe propiedades surfactantes interesantes (Kodani et al.,
2004; Capstick et al., 2007).
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Figura 13: Identificacion y anotacion del smBGC20 de Streptomyces sp. B146 implicado

en la biosintesis de un lantipéptido idéntico a SapB.

Cabe resaltar, que en Actinomycetes, ademas de SapB, se han descrito y caracterizado
estructuralmente otros lantibidticos de clase 11l como SapT, LabAl y LabA2; asimismo,
se han reportado una gran cantidad de clusteres de genes homologos (Voller et al., 2012).
Dicha diversidad, muestra el enorme potencial para el descubrimiento de nuevos
lantipéptidos con propiedades biotecnoldgicas Unicas y/o la oportunidad de caracterizar
nuevas enzimas biosintéticas de baja selectividad por sustratos para diversificar las
estructuras y las bioactividades de los lantipéptidos a través de la biologia sintética (Arias-
Orozco et al., 2021; Fu et al., 2023).
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4.5. RESULTADOS DE LA IDENTIFICACION DE SISTEMAS CRISPR EN EL
GENOMA DE Streptomyces sp. B-146

4.5.1. DESCRIPCION DE LOS ARREGLOS CRISPR IDENTIFICADOS

Tras la evaluacion in silico del genoma de Streptomyces sp. B-146, las herramientas
bioinformaticas Prokka y RAST detectaron dos arreglos CRISPR. Prokka reportd su
ubicacion en sentido positivo con tamafios de 396 y 516 pb con siete y nueve unidades de
repeticion, respectivamente. Los arreglos CRISPR fueron denominados Array 01 y
Array_02, respectivamente. Prokka no reporta la ubicacion, el tamafio y las secuencias de
las unidades de repeticion ni de los espaciadores contenidos en los arreglos CRISPR
detectados. Paralelamente, RAST report6 los mismos arreglos CRISPR, con ubicacién y
tamafo invariable para Array_02. No obstante, le asigné un tamafio mayor a Array 01
(457 pb) debido a que identificé ocho unidades de repeticion en lugar de las siete
reportadas por Prokka. Ademas, a diferencia de Prokka, brindé la ubicacion, el tamafio (29
pb) y las secuencias especificas de las unidades de repeticién. También brind6 la ubicacion

y tamafio (32-33 pb) de los espaciadores, pero no sus secuencias especificas (Anexo 9).

Para recabar informacién mas precisa de los sistemas CRISPR en el genoma de
Streptomyces sp. B-146 se emplearon los servidores web especializados
CRISPRCasFinder y CRISPRminer. Los cuales también detectaron los arreglos CRISPR
Array 01 y Array 02, y brindaron informacion acerca de su ubicacion y tamafio; asi
como, la ubicacién, tamafio y secuencias especificas de las unidades de repeticion y de los

espaciadores contenidos en ambos arreglos CRISPR.

El arreglo CRISPR Array 01 reportado por CRISPRminer contenia seis unidades de
repeticién abarcando un tamafio de tan solo 366 pb. Las unidades de repeticion tenian un
tamafio de 30 pb; mientras que los espaciadores tenian un tamafio de 31 pb (Anexo 11). En
contraste, CRISPRCasFinder, al igual que RAST, reportd el arreglo CRISPR Array 01
con ocho unidades de repeticion abarcando un tamafio de 457 pb; no obstante, a diferencia
de RAST, los tamafios de las unidades de repeticion y los espaciadores coincidian con lo
reportado por el servidor web CRISPRminer; es decir, 30 pb para las unidades de

repeticion y 31-32 pb para los espaciadores (Anexo 9).

Respecto al arreglo CRISPR Array_02, al igual Prokka y RAST, el servidor web
CRISPRCasFinder reporté la misma ubicacion y tamafio (516 pb). Asimismo, las

ubicaciones y tamafios de las unidades repeticion y de los espaciadores fueron invariables.
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Especificamente, 29 pb para las nueve unidades de repeticion y 31-32 pb para los
espaciadores. No obstante, el servidor web CRISPRminer reportd el arreglo CRISPR
Array 02 con un tamafio de 515 pb debido a que identifico las repeticiones en 28 pb en
lugar de 29 pb y, en consecuencia, los espaciadores fueron reportados con tamafios de 32-
33 pb (Anexo 9, Anexo 10, Anexo 11). Tomando en conjunto los datos, se concluye que
Streptomyces sp. B-146 contiene dos arreglos CRISPR de 8 y 9 unidades de repeticion
(Figura 14). La Cuadro 02 resume las principales caracteristicas de los arreglos CRISPR
Array 01 y Array 02 del genoma de Streptomyces sp. B-146, reportadas por Prokka,
RAST, CRISPRCasFinder y CRISPRminer.

8 REPEATUNITS 9 REPEATUNITS
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Il CRISPR ARRAYS
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M tRNA
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Figura 14: Visualizacion mediante Proksee de la localizacion de los sistemas CRISPR

identificados en el genoma de Streptomyces sp. B-146.
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Cuadro 02: Principales caracteristicas de los arreglos CRISPR detectados por Prokka, RAST y los servidores web CRISPRCasFinder y

CRISPRminer.
Arreglos CRISPR
5 Servidor Ubicacion Longitud Repeticiones
(Cadena +) (pb) Unidades Longitud (pb) Secuencia consenso
PROKKA 8 203 - 8 598 396 7 - -
EI RAST 8 203 - 8 659 457 8 29 CTGCTCCCCGCGCCCGCGGGGATGGTCCC
é CRISPRCas Finder 8 203 - 8 660 458 8 30 CTGCTCCCCGCGCCCGCGGGGATGGTCCCG
CRISPRminer 8 203 - 8 568 366 6 30 CTGCTCCCCGCGCCCGCGGGGATGGTCCCG
PROKKA 19 482 - 19 997 516 9 - -
EI RAST 19 482 - 19 997 516 9 29 CTGCTCCCCGCACCCGCGGGGATGGTCCC
% CRISPRCas Finder 19482 - 19 997 516 9 29 CTGCTCCCCGCACCCGCGGGGATGGTCCC
CRISPRminer 19 482 - 19 996 515 9 28 CTGCTCCCCGCACCCGCGGGGATGGTCCC

FUENTE: Elaboracién propia.
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Ademas, CRISPRminer también detectd la secuencia de un espaciador que tenia una
identidad del 100% con otra region del genoma de Streptomyces sp. B-146 ubicado en la
posicion 8,536,769 — 8,536,796 pb, constituyendo un espaciador autodirigido o self-
targeting (Anexo 11). El self-targeting detectado se dirige parcialmente contra el extremo
3’ de un CDS en sentido negativo de 1,116 pb ubicado en la posicion 8,536,786 — 8,535
671, catalogado como una proteina hipotética tanto por Prokka como RAST.

Los espaciadores contenidos en los arreglos CRISPR normalmente derivan de la
incorporacion de material genético invasivo; sin embargo, no todos parecen tener origen
foraneo y, en cambio, podrian originarse en el propio genoma del huésped (Wimmer &
Beisel, 2020; Devi et al., 2022b). La presencia de este tipo de espaciadores denominados
self-targeting, plantea una paradoja, ya que se esperaria que los self-targeting indujeran
una respuesta autoinmune y la muerte celular; no obstante, podrian ayudar en la regulacion
génica o en la evolucion del huésped y, potencialmente, conducir o respaldar nuevas
funcionalidades (Wimmer & Beisel, 2020).

Ademas, los self-targeting han sido reportados en numeros significativos entre especies
bacterianas y en la mayoria de los casos, su presencia conduce a la inactivacion del sistema
CRISPR-Cas o la remodelacion del genoma (Devi et al., 2022b). Por otro lado, no se pudo
verificar la presencia de la secuencia lider en los arreglos CRISPR detectados, debido a
que ninguna de las herramientas bioinforméaticas usadas tiene la capacidad de

identificarlas.

En ese sentido, es importante resaltar que es comun encontrar arreglos CRISPR en
cromosomas y plasmidos que carecen de secuencia lider; no obstante, algunos de ellos si
se pueden transcribirse (Shah & Garrett, 2011). Incluso se ha reportado arreglos CRISPR
en plasmidos que carecen a la vez de secuencia lider y genes Cas (Lillestgl et al., 2009).

En concreto, los arreglos CRISPR que carecen de secuencia lider adyacente son inactivos
en la adquisicion de nuevos espaciadores por lo que suelen ser mucho mas pequefios y
defectuosos en la transcripcion, quedando por esclarecer si las secuencias lideres son
eliminadas o tan solo separadas por eventos de trasposicion (Alkhnbashi et al., 2016). Por
tanto, sin la deteccidn de las secuencias lideres se dificulta elucidar si los arreglos CRISPR

son funcionalmente activos en el genoma de Streptomyces sp. B146.
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Otro punto por destacar es que las repeticiones directas entre los dos arreglos CRISPR
detectados son altamente conservados, aun cuando estdn separados por aproximada 10,
882 pb. Ademas, los servidores web CRISPRminer y CRISPRCasFinder reportaron un
grupo de genes Cas a 9,458 pb downtream del arreglo CRISPR Array 02. Al respecto,
sabemos que cuando un genoma alberga multiples arreglos CRISPR con la misma
secuencia de repeticion directa, usualmente los genes Cas estan Unicamente adyacentes a
un solo arreglo CRISPR (Jansen et al., 2002). Tomando en conjunto esta informacion,
existe la probabilidad de que los arreglos CRISPR y los genes Cas detectados formen parte

de un unico sistema CRISPR/Cas en el genoma de Streptomyces sp. B-146.

Tampoco fue posible esclarecer con fiabilidad la orientacion del presumible sistema
CRISPR/Cas detectado. Mientras los arreglos CRISPR fueron reportados en la cadena
positiva, los genes Cas fueron reportados en la cadena negativa. En ese sentido, podria
entenderse que los arreglos CRISPR y los genes Cas tendrian direccionalidad de
transcripcion opuesta. No obstante, la orientacion de los arreglos CRISPR es
intrinsecamente ambigua, lo que dificulta deducir la hebra a partir de la cual se generan los
crRNA (Alkhnbashi et al., 2016). Por ello, seria determinante detectar la secuencia lider
para elucidar las cuestiones de direccionalidad de transcripcion del presumible sistema
CRISPR/Cas detectado.

4.5.2. ANOTACION DE GENES Cas IDENTIFICADOS

Los genes Cas reportados en el genoma de Streptomyces sp. B-146 por CRISPRCasFinder
y CRISPRminer, denominados Cas-S1, Cas-S2, Cas-S3, Cas-S4 y Cas-S5, fueron

contrastados con la informacién proveida por Prokka y RAST (Table 03).

Tomando los datos en conjunto se deduce que los genes Cas detectados conforman un
cluster de cinco genes y probablemente funcionen como un operdn debido a que sus ORFs
son contiguos y ligeramente superpuestos. Guardando similitudes con la forma de
transcripcion de sistemas CRISPR-Cas I-E, los cuales suelen estar codificados por un solo
operon, abarcando los genes Casl, Cas2 y Cas3 junto con los cinco genes del complejo
Cascade (Makarova et al., 2015). En la anotacion de los cinco CDS hubo un consenso
contundente entre las CRISPRCasFinder y CRISPRminer, excepto que esta Ultima
herramienta no detectdo el CDS denominado Cas-S4. Prokka no anot6 los cinco CDS
consultados, mientras que RAST anotd Unicamente los CDS Cas-S2 y Cas-S5 como Casbe

y “Diguanylate cyclase / Phosphodiesterase”, respectivamente.
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Cuadro 03: Cluster de genes Cas detectados por los servidores web CRISPRCasFinder y CRISPRminer comparados con la anotacion

realizada por Prokka y RAST.

Servidor Nombre Ubicacién (Cadena -) Dominio Conservado Prediccién Subtipo Cas
= Cas-S1 29,455 - 30,183 N.R Casb6 Cas-I-E
E Cas-S2 30,180 - 31,025 N. R Cas5 Cas-I-E
§ Cas-S3 31,022 - 32,383 N. R Cas7 Cas-I-E
% Cas-S4 32,383 - 32,976 N.R Cse2 Cas-I-E
© Cas-S5 32,973 - 34,595 N.R Csel Cas-I-E

Cas-S1 29,455 - 30,141 pfam08798 Casoe Cas-1-E
E Cas-S2 30,180 - 31,025 cd09645 Casb Cas-I-E
§ Cas-S3 31,022 - 32,383 pfam09344 Cas7 Cas-I-E
% Cas-S4 N. R N. R N.R N. R
Cas-S5 32,973 - 34,595 cd09729 Cas8e Cas-I-E
Cas-S1 29,455 - 30,183 N. R Hypothetical protein N. R
. Cas-S2 30,180 - 31,025 N. R Hypothetical protein N. R
% Cas-S3 31,022 - 32,383 N. R Hypothetical protein N.R
+ Cas-S4 32,380 - 32,976 N.R Hypothetical protein N. R
Cas-S5 32,973 - 34,595 N.R Hypothetical protein N. R
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«Continuaciéon»

Cas-S1
Cas-S2

Cas-S3

RAST

Cas-S4

Cas-S5

29,455 - 30,183
30,180 - 31,025
31,022 - 32,383

32,380 - 32,976

32,973 - 34,595

N.R
N.R
N.R

N.R

GGDEF & EAL
domains

Hypothetical protein
Casb5e
Hypothetical protein

Hypothetical protein

Diguanylate cyclase /
phosphodiesterase with
PAS/PAC sensors

N. R

N.R

N.R

N.R

N.R

FUENTE: Elaboracion propia.
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La anotacion de Cas-S2 por RAST coincide con las anotaciones realizadas por
CRISPRCasFinder y CRISPRminer. Mientras, que la anotacion de Cas-S5 a simple vista
no guarda relacion con las anotaciones realizadas de ambos servidores web. No obstante,
se sabe que las proteinas Cas8 son codificadas por diversos genes e incluso se ha
especulado que Cas8 es un homdlogo altamente derivado de Casl0, una proteina que
contiene dominios ‘“Palm” tipo ciclasas involucradas en el reconocimiento del ARN, y que
de manera analoga a Cas8, representa a una subunidad grande del complejo efector de
sistemas CRISPR/Cas Tipo Il (Zhu & Ye, 2012; Makarova et al., 2013; Makarova et al.,
2015). Asimismo, algunas Casl0 como Cmr2, contienen dominios “Palm” tipo ciclasas
guardan relacion dominios pertenecientes a las enzimas Nucle6tido ciclasas clase Ill, que
incluyen las adenilato-ciclasas, guanilato ciclasas y diguanilato ciclasas (Sinha & Sprang,
2006; Zhu & Ye, 2012). Por tanto, la anotacion realizada por RAST del CDS Cas-S5 no es
inconsistente con la posibilidad de que este gen codifique para una proteina que represente

la subunidad grande (Cas8) del complejo Cascade.

Dicha posibilidad fue confirmada por Uniprot, cuyos resultados de anotacién también que
fueron consistentes con los resultados de anotacion obtenidos por RAST,
CRISPRCasFinder y CRISPRminer (Cuadro 04). Ademas, corrobor6 que los cinco CDS
identificados (Cas-S1-Cas-S5) pertenecen al sistema CRISPR/Cas subtipo I-E y que ya
han sido reportados en otras cepas del género Streptomyces. Esto concuerda con los datos
obtenidos de un analisis de 46 genomas completos de Streptomyces, donde lograron
identificar 29 cluster de genes Cas, de los cuales 26 pertenecian a sistemas CRISPR/Cas
Subtipo I-E (Zhang et al., 2018Db).

Finalmente, luego de consensuar la anotacion de los cinco CDS (Cas-S1-Cas-S5) realizada
por las herramientas bioinforméaticas anteriormente mencionadas y contrastarla con
bibliografia, detectamos que los genes Cas del sistema CRISPR/Cas subtipo I-E reciben
varios nombres, lo cual afiade confusion a la denominacion de estos genes (Makarova et
al., 2011).

Aclarando, los genes Casl, Cas2 y Cas3 también han sido denominados como ygbT, ygbF
y ygcB, respectivamente (Babu et al., 2011). Mientras que los cinco genes Cascade (CasA,
CasB, CasC, CasD y CasE), fueron previamente etiquetados como Csel (Cse = “CRISPR
system from E. coli”), Cse2, Cse4, Casbe (Cseb) y Cse3, respectivamente (Haft et al.,
2005). Y posteriormente también fueron referidos como ygcL, ygcK, yged, ygcl y ygcH
(Babu et al., 2011).
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Para evitar dicha confusion se planted6 mantener las denominaciones iniciales de Casl,
Cas2 y Cas3; y denominar a los genes Casacade como Cas8 (Cas8e para el subtipo I-E);
Casll; Cas7; Casb (Casbe para el subtipo I-E); y Cas6 (Cas6e para el subtipo I-E),
respectivamente (Makarova et al., 2011; 2020; Charpentier et al., 2015). Por ende, los
CDS Cas-S1, Cas-S2, Cas-S3, Cas-S4 y Cas-S5 codificarian para las proteinas Cas6, Casb,
Cas7, Casll y Cas8, respectivamente (Cuadro 04). Respecto a las cuales sabemos lo

siguiente:

La proteina Cas6 es una endoribonucleasa enzimaticamente activa que interactia
fisicamente con las subunidades Cas7 y Casll dentro del complejo Cascade y cuya
funcidn principal es procesar y unirse a los crRNA maduros en las etapas consecutivas del
procesamiento e interferencia (Jackson et al., 2014; Charpentier et al., 2015; Makarova et
al., 2020; Liu & Doudna, 2020).

La proteina Cas5 es una subunidad no catalitica de union al ARN que forma parte del
complejo Cascade y cuya funcidn es unirse a la region 5° del crRNA maduro, interactuar
con la subunidad Cas8 y facilitar la separacion de cadenas del ADN invasor en la etapa de
interferencia (Makarova et al., 2015; 2020; Koonin et al., 2017; Liu & Doudna, 2020).

Las proteinas Cas7 son seis subunidades no cataliticas con dominio de reconocimiento al
ARN que interactia con las subunidades Cas5, Cas6, Cas8 y Casll dentro del complejo
Cascade y tienen la funcion de unirse a la region central de los crRNA maduros para
conformar una estructura central llamada ‘“columna vertebral” del complejo Cascade

(Makarova et al., 2015; 2020; Liu & Doudna, 2020).

Las proteinas Casll son dos subunidades a-helicoidales dentro del Complejo Cascade,
cuya funcién es interactuar con las seis subunidades Cas7 y posiblemente con el crRNA, y,
ademas, conectar a las subunidades Cas6 y Cas8 ubicadas en los extremos del complejo
Cascade, para mantener una estructura estable y funcional en forma de arco (Agari et al.,
2008; Jackson et al., 2014; Makarova et al., 2015; 2020).

La proteina Cas8 es una subunidad enziméaticamente inactiva que interactua con las
subunidades Cas5, Cas7 y Casl1 dentro del complejo Cascade y cuya funcion principal es
reconocer las secuencias PAM para que el complejo Cascade pueda unirse al ADN invasor
y facilitar el acceso de Cas3 en la etapa de interferencia (Hochstrasser et al., 2014; Cass et
al., 2015; Makarova et al., 2015; 2020; Koonin et al., 2017).
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Cuadro 04: Anotacion a través de Uniprot del clister de genes Cas detectados por los servidores web CRISPRCasFinder y CRISPRminer.

Anotacién por Uniprot

Anotacion
CDS Accesion Proteina Identidad Subtipo Organismo consensuada

o Cas6/Cse3/

P AOA7K3HOWS5 CasE 94.70% Cas I-E Streptomyces sp. SID5789 Casb6
O

o

9 AOATK3HOV7 Casb/CasD 97.50% Cas I-E Streptomyces sp. SID5789 Casb5

O

@

P AOA7K3HOV3 Cas 96.20% - Streptomyces sp. SID5789 Cas7

O

&

& AOA7TK3H1A2 Cse2/CasB 95.00% Cas I-E Streptomyces sp. SID5789 Casll
O

@

a AOA7K3HOT4 Csel/CasA 95.70% Cas I-E Streptomyces sp. SID5789 Cas8

O

FUENTE: Elaboracion propia.
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Por otro lado, no llegamos a detectar los genes Casl, Cas2 y Cas3 en el genoma de
Streptomyces sp. B-146, los cuales son claves en los sistemas CRISPR/Cas funcionalmente
activos y dindmicos. Las razones pueden ser varias, desde la falta de sensibilidad de las
herramientas bioinformaticas usadas hasta la perdida parcial de los genes Cas. Respecto a
esto Ultimo, se sabe que la incorporacion de espaciadores self-targeting que generan
autoinmunidad poco agresiva puede conducir a la inactivacion del locus CRISPR/cas, entre
otras causas, por la pérdida de los genes Cas (Stern et al., 2010). En ese sentido, podemos
hipotetizar que quizas en algun punto de la evolucion de la bacteria Streptomyces sp. B-146
la presencia del self-targeting pudo haber conducido a la pérdida de los genes cas y, por

ende, la inactivacioén del sistema CRISPR/cas.

87



V.

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

El andlisis del genoma de Streptomyces sp. B-146 ha revelado que esta bacteria podria
albergar hasta 39 BGCs putativos presumiblemente productores de metabolitos secundarios
bioactivos relacionados con actividades antimicrobianas, antitumorales, antivirales y otras
bioactividades. La mayoria de los BGCs putativos detectados mostraron similaridades
menores al 80% con otros BGCs previamente caracterizados, lo que incrementa
significativamente la posibilidad de identificar a nivel experimental productos naturales con
propiedades terapéuticas Unicas. Aqui hemos logrado anotar manualmente cuatro BGCs
relacionados con la biosintesis de los terpenoides Xiamicina A y Albaflavenona, de las
macrolactamas Pactamidas y del lantipéptido SapB. Los cuales tedricamente exhibirian
bioactividades antivirales, antibacterianas y citotoxicas. Asimismo, se han identificado una
gran cantidad genes de resistencia, predominantemente transportadores de membrana, que
podrian desempefiar un rol fundamental en el flujo de salida de los productos naturales
biosintetizados por Streptomyces sp. B146. Tomando en conjunto estos hallazgos, se
demuestra el potencial biosintético de Streptomyces sp. B-146 y, en consecuencia, se
recomienda extrapolar la busqueda de productos naturales a nivel de laboratorio,
aprovechando las estrategias experimentales mas recientes de ingenieria genética, ingenieria
metabolica, biosintesis combinatoria y de bioprocesos para detectar productos naturales con

propiedades farmacoldgicas novedosas.

Los andlisis de filogenia basado en genoma completo y genes de ARNr 16S han demostrado
que Streptomyces sp. B-146 es filogenéticamente proxima a Streptomyces olivaceus; no
obstante, se recomienda analisis adicionales posteriores para definir si estamos frente a una

nueva especie dentro del género bacteriano Streptomyces.

Por ultimo, con la evaluacion del genoma de Streptomyces sp. B-146 también se ha
detectado parte de un sistema CRISPR/Cas Subtipo I-E, compuesto de dos pequefios
arreglos CRISPR y un grupo de genes Cas que codifican para todas las subunidades del
complejo Cascade, implicado en la etapa de procesamiento e interferencia del sistema
CRISPR/Cas. Sin embargo, no se lleg6 a detectar los genes Casl y Cas2, implicados en la
etapa de adaptacion; y el gen Cas3, determinante en la etapa de interferencia de este sistema

de inmunidad adaptativa en procariotas.
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VII.

ANEXQOS

Anexo 1. Anotacion de CDS del genoma de Streptomyces sp. B-146 relacionados a genes ARG usando PROKKA.

NO Start Length bp Strand Gene EC Number COG Product
MFES Efflux Pumps

o1 250,849 1203 N mdtD None None Putative multidrug resistance protein
MdtD

02 556,972 1764 ) mdtD None None Putative multidrug resistance protein
MdtD

03 641561 1455 N mdtD None None Putative multidrug resistance protein
MdtD

04 1690744 1620 ) mdtD None None Putative multidrug resistance protein
MdtD

05 2,314,097 1779 + mdtD None None Putative multidrug resistance protein
MdtD

06 3352029 1440 ) mdtD None None Putative multidrug resistance protein
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07

08

09

10

11

12

13

14

3,866,655

6,045,594

6,850,119

7,207,906

2,312,355

2,367,938

2,534,464

4,250,847

3,869,153

6,047,141

6,852,590

7,209,978

2,313,803

2,369,548

2,535,918

4,252,304

2499

1548

2472

2073

1449

1611

1455

1458

mdtD

mdtD

mdtD

mdtD

Stp

Stp

Stp

Stp
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None

None

None

None

None

None

None

None

None

None

None

None

None

None

None

None

Putative multidrug resistance protein
MdtD

Putative multidrug resistance protein
MdtD

Putative multidrug resistance protein
MdtD

Putative multidrug resistance protein
MdtD

Multidrug resistance protein Stp

Multidrug resistance protein Stp

Multidrug resistance protein Stp

Multidrug resistance protein Stp
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15

16

17

18

19

20

21

22

4,831,051

6,172,501

6,741,935

7,780,154

300,308

6,811,181

7,405,398

8,031,345

4,832,520

6,174,144

6,743,482

7,781,629

301,693

6,812,518

7,406,753

8,032,721

1470

1644

1548

1476

1386

1338

1356

1377

Stp

Stp

Stp

Stp

abaF

abaF

abaF

abaF
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None

None

None

None

None

None

None

None

None

None

None

None

None

None

None

None

Multidrug resistance protein Stp

Multidrug resistance protein Stp

Multidrug resistance protein Stp

Multidrug resistance protein Stp

Fosfomycin resistance protein AbaF

Fosfomycin resistance protein AbaF

Fosfomycin resistance protein AbaF

Fosfomycin resistance protein AbaF
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24

25

26

27

28

29

30*

3,873,854

6,219,640

8,010,901

3,691,365

6,989,297

4,525,777

7,841,769

2,245,403

3,875,368

6,221,250

8,012,319

3,692,663

6,990,559

4,527,378

7,843,382

2,246,674

1515

1611

1419

1299

1263

1602

1614

1272

gacA

gacA

gacA

mdtH

mdtH

bmr3

bmr3

ber
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None

None

None

None

None

None

None

None

COG0477

COG0477

COG0477

None

None

None

None

None

Antiseptic resistance protein

Antiseptic resistance protein

Antiseptic resistance protein

Multidrug resistance protein MdtH

Multidrug resistance protein MdtH

Multidrug resistance protein 3

Multidrug resistance protein 3

Bicyclomycin resistance protein
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31 3,054,666 3,055,907 1242 fsr None None Fosmidomycin resistance protein
ABC Efflux Pumps
32 1657394 1658338 945 drrA 3.63- None Da“”ZrT“FE’_iEii:/d ﬁ?}’;";ggﬁ'ﬂ” resiance
33* 2,220,902 2221933 1032 drrA 3.6.3.- None Da””;?‘g';:%‘f}’;‘gf;ﬁ'ﬂ” [r)er?iztance
34 2863174 2864109 936 drrA 36.3.- None Da“”ZrT“;’_igii:{j ‘iﬁ’;";ﬁ;ﬁ'ﬂ” [r)ersri:tance
35 3533204 3534298 1005 drrA 3.6.3.- None Da“”ZrT“g_igii:g O:S]’g“’;l;'ecl'n” [r)er?iztance
36 3834135 3835103 969 drrA 3.6.3.- None Da“”ng“;’_igii:{j O:‘r’]’g‘ogfobtz'n” [r)ersr‘;tance
37 4094218 4095249 1032 drrA 3.6.3.- None ~ Daunorubicin/doxorubicin resistance
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ATP-binding protein DrrA
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39

40

41

42

43

44*

45

4,192,133

5,143,307

5,234,302

6,188,033

6,702,640

1,658,335

2,221,930

3,532,473

4,193,152

5,144,311

5,235,255

6,189,190

6,703,590

1,659,207

2,222,754

3,533,297

1020

1005

954

1158

951

873

825

825

—+

drrA

drrA

drrA

drrA

drrA

drrB

drrB

drrB
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3.6.3.-

3.6.3.-

3.6.3.-

3.6.3.-

3.6.3.-

None

None

None

None

None

None

None

None

None

None

None

Daunorubicin/doxorubicin resistance
ATP-binding protein DrrA

Daunorubicin/doxorubicin resistance
ATP-binding protein DrrA

Daunorubicin/doxorubicin resistance
ATP-binding protein DrrA

Daunorubicin/doxorubicin resistance
ATP-binding protein DrrA

Daunorubicin/doxorubicin resistance
ATP-binding protein DrrA

Daunorubicin/doxorubicin resistance
ABC transporter permease protein DrrB

Daunorubicin/doxorubicin resistance
ABC transporter permease protein DrrB

Daunorubicin/doxorubicin resistance
ABC transporter permease protein DrrB
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46*

47

48

49

50

51

52

53

4,093,373

4,193,149

5,144,308

5,261,301

6,187,215

3,485,794

3,939,369

4,342,699

4,094,221

4,193,937

5,145,165

5,262,122

6,188,045

3,486,567

3,940,280

4,343,682

849

789

858

822

831

774

912

984

drrB

drrB

drrB

drrB

drrB

InrL

InrL

InrL
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None

None

None

None

None

3.6.3.-

3.6.3.-

3.6.3.-

None

None

None

None

None

COG1131

COG1131

COG1131

Daunorubicin/doxorubicin resistance
ABC transporter permease protein DrrB

Daunorubicin/doxorubicin resistance
ABC transporter permease protein DrrB

Daunorubicin/doxorubicin resistance
ABC transporter permease protein DrrB

Daunorubicin/doxorubicin resistance
ABC transporter permease protein DrrB

Daunorubicin/doxorubicin resistance
ABC transporter permease protein DrrB

Linearmycin resistance ATP-binding
protein LnrL

Linearmycin resistance ATP-binding
protein LnrL

Linearmycin resistance ATP-binding
protein LnrL
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54 4,499,756 4,500,388 633 tmrB None None Tunicamycin resistance protein
Putative multidrug resistance ABC
55 5,662,543 5,664,453 1911 yhel 3.6.3.- COG1132  transporter ATP-binding / permease
protein Yhel
56 7,723241 7,724995 1755 bmrA 363-  COGI132 |uidrugresistance ABC transporter
ATP-binding / permease protein BmrA
Enzymes
57 7,249,094 7250041 948 arnA None ~ COGozez  Drunctional polymyxin resistance
protein ArnA
58 7,938,108 7,939,055 948 arnA None ~ COGozeg  Ditunctional polymyxin resistance
protein ArnA
59%* 4038335 4040419 2085 gyrBR 5.6.2.2 None ~ DIVAgyrase subunit B, novobiocin-

resistant

FUENTE: Elaboracion propia.

* CDS también anotados por RAST

** CDS anotado y clasificado por RAST en el subsistema “Resistance to fluoroquinolones”.
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Anexo 2. Anotacion de CDS relacionados a subsistemas implicados en la resistencia a antibioticos y sintesis de productos naturales por

RAST.
NC Start Stop Strand Length bp Function EC_number Subsystem
Antimicrobial Resistance (ARG)
1 3029254 3,030,006 - 753 Metal-dependent hydrolases of the None Beta-lactamase

beta-lactamase superfamily 111

2 8127255 8128037  + 783 Beta-lactamase class C and other None Beta-lactamase
penicillin binding proteins

Resistance to

3* 4,038,335 4,040,419 + 2085 DNA gyrase subunit B EC5.99.1.3 .
fluoroquinolones

Resistance to

4 4,040,462 4,043,056 + 2595 DNA gyrase subunit A EC5.99.1.3 .
fluoroquinolones

Colicin E2 tolerance protein CbrC-

5 3,404,967 3,405,500 - 534 . ) None Tolerance to colicin E2
like protein
Natural Products synthesis
6 8720 9,025 i 1206 Protein-L-isoaspartate O- EC21.177  Lanthionine Synthetases

methyltransferase
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Lanthionine biosynthesis cyclase

7 9,939 11,081 - 1143 LanC None Lanthionine Synthetases
Lanthionine bi hesi [ .
8 6132982 6135630  + 2649 anthionine bl'_zsr?’['t esls protein None Lanthionine Synthetases
TOMM biosynthesis .
cyclodehydratase (protein C) / Thiazole- oxazole-
9 8430545 8432851  + 2307 yelotenyraiass \pro’ None modified microcin
TOMM biosynthesis docking scaffold .
. (TOMM) synthesis
(protein D)

FUENTE: Elaboracion propia.
* CDS anotado también por PROKKA.
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Anexo 3. Anotacién de CDS del genoma de Streptomyces sp. B-146 relacionados a genes ARG usando RAST.

N Start Stop Length (bp) Function Subsystem
MFES Efflux Pumps
01 1,499,996 1,501,528 1533 Multidrug resistance efflux pump None
02* 2245403 2,246,674 1272 Multidrug res'Stanf‘;en:irf;Sponer’ Ber/CHA — copper homeostasis
03 465,192 466,463 1972 Chloramphenicol resistance, MFS efflux pump None
=> CmlV family
ABC Efflux Pumps
Oxytetracycline resistance, ABC-type efflux
4** 2220872 2,221 1062 . N
0 2208 221,933 06 pump ATP-binding component => Otr(C) one
05+ 2221030  2.222.754 895 Oxytetracycline resistance, ABC-type efflux None
pump permease component => Otr(C)
06+ 4093373 4094221 849 Daunorubicin/doxorubicin resistance ABC None

transporter, permease protein
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SMR Efflux Pumps

Small multidrug resistance family (SMR)

07 3,020,202 3,020,522 321 . None
protein
08 5411655 5411978 324 Small multidrug reswtgnce family (SMR) None
protein
RND Efflux Pumps
09 2127213 2130443 3931 RND multidrug e.fflux transpgrter; Acriflavin None
resistance protein
Ribosomal Protection proteins
10 7683954 7,684,181 228 Tetracycline resistance, ribosomal protection None

type => Tet

FUENTE: Elaboracion propia.
* CDSs anotados por PROKKA

** CDS anotado por PROKKA con codén de inicio en la posicion 2,220,902 pb en lugar de los 2,220,872 pb registrado por RAST.
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Anexo 4. Identificacion de BGCs putativos en el genoma de Streptomyces sp. B-146 usando el servidor web antiSMASH version 6.1.1.

3 Position Ref trai
Q Type BGC Similarity (%)  MIBIG ID eIerence strain
= Start End Lenght (Accession)
o1  anthipeptide Class | 1 24074 24,074 Unknown None None
(RiPPs)
Other, T1PKS,
02 Oligosaccharide, NRPS- 41,107 255918 214,812  Lobophorin A (90%)  BGC0001183 Strepto%ﬁg;ggég;m'ozs
Like, T3PKS, NRPS
Kitasatospora aburaviensis
T 0
03 erpene 274,564 294518 19,955 Ebelactone (5%) BGC0001580 (LT608336)
- Streptomyces argillaceus
4 T3P 9
0 3PKS 327,899 368,026 40,128  Germicidin (100%)  BGCO0001454 (L T89852)
5-isoprenylindole-3-
05 Indole 505150 526,277 21,128 carboxylate p-D-glycosyl BGCO001483 U cPromyces sp. RM-5-8
(KT895008)
ester (28%)
06 Terpene 578272 603141 24,870  lsorenieratene (75%)  BGCO001456 U cPtomyees argillaceus
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07

08

09

10

11

12

13

14

Amglyccycl

T3PKS

NRPS

Ectoine

Melanin

Lassopeptide (RiPPSs)

Phenazine

Lanthipeptide Class Il
(RiPPs)

846,196

1,113,937

1,226,411

1,803,110

2,783,163

2,854,106

3,602,742

4,320,836

867,434

1,155,049

1,279,185

1,813,508

2,793,789

2,876,627

3,623,182

4,349,008

21,239

41,113

52,775

10,399

10,627

22,522

20,441

28,173

B-D- Streptomyces
galactosylvalidoxylamine- BGC0000723 hygroscopicus subsp.
A (22%) Limoneus (DQ223652)
Streptomyces

- 0
Herboxidiene (8%) BGC0001065 chromofuscus (JN671974)

Streptomyces rimosus
subsp. rimosus ATCC
10970
(NZ_ANSJ01000026)

Rimosamide (21%) BGC0001760

Streptomyces anulatus

i 0
Ectoine (100%) BGC0000853 (AY524544)

Streptomyces coelicolor

i 0,
Melanin (100%)  BGCO000910 3 ) (AL 645882)

Streptomyces sviceus ATCC

: 0
Ssv-2083 (36%) BGCO000579 59163 (NZ_CM000951)
Unknown None None
_ _ Streptomyces
] 1/ sbi- - i
Sbi 0692(2) ?75/;;)' 06989 55000122 bingchenggensis BCW-1
0 (CP002047)
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15

16

17

18

19

20

21

22

23

NRPS

Betalactone

Terpene

T2PKS

Siderophore

Lanthipeptide Class 111
(RiPPs)

NRPS

T1PKS, NRPS

RiPP-Like

5,227,634

5,387,984

5,414,606

5,484,866

6,027,742

6,122,982

6,170,020

6,262,851

6,356,461

5,280,721

5,413,493

5,434,311

5,557,420

6,037,976

6,145,630

6,219,416

6,311,060

6,367,586

53,088

25,510

19,706

72,555

10,235

22,649

49,397

48,210

11,126

Ishigamide (44%)

Julichrome Q3-3/
julichrome Q3-5 (22%)

Albaflavenone (100%)

Spore pigment (66%)

Unknown

Sapb (100%)

Telomycin (29%)

Xiamycin A (72%)

Cyclothiazomycin (9%)
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BGC0001623

BGC0002012

BGC0000660

BGC0000271

None

BGC0000551

BGC0001406

BGC0000666

BGC0000603

Streptomyces sp.
MSC090213JE08
(LC269948)

Streptomyces afghaniensis
772 (NZ_KE354310)

Streptomyces coelicolor
A3(2) (AL645882)

Streptomyces avermitilis
(AB070937)

None

Streptomyces coelicolor
A3(2) (AL645882)

Streptomyces canus
(KT881498)

Streptomyces sp. SCSIO
02999 (JQ812811)

Streptomyces hygroscopicus
(FJ472825)
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24 Terpene 6,398,673

25 Siderophore 6,570,786

26 NRPS 6,617,485

97 PKS-Like, NRPS, 6.716.755
Nucleoside

28 Terpene, NRPS 7,095,877

29 NRPS, T1PKS, NRPS-Like 7,216,852
30 T1PKS

7,304,438

31 Terpene 7,680,551

6,420,257

6,583,960

6,660,633

6,799,642

7,169,189

7,304,227

7,367,121

7,701,579

21,585

13,175

43,149

82,888

73,313

87,376

62,684

21,029

Geosmin (100%)

Unknown

Diisonitrile antibiotic
SF2768 (55%)

Caboxamycin (60%)

Hopene (92%)

Mirubactin (78%)

Divergolide A/

divergolide B /

divergolide C /
divergolide D (79%)

Versipelostatin (5%)

BGC0001181

None

BGC0001574

BGC0001444

BGC0000663

BGC0000392

BGCO0001119

BGC0001204

Streptomyces coelicolor
A3(2) (AL645882)

None

Streptomyces thioluteus

(KY427327)

Streptomyces sp. NTK 937

(JJOB01000001)

Streptomyces coelicolor
A3(2) (AL645882)

Actinosynnema mirum DSM
43827 (CP001630)

Streptomyces sp. HKI0576

(HF563079)

Streptomyces versipellis

(LC006086)
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32 RiPP-Like
33 NRPS
34 T1PKS

35 Thiopeptide (RiPPs)

36 NRPS

7,711,052

7,927,228

8,120,283

8,420,545

8,563,606

7,721,267

7,976,771

8,208,832

8,446,013

8,613,309

10,216

49,544

88,550

25,469

49,704

Informatipeptin (42%)

Coelichelin (100%)

Elaiophylin (29%)

Nocathiacin (4%)

Kanamycin (1%)

BGC0000518

BGCO0000325

BGC0000053

BGC0000609

BGC0000703

Streptomyces
viridochromogenes DSM
40736 (GG657757)

Streptomyces coelicolor
A3(2) (AL645882)

Unknown. Unclassified
(GP697151)

Nocardia sp. ATCC 202099
(GU564398)

Streptomyces kanamyceticus
(CP023699)

FUENTE: Elaboracidn propia.
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Anexo 5. Clasificacion de BGCs detectados en el genoma de Streptomyces sp. B-146 segun los servidores web antiSMASH version 6.1.1,
ARTS 2.0, PRISM 4.4.5, RiPPMiner-Genome, BAGEL4 y NaPDoS.

BGCs Classification

(%]
@)
@
c antiSMASH ARTS PRISM RiPPMiner-Genome BAGEL NaPDoS
Lanthipeptide Class I . . Class I Lantipeptide Lanthipeptide A
01 (RiPPs) Lanthipeptide (RiPPs) (RiPPs) (RiPPs) None None
Other, T1PKS, . . :
02  Oligosaccharide, NRPS- Toltgfg’SO'T'igssgcﬁgg‘;’ PKS & PKS, NRPS * None None Kg Bgrr:;':z /
Like, T3PKS, NRPS ' ’ ’
03 Terpene Terpene None None None None
04 T3PKS T3PKS None None None None
05 Indole Indole None None None None
06 Terpene Terpene None None None None
07 Amglyccycl Amglyccycl None None None None
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08 T3PKS
09 NRPS
10 Ectoine
Al None
11 Melanin

12 Lassopeptide (RiPPs)

13 Phenazine

Lanthipeptide Class Il

14 :
(RiPPs)

A2 None

T3PKS None None None

NRPS NRPS None None
Ectoine Ectoine None None

None PKS None None
Melanin Melanin None None
Lassopeptide (RiPPs) Lassopeptide (RiPPs) Lassopeptide (RiPPs) None
Phenazine None None None

Class Il lantipeptide Lanthipeptide B Lanthipeptide B

Lanthipeptide (RiPPs) (RiPPS) (RiPPs) (RiPPs)

NRPS None Linaridin (RiPPs) None

147

None

C Domains /
KS Domains

None

KS Domains

None

None

None

None

C Domains
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15

16

17

18

A3

19

20

21

22

NRPS

Betalactone

Terpene

T2PKS

None

Siderophore

Lanthipeptide Class 111
(RiPPs)

NRPS

T1PKS, NRPS

NRPS NRPS

Betalactone None

Terpene None
e e

None NRPS

Siderophore None
Class II/1V

Lanthipeptide (RiPPs) Lantipeptide (RiPPs)
NRPS NRPS

T1PKS, NRPS PKS, NRPS

148

None

None

None

None

None

None

Lanthipeptide C/D
(RiPPs)

None

None

None

None

None

None

None

None

Lanthipeptide C
(RiPPs)

None

None

C Domains

None

None

KS Domains

KS Domains

None

None

C Domains

KS Domains /
C Domains
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23 RiPP-Like

24 Terpene

25 Siderophore

26 NRPS

27 PKS-Like, NRPS,
Nucleoside

28 Terpene, NRPS

29 NRPS, T1IPKS, NRPS-Like

30 T1PKS

31 Terpene

Bacteriocin (RiPPs)

Terpene

Siderophore

NRPS

PKS-like, NRPS,
Nucleoside

Terpene, NRPS

NRPS, T1PKS

T1PKS

Terpene

None

None

None

NRPS

NRPS

NRPS

NRPS & PKS, NRPS *

PKS, NRPS

None

149

None

None

None

None

None

None

None

None

None

None

None

None

None

None

Zoocin A (RiPPs)

None

None

None

None

None

None

C Domains

C Domains

C Domains

C Domains

KS Domains

None
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32 RiPP-Like Bacteriocin (RiPPs)
33 NRPS NRPS

34 T1PKS T1PKS

35 Thiopeptide (RiPPs) Thiopeptide

36 NRPS NRPS

None

NRPS

PKS

None

PKS/NRPS

None

None

None

None

None

None

None

None

None

None

None

C Domains

KS Domains

None

C Domains

FUENTE: Elaboracién propia.

Nota: La ubicacién de referencia de los smBGCs (01 — 36) en el genoma de Streptomyces sp. B-146 fueron proporcionados por antiSMASH 6.1.1
(Anexo 4 y Figura 08). La ubicacion de referencia de los smBGCs Al (2,367,937pb -2,380,342pb) y A3 (5,813,667 - 5,823,247) fueron determinadas por
PRISM 4.4.5. Mientras que la ubicacion de referencia del sSmBGC A2 (4,643,226 - 4,703,014) fue determinada por ARTS 2.0.
* PRISM 4.4.5, a diferencia de antiSMASH 6.1.1, no logro identificar a los smBGCs 02 y 29 como BGCs hibridos extensos y biosintéticamente diversos.

Es decir, se limitd a reportar en cada caso dos clUsteres independientes.
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Anexo 6. Anotacion de los genes contenidos en el sSmBGC22 detectado en el genoma de Streptomyces sp. B-146 a través de PROKKA,

BlastKOALA, RAST, antiSMASH 6.1.1, UniProt y MIBIG.

Annotation of sSmBGC_22 from Streptomyces sp. B-146

(%)
LL
v4
©  PROKKA BlastKOALA RAST antiSMASH UniProt MIBIG
. lute: Na+ . . Putati ium-
Hypothetical Solute: Na Sodium-solute Sodium-coupled utative Sodiu @
6 rotein symporter, SSS symporter, putative None ermease (89.1%) coupled Permease
P family ymporter, p P 7 (100%)
Hypothetical . . Uncharacterized protein  Putative Bacillolysin®
5 protein None Hypothetical protein None (61%) (97.24%)
Hypothetical . . HTH transcriptional XiaR: LU.XR. family
-4 . None Hypothetical protein None transcriptional
protein regulator (66.1%) o
regulator® (99.57%)
. . XiaQ: LuxR famil
Hypothetical . . HTH transcriptional 12Q u_x . amily
-3 . None Hypothetical protein None transcriptional
protein regulator (61.2%) @
regulator'® (99.09%)
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Hypothetical

-2 .
protein

Tryptophan 2,3-
-1 dioxygenase
(1.13.11.11)

(2E,BE) - farnesyl
diphosphate
synthase
(2.5.1.10)

Cytochrome P450
FAS1 (1.14.-.-)

3 Ferredoxin-2

Geranylgeranyl
diphosphate
synthase, type |
(2.5.1.10)

None

Geranylgeranyl
diphosphate
synthase, type |
(2.5.1.10)

None

Ferredoxin

Hypothetical protein

Hypothetical protein

(2E,6E) - farnesyl
diphosphate synthase
(2.5.1.10)

Putative cytochrome
P450 hydroxylase

Ferredoxin

152

None

None

Polyprenyl
synthetase

Cytochrome
P450

Ferredoxin

Polyprenyl synthetase
family protein (82.7%)

XiaP: Polyprenyl
synthetase® (100%)

XiaO: Epoxidase®
[Monooxygenase]
(97.79%)

FAD-binding domain-
containing protein
(68.4%)

XiaN: Polyprenyl
diphosphate synthase®
(99.71%)

Polyprenyl synthetase
family protein (76.5%)

XiaM: Carboxylase®
[Cytochrome P450]
(100%)

Cytochrome P450
(82.5%)

XiaL: Ferredoxin®

Ferredoxin (65.7%) (100%)
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2,4-
dichlorophenol 6-
monooxygenase
(1.14.13.20)

SN

Limonene-1,2-
epoxide hydrolase
(3.3.2.8)

a1

Flavin-dependent
monooxygenase,
oxygenase
subunit HsaA
(1.14.14.12)

(ep]

v Hypothetical
protein

Hypothetical
protein

2,4-

Dichlorophenol 6-

Monooxygenase
(1.14.13.20)

Limonene-1,2-

epoxide hydrolase

(3.3.2.8)

3-hydroxy-9,10-
secoandrosta-
1,3,5(10)-triene-
9,17-dione
monooxygenase
(1.14.14.12)

None

None

Hypothetical
protein

Hypothetical
protein

Acyl-CoA
dehydrogenase

Hypothetical
protein

Transcriptional
regulator, LuxR
family

Monooxygenase
FAD-binding

None

Acyl-CoA
dehydrogenase
type 2

None

LuxR family
DNA-binding
response
regulator

FAD-dependent
monooxygenase
(77.3%)

Limonene-1,2-epoxide
hydrolase domain-
containing protein

(75.2%)

Acyl-CoA
dehydrogenase C-
terminal domain-
containing protein

(79.6%)

Integral membrane
protein (78%)

HTH transcriptional
regulator (81.2%)

XiaK: C,N- and N,N
dimerization®
[Aromatic ring

hydroxylase] (99.5%)

XiaJ: Limonene-1,2-
epoxide hydrolase®
(100%)

Xial: Oxidative terpene
cyclase® [Indole
oxigenase / acyl-CoA
dehydrogenase]
(99.5%)

XiaH: Terpene
cyclase® [Putative
membrane protein]

(93.98%)

XiaG: LuxR family
regulator® (99.58%)
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10

11

12

13

HMBPP synthase HMBPP synthase
(1.17.7.3) (1.17.7.3)
DXP synthase DXP synthase
(2.2.1.7) (2.2.1.7)
HMBPP HMBPP
reductase reductase
(1.17.7.4) (1.17.7.4)
None None

Putative flavin
None

reductase (1.5.1.-)

HMBPP synthase
(1.17.7.3)

DXP synthase
(2.2.1.7)

HMBPP reductase
(1.17.7.4)

Hypothetical
protein

Nitrilotriacetate
monooxygenase
component B
(1.14.13.)
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None

DXP synthase

None

IcIR family
transcriptional
regulator

Flavin reductase
domain protein
FMN-binding

HMBPP synthase
(1.17.7.3) (92.7%)

DXP synthase (2.2.1.7)
(82.1%)

HMBPP reductase
(1.17.7.4) (83.5%)

IcIR family
transcriptional regulator
(74.4%)

Flavin reductase like
domain-containing
protein (80%)

XiaF: HMBPP
synthase® (100%)

XiaE: DXP synthase®
(99.83%)

XiaD: HMBPP
reductase® (99.7%)

XiaC: IcIR family
transcriptional
regulator® (99.61%)

XiaB: FMN-binding
flavin reductase®
(100%)
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Putative 3-
ketosteroid-9-
alpha-

14 monooxygenase,
oxygenase
component
(1.14.13.)

Putative NADP-
dependent
oxidoreductase
YfmJ (1.-.-.-)

15

Phytoene
desaturase
(lycopene-forming)
(1.3.99.31)

16

Hypothetical

17 .
protein

None

NADPH:
quinone
reductase
(1.6.5.5)

None

None

Phenylpropionate
dioxygenase and

related ring-
hydroxylating

Putative
oxidoreductase

Putative FAD-
dependent
oxidoreductase

Putative FAD-
dependent
oxidoreductase

None

dioxygenases, large
terminal subunit

Crotonyl-CoA
reductase /
alcohol
dehydrogenase

Phytoene
desaturase
(lycopene-

forming)

dehydrogenase

155

Rieske-type
oxygenase (96.2%)

NADP-dependent
oxidoreductase
(97.4%)

Amine oxidase
(95.8%)

Amine oxidase (95%)

XiaA: Rieske 2Fe—2S
domain-containing
oxygenase® (100%)

PtmC: Alcohol
Dehydrogenase®
[Putative alcohol

dehydrogenase zinc-
binding domain protein]
® (99.72%)

PtmB2: Phytoene
dehydrogenase®
[Putative Ox3] @ (100%)

PtmB1: FAD-dependent
oxidoreductase®
(100%)
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18

19

20

21

22

D-alanine-D-alanyl
carrier protein
ligase (6.2.1.54)

Hypothetical
protein

Hypothetical
protein

Hypothetical
protein

Hypothetical
protein

Hybrid Polyketide synthase a denAIr:tlir;?] Z:rdnain_
PKS/NRPS modules and related  dehydrogenase y . )
: containing protein
FtdB proteins

(94.3%)

Fatty acid hydroxylase Fatty acid hydroxylase

family (carotene Beta-ketoacyl : L
None domain-containing
hydroxylase / sterol synthase .
protein (92.4%)
desaturase)
None Putative DNA None DNA helicase IV
helicase (92.1%)
Helicase, C-
terminal: Type 11
restriction enzyme, DEAD/DEAH box
None . None :
res subunit: DEAD / helicase (86.4%)
DEAH box helicase,
N-terminal
DNA replication and
None Hypothetical protein None repair protein RecF

(73.2%)
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PtmA: hybrid
PKS/NRPS® (99.49%)

PtmD: hydroxylase®
(99.34%)

None

None

None
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23

24

25

26

27

Hypothetical
protein

ATP-dependent
RecD-like DNA
helicase (3.6.4.12)

Hypothetical
protein

Hypothetical
protein

Hypothetical
protein

None

None

None

None

None

Hypothetical protein

Hypothetical protein

Hypothetical protein

Putative regulatory
protein

Hypothetical protein
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None

None

None

None

None

Beta protein (90.4%)

ATP-dependent RecD-
like DNA helicase
(3.6.4.12) (93.3%)

Putative membrane
protein (85.3%)

Histidine
kinase/HSP90-like
ATPase domain-
containing protein
(88.5%)

HTH cro/C1-type
domain-containing
protein (97.2%)

None

None

None

None

None
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28

29

30

31

32

Hypothetical
protein

Hypothetical
protein

Hypothetical
protein

Hypothetical
protein

Hypothetical
protein

None

None

None

None

None

Small DUF397-
containing protein

Possible Restriction /
modification enzyme

Hypothetical
protein

Hypothetical
protein

Putative secreted
protein

158

None

None

None

None

None

DUF397 domain-
containing protein
(95.1%)

Restriction
endonuclease (96.8%)

Predicted protein

Transposase 1S701-like
DDE domain-
containing protein
(93.8%)

Transglycosylase SLT
domain-containing
protein (94.8%)

None

None

Hypothetical protein®

None

None



«Continuaciéon»

UDP-N- UDP-N- UDP-N-
i acetylglucosami . UDP-N-
acetylglucosamine acetylglucosamine .
ne 1- acetylglucosamine 1-
33 1- . 1- None . None
i carboxyvinyltra ) carboxyvinyltransferase
carboxyvinyltransf carboxyvinyltransf
erase (2.5.1.7) nsferase erase (2.5.1.7) (98.4%)
S (2.5.1.7) o
. : DUF4236 domain-
34 Hyp;);?eeitr:cal None Hyp:)c'::\eeitr:cal None containing protein None
P P (95.4%)
Aconi Aconi . .
35 hy;;:;itz h;grn;;tt:sts Aconitate None Aconitate hydratase None
0,
(4.2.1.3) (4.2.1.3) hydratase (4.2.1.3) (4.2.1.3) (97.8%)
. . DUF397 domain-
Hypoth I Hypoth I . .
36 ypf;tei:(:a None yp:)(;[teeitr:ca None containing protein None
P P (80.4%)

FUENTE: Elaboracion propia.

(a) Anotacién proporcionada por el BGC de Xiamicina A de Streptomyces sp. SCSIO 02999 (Accesion MIBiIG: BGC0000666) (Li et al., 2012).
(b) Anotacion proporcionada por el BGC de Pactamidas de Streptomyces pactum (accesion MIBiIG: BGC0001726) (Saha et al., 2017).
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Anexo 7. Anotacion de los genes contenidos en el sSmBGC17 detectado en el genoma de Streptomyces sp. B-146 a través de PROKKA,

BlastKOALA, RAST, antiSMASH 6.1.1, UniProt Y MIBIG.

Annotation of sSmBGC_17 from Streptomyces sp. B-146

wn
L
% PROKKA BlastKOALA RAST antiSMASH UniProt MIBIG
Hypothetical Integral membrane M50 family
1 protein None protein None peptidase (92.9%) None
SOS response- . Abasic site
. . Hypothetical . .
2 associated protein None rotein None processing protein None
YedK (3.4.-.-) P (3.4.-) (95.2%)
KANL3/Tex30
Hydrolase
. . alpha/beta
Hypothetical Uncharacterized SCO05215, .
3 . . None hydrolase-like None
protein protein alpha/beta fold ) .
family domain-containing
protein (89.6%)
Hypothetical R_NA polymerase = RNA polym_erase R_NA polymeras_e, RNA polymerase
4 rotein sigma-70 factor, ECF-type sigma  sigma-24 subunit, sigma factor (93.7%) None
P ECF subfamily factor ECF subfamily g 7
. . Mycothiol system
5 Anti-sigma factor None Anti-sigma factor None anti-sigma-R factor None

RsrA

RsrA

160

(93.2%)
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Hypothetical
protein

Hypothetical
protein

Hypothetical
protein

Peptide
9 deformylase
(3.5.1.88)

Epi-isozizaene
10 synthase
(4.2.3.37)

Epi-isozizaene 5-
monooxygenase/
(E)-beta-
farnesene
synthase
(1.14.13.106)

11

None

None

None

Peptide
deformylase
(3.5.1.88)

None

None

Integral membrane
protein

Putative
lipoprotein

Hypothetical
protein

Peptide
deformylase
(3.5.1.88)

Terpene cyclase

Hypothetical
protein

161

None

None

None

Peptide
deformylase

Terpene synthase/
cyclase metal-
binding domain
protein

Cytochrome P450

Integral membrane
protein (86.3%)

Lipoprotein (87.8%)

Tetratricopeptide
repeat protein
(98.5%)

Peptide deformylase
4 (3.5.1.88) (95.8%)

Epi-isozizaene
synthase (4.2.3.37)
(92.9%)

Epi-isozizaene 5-
monooxygenase/
Beta-farnesene
synthase
(1.14.15.39)
(4.2.3.47) (93.3%)

None

None

None

None

Putative lyase®

Putative cytochrome
P450@
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12

13

14

15

16

17

HTH-type
transcriptional
regulator CdhR

Hypothetical
protein

Ribonucleoside-
diphosphate
reductase subunit
beta (1.17.4.1)

Hypothetical
protein

Hypothetical
protein

Mono-
carboxylate
transport
permease protein

None

None

Ribonucleoside-
diphosphate
reductase beta
chain (1.17.4.1)

Ribonucleoside-
diphosphate
reductase alpha
chain (1.17.4.1)

None

Solute:Na+
symporter, SSS
family

Transcriptional
regulator, AraC
family

Hypothetical
protein

Ribonucleotide
reductase of class
la (aerobic), beta
subunit (1.17.4.1)

Ribonucleotide
reductase of class
la (aerobic), alpha
subunit (1.17.4.1)

Acetyltransferase

Na+/solute

symporter

162

AraC family
transcriptional
regulator

None

None

None

None

None

Helix-turn-helix
domain-containing
protein (94.1%)

Secreted protein
(92.1%)

Ribonucleoside-
diphosphate
reductase subunit
beta (1.17.4.1)
(96.2%)
Ribonucleoside-
diphosphate
reductase (1.17.4.1)
(93.4%)

Acetyltransferase

(85.7%)

Sodium:solute
symporter (96.1%)

None

None

None

None

None

None
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Hypothetical Integral membrane
18 yp . None g .
protein protein
. Predicted
GntR family -
- transcriptional
HTH-type transcriptional
e . regulator of N-
19 transcriptional  regulator, nutrient-

Acetylglucosamin
e utilization, GntR
family

repressor DasR sensing system

regulator

None

GntR family
transcriptional
regulator

Integral membrane

. N
protein (84.6%) one
HTH-type
iptional
transcriptiona None

repressor DasR
(99.2%)

FUENTE: Elaboracién propia.

(a) Anotacién proporcionada por el BGC de albaflavenone de Streptomyces coelicolor A3(2) (Accesion MIBiIG: BGC0000660) (Zhao et al., 2008).
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Anexo 8. Anotacion de los genes contenidos en el smBGC20 detectado en el genoma de Streptomyces sp. B-146 a través de PROKKA,
BlastKOALA, RAST, antiSMASH, BAGEL 6.1.1, UniProt Y MIBIG.

Annotation of sSmBGC_20 from Streptomyces sp. B-146

(%)
LL
v4
© PROKKA BlastKOALA RAST antiSMASH BAGEL UniProt MIBIG
. . GlY-YIG domain-
1 Hyp:);[\eeitr:cal None Hyp;)(::]eeitr:cal None None containing protein None
p p (79.6%)
Serine/ Serine/ non-specific serine/
Hypothetical Hypothetical . threonine- threonine protein
2 . None . threonine . . None
protein protein rotein kinase protein kinase, 2.7.11.1
P kinase PrkC (94.8%)
. . Putative un- Phospholipase D-like
3 Hyp;);[\ee:tr:cal None Hyp;);:]eeitr:cal None characterized domain-containing None
P P protein YjhR protein (94.4%
. . Nucleotidyl transferase
4 Hyp;);[]eeitr:cal None Hyp;n;:]eeitr:cal None None ADbIEii/AbiGii toxin None
P P family protein (95.5%)
Putative
Hypothetical . Transcriptional
5 orotein None transcriptional None None regulator (91.5%) None

regulator

164



«Continuaciéon»

10

Putative SapB
synthase (2.7.-.-)

Lanthionine-
containing
peptide SapB
precursor RamsS

ABC transporter
ATP-binding
protein RamA

ABC transporter
ATP-binding
protein RamB

Response
regulator RamR

Probable SapB
synthase

Lanthionine-
containing
peptide SapB

ABC,
subfamily B,
bacterial
RamA/AmfB

ABC,
subfamily B,
bacterial
RamB/AmfA

Two-
component
system, NarL
family,
response
regulator DesR

Lanthionine
biosynthesis
protein LanL

Hypothetical
protein

Hypothetical
protein

Heterodimeric
efflux ABC
transporter,

permease/ATP-
binding subunit
2

Two-component

transcriptional
response
regulator, LUxR
family

Serine/
threonine
protein kinase

None

ABC
transporter
related protein

ABC
transporter
related protein

LuxR family
DNA-binding
response
regulator
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None

SapB

ABC
transporter
ATP-binding
protein
RamA

ABC
transporter
ATP-binding
protein
RamB

Response
regulator
RamR

Lantipeptide
synthetase
(88.9%)

Lanthionine-
containing
peptide SapB
(100%)

ABC transporter

ATP-binding
protein (77.1%)

ABC domain-
containing
protein (84.8%)

DNA-binding
response
regulator
(84.3%)

RamC: Putative

serine/ threonine

protein kinase®
(77.43%)

RamsS: Hypothetical
protein SC5A7.32®
(95.40%)

RamA: Putative ABC
transporter®
(71.81%)

RamB: Putative ABC
transporter®
(68.76%)

RamR: Response
regulator
transcription factor®
(43.69%)
Transcriptional
regulator© (42.86%)
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Rhamnolipids Monensin
. p Oxidoreductase, Short-chain polyketide .
biosynthesis 3- ) Short-subunit
short-chain dehydrogenase synthase
11 oxoacyl-[acyl- None . dehydrogenase None
. g dehydrogenase/r /reductase putative
carrier-protein] eductase famil SDR ketoacy! (90.2%)
reductase (1.1.1.100) y y
reductase
HTH-type Transcriptional LysR family HTH-type LysR family
12 transcriptional None regulator, LysR  transcriptional  transcriptional transcriptional None
regulator HdfR family regulator regulator AlIsR  regulator (90.3%)
. . Alpha-aspartyl
i Dipeptidase . . N
Peptidase E dipeptidase . Dipeptidase PepE
1 E . N P E N
3 (3.4.13.21) Gatspy ~ PePlidaseE one eptidase (80.5%) one
T (3.4.13.21)
HTH-type Transcriptional IcIR family HTH_-ty.pe IcIR family
. . transcriptional -
14 transcriptional None regulator, IcIR  transcriptional transcriptional None
. regulator
regulator XynR family regulator regulator (86.1%)
XynR
« : : -ch i
15 Hypothetical protein None Undetected None None Un-characterized None

protein (29.6%)

FUENTE: Elaboracion propia.
(@) Anotacion proporcionada por el BGC del lantipéptido SapB de Streptomyces coelicolor A3(2) (Accesion MIBiIG: BGC0000551) (Kodani et al.,
2004).
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(b) Anotacion proporcionada por el BGC del lantipéptido SRO15-2212 de Streptomyces filamentosus NRRL 15998 (Accesion MIBiIG: BGC0000553)
(Kersten et al., 2011).

(c) Anotacion proporcionada por el BGC del lantipéptido AmfS de Streptomyces griseus subsp. griseus NBRC 13350 (Accesion MIBiIG: BGC0000496)
(Ueda et al., 2002).

(*) ElI ORF15 del smBGC20 de Streptomyces sp. no fue detectado por RAST, tampoco llego a ser anotado por Prokka, BlastKOALA, antiSMASH 6.1.1
ni BAGEL4. Segun la anotacién manual con UniProt no guarda relacion con ninguna proteina del género bacteriano Streptomyces, es mas solo llego a

tener una identidad del 29.6% con una proteina no caracterizada de la planta medicinal Jatropha curcas.
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Anexo 9. Identificacion de arreglos CRISPR en el genoma de Streptomyces sp. B-146 usando el servidor web RAST.

Feature ID Type Start Stop Strand Length (bp) Sequence

ARRAY 01 Array 8203 8659 + 457 CTGCTCCCCGCGCCCGCGGGGATGGTCCC*
Repeat_01 Repeat 8203 8231 + 29 CTGCTCCCCGCGCCCGCAGGGATGGTCCC
Spacer_01 Spacer 8232 8263 + 32 -
Repeat_02 Repeat 8264 8292 + 29 CTGCTCCCCGCGCCCGCGGGGATGGTCCC
Spacer_02 Spacer 8293 8324 + 32 -
Repeat_03 Repeat 8325 8353 + 29 CTGCTCCCCGCGCCCGCGGGGATGGTCCC
Spacer_03 Spacer 8354 8385 + 32 -
Repeat_04 Repeat 8386 8414 + 29 CTGCTCCCCGCGCCCGCGGGGATGGTCCC
Spacer_04 Spacer 8415 8446 + 32 -
Repeat_05 Repeat 8447 8475 + 29 CTGCTCCCCGCGCCCGCGGGGATGGTCCC
Spacer_05 Spacer 8476 8507 + 32 -
Repeat_06 Repeat 8508 8536 + 29 CTGCTCCCCGCGCCCGCGGGGATGGTCCC
Spacer_06 Spacer 8537 8568 + 32 -
Repeat_07 Repeat 8569 8597 + 29 CTGCTCCCCGCGCCCGCGGGGATGGGTTT
Spacer_07 Spacer 8598 8630 + 33 -
Repeat_08 Repeat 8631 8659 + 29 CTACTGCGCGCGCCAGAGGCGATCGTCCC
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ARRAY 02 Array 19482 19997 + 516 CTGCTCCCCGCACCCGCGGGGATGGTCCC*
Repeat_01 Repeat 19482 19510 + 29 CTGCTCCCCGCACCCGCGGGGGTGGTCCC
Spacer_01 Spacer 19511 19542 + 32 -

Repeat_02 Repeat 19543 19571 + 29 CTGCTCCCCGCACCCGCGGGGATGGTCCC
Spacer_02 Spacer 19572 19603 + 32 -
Repeat_03 Repeat 19604 19632 + 29 CTGCTCCCCGCACCCGCGGGGATGGTCCC
Spacer_03 Spacer 19633 19664 + 32 -
Repeat_04 Repeat 19665 19693 + 29 CTGCTCCCCGCACCCGCGGGGATGGTCCC
Spacer_04 Spacer 19694 19725 + 32 -
Repeat_05 Repeat 19726 19754 + 29 CTGCTCCCCGCACCCGCGGGGACGGTCCC
Spacer_05 Spacer 19755 19786 + 32 -
Repeat_06 Repeat 19787 19815 + 29 CTGCTCCCCGCACCCGCGGGGATGGTCCC
Spacer_06 Spacer 19816 19847 + 32 -
Repeat_07 Repeat 19848 19876 + 29 CTGCTCCCCGCACCCCCGGGGATGGTCCC
Spacer_07 Spacer 19877 19908 + 32 -
Repeat_08 Repeat 19909 19937 + 29 CTGCTCCTCGCACCCGCGGGGATGGTCCC
Spacer_08 Spacer 19938 19968 + 31 -
Repeat_09 Repeat 19969 19997 + 29 CTGCTCCCCGCACCCGCGGGGATGATCCG

FUENTE: Elaboracion propia.

* Consensus sequence.
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Anexo 10. Identificacion de arreglos CRISPR en el genoma de Streptomyces sp. B-146 usando el servidor web CRISPRCasFinder.

Feature ID Type Start Stop Length (bp) Sequence

ARRAY 01 Array 8203 8660 458 CTGCTCCCCGCGCCCGCGGGGATGGTCCCG*
Repeat_01 Repeat 8203 8232 30 CTGCTCCCCGCGCCCGCAGGGATGGTCCCG
Spacer_01 Spacer 8233 8263 31 GCCGTAACAGGGCCGCGGTCCGCTGLTCGLC
Repeat_02 Repeat 8264 8293 30 CTGCTCCCCGCGCCCGCGGGGATGGTCCCG
Spacer_02 Spacer 8294 8324 31 AGAGTCGCTGGACCGAGCCGACTTGGATTGG
Repeat_03 Repeat 8325 8354 30 CTGCTCCCCGCGCCCGCGGGGATGGTCCCG
Spacer_03 Spacer 8355 8385 31 GCATCTTCGACCGGGGCCGGGCAGCGTTCAT
Repeat_04 Repeat 8386 8415 30 CTGCTCCCCGCGCCCGCGGGGATGGTCCCG
Spacer_04 Spacer 8416 8446 31 TCGGGGACTCGATGCTCAAGGGCGACTGGGT
Repeat_05 Repeat 8447 8476 30 CTGCTCCCCGCGCCCGCGGGGATGGTCCCG
Spacer_05 Spacer 8477 8507 31 TGACCGGCATCAACAAGGGCTCGGTCTCGAA
Repeat_06 Repeat 8508 8537 30 CTGCTCCCCGCGCCCGCGGGGATGGTCCCT
Spacer_06 Spacer 8538 8568 31 ACACGCAGGTTATCGAGACGGCCGTGCGGCA
Repeat_07 Repeat 8569 8598 30 CTGCTCCCCGCGCCCGCGGGGATGGGTTTG
Spacer_07 Spacer 8599 8630 32 GCGGGCGCGCAGGTAGAGGCGGTCAAGCGGCG

Repeat_08 Repeat 8631 8660 30 CTACTGCGCGCGCCAGAGGCGATCGTCCCT
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ARRAY 02 Array 19482 19997 516 CTGCTCCCCGCACCCGCGGGGATGGTCCC*
Repeat_01 Repeat 19482 19510 29 CTGCTCCCCGCACCCGCGGGGGTGGTCCC
Spacer_01 Spacer 19511 19542 32 AAGGACATCGACACGCTGACGTGGGACATCAG
Repeat_02 Repeat 19543 19571 29 CTGCTCCCCGCACCCGCGGGGATGGTCCC
Spacer_02 Spacer 19572 19603 32 GCGACGCCGAGCCACCAGGCGAGGGAGATGAT
Repeat_03 Repeat 19604 19632 29 CTGCTCCCCGCACCCGCGGGGATGGTCCC
Spacer_03 Spacer 19633 19664 32 ACGCGCCGGTCCACCGTCGTGCTCGGGGACAG
Repeat_04 Repeat 19665 19693 29 CTGCTCCCCGCACCCGCGGGGATGGTCCC
Spacer_04 Spacer 19694 19725 32 AGGATCCGACACCGCAGCGACAGACCCGTCCG
Repeat_05 Repeat 19726 19754 29 CTGCTCCCCGCACCCGCGGGGACGGTCCC
Spacer_05 Spacer 19755 19786 32 GGCCACAGGACACCCATGCCAGCCCCCCTCGG
Repeat_06 Repeat 19787 19815 29 CTGCTCCCCGCACCCGCGGGGATGGTCCC
Spacer_06 Spacer 19816 19847 32 ACCGGCGCCCCCGGCGGCGCAGCAGAGGACGG
Repeat_07 Repeat 19848 19876 29 CTGCTCCCCGCACCCCCGGGGATGGTCCC
Spacer_07 Spacer 19877 19908 32 GCCACAGCCGTACCCGCGCGGGACAGCTCAAC
Repeat_08 Repeat 19909 19937 29 CTGCTCCTCGCACCCGCGGGGATGGTCCC
Spacer_08 Spacer 19938 19968 31 TGCTGGCCGCTACGACGCGGCCCGCACGAGC
Repeat_09 Repeat 19969 19997 29 CTGCTCCCCGCACCCGCGGGGATGATCCG

FUENTE: Elaboracion propia.

* Consensus sequence.
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Anexo 11. Identificacion de arreglos CRISPR en el genoma de Streptomyces sp. B-146 usando el servidor web CRISPRminer.

Feature ID Type Start Stop Length (bp) Sequence

ARRAY 01 Array 8203 8568 366 CTGCTCCCCGCGCCCGCGGGGATGGTCCCG*
Repeat_01 Repeat 8203 8232 30 CTGCTCCCCGCGCCCGCAGGGATGGTCCCG
Spacer_01 Spacer 8233 8263 31 GCCGTAACAGGGCCGCGGTCCGCTGCLTCGCC
Repeat_02 Repeat 8264 8293 30 CTGCTCCCCGCGCCCGCGGGGATGGTCCCG
Spacer_02 Spacer 8294 8324 31 AGAGTCGCTGGACCGAGCCGACTTGGATTGG
Repeat_03 Repeat 8325 8354 30 CTGCTCCCCGCGCCCGCGGGGATGGTCCCG
Spacer_03 Spacer 8355 8385 31 GCATCTTCGACCGGGGCCGGGCAGCGTTCAT
Repeat_04 Repeat 8386 8415 30 CTGCTCCCCGCGCCCGCGGGGATGGTCCCG
Spacer_04 Spacer 8416 8446 31 TCGGGGACTCGATGCTCAAGGGCGACTGGGT
Repeat_05 Repeat 8447 8476 30 CTGCTCCCCGCGCCCGCGGGGATGGTCCCG
Spacer_05 Spacer 8477 8507 31 TGACCGGCATCAACAAGGGCTCGGTCTCGAA
Repeat_06 Repeat 8508 8537 30 CTGCTCCCCGCGCCCGCGGGGATGGTCCCT
Spacer_06 Spacer 8538 8568 31 ACACGCAGGTTATCGAGACGGCCGTGCGGCA

ARRAY 02 Array 19482 19997 516 CTGCTCCCCGCACCCGCGGGGATGGTCCC*
Repeat_01 Repeat 19482 19510 29 CTGCTCCCCGCACCCGCGGGGGTGGTCCC
Spacer_01 Spacer 19511 19542 32 AAGGACATCGACACGCTGACGTGGGACATCAG

Repeat_02 Repeat 19543 19571 29 CTGCTCCCCGCACCCGCGGGGATGGTCCC
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Spacer_02 Spacer 19572 19603 32 GCGACGCCGAGCCACCAGGCGAGGGAGATGAT
Repeat_03 Repeat 19604 19632 29 CTGCTCCCCGCACCCGCGGGGATGGTCCC
Spacer_03 Spacer 19633 19664 32 ACGCGCCGGTCCACCGTCGTGCTCGGGGACAG
Repeat_04 Repeat 19665 19693 29 CTGCTCCCCGCACCCGCGGGGATGGTCCC
Spacer_04 Spacer 19694 19725 32 AGGATCCGACACCGCAGCGACAGACCCGTCCG
Repeat_05 Repeat 19726 19754 29 CTGCTCCCCGCACCCGCGGGGACGGTCCC
Spacer_05 Spacer 19755 19786 32 GGCCACAGGACACCCATGCCAGCCCCCCTCGG*™*
Repeat_06 Repeat 19787 19815 29 CTGCTCCCCGCACCCGCGGGGATGGTCCC
Spacer_06 Spacer 19816 19847 32 ACCGGCGCCCCCGGCGGCGCAGCAGAGGACGG
Repeat_07 Repeat 19848 19876 29 CTGCTCCCCGCACCCCCGGGGATGGTCCC
Spacer_07 Spacer 19877 19908 32 GCCACAGCCGTACCCGCGCGGGACAGCTCAAC
Repeat_08 Repeat 19909 19937 29 CTGCTCCTCGCACCCGCGGGGATGGTCCC
Spacer_08 Spacer 19938 19968 31 TGCTGGCCGCTACGACGCGGCCCGCACGAGC
Repeat_09 Repeat 19969 19997 29 CTGCTCCCCGCACCCGCGGGGATGATCCG

FUENTE: Elaboracion propia.
* Consensus sequence.
** Self-Targeting: Start: 8536769, End: 8536796.
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