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RESUMO

A descoberta e as aplicacdes terapéuticas dos antibidticos representaram marcos
significativos, ao reduzirem infec¢des, além de aumentarem a expectativa de vida.
No entanto, o uso excessivo dessas substancias levou a selecdo de cepas
resistentes. Nesse contexto, as bacteriocinas surgem como uma alternativa
segura e eficaz devido a sua atividade estavel, especificidade e baixa toxicidade.
Nesse sentido, o Ligilactobacillus salivarius, uma espécie reclassificada da familia
Lactobacillaceae, revela um alto potencial probidético como produtora de
bacteriocinas de classe 2 apenas. Investigar os aspectos moleculares se tornou
necessario para confirmar o0s genes responsaveis pela produgdo das
bacteriocinas em L. salivarius, especialmente diante do aumento de isolados
sequenciados. Para alcangar esse objetivo, foram avaliados 216 genomas dessa
espécie. Foi realizada a predicdo e tipificacdo das bacteriocinas utilizando a
ferramenta BAGEL4. Posteriormente, ocorreu uma curadoria manual das
sequéncias, seguida por uma analise pangenbmica abrangente. Além disso,
empregou-se o algoritmo AlphaFold2 para predizer a estrutura 3D das proteinas. A
andlise dos genomas de L. salivarius revelou que a maioria das cepas
apresentava alta completude e baixos niveis de contaminagdo (215 foram
selecionadas dentre as 216 avaliadas). O pangenoma gerado foi composto por
6764 genes, apresentando, em média, 2,85 areas de interesse (AOls) por
genoma, conforme previsto pelo BAGEL4. A analise filogendmica evidenciou um
mecanismo dinamico de aquisicdo e perda de bacteriocinas, independentemente
das fontes de isolamento. Foram identificadas dezessete bacteriocinas presentes
nas trés classes bacteriocinas, revelando padrdes e similaridades distintas em
seus loci de sintese. E importante ressaltar a presenca de uma possivel
bacteriocina, a enterolisina A, encontrada em associagao com proteinas derivadas
de bacteriofagos. embora apenas onze das bacteriocinas preditas possuam
modelos correspondentes disponiveis. Os resultados encontrados neste estudo
reforcam o potencial de Ligilactobacillus salivarius como agente antimicrobiano
direcionado contra a resisténcia bacteriana tanto na saude publica quanto na
producdo animal. A identificacdo de diversos componentes proteicos
bacteriocinogénicos destaca a necessidade de mais pesquisas para compreender
a dindmica genética subjacente e explorar possiveis aplicagdes socioecondmicas.

Palavras-chave: bacilos acidos-lacticos (BALs); bacteriocinas; bioinformatica;
biomoléculas antimicrobianas.



ABSTRACT

The discovery and therapeutic applications of antibiotics have represented
significant milestones by reducing infections and increasing life expectancy.
However, the excessive use of these substances has led to the selection of
resistant strains. In this context, bacteriocins emerge as a safe and effective
alternative due to their stable activity, specificity, and low toxicity. In this regard,
Ligilactobacillus salivarius, a reclassified species of the Lactobacillaceae family,
reveals a high probiotic potential as a producer of class 2 bacteriocins only.
Investigating molecular aspects has become necessary to confirm the genes
responsible for bacteriocin production in L. salivarius, especially in the face of an
increase in sequenced isolates. To achieve this goal, 216 genomes of this species
were evaluated. Prediction and typing of bacteriocins were performed using the
BAGEL4 tool. Subsequently, manual curation of sequences occurred, followed by
a comprehensive pangenomic analysis. Additionally, the AlphaFold2 algorithm was
employed to predict the 3D structure of proteins. Genomic analysis of L. salivarius
revealed that most strains had high completeness and low contamination levels
(215 were selected out of the 216 evaluated). The generated pangenome
consisted of 6764 genes, with an average of 2.85 areas of interest (AQOls) per
genome, as predicted by BAGEL4. Phylogenomic analysis revealed a dynamic
mechanism of acquisition and loss of bacteriocins, regardless of isolation sources.
Seventeen bacteriocins were identified across the three bacteriocin classes,
revealing distinct patterns and similarities in their synthesis /loci. It is important to
note the presence of a possible bacteriocin, enterolisin A, found in association with
phage-derived proteins, although only eleven of the predicted bacteriocins have
corresponding available models. The results of this study reinforce the potential of
Ligilactobacillus salivarius as an antimicrobial agent targeted against bacterial
resistance in both public health and animal production. The identification of various
bacteriocinogenic protein components underscores the need for further research
to wunderstand the wunderlying genetic dynamics and explore possible
socio-economic applications.

Keywords: lactic acid bacteria (LABs); bacteriocins; bioinformatics; antimicrobial
biomolecules.
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1 INTRODUGAO

A incorporagdo de antibidticos nas abordagens de tratamento clinico
representou um marco significativo na medicina ao longo do século XX (Katz;
Baltz, 2016). A utilizagdo desses compostos quimicos, provenientes tanto de
fontes naturais como sintéticas, para controlar microrganismos - especialmente
bactérias - através da indugdo da morte celular (bactericida) ou da interrupgéo do
seu crescimento (bacteriostatico), estabeleceu-se como um pilar fundamental no
tratamento de doencas infecciosas (Sengupta; Chattopadhyay; Grossart, 2013).

Além disso, a aplicagcdo desses antibidticos em doses sub-terapéuticas foi
amplamente empregada na pecuaria com o proposito de reduzir infecgbes
bacterianas, aprimorar a eficiéncia alimentar e o crescimento dos animais, além
de servir como promotores de crescimento (Niewold, 2007). Contudo, o uso
excessivo dessas substancias, tanto em seres humanos quanto em animais,
resultou na disseminagdo de linhagens bacterianas resistentes por meio de
mecanismos de selegcado (Ayukekbong; Ntemgwa; Atabe, 2017).

Ainda no ambito da aplicagdo na agropecuaria, a utilizagdo excessiva
desses medicamentos também acaba resultando na diminuicdo da microbiota
intestinal, o que, por sua vez, leva a uma redugdo na sintese de metabdlitos,
prejudicando assim os animais (Kirchelle, 2018). Nesse contexto, como destacado
por Mulani et al. (2019), a implementacdo de abordagens nao antibiéticas, como
bacteriofagos, peptideos  antimicrobianos (AMPs) e até mesmo
nanomedicamentos, se torna uma estratégia adicional no controle de patégenos.
Essas alternativas surgem como meios de lidar com a intensa presséo seletiva e
de reduzir o surgimento de cepas resistentes ou multirresistentes.

Nesse cenario, os peptideos com capacidade e acido antibidtica,
sintetizados ribossomicamente e conhecidos como bacteriocinas, apresentam um
grande potencial devido a sua atividade estavel, especificidade caracterizada e
baixa toxicidade (Gradisteanu Pircalabioru, 2021). As bacteriocinas séao
predominantemente produzidas por bactérias Gram-positivas, com destaque para
o grupo das bactérias acido-lacticas (BALs) (Mozzy; Raya; Vignolo, 2010). Esses

peptideos estdo sendo aproveitados em diversas industrias, como a de
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conservagao de alimentos (Felicio et al., 2015), principalmente porque sao
sintetizados para eliminar ou inibir o crescimento de outras bactérias, atuando
como uma forma de autopreservagao e/ou vantagem competitiva (Preciado et al.,
2016).

Assim, como proposto por Todorov et al. (2020), torna-se imprescindivel
conduzir investigagdes moleculares aprofundadas para verificar a presenga e a
variabilidade de genes relacionados a produgcdo de bacteriocinas. Essa
necessidade € ainda mais substanciada devido ao aumento constante no numero
de novos isolados sequenciados, resultando em bancos de dados em constante
crescimento, repletos de informagdes cruciais a serem analisadas (Hammami et
al., 2010).

Portanto, este estudo teve como objetivo empregar diversas ferramentas de
bioinformatica, bem como bancos de dados e métodos de genémica comparativa,
a fim de prever as possiveis bacteriocinas que podem ser encontradas em
Ligilactobacillus salivarius, buscando compreender a dindamica e a evolugao

desses genes dentro desse grupo de bactérias acido-laticas.

1.1 Controle bacteriano
Ao longo da histéria cientifica, um dos principais marcos do século XX foi a

descoberta dos antibidticos e suas aplicacbes terapéuticas no enfrentamento de
diversas doencas. Isso abriu caminho para o aumento da expectativa de vida e
para avangos significativos no tratamento de infec¢gées microbianas (Mohr, 2016).

No entanto, desde entdo, o uso inadequado e excessivo de compostos
antimicrobianos desempenhou um papel crucial na selegdo e desenvolvimento de
geragbes que apresentam resisténcia aos farmacos amplamente utilizados em
todo o mundo (Shallcross; Davies, 2014). Isso resultou na imunidade de inumeras
bactérias patogénicas e oportunistas aos antibidticos. Esse cenario ressaltou a
necessidade premente de desenvolver abordagens diversas para o tratamento
eficaz de doencas infecciosas (Wang et al., 2020).

Nesse contexto, os probidticos surgem como uma alternativa viavel e
segura em comparagao aos antibiodticos. Essa proposta surge dentre as

abordagens distintas ao método tradicional para enfrentar as pressdes seletivas
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causadas pelos antibidticos, resultando em uma maior resisténcia a diversos
patdgenos e aprimorando a eficacia da protegao intestinal nos animais, conforme
destacado por Ashaolu (2020). Essa relevancia decorre do aumento global da
preocupagao com o surgimento de bactérias resistentes aos antibidticos, o que
gera um interesse cada vez maior na exploragao de alternativas, como é o caso
dos probidticos.

Dessa forma, probidticos sdo caracterizados como "microrganismos vivos
que, quando administrados em quantidades apropriadas, proporcionam beneficios
a saude do hospedeiro" (Hill et al, 2014). Esses microrganismos,
majoritariamente bactérias ou leveduras, podem ser encontrados em alimentos
especificos, como produtos lacteos fermentados, assim como em suplementos
alimentares. Os géneros mais frequentemente utilizados para a producao de
probidticos sdo: Lactobacillus e Bifidobacterium (Zhang et al., 2020).

Em tal ambito, é importante ressaltar que entre esses fatores, os
microrganismos probidticos possuem uma definicido estabelecida pela
Organizacdo das Nacbes Unidas para Agricultura e Alimentagao (FAO) e pela
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) (2006), sendo reconhecidos como
microrganismos viaveis capazes de conferir vantagens a saude de seus
hospedeiros. Os probidticos promovem seus efeitos benéficos por meio de uma
variedade de mecanismos, incluindo:

I.  Exclusao Competitiva: Competem com as bactérias patogénicas no
intestino, impedindo sua colonizagdo (Bang et al., 2022). Assim,
esse mecanismo acaba sendo fundamental através do qual os
microrganismos probidticos exercem sua influéncia positiva na
saude intestinal. Esse processo se desenrola quando os probidticos,
ao serem introduzidos no trato gastrointestinal, entram em
concorréncia direta com as bactérias patogénicas presentes,
evitando a colonizagdo desses individuos nocivos (Barzegari et al.,
2020). A disputa se concentra principalmente em relagdo aos
nutrientes essenciais e aos sitios de ligagéo disponiveis no ambiente
intestinal (Bang et al., 2022).
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II.  Modulagdo da Resposta Imune: Estimulam o sistema imunoldégico,
aumentando a producdo de anticorpos e melhorando a defesa
contra infecgbes (Lu; Wang; Wu, 2022). A acao dos probiodticos na
modulagdo da resposta imune envolve uma ampla gama de
interagbes entre os microrganismos e as células do sistema
imunoldgico, como os macréfagos e os linfocitos (Azad et al., 2018).
Essas interacbes desencadeiam uma cascata de eventos que
culminam no aumento da produgao de anticorpos, que sao proteinas
vitais para o combate eficaz de infecgbes. Além de estimular a
producdo de anticorpos, os probidticos também influenciam a
atividade dos linfécitos T, células cruciais para a coordenagao da
resposta imune, resultando em uma resposta imune mais regulada
e eficiente (Azad et al., 2018).

lll.  Produgdo de Substancias Antimicrobianas: Algumas cepas
probidticas  produzem  substancias antimicrobianas, como
bacteriocinas, que inibem o crescimento de bactérias patogénicas
(Pereira et al., 2022).

IV. Reforgo da Barreira Intestinal: Fortalecem a barreira intestinal,
promovendo a produgcdo de muco (que desempenha um papel
crucial na defesa contra bactérias patogénicas, capturando esses
microrganismos prejudiciais e impedindo que eles alcancem as
células intestinais) e proteinas de jungédo (que s&o responsaveis por
manter as células intestinais unidas e formar uma barreira fisica
entre o interior do intestino e o restante do corpo), reduzindo a
capacidade das bactérias nocivas de penetrar na parede intestinal
(Gou et al., 2022).

Além de sua aplicagdo na medicina humana, a intensificagdo da agricultura
animal, aliada ao uso indiscriminado de antibidticos como impulsionadores de
crescimento, trouxe consigo uma segunda area de agravamento no tocante a
resisténcia microbiana a esses compostos. Essa resisténcia, sobretudo entre os

microrganismos patogénicos, foi acentuada. Nesse contexto, os probidticos se
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destacam como uma alternativa aos tradicionais impulsionadores de crescimento
na producdo animal (Arséne et al., 2021).

Os mecanismos que historicamente foram descritos como impulsionadores
do crescimento por meio do uso de antibidticos podem ter sua caracterizacéo
descrita por Niewold (2007). O autor apresenta esse fatores como capazes de
controlar infecgdes subclinicas, uma vez que doses baixas de antibidticos
conseguem suprimir infec¢gdes bacterianas subclinicas, que sdo comuns em
animais criados em sistemas intensivos. Ao reduzir a carga microbiana e a
resposta imunoldgica associada, os animais podem alocar uma quantidade maior
de energia para o crescimento.

Além disso, os antibidticos também seriam capazes de reduzir a inflamacgao
intestinal, o que pode ser benéfico para o crescimento. Isso ocorre ao diminuir a
abundancia de bactérias pro-inflamatérias ou ao influenciar diretamente as
respostas imunoldgicas. Essa redugédo da inflamagéo contribui para um aumento
na absor¢cdao e na utilizacdo de nutrientes, facilitando, assim, o processo de
crescimento. E interessante notar que esse modelo de ac&o, proporcionado pelos
antibioticos, também pode ser replicado por meio da manipulagao de probidticos.

Tarradas et al. (2020) discutem como os probidticos podem desempenhar
um papel semelhante ao dos antibidticos nesse contexto. Esses microrganismos
benéficos tém o potencial de modular a microbiota intestinal, reduzir a inflamacéao
e influenciar positivamente as respostas imunoldgicas. Assim como o0s
antibidticos, os probidticos podem contribuir para a reducdo das infecgdes
subclinicas e para a melhoria da absorcao de nutrientes. Portanto, a manipulagao
de probidticos oferece uma abordagem promissora para alcancgar resultados
comparaveis aos obtidos por meio dos antibidticos, mas de maneira mais
sustentavel e amigavel ao ecossistema.

Contudo, a falta de especificidade no mecanismo de acdo dos antibidticos
acabam sendo passivas a provocarem alteracbes negativas na microbiota do
organismo ao qual estdo sendo mediadas (Zhang; Chen, 2019). Isso pois, ha
muitas interagdes benéficas entre os macro e microrganismos, principalmente na
producdo de metabdlitos no trato gastrointestinal desses individuos, o que pode

limitar as vantagens acima citadas (Chen et al., 2022). Além disso, 0 uso néo
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direcionado pode levar a selecdo de cepas resistentes que significam um risco
para a saude desses individuos. Por isso, a acao mais especifica promovida por
probidticos € mais vantajosa levando em consideragdo essa abordagem (Nalla et
al., 2022).

O valor pratico também é refletido no mercado relacionado a sua producéo,
estimando-se que o mercado global de probidticos esteja avaliado em $57,8
bilhdes de ddlares em 2022, com previsdes que este valor atinja US $85,4 bilhdes
até 2027 (Research and Markets, 2022).

1.2 Bactérias acido laticas (BALS)
As bactérias acido laticas sdo um grupo de microrganismos que produzem

acido latico como principal produto metabdlico durante a fermentagao (Wang et
al., 2021). Devido a acidificagcdo, esses individuos ja encontram-se descritos na
literatura cientifica por serem capazes de evitar a deterioragcao dos alimentos e o
crescimento de agentes patogénicos (Hammes; Weiss; Holzapfel, 1992).

Devido a essa agao biologica, as BALs desempenham um papel importante
e utii como material de partida em multiplas aplicagdes, incluindo industrias
alimenticias, quimicas, cosméticas, farmacéuticas e de bebidas, devido as suas
diversas propriedades funcionais (Bangar et al., 2022). Essas bactérias sao
amplamente utilizadas na produgdo e preservacdo de alimentos fermentados,
como iogurte, queijos, carnes entre outros alimentos (Barcenilla et al., 2022).

O genoma das bactérias lacticas pode variar em tamanho, com valores
entre 1,15038 e 4,87232 Mb, e em média, elas contém aproximadamente 2.000
genes (Konig; Frohlich, 2017). Além disso, essas bactérias apresentam
plasmideos, tanto circulares quanto lineares, que estdo relacionados com
processos como a fermentacdo de carboidratos, atividades proteicas, producao
de bacteriocinas, mecanismos de protecao contra fagos e métodos de resisténcia
a antibidticos (Morelli; Von Wright, 2019).

As BALs formam um grupo diverso de microrganismos anaerobios
facultativos tolerantes a acidos e organismos fermentativos, do qual podem ser
encontradas bactérias dos géneros Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus,

Pediococcus, Oenococcus, Enterococcus e Leuconostoc (Mozzy; Raya; Vigolo,
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2010). De maneira geral, as BALs ocorrem naturalmente em meios que
apresentam um rico suprimento nutricional em sua composicéo (Konig; Frohlich,
2017). Esses individuos podem entdo acabar estando presentes em materiais sob
estado de decomposicdo de origem vegetal, em laticinios, produtos agricolas
como beterrabas, batatas, legumes em conserva, silagem e bebidas (Konig;
Frohlich, 2017). Além disso, podem ser encontradas difundidas em tecidos
distintos dos animais como nos tratos gastrointestinal e urogenital de humanos e
animais, bem como no solo e agua (Ruiz Rodriguez et al., 2019).

No entanto, algumas bactérias acido laticas podem ser patogénicas e
causar doencas em humanos, como Lactobacillus delbrueckii sub. bulgaricus, que
pode causar infecgbes prejudiciais em casos especificos envolvendo pessoas
com sistema imunologico comprometido (Cosimi et al., 2015; Korkmaz Kirakli;
Oztekin, 2017).

1.3 Bacteriocinas
As bacteriocinas podem ser entendidas como uma categoria extremamente

variada de peptideos bactericidas que sao produzidos por bactérias e arqueas.
Dentro desta classe, existem cerca de 230 moléculas distintas, com
aproximadamente 89% delas sendo sintetizadas por bactérias Gram-positivas,
enquanto apenas uma minoria, representada por 19 casos, é produzida por
bactérias Gram-negativas (Hammami et al.,, 2010; Dobson et al., 2012). Essa
diversidade ¢é resultado de distintos fatores, incluindo a origem genética,
caracteristicas bioquimicas, peso molecular, receptores celulares e interagbes
com o sistema imunolégico dos organismos alvo (Mokoena, 2017).

Esses componentes sdo encontrados em determinadas linhagens de
bactérias, como é o caso das BALs, e possuem a capacidade de inibir o
crescimento e eliminar microrganismos préximos ou distantes em termos
taxondmicos (Riley; Wertz, 2002). Inclusive, podem ser téxicas para os proprios
individuos que as sintetizam, e estes, por outro lado, se defendem por meio de
um conjunto de proteinas de imunidade. Isso resulta em um mecanismo de
protecdo especifico para as cepas intimamente relacionadas as bactérias
produtoras (Oppegard et al., 2007; Yang et al., 2014).
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Comparado ao uso tradicional de antibidticos, uma das caracteristicas
notaveis das bacteriocinas € sua marcante estabilidade em uma variedade ampla
de condigbes fisico-quimicas (Perez; Zendo; Sonomoto, 2014). Essa
caracteristica implica que elas mantém sua eficacia mesmo em ambientes
desafiadores, tais como os encontrados no corpo humano ou durante o
processamento de alimentos. Tal resiliéncia torna as bacteriocinas ainda mais
atrativas para exploragao e desenvolvimento de métodos de controle microbiano.
A razao é que elas podem ser aplicadas em uma gama diversificada de cenarios,
em contraste com os antibiéticos convencionais, que podem demonstrar menor
eficacia sob certas circunstancias.

A classificacdo definitiva dessas moléculas mostra-se, com base na
investigacao bibliografica, um fator ainda em discussao, apresentando distingboes
a depender dos autores que compreendem distintos padrdes em relagdo a
subdivisdo do grupo proteico.

Segundo as tendéncias mais recentes, as bacteriocinas sintetizadas por
bactérias Gram-positivas podem ser categorizadas em: classe | compreendendo
pequenos peptideos pds-traducionalmente modificados, subdivididos em classe la
(lantibioticos), classe Ib (labirintopeptinas) e classe Ic (santibidticos); classe Il
abrigando peptideos pequenos, estaveis ao calor e ndo poés-traducionalmente
modificados, que podem ser subdivididas em bacteriocinas da classe Ila (do tipo
pediocina), classe llb (bacteriocinas ndao modificadas formada por dois peptideos),
classe llc (bacteriocinas circulares) e classe lld (bacteriocinas ndo modificadas,
lineares e ndo semelhantes a pediocinas); e classe Il com peptideos termolabeis
maiores que 10 kDa (Darbandi et al., 2022).
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Tabela 1. Classes de bacteriocinas produzidas por bactérias Gram-positivas.

Classe

Exemplo

Mecanismo de agcao

Propriedades fisico-quimicas

IIb

lic

lld

Nisina

Mersacidina

Thuricina CD

Enterocina e
Sakacina G

Salivaricina P,
Lactacina-F e
Plantaricin NC8

Acidocina B

Bacteriocina
LS2 cadeia A e
B

Helveticina J e
Enterolisina A

Causa permeabilizagao
membranar ao inibir sua sintese
ou por meio da formacgéo de
poros

Esses peptideos podem inibir
enzimas cataliticas essenciais
para a sobrevivéncia de
bactérias suscetiveis

Ainda nao elucidado

Permeabilizacdo da membrana
por formacgao de poros

Permeabilizagdo da membrana
por formacgao de poros

Permeabilizacdo da membrana
por formacgao de poros

Permeabilizagdo da membrana
por formacgao de poros

Pode perturbar a captagéo de
glicose pelas células e perturbar
o potencial de membrana a
catalisando por hidrdlise

Lantibidticos (peptideos < 5 kDa contendo lantionina e B-metil lantionina). As modificagbes pés-traducionais
ocorrem por meio da proteina LamB (desidratagdo) e LanC (formag&o do anel), sendo exportada por LanT
e liberado do peptideo inicial por LanP resultando em um produto alongado, linear e flexivel. Tendo como
principal receptor lipidio Il

Bacteriocinas globulares e inflexiveis (< 5 kDa). Suas modificagbdes pés-traducionais ocorrem por LanM
(bifuncional—desidratagao e formacgao do anel), também sendo transportadas e processadas por LanT,
dessa vez apresentando-se como carregada negativamente ou sendo neutras

Sactibidticos (< 5 kDa). Peptideos apresentando ligagdes entre o enxofre dos residuos de cisteina com o
a-carbono em ligagdes cruzadas que sao catalisadas por radicais S-adenosilmetionina (SAM)

Pediocinas (< 10 kDa), bacteriocinas termoestaveis, lineares e flexiveis, com uma estrutura anfifilica e
apresentando uma regido N-terminal carregada com ligagao dissulfeto. Esses peptideos n&o apresentam
modificagdes pds-tradugao, apresentando como receptor a mannose permease

Bacteriocinas nao modificadas de dois peptideos (< 10 kDa). Consiste em dois peptideos complementares
diferentes cuja atividade antimicrobiana requerer essa sinergia entre os dois peptideos para formar um
complexo de poragao ativo, tendo como receptor elucidado UppP (Undeca Prenil pirofosfato fosfatase)

Bacteriocinas circulares (< 10 kDa). Peptideos ciclicos formados pela ligagao de seu terminal N ao terminal
C por meio de uma ligagdo amida (dobra de saposina) e tendo como receptor elucidado o transportador
ABC

Peptideo unico (< 10 kDa) ndo semelhante a pediocinas. bacteriocinas de também n&o modificadas e
lineares, incluindo bacteriocinas sec-dependentes, tendo como receptor elucidado a metallopeptidase

Peptideos hidrofilicos sensiveis ao calor (>10 kDa). O C-terminal contém um sitio de reconhecimento para
a célula alvo, enquanto o N-terminal tem homologia com endopeptidases envolvidas na sintese da parede
celular.

* Adaptado de Kumariya et al. (2019), Meade, Slattery e Garvey (2020), Simons, Alhanout e Duval (2020).
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A sensibilidade as bacteriocinas esta diretamente ligada a capacidade
desses compostos de interagir com a superficie celular, utilizando a
permeabilidade ao citoplasma e a formagdo de poros como seus principais
mecanismos (Dicks et al, 2018). A maioria das bacteriocinas possui
caracteristicas catibnicas e dimensdes inferiores a 10 kDa. Essa combinagao de
pequeno tamanho e carga, juntamente com variagdes nas propriedades
hidrofébicas e hidrofilicas, permite a elas se aderirem as células microbianas e
atravessarem membranas fosfolipidicas.

Como resultado, induzem a formagdo de poros nas membranas das
células alvo, causando danos as células bacterianas. Esse processo impacta a
integridade do ADN/ARN, a sintese de proteinas, a formagao da parede celular e
a atividade enzimatica (Meade; Slaterry; Garvey, 2020).

Embora a atividade antimicrobiana das bacteriocinas seja reconhecida ha
algum tempo, o exato modo de acdo de muitos desses peptideos ainda
permanece parcialmente esclarecido (Meade; Slaterry; Garvey, 2020).

Outros mecanismos de agao observados, acabam sendo exemplificados
com os lantibidticos globulares das bacteriocinas classe | que atuam na inibigao
de enzimas essenciais da célula-alvo, enquanto as bacteriocinas classe Ill tém
suas atividades através da lise de células sensiveis catalisando a hidrélise da

parede celular (Gabrielsen et al., 2014).

1.4 Ligilactobacillus salivarius
Anteriormente denominado como Lactobacillus salivarius, a espécie

Ligilactobacillus salivarius trata-se de uma bactéria gram positiva que produz
apenas acido latico do metabolismo de carboidratos, sendo encontrada
naturalmente entre outra fontes, em tecidos - cavidade oral, trato gastrointestinal e
urogenital (Pino et al., 2019) - e secrec¢des - leite (Martin et al., 2006, Guerrero
Sanchez et al., 2021).

Devido a recente reclassificacdo da familia Lactobacillaceae - a fim de
fornecer uma taxonomia estavel, essencial para a pesquisa académica, mas
também para fins médicos, nutricionais e ambientais - a classificagdo do grupo foi

recentemente revisada, L. salivarius deixou o género Lactobacillus para a
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constituicdo do novo taxon, Ligilactobacillus, apresentando-se como agrupamento
contendo 16 espécies de microrganismos com estilo de vida adaptado ao
hospedeiro vertebrado (Zheng et al., 2020).

Nesse contexto, os L. salivarius, € caracterizado como probiotico benéfico
para o sistema imunolégico de suinos (Zhou et al., 2020) e também relacionados
com a saude humana apresentando bons resultados em disturbios alérgicos e
doencas de pele (Guerrero Sanchez et al., 2021).

Em relagdao a sintese de bacteriocinas ndo modificadas das subclasses
lla, IIb e lld, elas tém demonstrado melhorar o estado imunoldgico e reduzir a
colonizagao por bactérias patogénicas na avicultura e suinocultura, favorecendo o
aumento da producdo animal (O'shea et al., 2011). Portanto, L. salivarius é
considerada uma uma promissora espécie de alto potencial probiético (Kumar,
2022).
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Identificar, anotar e comparar genes relacionados com a sintese de

bacteriocinas em Ligilactobacillus salivarius.

2.2 Objetivos especificos

e Realizar a analise pangendmica de L. salivarius com enfoque na predi¢céo
e estimativa da diversidade de bacteriocinas nesta espécie;

e Comparar, utilizando uma abordagem filogenética, as sequéncias de
bacteriocinas nas espécies de L. salivarius frente aos diferentes nichos de
isolamento;

e Investigar através da gendmica comparativa das regides codificadoras de
bacteriocinas, com a finalidade de propor quais os mecanismos genéticos estdo
associados com a aquisigao destes genes;

e Contribuir com a predigdo por homologia e comparagdo da estrutura

protéica das bacteriocinas identificadas e anotadas.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Obtengao das sequéncias genémicas de Ligilactobacillus salivarius
A obtencdo das sequéncias gendmicas envolveu um processo detalhado de

pesquisa. Inicialmente, realizamos um levantamento de genomas relacionados a
espécie L. salivarius por meio da plataforma "Genomes — NCBI Datasets"
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/datasets/genomes/). Essa etapa foi crucial para
coletar um conjunto representativo de dados genémicos que seriam fundamentais
para o nosso estudo.

ApoOs a coleta dos 216 genomas, nossa atencao se voltou para a avaliagao
da qualidade desses dados. Utilizamos a ferramenta CheckM v1.2.1 (Parks et al.,
2015) para conduzir uma analise criteriosa. Nossa avaliacdo se concentrou em
dois aspectos essenciais: a completude e o grau de contaminagcdo de cada
genoma. Definimos rigorosos padrées de qualidade, estabelecendo que os
genomas selecionados deveriam apresentar, no minimo, 80% de completude e
um maximo de 10% de contaminacéo.

Esses critérios de selecédo sao fundamentais para garantir a integridade e a
confiabilidade dos dados genémicos que seriam utilizados em nosso estudo.
Através desse processo de obtencdo e avaliagdo das sequéncias gendmicas,
pudemos estabelecer uma base para a pesquisa, assegurando a qualidade e a

representatividade dos dados utilizados em nosso trabalho.

3.2 Anotacgao e Analise Pangendémica
Uma vez concluida a filtragem das sequéncias genémicas, seguimos para

a etapa de anotagao utilizando a ferramenta Prokka v1.14.6 (Seemann, 2014).
Essa fase é de extrema importancia, pois a anotagdo gendmica fornece
informacdes valiosas sobre os genes presentes nas sequéncias, suas fungoes e
suas localizagdes no genoma. Essas anotagdes detalhadas servem como alicerce
para analises subsequentes e ajudam a compreender a diversidade genética da
especie L. salivarius.

Com as anotacbes genbmicas em maos, prosseguimos com a
determinagcdo do pangenoma da L. salivarius. Para isso, utilizamos o Panaroo

v1.3.0 (Tonkin-Hill et al., 2020), uma ferramenta especializada em identificar o
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conjunto de genes presentes em todas as cepas de uma mesma espécie,
conhecido como o pangenoma. Além disso, empregamos a ferramenta Panstripe
(Tonkin-Hill et al., 2023) para realizar uma analise minuciosa das taxas de ganho
e perda de genes ao longo da evolugao, revelando informagdes cruciais sobre a
dindmica gendmica da L. salivarius.

Para enriquecer ainda mais nossa analise, compilamos informacgdes
complementares referentes aos genomas em um conjunto de dados abrangente.
Essas informagdes incluiam detalhes sobre a origem, a cepa, a completude e a
contaminagao de cada genoma, que foram organizadas e apresentadas na Tabela
Suplementar. Essa tabela serviu como um recurso de referéncia valioso ao longo
da pesquisa, proporcionando contexto e informagbes adicionais sobre os

genomas estudados.

3.3 Predigao das areas de interesse (AOIl) e analises comparativas
A ferramenta BAGEL4 (http://bagel4.molgenrug.nl/) (Van Heel et al., 2018)

foi utilizada para a predigdo das regides codificadoras de bacteriocinas, sendo
essas as sequéncias alvo de interesse para este estudo.

O processo de predigao € guiado pelos dominios proteicos identificados,
sendo assim analisada as regides/areas de interesse (AOI), contando com um
banco de dados que apresenta classificagdes para bacteriocinas em trés grupos:
classe 1 (modificadas); classe 2 (ndo modificadas) e classe 3 (>10 kD). As
bacteriocinas identificadas foram alinhadas pelo programa MAFFT v7.487 (Katoh;
Standley, 2013) e os dominios e motivos proteicos de cada bacteriocina
identificada foram visualizados pelo CLC Genomics Workbench 22.0 (QIAGEN).

A sintenia das AOIl foi determinada usando a ferramenta clinker &
clustermap.js v0.0.27 (Gilchrist; Chooi, 2021) considerando um banco de dados
construido a partir do repertério utilizado pelo BAGEL4, como também dados
referentes ao ADN plasmidial presente no NCBI
(https://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/refseq/plasmid/) para maximizar a anotagao.
As imagens geradas foram entdo editadas manualmente com o Inkscape

(https://inkscape.org).
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3.4 Analise filogenenémica
A andlise filogendmica de L. salivarius, foi inferida por meio dos genes

centrais de copia unica identificados com BUSCO v5.4.2 (Simao, 2014), com base
no banco de dados lactobacillales _odb10.

Os resultados obtidos neste procedimento foram utilizados para a
construcdo de uma supermatriz com a pipeline BUSCO_Phylogenomics
(https://github.com/jamiemcg/BUSCO _phylogenomics). A arvore filogendmica de
maxima verossimilhanga (ML) foi construida usando IQ-TREE v2.1.3 (Nguyen,
2015) pelo modelo WAG+F+R7 de acordo com os critérios AIC (Akaike, 1974),
por meio do software ModelFinder (Kalyaanamoorthy et al., 2017) incluido no
IQ-TREE com 1.000 réplicas rapidas de bootstrap. As cepas de Lactococcus lactis
G121 (NZ_CP053671.2), UC11 (NZ_CP015904.1), 111403 (AE005176.1) e KF147
(NC_013656.1) foram usadas como grupo externo. O desenho da arvore foi
realizado pelo iTOL v5 (Letunic; Bork, 2021), sendo associados os metadados

gendmicos coletados e anotagbes como recursos externos.

3.5 Modelagem molecular da bacteriocinas
Para a modelagem das bacteriocinas identificadas por nosso estudo,

utilizamos o algoritmo AlphaFold 2 (Jumper et al., 2021), que é capaz de prever a
estrutura tridimensional de proteinas com alta preciséo a partir de sua sequéncia
de aminoacidos. Para refinar as modelagens obtidas a web ferramenta
GalaxyRefine (Heo; Park; Seok, 2013), que é capaz de melhorar a precisao das
estruturas de proteinas geradas por outros softwares de modelagem, foi utilizada.

A predigdo estrutural da bacteriocinas foi avaliada pela submissdo da
mesma a plataforma SAVES 6.0 (https://saves.mbi.ucla.edu/) e analise do grafico
de Ramachandram, gerado com PROCHECK para analise de qualidade
estereoquimica (Laskowski et al., 1993; Paul; Saikat, 2021). Além disso, as
caracteristicas fisico-quimicas das bacteriocinas foram preditas por meio da

ferramenta ProtParam (Wilkinson et al., 1992).
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4 RESULTADOS

4.1 Andlise do pangenoma de L. salivarius
Foram obtidos 216 genomas de L. salivarius apresentando casos onde

encontram-se unicamente armazenados no repositorio do GenBank/Refseq. A
qualidade da montagem desses genomas variou desde o nivel scaffold até
genomas completos. Ao analisar a origem dos isolados, foi possivel observar que
grande parte foi oriundo de estudos realizados na China (87), Coreia do Sul (55),
Estados Unidos (22), Japao (9), Republica Tcheca (7), Espanha (4), Russia (3),
Reino Unido (3), Canada (3), Franga (2), Taiwan (2), Dinamarca (2), Alemanha
(2), Austria (1), Mogambique (1), Irlanda (1), Tunisia (1), Italia (1), Argentina (1),
Chile (1), Tailandia (1), Polénia (1), Cazaquistdo (1), india (1), Eslovénia (1) e dois
casos nao identificados.

Isolated

Figura 1. Distribuicdo dos genomas de L. salivarius depositados no banco de consultado. Fonte: o
autor, 2023.

As analises comparativas referentes aos 216 genomas de L. salivarius
encontrados mostraram um conjunto de dados que incluiu 22 genomas

completos, os quais apresentaram uma completude média de 99,33%. Além
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disso, também foram analisados 194 genomas em estagio inicial de montagem,
que apresentaram uma completude média de 98,85%. Desse total, identificamos
21 desses genomas com montagens de plasmideos, em um total de 21. No
entanto, um dos genomas draft demonstrou uma contaminacgéao significativa, com
uma taxa superior a 30%. Em média, temos 1766,64 genes por genoma de L.
salivarius. Esses resultados fornecem uma visdo abrangente da diversidade
gendmica presente nessa amostra.

Como dito anteriormente, apés a checagem em relacdo aos dados de
completude e contaminagdo dos genomas, 215 cepas foram elencadas como
aptas para darem continuidade as analises e, consequentemente, montagem do
pangenoma para L. salivarius.

O pangenoma de referéncia da espeéie € composto por 6.764 genes,
sendo que 903 genes pertencentes ao grupo de core genes. Além disso, foram
classificados 406, 1031 e 4424 genes como sendo pertencentes ao grupo de
soft-core genes, shell genes e cloud genes, respectivamente. Através da
observacdo da curva de acumulagdo apresentada (Figura 3A) pode-se
argumentar, mesmo com um aparente quadro estavel de ganho e perda de genes
visualizado de forma seguida do grafico filogenético das cepas (Figura 3B), que

ha um cenario de pangenoma aberto.
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Figura 2. Resultados obtidos pelo pré e pos processamento do pangenoma de L. salivarius. Nos graficos A e B podemos notar, respectivamente, a
distribuicdo no numero de scaffolds/contigs e a distribuicdo no numero de genes entre as cepas trabalhadas. Ja no grafico C, uma projegao frente uma
escala multidimensional das distancias de Mash aos pares, indicando uma forte ligagdo entre os genomas analisados, reforgando a confiabilidade em

relacéo a classificacao de tais cepas. Fonte: o autor, 2023.
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Figura 3. Em A, encontra-se a curva de acumulagdo de pangenomas que indica a diversidade acessoéria em fungdo do numero de novas amostras -
genomas - adicionados. J& em B, nota-se a associagdo grafica entre a filogenia de L. salivarius e processos de ganho e perda de genes, que indicam uma

certa estabilidade mesmo nos ramos terminais da arvore. Fonte: o autor, 2023.
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4.2 Anotacao do pangenoma de L. salivarius
A anotacao do pangenoma de referéncia revelou que a maioria dos genes

encontrados estdo associados a fungdes desconhecidas (S). Os outros COGs
proeminentes s&o: replicagdo, recombinagao e reparo (L); biogénese da parede
celular/membrana/envelope (M); transcricdo (K); mecanismos de defesa (V);
transporte e metabolismo de carboidratos (G); e transporte e metabolismo de
aminoacidos (E), dispostos em ordem decrescente de frequéncia, com todos
apresentando representatividade maior que 5% entre todos os COGs
encontrados. Em contraste, as categorias com frequéncias mais reduzidas sao
biossintese de metabdlitos secundarios, transporte e catabolismo (Q), motilidade
celular (N) e estruturas extracelulares (W), também dispostos em ordem
decrescente e com representatividade menor que 1% entre todos os COGs
(Figura 4A).

Por meio da analise dos genomas de L. salivarius obtidos, foram
identificados 17 tipos de bacteriocinas sintetizadas por esse grupo, sendo
distribuidos nas trés classes utilizadas pelo sistema da ferramenta BAGEL4,
sendo que, em apenas dois casos (menos de 1% dos genomas), nao
apresentaram predi¢cées para genes codificadores de bacteriocinas (Figura 4B).
Assim, de uma forma geral, a presenca de tais proteinas no grupo se mostra
muito evidente, bem como diverso, haja vista que o conteudo génico para esses
fatores encontra-se altamente variavel, com uma média aproximada de 2,85 AOI
por genoma. Esses achados sao compativeis com o conceito de genomas
dindmicos em relagao ao conteudo de bacteriocina.

Em relacdo as frequéncias obtidas, os genes referentes a proteina
Enterolisina A - predita por meio do BAGEL4 em duas formas, a Enterolisina A |
(ou 63.3 pelo seu ID no banco de dados da ferramenta, 343 aa) vinculada a
espécie Enterococcus faecalis e a Enterolisina A Il (64.3, 213 aa) encontrada em
Lactobacillus acidophilus; representou, somando suas duas predi¢des, 55,84%
das regides codificadoras de bacteriocinas para os genomas obtidos, em
sequéncia, Salivaricina P (cadeia a), Salivaricina P (cadeia b) e Nisina F,
encontraram-se também apresentando uma forte representatividade, estando
presente em mais de 5% das AOI identificadas. Em contrapartida, Lactacina-F
(lafX), Acidocina LF221B (Gassericina K7 B/9 Helveticina J, Estreptina e Sakacina
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G skgA2, em ordem decrescente, foram as bacteriocinas com as frequéncias
inferiores entre as encontradas, estando presente em menos de 1% dos genomas

analisados.
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Figura 4. A. Grafico das frequéncias apresentadas pelos agrupamentos

(COGQG), obtidos pela anotacao funcional do pangenoma de referéncia de L.

de Genes Ortélogos

salivarius. B. Grafico

das frequéncias dos genes codificadores de bacteriocina, bem como genes associados a essas

proteinas, preditos através da anotagdo por meio da ferramenta BAGEL4 e curadoria manual.

Fonte: o autor, 2023.
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Figura 5. Heatmap dos coeficientes de correlagdes para presengca e auséncia dos genes
codificadores de bacteriocinas e associados preditos nos isolados de L. salivarius. Fonte: o autor,
2023.

A andlise de correlagdes permitiu identificar que existe uma maior
correlagcao entre os genes LS2 cadeia alfa e LS2 cadeia beta, ocorrendo de forma
conjunta de maneira significativa, bem como nos casos entre as bacteriocina
plantaricina S alfa e beta e Salivaricina P cadeia alfa e beta (Figura 5).

O resultado em relagcdo ao genes associados com as bacteriocinas
indicaram uma correlagédo entre a presenga conjunta entre os genes LanB, LanC,
Lank e LanR - genes responsaveis pelas modificacbes e alteragbes

pos-traducionais das bacteriocinas - estando intimamente ligados com a presenga
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da Nisina F, algo esperado por se tratar de uma bacteriocina de classe | que
apresenta em sua dindmica de formagao modificagdes desse tipo.

A composi¢cdo de aminoacidos, instabilidade e demais caracteristicas
fisico-quimicas das proteinas preditas foram obtidas pela ferramenta ProtParam e
esquematizadas em uma tabela (Tabela 2).

Por meio delas pode ser calculado, levando em consideragao a sequéncia
de aminoacidos identificados e suas respectivas massas moleculares dos
componentes da predicdo analisada, o peso molecular de sua estrutura - sendo
medido em Dalton. Os resultados indicaram uma grande plasticidade e
corroboracdo com a classificacdo desses peptideos em relacdo a seu peso
molecular, como podemos ver os representantes de classe 2 possuindo valores
menores a 10 kDa e de classe 3 maiores que 10 kDa.

Em relacdo ao indice de instabilidade, que apresenta uma estimativa
referente ao padrao de estabilidade manifestado pela estrutura predita - no qual
valores menores que 40 indicam estabilidade da proteina e superiores a esse
valor sugerem o oposto (Gasteiger et al., 2005); apenas a sequéncia de nisina-F e
plantaricina NC8 alfa demonstraram valores considerados instaveis (49,19 e
47,25, respectivamente), demonstrando uma caracteristica esperada para esse
grupo de proteinas.

Além disso, o indice alifatico - sendo esse definido como determinante do
volume relativo ocupado pelas cadeias laterais alifaticas, tais quais alanina,
valina, isoleucina e leucina, onde valores mais elevados tendem a ser mais
termoestaveis (Guruprasad et al., 1990) apresentou outro resultado interessante.
Segundo as estimativas com valores positivos encontrados, podemos notar que

ha termoestabilidade como caracteristica entre as proteinas preditas.
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Tabela 3. Caracteristicas fisico-quimicas obtidas pelo ProtParam para as bacteriocinas preditas com base na sequéncia modelo usada para modelagem.
Fonte: o autor, 2023.

Bacteriocin Amino acid Molecular  Theoretical  Extinction Instability Aliphatic Grand Average of
residues weight pl Coefficient index index Hydropathicity
(Da)

Acidocina LF221B (Gassericina K7 B) 32 3315,58 4,31 5.500 11,98 76,25 -0,350
Bacteriocina LS2 cadeia a 45 4185,82 9,31 1.490 17,00 69,56 0,560
Bacteriocina LS2 cadeia b 52 5269,01 10,33 11125 -1,17 65,96 0,16

Enterolisina A | 175,00 19181,13 6,02 28420 10,45 71,77 -0,406
Enterolisina A I 155,00 16911,82 5,79 25440 3,44 75,42 -0,221
Helveticina-J 292 32807,49 6,59 55350 22,83 77,53 -0,64
Nisina F 37 3805,55 9,01 1740 49,19 63,24 0,295
Lactacina-F (lafA) 53 4989,71 8,03 8605 20,79 77,55 0,664
Lactacina-F (lafX) 50 5355,98 4,64 6990 20,53 87,6 -0,03
Mr10b 34 3916,8 9,88 6990 25,79 97,65 0,132
Plantaricina NC8 alfa 33 4074,68 9,6 18450 47,25 62,12 -0,755
Plantaricina S alfa 29 3059,61 10,28 8400 14,76 121,38 0,638
Plantaricina S beta 24 2500,84 5,99 1490 8,7 109,58 0,562
Salivaricina P (cadeia a) 67 6537,81 6,01 125 18,46 101,94 0,797
Salivaricina P (cadeia b) 68 6721,58 8,8 12615 27,71 73,24 0,084
Streptina 46 5207,08 8,55 7115 30 82,61 -0,363

Sakacina G skgA2 41 4616,13 9,24 25105 22,73 45,12 -0,578
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4.3 Alinhamento das predigcoes
Com as bacteriocinas preditas, foi realizado um alinhamento pela

ferramenta MAFFT, conferindo as divergéncia entre as sequéncias obtidas. Por
meio da analise destes, percebemos que ha uma conservacgao entre as predi¢des
para as distintas cepas de L. salivarius, como pode ser observado nos casos das
bacteriocinas nisina F (Figura 6), Mr10b (Figura 7) e (LafA) (Figura 8) com
destaque para este ultimo exemplo onde notamos uma inser¢do de 3 e 10
aminoacidos nas cepas An84, T3, CCuG44481 e KZ-NCB. Em contrapartida,
vemos em casos como da enterolisina A | (Figura 9), bacteriocina mais predita
entre os demais grupos, um contexto mais diversificado em termos mutacionais

entre as sequéncias encontradas.



Consensus
Identity

10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.
24,
25.
26.
27.
28.
29,
30.
31.
32.
33.
34,
35.
36.
37.
38.
39.
40.
41.
42.
43,
44,
45,
46.
47.
48.
49,
50.
51.

Lsalivarius_FGDLZ35_2_NZ_VSVU01000001_50.4363.A01_01
Lsalivarius_FGSYC2M4_2_NZ_VSVT01000001_17.4376.A01_01
Lsalivarius_FHNXY27_L3_NZ_VSVR01000001_37.4479.A01 01
Lsalivarius_FJLHD10M2_NZ_VSVP01000001_23.4527.A01_01
Lsalivarius_FJLHD14M6_NZ_VSVO01000001_35.4553.A01_01
Lsalivarius_FJLHD16M3_NZ_VSVN01000001_42.4560.A01_01
Lsalivarius_FJLHD25M7_NZ_VSVK01000001_23.4666.A01_01
Lsalivarius_FJLHD27M4_NZ_VSVJ01000001_9.4691.A01_01
Lsalivarius_FJLHD2M8_NZ_VSVI01000001_12.4731.A01_01
Lsalivarius_FJLHD32M4_NZ_VSVHO01000001_59.4761.A0I_01
Lsalivarius_FJLHD4M1_NZ_VSVG01000001_12.4830.A01_01
Lsalivarius_FJSWX10_2_NZ_VSVD01000001_45.4915.A01_01

Lsalivarius_FNMGHLBE11_L1_2_NZ_VSVB01000001_37.4988.A0_...
Lsalivarius_FNMGHLBE13_L1_NZ_VSVA01000001_33.5000.A0I_01
Lsalivarius_FNMGHLBE8_L1_NZ_VSUY01000001_27.5055.A01_01

Lsalivarius_FNXYC6M7_NZ_VSUX01000001_23.5085.A01_02
Lsalivarius_FWXBH18_5 NZ_VSUS01000001_2.5153.A0I1_02
Lsalivarius_FWXBH2_2_NZ_VSUR01000001_69.5198.A01_02
Lsalivarius_FWXBH25_3_NZ_VYSUQ01000001_50.5174.A0I_02
Lsalivarius_FWXBH35_2_NZ_YSUO01000001_220.5234.A01_02
Lsalivarius_FWXBH4_1_NZ_VSUNG1000001_98.5310.A0I_02
Lsalivarius_FWXBH9_2_NZ_VSUMO01000001_75.5335.A0I_01
Lsalivarius_FXJCJ23M1_NZ_VSUL01000001_34.5357.A01_02
Lsalivarius_FXJCJ7_2_NZ_VSUK01000001_23.5391.A0I_01
Lsalivarius_FXJCJ9_2_NZ_VSUJ01000001_30.5435.A0I_02
Lsalivarius_FXJKS17M7_NZ_VSUI01000001_45.5466.A01_02
Lsalivarius_FX|SW2_3_NZ_VSUF01000001_39.5578.A01_01
Lsalivarius_FXJWS41_2_NZ_VSUE01000001_27.5606.A01_01
Lsalivarius_FX]WS6M4_2_NZ_VSUD01000001_5.5638.A01_02
Lsalivarius_FYNLJ23_2_NZ_VSTZ01000001_36.5792.A01_01
Lsalivarius_FZJTZ13M4_NZ_VSTX01000001_23.5855.A01_02
Lsalivarius_FZJTZ27M6_2_NZ_VSTV01000001_12.5910.A01_02
Lsalivarius_FZJTZ28M4_NZ_VSTU01000001_23.5940.A0I_02
Lsalivarius_FZJTZ69_1_NZ_VSTS01000001_33.5970.A01_01
Lsalivarius_HN24_2 _NZ_VSTP01000001_30.6131.A0I_01
Lsalivarius_HN26_4_NZ_VSTO01000001_39.6152.A0I_01
Lsalivarius_NT15_1_NZ_VSTM01000001_23.8761.A0I_01
Lsalivarius_NT64_1_NZ_VSTIO1000001_12.8867.A01_02
Lsalivarius_SRR7721880_CAJ)JZ010000001_5.9057.A01_02
Lsalivarius_VA40_10_NZ_JAAJBNO10000010_3.9426.A01_02
Lsalivarius_NT62_5_NZ_VSTJ01000001_21.8855.A01_02
Lsalivarius_OM08_20_NZ_QSTB01000001_34.8876.A01_01
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1
VIEMSVNDF KIEDIEVKM SKEESTNSNY SVKIITSYSECTPGCK TGAEMGCTMK TASCGCHVHIISK

SVNDF KIEDIEVKMSKESTNSNYSVKIETSYSECTPGCK TGAEMGCTMK TASCGCHVHIISK
SVNDF KIEDIEVKMSKESTNSNYSVKIETSYSECTPGCK TGAEBMGCTMK TASCGCHVHISK
SVNDF KIEDIEVKVSKEESTNSNYSMKIITSYSIECTPGCKTGAEMGC TMK TASCGCHMHISK
SVNDF KIEDIEVKV SKEESTNSNYSMKIITSYSIHCTPGCKTGAEBMGC TMK TASCGCHMHIISK
SVNDF KIEDIEVKVSKESTNSNYSVKITSYSIMCTPGCK TGAEBMGCTMK TASCGCHWHIISK
SVNDF KIEDIEVKMSKESTNSNYSVMKITSYSICTPGCK TGAEMGC TMK TASCGCHMHIISK
SVNDFKIEDIEVKVMSKESTNSNYSVKIETSYSHECTPGCKTGAEMGCTMK TASCGCHWVHIISK
SVNDFKIEDIEVKVSKIESTNSNYSVKIETSYSECTPGCKTGAEBMGCTMK TASCGCHWVHIISK
SVNDF KIEDIEVKMSKESTNSNYSVKIETSYSECTPGCKTGAEMGCTMK TASCGCHVHISK
SVNDFKIEDIEVKMSKESTNSNYSVKIETSYSHECTPGCKTGAEBMGCTMK TASCGCHWVHIISK
SVNDFKIEDIEVKMSKESTNSNYSVKIETSYSHECTPGCK TGAEBMGCTMK TASCGCHVHIISK
SVNDF KIEDIEVKVMSKEESTNSNYSVKIETSYSECTPGCK TGAEMGCTMK TASCGCHWHIIS K
SVNDF KIEDIEVKMSKESTNSNYSVKIETSYSECTPGCK TGAEBMGCTMK TASCGCHVHIISK
SVNDFKIEDIEVKMSKESTNSNYSVKIETSYSECTPGCK TGAEBMGCTMK TASCGCHVHIISK
SVNDF KIEDIEVKVSKIESTNSNYSMKIITSYSHCTPGCKTGABMGC TMK TASCGCHMHISK
SVUNDF KIEDIEVKVSKIESTNSNYSMKIITSYSIECTPGCKTGAEBMGC TMK TASCGCHMHII SK
SVNDF KIEDIEVKMSKESTNSNYSVKITSYSIMCTPGCKTGAEMGC TMK TASCGCHMHIISK
SVNDFKIEDIEVKVMSKESTNSNYSVKIETSYSECTPGCKTGAEMGCTMK TASCGCHVHIISK
SVNDFKIEDIEVKMSKESTNSNYSVKIETSYSECTPGCKTGAEMGCTMK TASCGCHVHIISK
SVYNDF KIEDIEVKMSKEESTNSNYSMKIITS Y SIHCTPGCKTGAEMGC TMK TASCGCHVMHI SK
SVNDF KIEDIBVKMSKEESTNSNYSVKIETSYSECTPGCK TGAEBMGC TMK TASCGCHWHIISK
SVNDFKIEDIEVKMSKESTNSNYSVKIETSYSHECTPGCK TGAEBMGCTMK TASCGCHVHIISK
SVNDF KIEDIEVKMSKESTNSNYSVKITSYSIECTPGCK TGAEMGCTMK TASCGCHVHIISK
SVNDF KIEDIEVKM SKIESTNSNYSMKIITSYSICTPGCKTGAEBMGC TMK TASCGCHMHISK
SVNDFKIEDIEVKMSKESTNSNYSVKITSYSECTPGCK TGAEBMGCTMK TASCGCHWVHIISK
SVNDFKIEDEVKVSKESTNSNYSMKIITSYSECTPGCKTGAEMGC TMK TASCGCHMHI SK
SVYNDF KIEDIEVKV SKEESTNSNYSMKIITSYSIHCTPGCKTGABMGC TMK TASCGCHMHISK
SVUNDF KIEDIEVKVMSKIESTNSNYSMKIITSYSIECTPGCKTGAEMGC TMK TASCGCHMHI SK
SVNDFKIEDIEVKMSKEESTNSNYSVKIETSYSECTPGCKTGAEMGCTMK TASCGCHWVHISK
SVNDFKIEDIEVKVMSKESTNSNYSVKIETSYSHECTPGCKTGAEBMGCTMK TASCGCHWVHIISK
SVYNDF KIEDIEVKMSKEESTNSNYSMKIITS Y SICTPGCKTGAEBMGC TMK TAS CGCHVMHIISK
SVNDF KIEDIEVKVMSKEESTNSNYSVKIETSYSECTPGCK TGAEMGC TMK TASCGCHWVHIISK
SVNDF KIEDIEVKMSKESTNSNYSVKIETSYSECTPGCK TGAEBMGCTMK TASCGCHVHIISK
SVNDF KIEDIEVKVSKIESTNSNYSMKIITSYSIECTPGCKTGAEMGC TMK TASCGCHMHISK
SVNDF KIEDIEVKV SKEESTNSNYSMKIITSYSIHCTPGCKTGAEBMGC TMK TASCGCHMHIISK
MSVNDF KIEDIEVKVSKEESTNSNYSVYKIITSYSICTPGCK TGAEBMGC TMK TASCGCHVHI SK
MSVNDF KIEDIEVKVSKIESTNSNYSMKIITSYSICTPGCKTGAEMGC TMK TASCGCHMHI'SK
MSVNDF KIEDIEVKVSKESTNSNYSVKITSYSIMCTPGCKTGAEBMGC TMK TASCGCHVHISK
MSVNDF KIEDIEVKVSKIESTNSNYSMKIITSYSICTPGCKTGAEMGC TMK TASCGCHMHISK
MSVND F KIEDIBVKMSKESTNSNY SMKIETSYSIECTPGCK TGAEMGC TMK TASCGCHMHIISK
MSVNDF KIEDIEVKMSKEESTNSNY SVKIITSY SHCTPGCKTGABMGC TMKTASCGCHMYISK

VIEMITTENWE - - -IBVKM SKEESTNSNY SVKIITSYSECTPGCK TGAEBMGC TMK TASCGCHVHIISK

Figura 6. Alinhamento obtido para as sequéncias preditas de nisina F em L. salivarius. Fonte: o autor, 2023.
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1 10 20 30 34
Consensus MSALEAKETAKFGYKKIMQL | GEGWTVNQ IEKMF K
Identity
1. Lsalivarius_A19_NZ_JAEHNS010000054_44.626.A01_01 MSALCAKEITAKFGYK K
2. Lsalivarius_AER36_NZ_JAINRO010000001_24.853.A01_01 MSALEAKETAKFGYK K
3. Lsalivarius_BCRC12574_NZ_CP024063_4.1596.A01_01 MSAEAKIETAKFGYK K
4, Lsalivarius_BRZ_GP_CALVFD010000001_31.1651.A0I_01 MSALAKLETAKFGYK K
5. Lsalivarius_C2_NZ_VCMO001000001_17.1693.A0I_01 MSAEAKETAKFGYK K
6. Lsalivarius_C3_NZ_VCYF01000001_17.1719.A0I1_01 MSAEAKETAKFGYK K
7. Lsalivarius_DSM20554_NZ_NBEMO01000001_27.2482.A01_01 MSALEAKETAKFGYK K
8. Lsalivarius_JCM1046_NZ_CP007646_2.6284.A01_01 MSAEAKEITAKFGYK K
9. Lsalivarius_JCM1047_NZ_NBEF01000001_39.6287.A0I1_01 MSAEAKEITAKFGYK K
10. Lsalivarius_NCIMB8817_NZ_NBDY01000001_11.8716.A0I_01 MSAETAKEITAKFGYKKIMQL I GEGWTVNQ IEK K
11. Lsalivarius_T3_NZ_JAEHNU010000052_25.9211.A0I_01 MSALAKLEITAKFGYKKIMQL I GEGWTVNQ I EK K
12. Lsalivarius_ZLp4b_NZ_CP062071_3.9912.A0I_01 MSALCTAKETAKFGYKKIMQL I GEGWTVNQ IEK K

Figura 7. Alinhamento obtido para as sequéncias preditas de Mr10b em L. salivarius. Fonte: o autor, 2023.

.] WIO 2.0 3.0 4.0 S.O 6‘ 0 7‘0 7'.6
Consensus MITMMDKK F TVIETECEEAKVDGG - - -KGSSYNA---------— GEGGAIIFGVPCAMIGAHYAPIIGWTIMTGATGGF
identity I N I T T
1. Lsalivarius_An813_NZ_JACJJO010000010_69.1398.A01_01 MISIMMD K K F TV TECEBAKYDGG - - -KGS SYMT---------~ GEGGAII FGVP CAMIGAHYAPIGWTIIV TGATGGF
2. Lsalivarius_CCuG47171_NZ_NBEQO1000001_54.1894.A01_01 MISIMMD K K F TVIE TECEEAKVDGG - - -KGS SYMT---------- GIEGGAII F GMP CAMIGAHY APHIGWTIIV TGATGGF
3. Lsalivarius_IM849_NZ_CAKMBQ010000001_3.6169.A01_01 MISIMMDK K F TMETECEBEAKVDGG - - ~-KGSSYMT-------- -~ GIEGGAII F GV P CAMIGAHY APHIGWTIIV TGATGGF
4. Lsalivarius_FZ|TZ13M4_NZ_VSTX01000001_23.5855.A01_01 M1 TMMD K K F TVE TECEEAKVYDGG - - ~KGSSYMA--------- - GIEGGAII F GMP CAMIGAHYAPIIGWTIIV TGATGGF
5. Lsalivarius_FZJTZ27M6_2_NZ_VSTV01000001_12.5910.A01_01 M1 TMMDK K F TVETECEEAKVDGG - - ~KGSSYMA -~ —~-- -~~~ GIGGAII FGVP CAMIGAHYAPIIGWTIIV TGATGGF
6. Lsalivarius_FZJTZ28M4_NZ_VSTU01000001_23.5940.A01_01 MITTMMDK K F TVE TECEEAKVDGG - - ~KGSSYMA- -~~~ -~ - -~ GIEGGAII F GMP CAMIGAHY APIIGWTIIV TGATGGF
7. Lsalivarius_FZJTZ69_1_NZ_VSTS01000001_33.5970.A01_02 M- TMMDK K F TVE TECEEAKVDGG - - -KGS SYMA---------- GIIGGAIN F GV P CAMIGAHYAPHIGWTIIV TGATGGF
8. Lsalivarius_An84_NZ_NFHF01000001_67.1449.A01_01 IEINID KIEIF TV TECBAKYDGGKGSKGS S YWAGF AS AAIIAGTGIEGGAN CGY P CAMIIGAH Y APIIGWTIIV TGATGGF
9. Lsalivarius_An84_NZ_NFHF01000001_67.1449.A01_02 MIIMMD KIEF TVIE TECEEAKYDGGKGSKGS S YMAGF AS AAIIAGTGIEGGANI CGY P CAMIGAHY APIIGWTIIV TGATGGF

10. Lsalivarius_T3_NZ_JAEHNU010000052_87.9220.A01_01
11. Lsalivarius_CCuG44481_NZ_NBES01000001_41.1787.A01_01
12. Lsalivarius_KZ_NCB_NZ_JACBGJ010000001_17.8284.A01_01

MITMMDKEF TVETIECEEAKVDGGKGSKGS S YMAGFASAATAGTGIEGGAIICGVPCAMIGAHYAPIIGWTIIVTGATGGF
MITMMDKEF TVETECEBEAKVDGGKGSKGS S YNAGFASAATAGTGEGGETCGVP CAMIGAHYAPIIGWTIVTGATGGF
MITIMMDKIEF TVETECEEAKVDGGKGSKGS S YWAEF ASAATAGTGEGGAT CGVP CAMIGAHY APIIGWTIIV TGATGGF

Figura 8. Alinhamento obtido para as sequéncias preditas de lactacina-F (lafA) em L. salivarius. Fonte: o autor, 2023.
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209, Lsalivarius_PWXBH25_3_NZ_VsSUQO01000001_3.5185.A01_01
210, Lsalivarius_PWXBHI_2_NZ_VSUMD1000001_2.5327.A01 D1
211, Lsalivarius_FX/WS41_2_NZ_VSUE01000001_2.5604.A01.01
212. Lsalivarius_FZ|TZ28M4 NZ_VSTU01000001 45.5937.A01 01
213, Lsalivarius_NT15_1_NZ_VSTM01000001_39.8756.A01_01
214, Lsalivarius_SRR7721880_CAJ||Z010000001_2.9052.A01_01
215, Lsalivarius_FGDLZ35_2_NZ_VsvU01000001_49.4362.A01_01
216. Lsalivarius_FHMXY27_L 3_NZ_VSVR01000007_3.4464.A01_01
217, Lsalivarius_PWXBH35_2 NZ VSUO01000001_231.5236,A01_01
218, Lsalivarius_PWXBH2_2_NZ_VSURO1000001_77.5199.A01_01
219, Lsalivarius_PWXBH18_5_NZ_VSUS01000001_5.5142.A01_01
220, Lsalivarius_F_SD_HZ_D3_L_5_NZ_VSUW01000001_49.2621.A...
221, Lsalivarius_FXICJ3_2_NZ W5U]01000001_3.5429.AD1_01

222, Lsalivarius_VA4D_10_NZ_JAAIBNO10000010_5.9419.A01_01
223, Lsalivarius_FXJSW2_3_NZ_VSUF01000001_4.5574.A01_01
224, Lsalivarius_FCQHCE_L1_NZ_VSVW01000001_2.2795.401_01
225, Lsalivarius_PWXBH4_1_NZ_VSUNO1000001_111.5308,A01_01
226, Lsalivarius_CCuG38008_NZ_NBET01000007_16.1782.A01_01
227, Lsalivarius_FZITZ1M1_NZ_VSTWO01000001_5.5879.A01_01
228, Lsalivarius_FCQHC3_L6_2_NZ_VSVX01000001_24.2766.A01_01
229, Lsalivarius_ WCA_383_ WT_SE_NZ_ABAFLO10000001_29.987 ..
230, Lsalivarius_FJSWX10_2_NZ_VSVD01000001_53.4926.A01_01
231, Lsalivarius_FYJKS17M7_NZ_VSUI01000001 21.5474.A01 1
232, Lsalivarius_E6_1_NZ_VSWAO1000001_44.2588.A01_01

233, Lsalivarius_FCQNA25ME_NZ_YSvW01000001_13.2821.A01_01
234, Lsalivarius_FXCI23M1_NZ_VSULO1000001_5.5374.A01_01
235, Lsalivarius_FZ|TZ27M6_2_NZ_VSTV01000001_7.5909.A01_01
236. Lsalivarius_FAWSEM4_2_NZ_VSUD01000001_6.5630.A0_01
237, Lsalivarius_FJLHD16M3_NZ_VSVNO1000001_4.4572,A01_01
238, Lsalivarius_778_LSAL_NZ_JUTI01000001_30516.A0101

239, Lsalivarius_An879_NZ JADYUBO10000100_108.1531.A01_01
240, Lsalivarius_FXJKS25M8&_NZ_VSUHO1000001_8.5518.A01_01
241, Lsalivarius_FILHD2M8_NZ_VSVID1000001_1.4745.A01_01
242, Lsalivarius_FJLHD4M1_NZ_VSVG01000007_1.4824.A01_01
243, Lsalivarius_FYNDL2_4_NZ_VSUC01000001_10.5674.A01_01
244, Lsalivarius_FISWX_34] L5 NZ_VSVC01000001_6.4961.A01_01
245, Lsalivarius_PWXBH4_1_NZ_VSUNO1000001_1.5293.A01_01
246, Lsalivarius_290_NZ_PKGNO1000001_21.385.A01_01

247, Lsalivarius_DSM_NZ_JADCKIO10000001_56.2566.A01_01
248, Lsalivarius_SGLO3_NZ_PECX01000002_2.9013.A01.07

249, Lsalivarius_FYNDLS_1_NZ_VSUB01000001_12.5716.A01_01
250. Lsalivarius_0SU_Lasali_14_NZ_Q0ZV01000237_115.8975.A...
251, Lsalivarius_LMG14476_NZ NBECO1000001_108.8476.A01_01
252, Lsalivarius_LMG14477_NZ_NBEB01000001_123.8531.A01_01
253 Lsalivarius_FFIG124_|ATBIX010000100_473 2850.A01_01
254, Lsalivarius_FFIG130_NZ_JACEJY010000100_5.3194.A01_01
255, Lsalivarius_FFIG23_NZ_JACBJS010000100_124.3288.A01_01
256, Lsalivarius_FFIG53_NZ_|JACE|TO10000100_286.3561.A01_01
257. Lsalivarius_FFIG58_NZ_|ACEJR010000100_209.3666.A01_01
258, Lsalivarius_FFIGB0_NZ_JACE)LI010000100_312.3858.A01_01
259, Lsalivarius_FFIGG3_JACBJVO10000100_514.4114.A01_01

260. Lsalivarius_FFIG79_JACBJW010000100_85.4233.A01_01

267, Lsalivarius_KLWO003_NZ_L¥ZE01000001_111.7604.A01_01
262. Lsalivarius_An128_NZ_NFLK01000001_48.1211.A01_01

263, LsalivariusJCM1047_NZ_NBEF01000001_27 6308.A01_01
264, Lsalivarius_L28_NZ_NDYW01000010_77.8362.A01_01

265. Lsalivarius_VRA_D1 _1sq_f_WKKXD1 001332_11.9641.A01_01
266, Lsalivarius_VRA_Tsq_f WKKZ01001601_31. 19727 A01_01

267. Lsalivarius_DSM_NZ_JADCKIO10000001_63.2577.A01_01
268, Lsalivarius JCM1046_NZ_CPO07646_3.6282.A01_01
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Figura 9. Parte do alinhamento e sequéncias preditas de enterolisina A | em L. salivarius. Fonte: o autor, 2023.
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4.4 Modelagem molecular das bacteriocinas preditas para L. salivarius
Das 17 bacteriocinas, somente 11 apresentaram modelos similares

armazenados no Banco de Dados de Proteinas, PDB (Berman et al., 2000)
(Tabela 3). Com exceg¢do das bacteriocinas Enterolisina A | e Il, além da
Plantaricina S beta que apresentam sequéncias muito semelhantes aos modelos
encontrados, as demais proteinas antimicrobianas, apesar de certa similaridade
demonstrada, apresentam lacunas que as diferenciam estruturalmente, apesar de
manterem regides bem conservadas e compativeis entre si. Essas diferencas
puderam ser observadas ndao s6 em suas sequéncias, mas também na estrutura
tridimensional predita por meio do AlphaFold e refinada pela ferramenta
GalaxyRefine (Tabela 4).

Tabela 3. Melhores resultados do BLAST com seus respectivos melhores modelos de modelagem

por homologia. Fonte: o autor, 2023.

Bacteriocin Total Score Query E value Per. Ident  Accession
Cover
Enterolisina A | 283 88% 2,00E-98  87,01% AOA7D7A9S9
Enterolisina A Il 310 98% 1,00E-109  98,69% AOA7D7A9S9
Helveticina-J 464 87% 9,00E-171  75,09% P22294
Nisina F 60,5 100% 1,00E-20  75,68% P29559
Mr10b 45,8 97% 2,00E-08  57,50% Q1A2D2
Plantaricina S alfa 24,8 57% 6,00E-06 47.62% 032831
Plantaricina S beta 40,5 56% 0,000 92,31% 032830
Salivaricina P (cadeia a) 122 100% 3,00E-44 100% QIWQX7
Salivaricina P (cadeia b) 130 100% 2,00E-47 97,06% Q1WQX8
Streptina 774 100% 6,00E-27 76,09% POCOHS8

Sakacina G skgA2 28,5 44% 8,00E-08 57,89% P35618




Tabela 4. Dados referentes aos melhores modelos de predigéo obtidos por meio do AlphaFold2 e refinados pelo GalaxyRefine
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. Fonte: o autor, 2023.

Bacteriocin GDT-HA RMSD MolProbity Clash Poor Rama

score rotamers favored
Acidocina LF221B (Gassericina K7 B) 0,906 0,575 1,216 4.4 0 100
Bacteriocina LS2 cadeia a 0,944 0,481 1,271 5.1 0 100
Bacteriocina LS2 cadeia b 0,9567 0,44 1,182 4 0 100
Enterolisina A | 0,998 0,252 1,474 8,9 0,7 98,8
Enterolisina A Il 0,995 0,271 1,49 9,2 0,8 98,7
Helveticina-J 0,99 0,275 1,626 13,1 0 98,6
Nisina F 0,9189 0,581 1,309 5,7 0 100
Lactacina-F (lafA) 0,9906 0,271 1,911 10,1 3,2 100
Lactacina-F (lafX) 0,895 0,629 0,788 0 0 95,8
Mr10b 0,992 0,223 0,926 1,7 0 100
Plantaricina NC8 alfa 0,9318 0,53 0,5 0 0 100
Plantaricina S alfa 0,9914 0,237 0,748 0 0 95,5
Plantaricina S beta 0,9792 0,297 1,074 2,9 0 100
Salivaricina P (cadeia a) 0,955 0,421 1,286 53 0 100
Salivaricina P (cadeia b) 0,911 0,69 2,09 9,5 2,3 95,5
Streptina 0,831 0,8 1,553 2,7 4,5 100
Sakacina G skgA2 0,9643 0,403 0,866 0 3 100




Bacteriocins predicted for Ligilactobacillus salivarius

Class 1 Class 2 Class 3
L\“' Al »
, P \:R\’;{;r -
% igﬁp TN RARRRS >
Nisin F Acidocin LF221B Lactacin-F (lafA) Plantaricin NC8 alpha Sakacin G skgA2 Enterolysin A

(Gassericin K7 B)

- J
),

,
— b N { & > VS ;
J - . =g
;Y \h«—‘(\-‘¢\:—‘ “‘L/\ 5 | &

Streptin  Bacteriocin LS2chaina Lactacin-F (lafX)

L JEPIIR ‘a.,m

Bacteriocin LS2chainb Mr10b Plantaricin S beta Salivaricin P (chain b) Helveticin-J

Figura 10. Modelos gerados para as bacteriocinas preditas para L. salivarius. Fonte: o autor, 2023.
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Comparison between the protein structure obtained by AlphaFold and PDB

B incompatibility or gap in relation to the model sequence

Enterolysin A | Enterolysin A ll cbpa
(L. salivarius) Il (L. salivarius) (5GT1|L. salivarius)

\ ] WIO ZIO 3‘0 4-0 5.0 Q() 7‘0 BIO BIO 190 1]0 1;0 1?0 Wfl() 1‘5() 1|60 ‘1?0 17I7
5GT1 WGssHAHRHSSGENLYFOG  GSKDTWGWP FPSWGEGY F SEAQE FGYNPGGE FRIING FHDGED FGS | DH PGS AVHAWHS GV TQT G Y AGEIEN YWVVR SDEY TFU vOEAF SNKGNI sMKVGOOINTGDVIG Y RD T 5 HIEHIGH TRETNVEMK AT ANS FNNNG TWED P RATT KNG ANG
Enterolysin A1 fik7c  TvnINBKNYTENSDGT LK CBTWEWP FPSUGUG S F TEAGE FGUNPIGGE FR TNG FHDGED FGS DH P 6S s MAAWHS GUN Tl Gyl AGIIEN vy« SBEY < F i YGEAF SNRGNI < ¥/ GQOINTGDVIG Y RO TSHEHNGH TREKN | BRANANS FNNNG TWE M P L E DI RNGIANG
Enterolysin A Il 1| KBTWGWP FP SN GEG Y F S GACH FGUNFIGGE FRIING FHDGED FG S ~DHF 6 SAMHAWHS GV Ta 1 GY I AGIEN vWVVR SDEY TFVvaBAF SNKGNI sSHKVGROINTGDVIGYRET - HEHIGT TRETHNVEIKAT ANS F NNNG TWID P RAIT KNG ANG

Figura 11. Modelagem molecular das bacteriocinas Enterolisina A | e Enterolisina A Il com base na sequéncia modelo comparadas ao melhor modelo

encontrado pelo BLAST. Fonte: o autor, 2023.



Comparison between the protein structure obtained by AlphaFold and PDB

[l incompatibility or gap in relation to the model sequence

\

~
Nisin F Nisin-Z
(L. salivarius) (P29559|Lactococcus lactis)

1 10 20 30 37
P29559 S pRIITSMISICTPGCK TGAIM
Nisin F SWKWTSYSWCTPGCKTGALM
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Figura 12. Modelagem molecular da bacteriocina Nisina F com base na sequéncia modelo comparadas ao melhor modelo encontrado pelo BLAST. Fonte:

o autor, 2023.
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Comparison between the protein structure obtained by AlphaFold and PDB

[l incompatibility or gap in relation to the model sequence
gap in relation to the predicted sequence

Mrl0b Enterocin 7B
J,(L' salivarius) (2M60|Enterococcus faecalis)
1 10

20 30 40 43

2M60 MGA | AKIBVAKFGWP F | KK FYKQIIMQ FINGQGWT | DQUIBEK W [ KRH
Mriob  MISALAKHE| AKFG YK KIMQ L NG EGWT \V N QUMBIK M F K

Figura 13. Modelagem molecular da bacteriocina Mr10b com base na sequéncia modelo comparadas ao melhor modelo encontrado pelo BLAST. Fonte: o
autor, 2023.
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Comparison between the protein structure obtained by AlphaFold and PDB

[l incompatibility or gap In relation to the model sequence
gap in relation to the predicted sequence

N

Sakacin G skgA2 sakacin-P
(L. salivarius) J (P35618|Latilactobacillus sakei)
I1 1|0 2|O 3|0 4.0 4|3
P35618 KYYGNGVHCGKHSCTVDWGTATGNITGNNAAANWATGGNAGWNK
Sakacin G skgA2 KYYGNGHESCNAFNCRVNWGATWSEGVKRWGDNEFGSVSGKW

Figura 14. Modelagem molecular da bacteriocina Plantaricina S alfa com base na sequéncia modelo comparadas ao melhor modelo encontrado pelo
BLAST. Fonte: o autor, 2023.
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Comparison between the protein structure obtained by AlphaFold and PDB

B incompatibility or gap in relation to the model sequence

\

RRAARARR

Plantaricin S alpha Plantaricin S alpha
(L. salivarius) (O32831|Lactiplantibacillus plantarum)
* 1|0 2|0 2|9
032831 GRNKIEAYNMGHYAGKATI FGIEAAWAILIEA
Plantaricin Salpha GY NRIFAGRIFGHY TGK AAIEBWGIITAVAGIEF =1

Figura 15. Modelagem molecular da bacteriocina Plantaricina S alfa com base na sequéncia modelo comparadas ao melhor modelo encontrado pelo
BLAST. Fonte: o autor, 2023.
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Comparison between the protein structure obtained by AlphaFold and PDB
[l incompatibility or gap in relation to the model sequence

\

SRR

Plantaricin S beta Plantaricin S beta
(L. salivarius) (O32830|Lactiplantibacillus plantarum)
1 10 2.0 24
032830 KQSWYAAAGDAIVSFGEGFENAW
Plantaricin S beta 'GKHGIEG YHI™VD ANVNS F GEEG FIEN AT

Figura 16. Modelagem molecular da bacteriocina Plantaricina S beta com base na sequéncia modelo comparadas ao melhor modelo encontrado pelo
BLAST. Fonte: o autor, 2023.
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Comparison between the protein structure obtained by AlphaFold and PDB

[l incompatibility or gap In relation to the model sequence

Helveticin-J Helveticin-)
(L. salivarius) (P22294|Lactobacillus helveticus)
P22294 ; -1".7 [ | 2‘D- | 3‘OII ] 4-0 - -S‘UI [ b‘U- -ZO- -&()- [ ] 9l‘J | ] .190 1imll IWI‘ZL7 - 20 - :‘w-llﬁj -1§IUI | o 1‘7-UI -“‘30- -Wﬂl .590. IIZ‘”J --222 :30- l:f‘: -Z$IU-£OII liml :50 .--233
Helveticin-]' - m B s ImEE = mm BN E EIIIEI 1N | pRom H ETEE I EEEIm a B N I s [ I N LD ) BN I EEEEE BE DR mim

Figura17. Modelagem molecular da bacteriocina Helveticina-J com base na sequéncia modelo comparada ao melhor modelo encontrado pelo BLAST.

Fonte: o autor, 2023.
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Comparison between the protein structure obtained by AlphaFold and PDB
N

Salivaricin P (chain a) Bacteriocin alpha peptide
I (L. salivarius) (Q1WQX7|L. salivarius)
I1 1.0 ZIO 3.0 4.0 SIO 6.0 6.4
Q1wQX7 MMKEF TVIETECEEAK GILF AGAAAGVPIEGP AGTVGGANEGMVGGAET CIE

VDGGKRGPNCVGNFIEG
Salivaricin P (chain a) MMKEF TVIETECENAKVDGGKRGPNCVGNFIEGGIF AGAAAGY PIEGP AGIVGGANIEGMVGGANT Cin

Figura 18. Modelagem molecular da bacteriocina Salivaricin P (cadeia a) com base na sequéncia modelo comparada ao melhor modelo encontrado pelo
BLAST. Fonte: o autor, 2023.
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Comparison between the protein structure obtained by AlphaFold and PDB

[l incompatibility or gap in relation to the model sequence

YRS
LA A
Salivaricin (chain b) Bacteriocin beta peptide
18 (L. salivarius) (Q1WQX8|L. salivarius)

w
=]

1 10 20
Q1wQx8 MKNIEDKR F TIPMTEIDNIEASVNGGKNGYGGS
Sakacin G skgA2 MIKINIEDK R F THIM TIEIDNIEA S NGGKNGYGGS

40 50 60 68
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Figura 19. Modelagem molecular da bacteriocina Salivaricina P (cadeia b) com base na sequéncia modelo comparada ao melhor
modelo encontrado pelo BLAST. Fonte: o autor, 2023.
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Comparison between the protein structure obtained by AlphaFold and PDB

Il incompatibility or gap in relation to the model sequence

>

Stre_ptir] Streptin
(L. salivarius) . (POCOH8|Streptococcus pyogenes)

1 10 20 30 40 46

Streptin MINNTIIKID FDIEDEK TNKKDTATPYMGSRYECTPIGSCWKIEBVCF TTTVK
POCOH8 IKNTIFKID FIDIEDIEK TTKNN SDIE PIEVGSRYECTPGSCWKIEICE T TTHIK

Figura20. Modelagem molecular da bacteriocina Estreptina com base na sequéncia modelo comparada ao melhor modelo encontrado pelo BLAST. Fonte:
o autor, 2023.
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4.5 Analise comparativa filogendmica
Por meio da analise filogenémica a partir dos genes compartilhados entre

todos os genomas de L. salivarius obtidos, foi possivel a constatagdo da n&o
existéncia de uma correlacdo evidente entre o perfil genético relacionado a
presenca das bacteriocinas e as respectivas fontes de isolamento - origem
espacial e tecido ao qual foi isolado; corroborando para a hipétese da ocorréncia
de um mecanismo dinamico de aquisicdo e perda de bacteriocinas de forma
independente das forgas evolutivas associadas a cada fonte de isolamento
(Figura 21).
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Figura21. Representagao filogendmica dos genomas de L. salivarius obtidos, sendo associado a informagdes de isolamento e genes relacionados. Os

genomas de L. lactis G121, UC11, 111403 e KF147 foram usados como grupo externo. Fonte: o autor, 2023.
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4.6 Gendmica Comparativa das bacteriocinas preditas para L.
salivarius
De acordo com a analise comparativa da localizagdo dos loci responsaveis

pela sintese das bacteriocinas preditas para L. salivarius nas areas de interesse
identificadas, podemos perceber que ha padrdes distintos entre os diferentes
grupos de bacteriocinas, bem como notam-se distingdes entre as AOI de um
mesmo grupo, ou seja, apesar de existir uma certa sintenia conservada entre as
AOQOIs, ocorrem diferengcas pontuais especificas da area de interesse. Em
contrapartida, em alguns casos encontramos uma similaridade quase total entre
as sequéncias clusterizadas, isso pode ser visto, por exemplo, a acidocina
LF221B (Figura 22) apresenta uma identidade muito expressiva, o que pode ser
um reflexo da baixa recorréncia de predicdo da mesma perante todos genomas
estudados - em apenas trés situag¢des; gerando um viés em sua investigagao.

Somado a isso, percebe-se a presenga conjunta nesse caso de outras
bacteriocinas estando em uma mesma area de interesse ou no mesmo genoma,
indicando que uma Unica cepa pode ser capaz de produzir mais de um tipo de
bacteriocina, como por exemplo na cepa CCuG47171 contamos com a
coexisténcia de genes ligados tanto a acidocina LF221B, quanto a lactacina-F
(lafA), plantaricina NC8 alfa e salivaricina P em uma mesma AOI, além da
presenca de enterolisina A |, porém nesse caso em outra AOIl. No caso da
acidocina LF221B (Figura 22), verifica-se a presenga mutua de lactacina F
subunidade lafA, plantaricina NC8 e salivaricina P na mesma AOI, esse cenario é
frequentemente visualizado nos demais grupos. Bem como a auséncia de
transposicao ou genes de manutencio de plasmideos identificados.

Analisando o contexto gendmico, percebe-se um cenario bem conservado,
contando com a presenga da proteina BfmA de mobilizagdo da familia BtgA
(Sitailo et al.,, 1998) e Tirosina recombinase XerC (Smyshlyaev; Bateman;
Barabas, 2021) em todas as AOIs poderia indicar que a localizagcdo da
bacteriocina ocorre em uma posigao vinculada a conjugagéo plasmidial, contudo
nenhum desses genomas foi caracterizado com sequéncias plasmidiais
depositadas. Ademais, notamos a presenga dos genes de imunidade

configurados pela sintese da proteina de imunidade putativa (Dayem et al., 1996).
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Lsalivarius_IM849_NZ_CAKMBQ010000001_3.6169 Hipotetical protein )
DHLLBENE_111-24570 1@L-serine dehydratase, beta chain

2@L-serine dehydratase, alpha chain

3@Fe-S auxiliary factor SufT

s4@Inner membrane protein Yagu

s @Omega-amidase YafV

s®LL-diaminopimelate aminotransferase

7@®Membrane associated protein

8®Phage protein

9@BfmA BtgA family mobilization protein

10@Photosystem Il lipoprotein Psb27

11@Putative immunity protein

12@Nonfunctional salvaricin B

13@Bacteriocin-like prepeptide

14@Salivaricin P chain a

1s@Salivaricin P chain b

16® Bacteriocin-type signal sequence

17@Bacteriocin production-related histidine kinase

18 @ AbpIM bacteriocin immunity protein

~ke®Acidocin LF221B(GassericinK7B)

19 @Lactacin F,subunit lafA

20@Plantaricin NC8-alpha

21+ Plantaricin NC8-beta

22@AbpT bacteriocin export accessory protein

23@AbpD bacteriocin export accessory protein

24 @Exosortase

25 @Tyrosine recombinase XerC

26 ®@Fructose-1,6-bisphosphatase class 3

27 @ Transport protein

Lsalivarius_An813_NZ_JACJJO010000010_69.1398 27,
IMMPLMLP_1:1-24803 t

Lsalivarius_CCuG47171_NZ_NBEQO01000001_54.1894
EGIHHDPP_1 (reversed):24405-1

Figura22. Sintenia das AOIs de acitocina LF221B identificadas nos genomas de L. salivarius.
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Em relagdo a bacteriocina LS2 (Figura 23), verifica-se a ocorréncia
conjunta com lactacina F subunidade lafA, plantaricina NC8 e plantaricina S em
alguns casos como nas cepas KZ-NCB e An84. Sua composi¢cao gendmica pode
ser descrita pela presenca de dois genes codificantes de estruturas de imunidade,
a proteina de imunidade putativa e Proteina de imunidade de bacteriocina AbplM
(Corr et al., 2007) e dois genes de transposicédo, transposase da familia
IS200/1S605 ISLjoS5 presente como na cepa ZLS006, AER35 e AER04 e
transposase da familia 1S1223 na cepa AM25 8.

A presenca de genes de transposases ou outros elementos genéticos
moveis, como também genes de manutencdo de plasmideos, auxiliam como
indicativo de que estas bacteriocinas estejam localizadas em um contexto
plasmidial, sendo reforcada pela presenca da cepa H1 que foi depositada junto

com sequéncias plasmidiais caracterizadas.
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Lsalivarius_AER35_NZ JAINRN010000001 10.808 1023 4 5678x99 10 11 Hypothetical pro_tein .
DEIMM_1 (reversedjri5340-1 ‘_ﬁ D— 1015200/1S605 family transposase ISLjo5
ivari | 20Phage protein
Loaliaris AERD8 NZ JANEWO10000001 767 J,.‘,mm M o Broteln ociated protein
4 Phosphorylated carbohydrates phosphatase .
Lsalivarius_AER36_NZ_JAINROO10000001 _27.888 s@Phosphoribosylaminoimidazolesuccinocarboxamide synthase
MFAFEOHO_171-14208 -'..q ". 6 Klutaftlvet[mmrmtly pljotelg
. r@Nonfunctional salvaricin
Lsal-var-us_AnSB_NZ_NFﬂvmﬁg&?ggill_fr-ll;zzsg T se@Bacteriocin-like prepeptide
i *®Bacteriocin LSZchaina | )
Lsalivarius_KZ_NCB_NZ_JACBGJ010000001_17.8284 s@AbpIM .bagterlocm immunity protein
AFBGMJIE_1 (reversed):23580-1 (1 o®@Bacteriocin LS2chainb
1eBacteriocin-type signal sequence
- 2 cin- ‘ s :
Lsalwauggigﬁb'flz_ig‘ggf%%ﬁg?@i{{;;&g o) ‘.:a::‘ . e eBacteriocin production related histidine kinase

12 ®Ankyrin repeat protein
Lsalivarius_C3_NZ_VCYF01000001 3.1715 13@Tyrosine recombinase XerC
CNDLKHGP_1:1-12189 .

A A 1@Fructose-1,6-bisphosphatase class 3
'.“l‘ . 1seLactacin F,subunit lafA

Lsalivarius_C2_NZ_VCM001000001 3.1698

DAMMPAD_1 (i d)112243-1 wePlantaricin NC8-alpha
) - (reverse ¢ - Plantaricin NC8-beta ,
Lsalivarius_DSM_NZ_JADCKI010000001_62.2552 12@AbpT bacteriocin export accessory protein
MCLMMDPO_1 (reversed):12180-1 (] 19@AbpD bacteriocin export accessory protein
200SppR Response regulator
Lsalivarius_CHK189_29639_DYVK01000001_7.2092 zaoPlantaricin S-alpha
MGEILHBM_1 (reversed):12663-1 }."'“I -'-.b'}.'cu- ZZ'Kignﬁagdn|s'ﬁe|t3 hyd
A . 23@Aldehyde-alcohol dehydrogenase
sahvanus_cmcken_u_mag_w_uz_cmFcrobt:ﬂoggg’?:_ﬁjlzg:g b aNgraIy: 2eNADH quinone reductase
- 25 I\)ICQ protein regulon . .
Lsalivarius_SMXD51_NZ AICL01000007_1.9024 %7 , 26 203031 32 33 2 260 Major outer membrane lipoprotein Lpp
NEMGHNKB_1 (reversed):15245-1 T e — z@Sialidase B K
Lsalivarius_FFIG53_NZ_JACBJT010000100_123.3472 ."“' L zx.k-ser!ne geﬂygraﬁase' thﬁ Chﬁm
ivarius_ ¥ 123, »e@L-serine dehydratase, alpha chain
OIHDCHNO_1 (reversed):12386-1 C0—H | s @Fe-S protein maturation auxiliary factor SufT
Lsalivarius_ZLS006_NZ_CP020858 _2.9915 . | sielnner membrane protein YagU
FNADKAEN 1 (reversed):20519-1 DD—K1 DO\ 2e0mega-amidase Ya X
- AN imbangimquaim 2 eSagamaiueone cotramaporier T
_H1_ 2. | 3
HNEJJEJD_171-20594. CV—K )= 35.D»Iactatge dehydrogenapse
Lsalivarius_AM25_8_NZ_QSLH01000001_21.1182 35 /s . ' 36 3@1S3 family transposase 1S1223
JGPEEAHG_1:1-18835 — T oo * Genome with sequence plasmidial
Lsalivarius_FJSWX_34)_L5_NZ_VSVC01000001_14.4964 l
OHEHAACH_1 (reversed):12736-1 DO (K] {1 {

Figura23. Sintenia das AOls de bacteriocina LS2 identificadas nos genomas de L. salivarius. Para melhor representagdo, algumas sequéncias que
compartilham > 95% de identidade e > 95% da cobertura da AOI n&o foram mostradas.
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Para enterolisina A, o BAGEL4 realizou a predicao de duas variagbes para
tal bacteriocina que foram, durante a analise, denominadas como enterolisina A |
e Il. Em ambos os casos, as duas formas da bacteriocina podem ser encontradas
presentes simultaneamente no mesmo genoma, nao ocorrendo em todas as
situagoes.

Em destaque para o grupo | (Figura 24) essa predi¢do, esta indicada a
presenca de proteinas de origem viral ao redor da bacteriocina visualizada
podendo se aludir a sua formagéo, insercdo ou mobilidade do gene para a
espécie em questao por meio da agao do ciclo lisogénico de bacteriéfagos. Nao
fora predito nenhum gene ligado diretamente com o sistema imune nessas AOlIs,
contudo, os genomas identificados também contiveram AOIs diferentes na qual a
predicado indicou a sintese de outras bacteriocinas das quais genes de imunidade
estavam presentes, sendo indicios, possivelmente, da existéncia de genes de
imunidade localizados em posicoes mais distantes das areas de interesse
produtoras da enterolisina A, havendo somente o gene da Putative O-antigen
transporter com sua localizagao proxima.

Ja para o grupo Il (Figura 25), encontramos predicdes, dessa vez, de um
gene que confere resisténcia a cepa contra a agado de peptideos antimicrobianos
catibnicos, como o0 caso das bacteriocinas - Undecaprenyl-phosphate
4-deoxy-4-formamido-L-arabinose transferase; bem como Transportador de
antigeno O putativo. Além disso, genes de mobilidade - transpostase 1S1070
familia 1S30 (FNMGHLBE13, FJLHD10M2 e AH4331), Tyrosine recombinase
XerC, transposase 1SDge19 familia 1S200/IS605 (IBB3154) e transposase I1SSth1
familia ISL3 (IBB3154 e ZLp4b); foram identificados nas cepas analisadas, além

de genomas com sequéncias plasmidiais como presente no seu grupo irmao.
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2403 4415 6 789 10 1112 13 ) _
- =) Hypothetical protein
| *oEnterolisin Al

Lsalivarius_SS_258_NZ_CP102519_1.9061
JEEMODMO_1:1-20399, JEEMODMO_2 (reversed):20489-1

Lsalivarius_SGL03_NZ_PECX01000002_2.9013

| o /o e

KJOGEKHM_1:1-20519, KIOGEKHM_2 (reversed):20489-1 5 =) ) ‘: ) :‘ ) DNy ) 1 Deoxyguanosine kinase
Lsalivarius_LMG14476_NZ_NBEC01000001_108.8476 | -Major capsid protein 2@Putative sugar transferase Epsl.
- "~ MGBFCBGO_1 (reversed):20519-1 ”| 'T&Qte'” 9p8 d protei 3¢ UDP-galactopyranose mutase
- - Minor capsid protein Ve O-anti
Lsalivarius_KLW003_NZ_LXZE01000001_111.7604 IV - Capsid protein 4@ Putative O-antigen transporter
MDBHKNKF_1:1-20519, MDBHKNKF_ 2:1-20528 ™ V- Protein gp15 5@Beta-1 ,l6—galactofuranosyltransferase Wbbl
ivari VI -Tape measure protein 6 Enterolisin All
Lsalivarius_KLF002_NZ_LXZM01000001_102.6961 ! h AT
"GHHBGFCJ_1:1-20447, GHHBGFCJ_ 2:1-20528 SRYSHNERH}) &HI- l?_FDlU family phage baseplate upper protein 70 Baalllbalctln ixpOLter dehvd
-Holin @Mannitol-1-phosphate 5-dehydrogenase
Lsalivarius_FXJWS41_2_NZ_VSUE01000001_1.5597 IX - Lysin 8 phosp yarog

JNALOOKP_1 (reversed):20405-1 X - Gpé-like head-tail connector protein 915200/1S605 family transposase ISDge19

Lsalivarius_FBJSY20_2_NZ_VSVY01000001_10.2712 |, XI - Gp9 protein 10@Inner membrane transporter YjeM
- ~ TLGJCGMDC_1 (reversed):20351-1 =% XIl - Gp10 protein 11@Membrane-bound lytic murein transglycosylase F
Lsalivarius FYNDL5 1 NZ VSUB01000001 1.5719 \ H \ A XIIl - Major tail protein 12@Putative lantibiotic ABC transporter,ATP-binding protein precursor
- T T T JOBECNFA_1:1-20705 ™ ! PnE—p NI XIV - Phage tail protein 13@ Pantothenate kinase
Lsalivarius_FWXBH4_1_NZ_VSUN01000001_1.5293 )&\\\ \ \ / / XIV VIl XV - DNA packaging protein 14@Serine hydroxymethyltransferase
- ~ "INBGLEJM_1 (reversed):20435-1 Vo= -y o= XVI - Head-tail joining protein 15 Signal peptidase IB
Lsalivarius_FJLHD2M8_NZ_VSVI01000001_1.4745 \ Hm H \ NIR \ | 1l 47.181920 XVII - Phage minor head protein 16 ®@Protein DegV
- BAMDFKKO_1 (reversed)720450-1 D5f=hpiane ( -y o 1" §|\)/(”| _Pﬁ,laﬂg pcgcr)ttglméoltein 17 @Lipid Il isoglutaminyl synthase (glutamine-hydrolyzing) subunit GatD
Lsalivarius_778_LSAL_NZ_JUTI01000001_30.516 \\\\\\ X\ NN ‘ NNV BN XX - Undefined phage protein 18« Lipid I isoglutaminyl synthase (glutamine-hydrolyzing) subunit MurT
NFBAOFJL_1 (reversed18733-1 W5 ni#e% - i) mm—)r)e) o)) 30 190Thymidine k'inase
Lsalivarius_CICC23174_NZ_CPO17107_1.217% 21 XX L vnX 29°%1 20 ®Peptide chain release factor 1

JIAAHGHI_1 (reversed):20447-1, JIAAHGHI_2:1-20489

\ XX 21 @Shufflon system plasmid conjugative transfer pilus tip adhesin PilV
Lsalivarius_CECT_NC_017481_1.202132 NN )| 33 ) XIV 22 @ Lipopolysaccharide assembly protein A
FEJMBFGI_1:1-20447, FEJMBFGI_2 (reversed):20489-1 d p— s = 3@Release factor glutamine methyltransferase
Lsalivarius_Ren_NZ_CP011403_1.9005 /////// ‘/ NN

| NNERN 34 35 36,5 240 Septation ring formation regulator EzrA
OJCCLAEP_1:1-20447, DJCCLAEP_2 (reversed)20459-1 \ i m) =) NS e e EEEEes =) 56305 ribosomal protein 20
Lsalivarius_CCuG38008_NZ_NBET01000001_6.1770 | oIS — 26 30S ribosomal protein S15

VT

27 @ 4-hydroxy-tetrahydrodipicolinate synthase

28 @ Chromosome partition protein Smc

29 @Putative tyrosine-protein kinase YvelL

30 @ Tyrosine-protein phosphatase YwqE

31@Polyisoprenyl-teichoic acid--peptidoglycan teichoic acid transferase Tagu
32@ATP-dependent Clp protease proteolytic subunit

33eLysozyme M1

34 @ Argininosuccinate lyase

BJNGNLCL_171-20447 ) h——)
Lsalivarius_KLWO010_NZ_LXYX01000001_44.8230, //V/X/

JINOHGEC_1 (reversed):20447-1/ o AU . y
Lsalivarius_Chicken_14_mag_49_NZ_CAJFGF010000001_1.2057 I I H ' H 280

PKPKKPGL_1:1-20447 U A
Lsalivarius_JCM1040_NZ_NBEJ01000001_44.6182 \\\'\\\\ ]
b

IIGEGJHG_1:1-19457 &5

Lsalivarius_DSM20554_NZ_NBEM01000001_45.2489

EEJIDHJP_1:1-20534
Lsalivarius_C2_NZ_VCMO01000001_11.1696 |

JEAJDPHA_1:1-20444 ¥
|
Lsalivarius_A3iob_NZ_QFAS01000001_8.642 |

GFDFPKIG_1:1-20444
\
Lsalivarius_zZLp4b_NZ_CP062071_1.9911

OGMPGHIJ_1:1-20456, OGMPGHIJ_2 (reversed):20489-1
Lsalivarius_2102_15_NZ_CP090411_1.350

LNBEBCIB_1:1-20447, LNBEBCIB_2 (reversed):20489-1 D':

Lsalivarius_IBB3154_NZ_CP027644_1.6166
BNNHNOJP_1:1-20447, BNNHNOJP_2 (reversed):20489-1

Lsalivarius_FJLHD9M1_NZ_VSVE01000001_34.4888 , |

FALDAANI71:1—20537E>':: TPy v

35@Argininosuccinate synthase
36@Lipopolysaccharide 1,6-galactosyltransferase
37 @ Recombination-associated protein RdgC
38@ISL3 family transposase 1S1476

39@Phage protein

40@Glycosyltransferase

41e0ligosaccharide repeat unit polymerase Wzy

Genomes with plasmid sequences

Figura24. Sintenia das AOls de enterolisina A, grupo |, identificadas nos genomas de L. salivarius. Para melhor representacéo, algumas sequéncias que
compartilham > 95% de identidade e > 95% da cobertura da AOI ndo foram mostradas.
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2923 Hypothetical protein
1 ®@Beta-1,6-galactofuranosyltransferase Wbbl
2 ®@Bacillibactin exporter
3 ®Putative protein YpjD
% Enterolisin A ll
4 @Lipopolysaccharide 1,6-galactosyltransferase
5« UDP-galactopyranose mutase
10 11 12 13 ¢ @Putative O-antigen transporter
LX)~ 7 @Putative sugar transferase EpsL
4 geEnterolisin Al
9 ®15200/1S605 family transposase I1SDge 19
10@Inner membrane transporter YjeM
11@Membrane-bound lytic murein transglycosylase F
12 Putative lantibiotic ABC transporter,ATP-binding protein precursor
13@Pantothenate kinase
14 GMP synthase [glutamine-hydrolyzing]
15@RNA-binding protein Hfg
) 16 @Tyrosine-protein phosphatase YwqE
17 @Chromosome partition protein Smc
18 @ISL3 family transposase ISSth1
19 @ Putative tyrosine-protein kinase YvelL
) 20 @Undecaprenyl-phosphate 4-deoxy-4-formamido-L-arabinose transferase
21@Tyrosine recombinase XerC
{22 01530 Family transposase 151070
23 @Polyisoprenyl-teichoic acid-peptidoglycan teichoic acid transferase Tagu
24 @Glucose-1-phosphate thymidylyltransferase
25 ©dTDP-4-dehydrorhamnose 3,5-epimerase
3520 26 dTDP-glucose 4,6-dehydratase
27 ©dTDP-4-dehydrorhamnose reductase
28 @Putative capsular polysaccharide biosynthesis protein YwqC
29 @ Glycosyltransferase
30@Phage protein
31@Deoxyguanosine kinase
32« Oligosaccharide repeat unit polymerase Wzy
33@Signal peptidase 1B
34 Protein DegV
35 @Putative capsular polysaccharide biosynthesis protein YwqC
36 ®PTPS_related domain-containing protein
# Genomes with plasmidial sequence

Lsalivarius_TUCO_L2_NZ_SOPE01000100_355.9325 1 *
FLEEBAPC_1:1-6372

Lsalivarius_BIO6313_NZ_JABRBP010000001_42.1620
RKFOKPDL_1 (reversed):12537-1

Lsalivarius_KZ_NCB_NZ_JACBGJ010000001_7.8291
JGBHLFEP_171-11232

Lsalivarius_FJLHD14M6_NZ_VSV0O01000001_3.4539
FOLGFKFF_1 (reversed):11250-1

Lsalivarius_SS_258_NZ_CP102519_1.9061
JEEMODMO_1:1-20399, JEEMODMO_2 (reversed):20489-1

Lsalivarius_An128_NZ_NFLK01000001_1.1196
EFBHKANK_1:1-20489

Lsalivarius_SGL03_NZ_PECX01000002_2.9013
KJOGEKHM_1:1-20519, KJOGEKHM_2 (reversed):20489-1

% Lsalivarius_H1_CP104732_1.6083
EABDCBAC_1 (reversed):20495-1, EABDCBAC_2 (reversed):20528-1

Lsalivarius_NCIMB702343_NZ_NBEA01000001_15.8655
MLPHNCBB_1 (reversed):20507-1

Lsalivarius_FYNDL5_1_NZ_VSUB01000001_23.5712
GDDPGNJN_1 (reversed):20471-1

s Lsalivarius_BCRC14759_NZ_CP024067_1.1599
ACHCDAEM_1 (reversed):20489-1

*  Lsalivarius_ZLpab_NZ_CP062071_1.9911
OGMPGHIJ_1:1-20456, OGMPGHIJ_2 (reversed):20489-1

# Lsalivarius_IBB3154_NZ_CP027644_1.6166
BNNHNOJP_1:1-20447, BNNHNOJP_2 (reversed):20489-1

# Lsalivarius_CECT_NC_017481_1.2021
FEJMBFGI_1:1-20447, FEJMBFGI_2 (reversed):20489-1

* Lsalivarius_AR809_NZ_CP084925_1.1565
ICMNBCHA_1:1-20447, ICMNBCHA 2 (reversed)20489-1

Lsalivarius_FJLHD24M1_NZ_VSVL01000001_20.4619
NAKCEHNO_1 (reversed):12255-1

Lsalivarius_D6t1_180914_C6_NZ_JADNEF010000100_93.2331
OLCCOEFO_1 (reversed):12369-1

Lsalivarius_FNMGHLBE13_L1_NZ_VSVA01000001_12.4998
PLIABMNM_1 (reversed):19938-1

Lsalivarius_FJLHD10M2_NZ_VSVP01000001_12.4516
ONFEMBDG_T:1-19893

Lsalivarius_AH4331_NZ_NBEX01000001_88.999
PCDEJCNO_1 (reversed):20441-1

Lsalivarius_SNK_6_NZ_CP101530_1.9025
AAGFDBGK 7 (reversed)20453-1

Lsalivarius_FHNXY73M9_NZ_VSVQ01000001_12.4502
NEBIBLOF_1:1-20459

Lsalivarius_MGYCG_HGUT_02324 NZ_CABMGV010000001_1.8651

26,7

21 2223 24

==
0

y

N
5t
==
SRS
3

T ]
Lid

=

‘f‘l

|

:{E‘E

2 3

i)
il !i.i

JDHFEEE_1:1-20447, CJDHFEEE_2 (reversed):20459-1
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Lsalivarius_01M14315_NZ_MSCR01000001_19.1

CEDEHJTO_1 (reversed):20447-1

Lsalivarius_C3_NZ_VCYF01000001_2.1728
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Figura25. Sintenia das AOls de enterolisina A, grupo Il, identificadas nos genomas de L. salivarius. Para melhor representagao, algumas sequéncias que

compartilham > 95% de identidade e > 95% da cobertura da AOI ndo foram mostradas.
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Na observagao das areas de interesse codificantes de nisina F (Figura 26),
encontramos genomas que apresentam conjuntamente genes ligados a sintese
de salivaricina P, lactacina F e plantaricina NC8 - essa ultima somente em um
caso. Nota-se a correlagcdo evidente entre a presenca desta bacteriocina de
classe | com genes que sao envolvidos na modificagcao lantibidtica (lanB e lanC),
regulacdo (/lanR e lanK), exportacdo (lanT) e imunidade (NisF, NisG e NisE)
estando todos organizados em clusters génicos préximos. Ademais, a expressiva
presenca do gene sintetizante do transportador ABC em grande parte das AOI
que sintetizam a nisina F.

A diversidade do contexto genbmico € ainda mais evidente quando
analisado que além da presencga dos genes de imunidade ligados a nisina, sao
encontrados também os casos da proteina de imunidade putativa e Proteina de
imunidade de bacteriocina AbplM - estes presentes nos genomas que possuem a
producdo das demais bacteriocinas citadas em conjunto. Outra caracteristica
interessante, seria a presenca exclusiva da transposase ISDha13 familia
IS200/1S605 que ocorre apenas nos genomas/fragmentos contendo outras
bacteriocinas. Com excecao das cepas que apresentam fragmentos codificantes
conjuntos com outras bacteriocinas, nenhuma transposase ou elementos
genéticos moveis, como também genes de manuten¢cdo do plasmideo, foram
identificados proximos as AOIls da nisina F, sendo possivel presumir que esta é
pouco afetada pelo mobiloma em L. salivarius, ou que 0 mesmo encontra-se

relacionado com o contexto cromossomal na espécies.



Lsalivarius FXIWS41 2 NZ VSHEQ1O0R0RL 3755606
Lsalivarius FCQNA25M6 NZ YSYNO1000991,192:3831
Lsalivarius FILHD25M7_NZ VSVKO199R901. 23,4655
Lsalivarius FILHD32M4_NZ,YS\H0100Q0R 1594761
Lsalivarius_ AER36_NZ_JAIN RO%Q_(}}? W
Lsalivarius FYNLJ23_2_NZ_VSTZ031000093_36-5793
Lsalivarius FJLHD10M2_NZ_VSVP01980001 23.4527

Lsalivarius FNMGHLBES L1_NZ,YSUY0100990127:5905%
Lsalivarius VA40, 102 JAMBNO 10990010, 3.9428
Lsalivarius FWXBI25:3:NZ. YSUQQ100A902.50.53%4
Lsalivarius 10012958 18082469, 1, JADNNSO409994 0,333
Lsalivagiys NG, 1. N NSTIRIRARO] 178867
oporchsRINAIRER T SO0 1PR0LH43605
ARt FIRS: s NA U0 100900133597
Lsalivarius FZITZ28MANZ VFQI090002.25.5949
bplivapius FERHGHH03 NA-YSYX0 1000001 343743

Lsalivarius_ SRR7721880_CAJJJZ010000001 5.9057
FHHJPKKP_1 (reversed):20408-1, FHHJPKKP_2 (reversed):26172-1
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Hypothetical protein

1 ¢ Dihydroanticapsin 7-dehydrogenase
2 @Putative licABCH operon regulator
3 ¢ PTS system

4 g Fructose-6-phosphate aldolase 1

5 ¢ D-lactate dehydrogenase

6 @¢Membrane spanning protein

* g Nisin F

7 ¢lanB

8 o ABC transporter

9elanC
10 - LanR

11glankK
12 NisF

13 g Nisk
14 ¢ NisG

15 ¢ Type Il toxin-antitoxin system

16 »Oligopeptide-binding protein OppA
17 ¢Inner membrane transport protein YdhP
18 @Aldehyde-alcohol dehydrogenase
19 ¢ NADH:quinone reductase

20 ¢15200/1S605 family transposase

21 ¢ Probable transposase 1S891/1S1136/1S1341 domain-containing protein

Figura 26. Sintenia das AQls de nisina F identificadas nos genomas de L. salivarius. Para melhor representacdo, algumas sequéncias que compartilham

> 95% de identidade e > 95% da cobertura da AOI ndo foram mostradas.
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As areas de interesse encontradas que abrigam os genes codificadores da
enterocina MR10B (Figura 27), quando comparadas as outras AOls que contém
as demais bacteriocinas, apresentam um perfil génico menos abundante no que
diz respeito a presenca de outras bacteriocinas coexistindo em uma mesmo
contexto. Essas areas, contudo, sido ricas na presenca de elementos genéticos
moveis, como o caso da transposase ISMmu1 da familia 1S200/IS605, da
transposase do transposon Tn916 e da transposase 1ISDge19 também da familia
IS200/IS605 indicando, assim, uma forte influéncia do mobiloma de L. salivarius
nestas AOIl. Além disso, genes relacionados a dindmica plasmidial - como, da
proteina de particdo cromossGmica Smc, da proteina de ligagdo ao ADN de
replicacédo de plasmideo e da proteina de transferéncia conjugal; indicando sua

possivel inser¢gao no material genético do plasmideo desse microrganismo



Lsalivarius_C3_NZ_VCYF01000001_17.1719
ELAJNABO_1:1-17634

Lsalivarius_C2_NZ_VCMO01000001_17.1693
FNECIFLN_T:1-17634

Lsalivarius_A19_NZ_JAEHNS010000054_44.626
OBMCEJGP_1 (reversed):16734-1

Lsalivarius_T3_NZ_JAEHNU010000052_25.9211
AKBLIMNO_1 (reversed):16266-1

Lsalivarius_AER36_NZ_JAINRO010000001_24.853
JHPEECOG_1 (reversed):17384-1

Lsalivarius_DSM20554_NZ_NBEM01000001_27.2482
FOLIJHMD_1 (reversed):8766-1

v Lsalivarius_BCRC12574_NZ_CP024063_4.1596
DPCNLEPJ_1 (reversed):16213-1

v Lsalivarius_ZLp4b_NZ_CP062071_3.9912

BKDGJALB_1:1-16615)—1)

Lsalivarius_NCIMB8817_NZ_NBDY01000001_11.8716
CCFMAFIC_1 (reversed):10467-1

Lsalivarius_BRZ_GP_CALVFD010000001_31.1651
PFOHLKNP_1:1-7072

Lsalivarius_JCM1047_NZ_NBEF01000001_39.6287
KOHHCEHL_1:1-16626

Y Lsalivarius_JCM1046_NZ_CP007646_2.6284
GMKMCEKL_1 (reversed):20099-1
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Figura27. Sintenia das AOIs de enterocina MR10B identificadas nos genomas de L. salivarius.

-t ‘
RN e
wadamn g g

=)

— )

P’

64

Hypothetical protein

1@Tetracycline efflux MFS transporter Tet(L)

2 Tetracycline resistance ribosomal protection protein Tet(M)

3@Serine recombinase PinR

4 Plasmid replication DNA-binding protein

5@15200/1S605 family transposase ISMmu'1

6 1S200/1S605 family transposase ISDge19

7.Transposase from transposon Tn916

8 @RNA polymerase sigma factor FliA

9@ Conjugal transfer protein
10 Endo-type membrane-bound lytic murein transglycosylase A
11 @Chromosome partition protein Smc
12 @Probable transposase 1S891/1S1136/1S1341 domain-containing protein
13 @15200/1S605 family transposase
14 @Phage protein
15 @Membrane protein
16 @Endo-type membrane-bound lytic murein transglycosylase A
17 @Replication initiation protein
18 @ Tyrosine-protein kinase CpsD

19 @Helix-turn-helix conjugative transposon-like domain-containing protein
*  Enterocin MR10B

W Genome with plasmidial sequence
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Outras bacteriocinas sao preditas nas suas diferentes cadeias ou
subunidades, gerando, assim, possiveis predi¢des diferenciais quanto a sua
mutua presenga em um mesmo genoma. Essas proteinas séo funcionais a partir
da combinacgao de tais cadeias formando dimeros sendo o caso da salivaricina P
(Barrett et al., 2007) ou nos casos plantaricina S (Ekblad; Kristiansen, 2019) e
lactacina F (Negash et al., 2020) no qual os dois peptideos atuam sinergicamente
promovendo a interacdo antimicrobiana - essas estruturas constituem dois
segmentos transmembranares capazes de promover a formagao de poros nas
células-alvo conjuntamente (Kawai et al., 2004; Kaur; Kaur, 2015).

Esse € o caso da lactacina F, no qual observa-se por meio do modelo de
predicdo usado uma subdivisdo genética em duas estruturas, sendo um gene
codificante da subunidade lafX (Figura 28) que se encontra em uma frequéncia
menor quando comparada ao gene codificante da subunidade lafA (Figura 29).
Essa predicéo diferencial pode representar ou uma inativagao da bacteriocina por
perda de uma de suas estruturas ou a ndao dependéncia de ambas em sua
atuagdao. De maneira geral, a lactacina F compartilha sua area de interesse com
outras bacteriocinas ocasionalmente, como acidocina MR10B, salivaricina P,
nisina F, plantaricina NC8, plantaricina S e bacteriocina LS2. Em todos os quatro
casos de predi¢ao para a subunidade lafX, a mesma esteve mutuamente presente
em um genoma de uma cepa produtora de nisina F, além de apresentar um
contexto genémico muito conservado (Figura 28).

A subunidade lafA, demonstra, por sua vez, também um contexto genémico
bem conservado, contendo, a excecdo, na cepa T3 a presenca de elementos
moveis como a transposase 1S1223 da familia IS3 e da proteina Cas2,
endoribonuclease associada a CRISPR. Outro trago interessante sobre esse
grupo e suas AOIs seriam vistos nas cepas CCuG44481 e An84, no qual a
primeira contém em sua predicdo o gene da enzima Undecaprenil-difosfatase
ligada a resisténcia frente a antibioticos, ja a segunda apresentando um evento de
duplicagdo com duas copias para a subunidade lafA da lactacina F, bem como

para plantaricina NC8 e plantaricina S.



66

Lsalivarius_FZJTZ69_1_NZ_VSTS01000001_33.5970 12 3, 4 529%30, g 910321230 4314151617 28 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 Hypothetical protein

KGBDLIIP_1:1-26168, KGBDLIIP_2:1-24923 1eFructose-1,6-bisphosphatase class 3

- - 2eTyrosine recombinase XerC

3eAbpD bacteriocin export accessory protein
4@ AbpT bacteriocin export accessory protein
5+ Plantaricin NC8-beta
6eLactacin F,subunit lafA
tee Lactacin F,subunit lafX
79 AbpR bacteriocin-type signal

6| P (FMEE

Lsalivarius_FZJTZ13M4_NZ_VSTX01000001_23.5855

EKDDGIBN_1:1-24920, EKDDGIBN_2:1085-26170 {1 }< ]<: )—‘{

9e AbpIM bacteriocin immunity protein
OeSalivaricin P chain b

1eSalivaricin P chain a

20 Putative immunity protein
3eLL-diaminopimelate aminotransferase
40 Omega-amidase YafV

Lsalivarius_FZJTZ28M4_NZ_VSTU01000001_23.5940 ;
- —e= - 15eInner membrane protein Yagu

EHLPCNBC_1 (reversed):24923-1, EHLPCNBC_2 (reversed):261 88—1‘[M>’< K]<: )’* %:H ]—mmh—

17eL-serine dehydratase, alpha and beta chains

18ePutative licABCH operon regulator
9+ Oligopeptide-binding protein OppA

20 Type Il toxin-antitoxin system

21eNisin immunity genes

22 eLantibiotic-associated genes

23 eNisin F

24 e D-lactate dehydrogenase

25eFructose-6-phosphate aldolase 1

26 ®PTS system

27 eDihydroanticapsin 7-dehydrogenase

28eSodium/glucose cotransporter

29« Plantaricin NC8-alpha

30 e®Membrane associated protein

31 eAbplP induction peptide

32« Bacteriocin-like prepeptide

33 eNonfunctional salvaricin B

Lsalivarius_FZJTZ27M6_2_NZ_VSTV01000001_12.5910
JBBHBIPD_1 (reversed):24923-1, JBBHBIPD_2 (reversed):26188-1

Figura28. Sintenia das AOIs de lactacina F subunidade lafX identificadas nos genomas de L. salivarius.

8e Bacteriocin production related histidine kinase

16 @ Fe-S protein maturation auxiliary factor SufT



Lsalivarius_IM849_NZ CAKMBQ010000001 3.6169
DHLLBENE_1:1-24570

Lsalivarius_An813_NZ_JACJJO010000010_69.1398
IMMPLMLP_1:1-24803

Lsalivarius_CCuG47171_NZ_NBEQ01000001_54.1894
EGIHHDPP_1 (reversed):24405-1

Lsalivarius_FZJTZ69_1_NZ_VSTS01000001_33.5970
KGBDUWIP_1 (reversed):26168-1, KGBDIJIP_2 (reversed):24923-1

Lsalivarius_FZJTZ13M4_NZ_VSTX01000001_23.5855
EKDDGIBN_1 (reversed):24920-1, EKDDGIBN_2 (reversed):26170-1

Lsalivarius_FZJTZ28M4_NZ_VSTU01000001_23.5940
EHLPCNBC_1:1-24923, EHLPCNBC_2:1-26188

Lsalivarius_FZJTZ27M6_2_NZ_VSTV01000001_12.5910
JBBHBIPD_1:1-24923, JBBHBIPD_2:1-26188

Lsalivarius_T3_NZ_JAEHNU010000052_87.9220
ACEPNCJE_1 (reversed):33437-1

Lsalivarius_CCuG44481_NZ_NBES01000001_41.1787
IGBODKDJ_1 (reversed):31930-1

Lsalivarius_KZ_NCB_NZ_JACBGJ010000001_17.8284
AFBGMJIE_1 (reversed):23580-1

Lsalivarius_An84_NZ_NFHF01000001_67.1449
MDBKBIMH_1:1-14857, MDBKBIMH_2:1-20138
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Figura29. Sintenia das AOIs de lactacina F subunidade lafA identificadas nos genomas de L. salivarius.
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Hypothetical protein
1 eL-serine dehydratase, beta chain
2 eL-serine dehydratase, alpha chain
3 @Fe-S protein maturation auxiliary factor SufT
4 elnner membrane protein Yagu
5e0Omega-amidase YafV
6 eLL-diaminopimelate aminotransferase
7 @ BfmA BtgA family mobilization protein
8 eUndecaprenyl-diphosphatase
9 @ Putative immunity protein
10 e Salivaricin P chain a
11eSalivaricin P chain b
12eBacteriocin production related histidine kinase
13 s AbpR
14 @ Acidocin LF221B(GassericinK7B)
% eLactacin F,subunit lafA
15 e Plantaricin NC8-alpha
16 « Plantaricin NC8-beta
17 @ AbpT bacteriocin export accessory protein
18 @ AbpD bacteriocin export accessory protein
19 @ Tyrosine recombinase XerC
20 ®Fructose-1,6-bisphosphatase class 3
21 eSodium/glucose cotransporter
22 @ AbpIM bacteriocin immunity protein
23 eLactacin F,subunit lafX
24 1S3 family transposase 1S1223
25 @ CRISPR-associated endoribonuclease Cas2
26 @SppR
27 o Plantaricin S-alpha
28 ePlantaricin S-beta
29 e Aldehyde-alcohol dehydrogenase
30 ®NADH:quinone reductase
31 eSialidase B
32 ePhotosystem Il lipoprotein Psb27
33 @Bacteriocin LS2chainb
5,,34 @Bacteriocin LS2chaina
5 @ Major outer membrane lipoprotein Lpp
36 Nonfunctional salvaricin B
37 eBacteriocin-like prepeptide
38 AbplP induction peptide
39eMembrane protein
40ePhage protein
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Outro caso de bacteriocina predita em duas estruturas - alfa e beta - seria a
plantaricina NC8, porém essa predicao diferencial sé se foi possivel por meio do
refinamento utilizado pelo banco de dados diferencial elaborado, ou seja, com a
predicao utilizando somente o repertério do BAGEL4 néo foi verificada a presenca
dos dois genes codificantes, sendo somente notéria a existéncia da estrutura
referente a plantaricina NC8-alfa (Figura 30). Contudo, diferentemente da
lactacina F, tanto alfa quanto beta sdo encontradas na mesma area de interesse
em todas as ocasides de sua deteccéo.

Assim como ocorrido na maioria dos casos anteriores, plantaricina NC8 foi
predita em AOIls que abrigam também outras bacteriocinas - acidocina MR10B,
salivaricina P, nisina F, Lactacina F, plantaricina S e bacteriocina LS2. Nao
contém, de acordo com os resultados visualizados, estruturas ligadas a um
possivel genoma plasmidial.

Para plantaricina S (Figura 31) e salivaricina P (Figura 32), encontramos
em ambos os casos contextos gendmicos conservados e partilhando, em algumas
cepas, a sua ocorréncia conjunta, contendo genomas que apresentam sequéncias
plasmidiais descritas.

Com base nessas observagdes, poderiamos definir descrigdo a respeito
dos possiveis contextos gendmico para as AOIls encontradas. Poderiamos
presumir que das 608 AOIls identificadas como detentoras de bacteriocinas pela
ferramenta BAGEL4, 12 dessas continham um contexto plasmidial - contendo
genes envolvidos com a manutengdo desse material, além de estarem vinculados
com elementos genéticos moéveis; 271 areas de interesse com a bacteriocina
estando inserida em genes de origem viral - o caso da enterolisina A | entre
fatores resquiciais de bacteriéfagos - e as demais 259 sem uma determinagao
evidente - auséncia de genes plasmidiais ou bacteriéfagos; o que pode indicar

sua insergdo no contexto cromossomal.



Lsalivarius_IM849_NZ_CAKMBQ010000001_3.6169
DHLLBENE_1:1-24570

Lsalivarius_An813_NZ_JACJJO010000010_69.1398
IMMPLMLP_T:1-24803

Lsalivarius_CCuG47171_NZ_NBEQ01000001_54.1894
EGIHHDPP_1 (reversed):24405-1

Lsalivarius_FZJTZ69_1_NZ_VSTS01000001_33.5970
KGBDIJIP_1 (reversed):26168-1, KGBDIJIP_2 (reversed):24923-1

Lsalivarius_FZJTZ13M4_NZ_VSTX01000001_23.5855
EKDDGIBN_1 (reversed):24920-1, EKDDGIBN_2 (reversed):26170-1

Lsalivarius_FZJTZ28M4_NZ_VSTU01000001_23.5940
EHLPCNBC_1:1-24923, EHLPCNBC_2:1-26188

Lsalivarius_FZJTZ27M6_2_NZ_VSTV01000001_12.5910
JBBHBIPD_1:1-24923, JBBHBIPD_2:1-26188

Lsalivarius_T3_NZ_JAEHNU010000052_87.9220
ACEPNCJE_1 (reversed):33437-1

Lsalivarius_CCuG44481_NZ_NBES01000001_41.1787
IGBODKDJ_1 (reversed):31930-1

Lsalivarius_GJ_24_NZ_AFOI01000011_3.6028
BIHCAECM_1 (reversed):30474-1

Lsalivarius_KZ_NCB_NZ_JACBGJ010000001_17.8284
AFBGMUJIE_1 (reversed):23580-1

Lsalivarius_An84_NZ_NFHF01000001_67.1449

MDBKBIMH_1:1-14857, MDBKBIMH_2:1-20138 WD
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Figura30. Sintenia das AOIs de plantaricina NC8 identificadas nos genomas de L. salivarius.
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Hypothetical protein
* - Plantaricin NC8-beta
oePlantaricin NC8-alpha
1eL-serine dehydratase, alpha and beta chain
2 eFe-S protein maturation auxiliary factor SufT
3elnner membrane protein YagU
4e0mega-amidase YafV
5eLL-diaminopimelate aminotransferase
6 ®BFmMA BtgA family mobilization protein
7 »Putative immunity protein
8 eSalivaricin P chain a
9 eSalivaricin P chain b
10 @ Bacteriocin production related histidine kinase
11 @Signal transduction system genes
12 @Acidocin LF221B(GassericinK7B)
13 eLactacin F,subunit lafA
14 @ AbpT bacteriocin export accessory protein
15 @ AbpD bacteriocin export accessory protein
16 @Tyrosine recombinase XerC
17 @Fructose-1,6-bisphosphatase class 3
18 @Sodium/glucose cotransporter
19 eLactacin F,subunit l[afX
20 Phosphorylated carbohydrates phosphatase
21 @IS3 family transposase 151223
22 o CRISPR-associated endoribonuclease Cas2
23 @AbpIM bacteriocin immunity protein
24 - Plantaricin S-alpha
25 ePlantaricin S-beta
26 eAldehyde-alcohol dehydrogenase
27 eSialidase B
28 eUndecaprenyl-diphosphatase
29 «Miniconductance mechanosensitive channel MscM
30 eBacteriocin LS2chaina
31 «Bacteriocin LS2chainb
32 o Major outer membrane lipoprotein Lpp
33 eNonfunctional salvaricin B
34 < Bacteriocin-like prepeptide
35 ®AbplIP induction peptide
36 eMembrane protein
37 «Phage protein



Lsalivarius_T3_NZ_JAEHNU010000052_87.9220
ACEPNCJE_1:1-33437

Lsalivarius_CCuG44481_NZ_NBES01000001_41.1787
IGBODKDJ_1:1-31930

Lsalivarius_GJ_24_NZ_AF0I01000011_3.6028
BIHCAECM_1:1-30474

Lsalivarius_KZ_NCB_NZ_JACBGJ010000001_17.8284
AFBGMJIE_1:1-23580

Lsalivarius_An84_NZ_NFHF01000001_67.1449
MDBKBIMH_1 (reversed):14857-1, MDBKBIMH_2 (reversed):20138-1

Lsalivarius_VRA_01_1sq_f_WKKX01001332_73.9534
OONIOLAH_1 (reversed):5044-1
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Figura3l. Sintenia das AOIs de plantaricina S identificadas nos genomas de L. salivarius.
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Hypothetical protein
1eNADH:quinone reductase
2eAldehyde-alcohol dehydrogenase
3eFructose-1,6-bisphosphatase class 3
4eTyrosine recombinase XerC
(ePlantaricin S-beta
%o Plantaricin S-alpha
5eSppR
6 eBacteriocin production related histidine kinase
7 ®@AbpD bacteriocin export accessory protein
8 @ AbpT bacteriocin export accessory protein
9 « Plantaricin NC8-beta
10ePlantaricin NC8-alpha
11 eLactacin F,subunit lafA
12 @ AbpIM bacteriocin immunity protein
13 @ CRISPR-associated endoribonuclease Cas2
14 @1S3 family transposase 151223
150AbpR
16 @ Salivaricin P chain b
17eSalivaricin P chain a
18e Putative immunity protein
19 Phosphorylated carbohydrates phosphatase
20eLL-diaminopimelate aminotransferase
21eFe-S protein maturation auxiliary factor SufT
’ “ elnner membrane protein YagU
23 eOmega-amidase YafVv
24 eL-serine dehydratase, alpha chain
25 eL-serine dehydratase, beta chain
26 ®Sialidase B

27 @ Bacteriocin LS2chainb

28 @ Bacteriocin LS2chaina

29 ePhage protein

30 Membrane protein

31 AbplP induction peptide
32 Bacteriocin-like prepeptide
33@ Nonfunctional salvaricin B



Lsalivarius_NCIMB8818_NZ_NBDX01000001_27.8746
HGEKCBKM_1 (reversed):20411-1

Lsalivarius_CECT_NC_017481_4.2018
OJFEGJPF_1 (reversed):17757-1

Y Lsalivarius_LPMO1_NZ_LT604074_2.8570
KLDJODEJ_1 (reversed):20411-1

Lsalivarius_JCM1047_NZ_NBEF01000001_28.6315
LBBMKIDM_1 (reversed):20414-1

Lsalivarius_T3_NZ_JAEHNU010000052_87.9220
ACEPNCJE_1 (reversed):33437-1

Lsalivarius_CCuG44481_NZ_NBES01000001_41.1787
IGBODKDJ_1 (reversed):31930-1

Lsalivarius_GJ_24_NZ_AF0I01000011_3.6028
BIHCAECM_1 (reversed):30474-1

Lsalivarius_CCuG47171_NZ_NBEQO01000001_54.1894
EGIHHDPP_1 (reversed):24405-1

Lsalivarius_An813_NZ_JACJJO010000010_69.1398
IMMPLMLP_1:1-24803

* Lsalivarius_BNS11_NZ_CP089850_4.1628

NANKEPBN_1 (reversed):20414-1, NANKEPBN_2 (reversed):20399-1

Lsalivarius_A3iob_NZ_QFAS01000001_11.643
HDENMPCE_1 (reversed):20411-1

* Lsalivarius_AR809_NZ_CP084925_2.1566
MDJHOFGO_1 (reversed):16448-1

Lsalivarius_cp400_NZ_CBVR010000001_41.2182
KLHFGAON_1:1-16579

Lsalivarius_FXJKS17M7_NZ_VSUI01000001_45.5466
GKKELLBL_1 (reversed):19785-1, GKKELLBL_2 (reversed):26166-1

Lsalivarius_E6_1_NZ_VSWA01000001_34.2605
JOIPDFCB_1 (reversed):19791-1, JOIPDFCB_2 (reversed):26168-1

Lsalivarius_FZJTZ69_1_NZ_VSTS01000001_33.5970
KGBDIJIP_1 (reversed):26168-1, KGBDIJIP_2 (reversed):24923-1

Lsalivarius_FXJWS6M4_2_NZ_VSUD01000001_5.5638
DLBIBLAM_1:1-19560, DLBIBLAM_2:1-12832

Figura 32.
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compartilham > 95% de identidade e > 95% da cobertura da AOI ndo foram mostradas.

Hypothetical protein
1@L-serine dehydratase, alpha and beta chain
2 ®Fe-S protein maturation auxiliary factor SufT
3elnner membrane protein Yagu
4 ®#0mega-amidase YafV
S5eLL-diaminopimelate aminotransferase
6 @Putative immunity protein
%eSalivaricin P chain a
0@Salivaricin P chain b
7 ®Bacteriocin production related histidine kinase
8 »Signal transduction system genes
9 AbpT bacteriocin export accessory protein
10 @Tyrosine recombinase XerC
11 @Sialidase B
12 @Fructose-1,6-bisphosphatase class 3
13 @BfmA BtgA family mobilization protein
14 @Lactacin F,subunit lafA
15 @Plantaricin NC8-alpha
16 < Plantaricin NC8-beta
17 @Plantaricin S-alpha
18 @Plantaricin S-beta
19 @Aldehyde-alcohol dehydrogenase
20 ®NADH:quinone reductase
21 @Acidocin LF221B(GassericinK7B)
22 @15200/1S605 family transposase ISMmu1
23@tRNA(FMet)-specific endonuclease VapC
24 Membrane protein
25@Nonfunctional salvaricin B
26 ®Bacteriocin-like prepeptide
27@AbplP induction peptide
28 AbpD bacteriocin export accessory protein
29@Phage protein
* Genome with plasmidial sequence
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Sintenia das AOIls de salivaricina P identificadas nos genomas de L. salivarius. Para melhor representagcdo, algumas sequéncias que
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5 DISCUSSAO
Dentro de um cenario cada vez mais delicado em relacdo a resisténcia

bacteriana, a possibilidade de serem aplicados os produtos peptidicos da espécie
Ligilactobacillus salivarius como potenciais fatores antimicrobianos direcionados a
saude publica e produgdo pecuaria, representa uma alternativa viavel e
significativa (Guerrero Sanchez et al., 2022). Nesse sentido, o estudo realizado,
analisando todos os genomas disponiveis desta espécie até entéo, pode revelar a
existéncia de uma diversidade de componentes proteicos de interesse para o
contexto mencionado.

No caso especifico da espécie L. salivarius, foram obtidos 216 genomas a
partir de amostras coletadas em diversos paises. No entanto, foi observado que a
grande maioria dos isolados foram obtidos na China, o que pode gerar um viés na
analise dos dados. Isso ocorre porque a variagao genética pode ser influenciada
por fatores como a localizagao geografica, o tipo de ambiente e a populagdo em
que a espécie esta presente (Wood et al.,, 2022). Porém, nossos resultados
indicam que a origem geografica, bem como a origem de isolamento, ndo se
mostrou como um fator correlacionado com a existéncia de um padrao genético
em relagao a predigao de bacteriocinas.

Com as 215 cepas que passaram no primeiro filtro de corte em relacéo a
completude e contaminagcdo dos genomas publicados, foi possivel realizar a
construgcao e posterior anadlise pangenémica referente a essa espécie. Ao passo
que a analise sequencial das bacteriocinas pode apresentar um grande numero
de informagdes importantes para compreenséo diferencial evolutiva das mesmas,
ou seja, caracteristicas peculiares ainda acabam passando despercebidas.

Dos dados obtidos pelo método mencionado, € possivel observar que a
curva de acumulagdo apresentada pelo pangenoma sugere um cenario de
pangenoma aberto. Isso ocorre mesmo quando um aparente padrao estavel de
ganho e perda de genes é evidenciado no grafico filogenético das cepas. Isso
implica que o numero total de genes em L. salivarius aparenta nao ter atingido
uma estabilizacdo e pode indicar uma ampla diversidade de genes ainda nao

identificados entre as diferentes cepas dessa espécie bacteriana.
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Além disso, quando se examina a filogenia das cepas encontradas, é
perceptivel uma dificuldade em estabelecer uma correlagdo no repertério
bacteriocinogénico. Essa observagdo sugere uma adaptagdo independente da
cepa ao ambiente ao qual esta exposta.

Analisando mais profundamente o perfil genético desse pangenoma,
revelou-se que a maioria dos genes encontrados estdo associados a fungdes
desconhecidas, mas também foram identificados varios COGs proeminentes,
como Replicagdo, recombinacdo e reparo, Biogénese da parede
celular/membrana/envelope, Transcricdo, Mecanismos de defesa, Transporte e
metabolismo de carboidratos e Transporte e metabolismo de aminoacidos. Porém,
estes COGs estdo primariamente relacionados com fungdes do metabolismo
basico. Nossos resultados também revelaram a presenga de 17 tipos de
bacteriocinas sintetizadas por este grupo, sendo distribuidas nas trés classes
utilizadas pelo sistema da ferramenta BAGELA4.

Os resultados indicam que a presencga de bacteriocinas no grupo é muito
evidente e diversa, com conteudo genético adjacente altamente variavel. A
Enterolisina A | e Il representou a maioria das regides codificadoras de
bacteriocinas para os genomas obtidos, esse fator pode também implicar na
presenca de uma maior variabilidade de padrbes génicos codificantes para tais
proteinas, tendo em vista as diferencas demonstradas no alinhamento das
sequéncias preditas.

As analises de correlagdo mostraram que ha uma relagao significativa entre
0s genes LS2 cadeia alfa e LS2 cadeia beta, bem como entre as bacteriocinas
plantaricina S alfa e beta e Salivaricina P cadeia alfa e beta, indicando as
interacdes funcionais conjuntas entre tais peptideos. Além disso, os resultados
apresentaram uma correlagdo entre a presencga conjunta dos genes responsaveis
pelas modificagcdes pos-traducionais das bacteriocinas e a presenca da Nisina F,
algo ja esperado pela descri¢cdo literaria do grupo ao qual essa proteina esta
integrada (Wu et al., 2022).

Tendo se estabelecido o perfil de bacteriocinas para a espécie,
procedeu-se uma verificagdo das possiveis diferencas, bem como a predicdo da
estrutura tridimensional, com a finalidade de gerar uma compreensdo do seu

possivel mecanismo molecular. Nossos resultados e opg¢ao por método estdo em
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consonancia com estudos recentes que também utilizam dessa ferramenta
Alphafold 2 em suas analises (Jumper et al., 2021; Senior et al., 2021). A precisao
da modelagem de proteinas alcangada pelo software permite uma compreensao
mais aprofundada das interagdes entre proteinas e moléculas alvo (Adams et al.,
2021).

Em relagcdo ao refinamento, a ferramenta utiliza uma abordagem de
simulacdo de dindmica molecular e pode ajustar a estrutura das proteinas de
acordo com dados experimentais disponiveis, além de otimizar a estabilidade da
estrutura em condicdes fisioldgicas (Yang et al., 2016). Por meio do seu uso é
possivel a obtencdo de melhorias significativas na precisdo e qualidade das
estruturas de proteinas modeladas (Ryu et al., 2019).

Apesar de grande parte dessas proteinas antimicrobianas possuirem uma
conservagao muito evidente em relagdo a suas sequéncias, alguns grupos,
principalmente os mais frequentes, demonstraram variagbes mutacionais
significativas quanto a composi¢gdo de aminoacidos de suas cadeias, indicando
um dinamismo genético em relagdo a esses genes.

Em relacdo a predigao estrutural, apenas 11 bacteriocinas apresentaram
certa similaridade com estruturas ja descritas e apresentadas publicamente,
sendo que apenas a enterolisina A | e Il, obtiveram uma similaridade observada
pela presengca compartiihada de duas alfa hélices em sua estrutura predita, e
compartilhando nove folhas beta alinhadas - contudo, a enterolisina A | apresenta
outras duas folhas beta que possuem suas sequéncias ausentes tanto na
enterolosina A I, quanto no modelo melhor modelo encontrado pelo BLAST
(Figura 11). Dessa maneira, os modelos 3D construidos poderao servir como boa
base para compreensdes futuras das dindmicas dessas proteinas bem como
possiveis acdes funcionais conjuntas, uma vez que nenhum estava disponivel
anteriormente.

A analise de gendbmica comparativa entre as AOI, indicou a presenca de
padrdes distintos entre os diferentes grupos de bacteriocinas, corroborando a ja
conhecida plasticidade observada nos genomas bacterianos (Das et al., 2022).

Foi observado que varias bacteriocinas, como lactacina F subunidade lafA,
plantaricina NC8, plantaricina S e bacteriocina LS2 (por exemplo, nas cepas

KZ-NCB e An84), estao presentes juntas em uma mesma area de interesse ou no
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mesmo genoma. Isso indica que uma unica cepa pode ser capaz de produzir mais
de um tipo de bacteriocina. Além disso, em algumas dessas areas de interesse,
onde essas bacteriocinas estdo presentes, ndo foram identificados elementos
genéticos moveis ou genes de manutengao de plasmideos, o que revela uma
intensa dindmica e diversidade génica associada a esses fatores.Nossos
resultados sugerem que diversas AOIl podem estar em uma posi¢éo vinculada a
plasmideos conjugativos.

Foram identificados genes de imunidade que configuram a resisténcia
frente ao peptideo antimicrobiano produzido pela mesma, mas em certos casos
tais fatores ndo se mostraram presentes na mesma AOl da bacteriocina,
indicando um possivel mecanismo de defesa contra a acdo dessas proteinas mais
complexos com ativagdes em regides distintas ao sitio codificante da bacteriocina.

O caso mais curioso implica nas duas variagdes para a bacteriocina
enterolisina A preditas pelo BAGEL4, denominadas no trabalho como enterolisina
Al e All. Em ambos os casos, as duas formas da bacteriocina podem ser
encontradas presentes simultaneamente no mesmo genoma. Porém,
curiosamente identificou-se nas AOIs referentes a enterolisina A | a presencga de
proteinas de origem viral ao redor da bacteriocina visualizada, podendo se aludir
a sua formacgao, insergdo ou mobilidade de tal gene para a espécie em questao

por meio do ciclo lisogénico de bacteriofagos.
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6 CONCLUSAO

Com esse estudo conseguimos ampliar a compreensdo, com base na
investigacdo genbmica, sobre o conteudo bacteriocinogénico da espécie
Ligilactobacillus salivarius. Esse fato €& visivel através da predicdo de
bacteriocinas de classe 1 e 3 - anteriormente ndo mencionadas para a espécie -
como fatores antimicrobianos direcionados para a saude publica e producao
pecuaria, em um cenario de crescente resisténcia bacteriana, bem como os
demais peptideos de classe 2 apresentados e caracterizados estruturalmente,
sendo assim resultados a serem considerados em futuras aplicabilidades de seus

componentes em um interesse socioeconémico.
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