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Geny pro biosyntézu antibiotik u ptadniho bakterialniho
spoleCenstva interagujiciho s rostlinou

Souhrn

Se zvySujici se zemédélskou produkci roste i potfeba novych a udrzitelnych zptsobu
Vv boji proti patogennim mikroorganismim, které napadaji plodiny a snizuji tak jejich
vynosnost. Mezi takové zplsoby patii obohacovani piidy antagonistickymi mikroorganismy,
které pomoci produkce antibiotik omezuji rist nebo zcela eliminuji patogenni mikroorganismy.
Vyznamnym producentem antibiotik jsou bakterie z kmene Actinobacteria, ptevazné pak rod
Streptomyces. U mnohych streptomycet byl potvrzen jejich pozitivni u¢inek proti patogennim
mikroorganismim, které napadaji zemédélské plodiny.

Cilem prace bylo izolovat chromozomalni DNA z 10 kment pudnich aktinobakterii.
Poté byl u dvou vybranych kmenua rodu Streptomyces, které in vitro vykazovaly aktivitu vaci
patogenni bakterii Streptomyces scabiei, proveden rozbor ziskané genomové sekvence pomoci
programu antiSMASH. AntiSMASH uréil podobnost biosyntetickych drah v genomu se
znamymi drahami pro sekundarni metabolity v referen¢nich streptomycetach.

Z vysledkt bylo zjisténo, Ze oba genomy streptomycet obsahuji nékolik biosyntetickych
genovych klastri pro potencionalni latky s antibiotickym ucinkem. VSechny se odlisovaly od
znamych klastrt, ale riznou mérou. Muzeme tedy predpokladat, ze oba kmeny jsou schopny
produkovat nové latky s antibakteridlnim uinkem. Zavéry potvrdily, Zze mezi piibuznymi
kmeny dochazi k horizontalnimu pfenosu gent, které se dale vyvijeji a predstavuji tak, jeden
ze zékladnich mechanismu diverzifikace bakterialniho genomu.

Vysledky této studie pfinaseji podklady o vhodnosti vyuziti bakteridlnich kmenti na
potencionalni boj proti obecné strupovitosti zpisobené patogenem S. scabieli, ale i proti dalsim
patogennim mikroorganismim. Je potfeba provést dalsi pokusy, aby se zjistilo, které latky
bakterie doopravdy produkuji a jestli nemaji na rostlinu nebo dals§i organismy v rhizosfére
negativni vliv.

Kli¢ova slova: Aktinobakterie, interakce s rostlinou, antibiotika, genomy



Genes for antibiotic biosynthesis in soil-bacteria-plant
Interactions

Summary

As agricultural production increases, so does the need for new and sustainable ways to
combat pathogenic microorganisms that attack crops and reduce the yield. Such methods
include enriching the soil with antagonistic microorganisms which, through the production of
antibiotics, restrict the growth of pathogenic microorganisms or completely eliminate them.
Bacteria from the phylum Actinobacteria, mainly the genus Streptomyces, are important
producers of antibiotics. Many streptomyces have already been shown to have a positive effect
in the fight against pathogenic microorganisms that attack agricultural crops.

The aim of the paper was to isolate chromosomal DNA from 10 strains of soil
actinobacteria. Subsequently, two selected strains of the genus Streptomyces, which showed in
vitro activity against the pathogenic bacteria Streptomyces scabiei, were subjected to analysis
of the obtained genomic sequence using the antiSMASH program. AntiSMASH determined the
similarity between biosynthetic pathways in the genome and known pathways for secondary
metabolites in reference streptomyces.

The results showed that both genomes of streptomyces contain several biosynthetic gene
clusters for potential substances with antibiotic effect. They all differed from known clusters,
but to varying degrees. It can therefore be assumed that both strains are able to produce new
substances with antibacterial effect. The conclusions confirmed that there are horizontal gene
transfers between related strains, which further develop and thus represent one of the basic
mechanisms of bacterial genome diversification.

The results of this study provide evidence of the suitability of bacterial strains for the
potential fight against common scab caused by the pathogen S. scabiei, but also against other
pathogenic microorganisms. Further experiments are needed to find out which substances
bacteria actually produce and whether they do not have a negative effect on the plant or other
organisms in the rhizosphere.

Keywords: Actinobacteria, interaction with the plant, antibiotics, genomes
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1 Uvod

Potieba zemédélské produkce roste s nartistajicim poétem obyvatel. Skiidci a onemocnéni
rostlin snizuji vynos zeméd¢€lskych plodin az o tfetinu (Oerke 2006). Moznost hnojeni a ochrany
rostliny pfed patogennimi mikroorganismy prostiednictvim primyslové vyrabénych latek neni
vzdy vhodna kvuli pretrvavajici rezistenci a pienosu rezidui pesticidii do potravin. Je proto
potieba prichazet s udrzitelnymi zptisoby produkce zeméde€lskych plodin. Mezi takové patii
obohacovani puidy pfirozené antagonistickymi mikroorganismy, které jsou schopny potlacit
rist nebo dokonce i zcela eliminovat patogenni mikroorganismy.

Ptirozeny vyskyt ur€itych bakterii v pid¢ dava vzniknout takzvanym piidam potlacujicich
choroby (z anglického disease suppressive soils). V téchto pudach rostliny onemocni v mensi
mife, pfipadné vibec i za ptritomnosti patogenniho mikroorganismu (Mendes et al. 2011). Za
ucinnost téchto pid je zodpoveédna produkce sekundarnich metabolitli, zejména antibiotik,
kterymi bakterie ptidu obohacuji a mohou tak zabranit riistu patogennich mikroorganismu. Tyto
pudy ptedstavuji nejvhodnéjsi moznost ochrany rostliny pied pidnimi patogeny (Weller et al.
2002).

V pudé jsou bakterie nejvice zastoupeny kmeny Proteobacteria, Acidobacteria a
Actinobacteria. Z aktinobakterii je pak vyznamnym producentem antibiotik, které se vyuzivaji
jak v medicinském, tak i zemé&délském odvétvi, rod Streptomyces. Mimo produkce antibiotik
maji streptomycety v pudé nékolik dalSich funkci. Mohou rozkladat obtizné rozlozitelné
organické latky, jako je naptiklad celuldza, lignin a pektin pomoci extracelularnich enzymu
(Charpentier & Percheron 1983; Li & Gao 1996). Dale produkci siderophort zvysuji rostlinam
piisun rozpustného Zeleza z pudy (Tkacz & Poole 2015). Hydrolyzuji také organické a
anorganické nerozpustné slouceniny fosforu na rozpustnou formu, kterou pak rostlina mutze
piijmout (Jog et al. 2014). Dilezitost vyskytu uréitych bakterii v padé potvrzuje skute¢nost, ze
az 20 000 druhti rostlin pro svij rust potfebuje symbidzu s bakteriemi, které jim zajistuji
zlepSeny pfijem Zivin nebo ochranu pied patogennimi mikroorganismy (van der Heijden et al.
2008).



2 Védecka hypotéza a cile prace

Cilem prace je izolovat chromozoméalni DNA z 10 kment pudnich aktinobakterii. Poté u
dvou vybranych kmenii provést rozbor ziskané genomové sekvence a najit biosyntetické drahy
kédujici latky s potencionalnim antibiotickym t¢inkem.

H: Nové genomy budou obsahovat nékolik klastri pro biosyntézu sekundarnich metaboliti a
ty budou vykazovat odlisnou podobnost se znamymi klastry.



3 Literarni reSerse

3.1 Aktinobakterie

Aktinobakterie jsou grampozitivni bakterie, predstavujici jeden z nejpocetnéjSich kmenti
domény Bacteria (Ludwig et al. 2012). Jejich bunééna sténa obsahuje peptidoglykan, ktery je
slozen z N-acetyl-glukosaminu, N-acetyl-D-muramové kyseliny a kyseliny diaminopimelové.
Na peptidoglykan jsou navazany kyseliny teichoovova a teichuronova (Bhatti et al. 2017).

Mohou se vyskytovat jak v terestrickém, tak i ve vodnim ekosystému, ale i ve vzduchu
(Kettleson et al. 2013). Nékteré aktinobakterie mohou osidlovat i lidsky organismus jako
zastupci rodu Bifidobacterium, ktefi jsou soucasti lidského mikrobiomu, a pro lidsky
organismus jsou tyto bakterie prospe$né. Na druhou stranu existuji 1 pro ¢lovéka patogenni
zastupci. Zastupce rodu Streptomyces S. somaliensis, zptsobuje onemocnéni kize zvané
mycetom (Fahal & Hassan 1992). Dalsi patogenni zastupci jsou z rodu Mycobacterium. M.
tuberculosis zpisobuje zavazné plicni onemocnéni tuberkulozu, M. leprae zpusobuje chronické
infek¢éni onemocnéni lepru (Russell 2001; Sasaki et al. 2001).

V pudé¢ aktinobakterie predstavuji jeden z nejpocetnéjSich kmend spolecné
s proteobakteriemi a acidobakteriemi (Fierer et al. 2007). Hustota aktinobakterii mtze byt az
10° bunék na gram pudy a jejich vyskyt dosahuje i hloubek vice nez 2 metry pod zemi
(Goodfellow & Williams 1983). Padni aktinobakterie jsou vétSinou mesofilni mikroorganismy,
tudiz optimalni teplota pro jejich rist se pohybuje mezi 25 az 30°C. Existuji i termofilni
aktinobakterie, které jsou schopny rtst i mezi 50 az 60 °C nebo psychrotrofni aktinobakterie,
které jsou schopné Zit v nizkych teplotach (Edwards 1993; Yadav et al. 2017). Mnoho zastupcu
bylo nalezeno i v extrémnich oblastech jako jsou kyselé pudy (Kim et al. 2003), pousté
(Kurapova et al. 2012), Arkticka (Augustine et al. 2012) i Antarkticka oblast (Lee et al. 2012),
nebo v horké prameny v Ciné (Duan et al. 2014). Ve vodé se mohou vykytovat jak ve sladké,
tak i v moiské (Subramani & Aalbersberg 2013). Byly dokonce i nalezeny v sedimentu
z Marianského ptikopu (Pathom-aree et al. 2006).

Typickym znakem aktinobakterii je vysoky obsah part cytosinu a guaninu v DNA. U
sladkovodnich aktinobakterii byva obsah téchto part nizsi (Ghai et al. 2012).

Morfologie aktinobakterii zahrnuje jednobunééné koky nebo ty€inky zastupct
Micrococcus a Mycobacterium, az po morfologicky slozité zastupce Amycolatopsis, Frankia a
Streptomycetes, které mohou tvofit rozvétvené mycelium (Barka et al. 2016).

Velikost genomu aktinobakterii je riznoroda. U druhd, které ziji ve specialnim prostiedi,
neni potieba slozity metabolismus, a proto jsou u nich i mens$i genomy. Naopak bakterie
S vétSim genomem jsou schopny se pfizplsobit riznym prostfedim, diky tomu, Ze mohou
vyuzivat vice zdroji Zivin. Nejmen$i genom z aktinobakterii byl osekvenovan u bakterie
Tropheryma whipplei a obsahoval 0,93 Mbp (Bentley et al. 2003), nejvétsi u Streptomyces
rapamycinicus 12,7 Mbp (Baranasic et al. 2013).

Aktinobakterie produkuji aZ polovinu z 22000 bioaktivnich latek, které jsou bakterialniho
pivodu (Bérdy 2005). Jsou vyznamnymi producenty antibiotik, kdy rod Streptomycetes
produkuje az 80 % znamych antibiotik (Watve et al. 2001). Udava se, ze az 99,999 %
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mikrobidlni diverzity zlstava neprozkoumano a nabizi se zde tedy i moznost objeveni novych
bioaktivnich latek, zejména antibiotik (Locey & Lennon 2016).

3.1.1 Streptomycety

Rod Streptomyces patii do fadu Actinomycetales, kmenu Actinobacteria. Sviij nazev
ziskaly z latinského streptos = vlaknity a myces = houby, odkazujici na jejich pozoruhodny
zivotni cyklus. Streptomycety jsou obligatné aerobni saprofytické bakterie. Nejvice se
vyskytuji v pidach, a to v mnozstvi okolo 10° az 10" KTJ na gram ptdy (Janssen 2006).
Streptomycety jsou ptivodcem typického zemitého zapachu pidy, a to prevazné diky produkci
bicyklického alkoholu geosminu (Gerber 1967) a 2-methylsoborneolu (Gerber 1969). Vétsina
streptomycet jsou mezofilni mikroorganismy, tedy optimalni teplota pro jejich rust je do 30 °C.
Existuji i zastupci, kteti mohou rist i v teplotach do 55 °C (Al-Dhabi et al. 2016), nebo dokonce
i pfi 65 °C (Xu et al. 1998).

Zivotni cyklus streptomycet je, co se tyée bakterii, velmi ojedinély. Tim, Ze se mnoZi
pomoci spor a tvoii mycelium, pfipomina zivotni cyklus vlaknitych hub (viz Obr. 1). Za¢ina
klicenim spory. KdyZ se spora nachézi v pfiznivych Zivotnich podminkach, dochézi k jejimu
vykli¢eni a ndslednému ristu hyf. Hyfy se mohou rizné rozvétvovat a tvorit tak vétvené
vegetativni mycelium. Pfi rGstu vegetativnich hyf nedochéazi k déleni bun¢k a vznikd tak
mnohobunéény komplex (Claessen et al. 2014). Rust hyf je polarizovany a ovliviiuje ho
komplex proteind zvany polarisom, ktery i udava, kde se hyfa bude rozvétvovat (Flardh et al.
2012). Z vegetativniho mycelia rostou vzdusné hyfy, které rozvétvené nejsou. Moznost ristu
hyfam do vzduchu zajistuji bld geny (Kelemen & Buttner 1998). Pii fazi ristu vzdu$nych hyf
dochazi k postupné degradaci vegetativniho mycelia prostiednictvim programované bunécné
smrti, ¢imz si streptomycety zajistuji stavebni bloky pro rast vzdusnych hyf (Ferndndez &
Sanchez 2002; Manteca et al. 2006). Vzdusné hyfy za nepiiznivych podminek diferencuji
Vv fetizky spor. Pro zahajeni sporulace jsou potiebné geny skupiny whi (Hamedi et al. 2017).
Vzniklé spory se pak mohou rozptylit v prostoru. Streptomycety v podobé¢ spor za neptiznivych
zivotnich podminek, jako je napiiklad nedostatek Zivin, mohou stravit i vétSinu svého zivotniho
cyklu (Mayfield et al. 1972).
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Obr. 1: Zivotni cyklus streptomycet (Hamedi et al. 2017).

Chromozom streptomycet je linearni (Lin et al. 1993), ma obvykle velikost vV rozmezi 6
az 10 Mbp a obsah parti cytosinu a guaninu v DNA byva kolem 70 % (Bentley et al. 2002).
Chromozom se sklada z centralni ¢asti a dvou nestejné dlouhych ramen. Linearita chromozomu
pravdépodobné vznikla jednordzovou rekombinaci mezi linearnim plazmidem a plvodnim
kruhovym chromozomem. Replikaci linedrniho chromozomu zahajuje centraln€ umistény
pocatek replikace oriC bohaty na sekvence boxu DnaA a replikace probiha obousmérné smérem
k telomeram (Smulczyk-Krawczyszyn et al. 2006). Tim, Ze je chromozom linearni, replika¢ni
vidlicky se nemohou potkat a dokoncit tak replikaci koncovych ¢asti chromozomu. Ukonceni
replikace probihda pomoci terminacnich proteinti, které se nachazeji na volnych 5’-koncich. Ty
napomahaji pii syntéze posledniho Okazakiho fragmentu na 3’konci. V centralni Casti se dale
nachazeji takzvané housekeeping geny, tedy geny nezbytné pro chod buiiky a tato ¢ast je velmi
konzervovana (Chater et al. 2010). Na ramenech nachazeji geny specifické pro druh a tato ¢ast
je variabilni (Choulet et al. 2006). Na obou koncich ramen se vykytuje i mnoho gent pro
transposazy, které mohou hrat dilezitou roli béhem evolu¢niho horizontalniho pienosi genti
(Omura et al. 2001).

Studiem chromozomu S. coelicolor se poprvé dokazalo, ze bakterie miize nést vice genti
nez eukaryotické organismy. S. coelicolor nese 7825 genti, kvasinka Saccharomyces cerevisiae
pouze 6203 (Bentley et al. 2002).

Streptomycety hraji dilleZitou roli v recyklaci uhliku, ktery je zachycen v nerozpustnych
organickych zbytcich jako je chitin, lignin nebo celuldza, které se nachédzeji v bunéénych
sténach hub a rostlin (Charpentier & Percheron 1983; Li & Gao 1996). Pomoci hydrolytickych
extracelularnich enzymi jsou streptomycety schopné tyto obtizné rozloZitelné organické latky
rozlozit. S coelicolor, prvni osekvenovana streptomyceta, je schopna produkovat 60 peptidaz,
8 celulaz 13 chizinaz a 3 amylazy (Bentley et al. 2002). Pro rozklad chitinu maji streptomycety
velmi dobfe rozvinuty chitindzovy systém, kdy chitinazy $té€pi B-1,4 glykosidové vazby mezi
jednotkami N-acetylglukosaminu (GlcNAc). Prostfednictvim této reakce pak z chitinu ziskavaji
GlcNAc, ktery je pro né preferovanym zdrojem uhliku a dusiku. (Schrempf 2001; Swiatek et
al. 2012).
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3.2 Interakce aktinobakterii s rostlinou

Aktinobakterie se mohou vyskytovat jako soucast bakteridlniho pidniho spolecenstva,
zejména v oblastech rhizosféry, ale mohou zit i ve vnitinich ¢astech rostliny, jako endofytni
mikroorganismy. Endofytni mikroorganismy mohou i vétsi ¢ast svého zivotniho cyklu stravit
pfimo ve vnitfnich ¢astech rostliny a svym vlivem hostitelskou rostlinu ochranovat ptred
riznymi biotickymi i abiotickymi faktory (Dimkpa et al. 2009). Nékteré endofytni
streptomycety mohou produkovat fytohormony ze skupiny auxind, napiiklad kyselinu
indol-3-octovou, ktera podporuje rostlinny rust a pomoct tak piezit rostliné ve stresovém
prostiedi, naptiklad pti nedostatku vody (Yandigeri et al. 2012).

V pad¢ se pak aktinobakterie podileji na vzniku pad potlacujicich choroby. Pudy
potlacujici choroby miizeme rozd¢€lit na dva typy uc¢inku. Prvni je obecné potlacovani, které
souvisi s celkovym zastoupenim bakterialniho spolecenstva v ptidé. Tento typ potlacovani neni
pienosny mezi ptidami. Druhy typ Gc¢inku je specifické potlatovani. Specifické potlacovani
patogeni je dano ucinkem specifické bakterie nebo vybrané skupiny. Specifické potlacovani
1ze pienést mezi pudami, a je to jeho kli¢ova vlastnost (Weller et al. 2002). Pokud vime, jaka
bakterie nebo skupina bakterii jsou za potlacovani chorob zodpovédné, miizeme tyto specialni
bakterie inokulovat do jiné ptdy a zajistit tak omezeni ristu patogenniho mikroorganismu.

Aktinobakterie mohou rst rostlin a jejich ochranu pted patogeny podporovat riznymi
zpusoby. Mohou produkovat riizna antibiotika, které zamezuji rlist patogenl, nebo mohou
rostlin€é zlepSovat vyuzitelnost latek z pud. Aktinobakterie mohou produkovat siderofory,
prostiednictvim kterych pak miize rostlina navysit svij pfijem Zeleza z ptdy. Rostliny si
produkuji vlastni siderofory, ale bakteriadlni siderofory maji vyssi afinitu k zelezu. Tim, Ze
rostlina ziska vic Zeleza z pidy, snizi se dostupnost zeleza pro ostatni mikroorganismy, které
mohou byt pro rostlinu patogenni, naptiklad pro rizné houby (Tkacz & Poole 2015).

Streptomycety jsou také schopny hydrolyzovat organické i anorganické nerozpustné
slouc¢eniny fosforu na rozpustnou formu a ten pak rostliny snadno piijimaji. Schopnost
hydrolyzovat nerozpustné slou¢eniny fosforu souvisi s produkci organickych kyselin (Jog et al.
2014).

Bakterie z rodu Frankia mohou vstupovat do symbidzy s riznymi krytosemennymi
rostlinami, které se soustavné oznacuji jako aktinorhizalni rostliny. Tyto rostliny vétSinou
rostou Vv netirodnych piidach a casto slouzi i jako prikopnické rostliny na zacatku vyvoje
rostlinného spolecenstvi na daném Uzemi. Bakterie vyvolaji rist kofenovych uzlin, které maji
schopnost vyvazovat dusik pomoci enzymu nitrat reduktazy. Tim umozni témto rostlinam
molekularni dusik z pidy fixovat a rostliny jsou pak schopné piezit i v méné trodnych
oblastech (Benson & Silvester 1993). K fixaci dusiku napomahaji i bakterie zrodu
Micronospora. Ty mohou byt pfitomny v uzlinach kofent luskovin a svoji pfitomnosti mohou
stejné jako Frankia regulovat rust uzliny. Bakterie Micronospora obsahuji geny kodujici
trehaldzu. Trehal4za je enzym, ktery degraduje trehalozu a podili se tim na regulaci riistu uzliku.
Inokulace kmene M. lupini Lupac 08 do lusténin pfi in vitro pokusech pomohla jejich dobré
prosperité (Trujillo et al. 2014).
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3.2.1 Patogenni aktinobakterie

Nékteré aktinobakterie mohou byt pro rostlinu i patogenni (Loria et al. 1997). Mezi
patogenni zastupce patii napiiklad Streptomyces scabiei, ktera zptisobuje obecnou strupovitost
hliz brambor (viz Obr. 2). Mimo brambory také postihuje dalsi kofenové rostliny jako je mrkev,
fedkvicky nebo fepa (Loria et al. 2006). U podzemnice olejné miize zpisobovat onemocnéni
zvané ,,Peanut pod wart®, které se projevuje tmavymi bradavicemi na plodu arasidu (Kritzman
etal. 1996). S. scabiei je schopna produkovat fytotoxin thaxtomin A (strukturni vzorec viz Obr.
3), ktery zpisobuje toto onemocnéni. Thaxtomin A inhibuje syntézu celulozy v rostlinné tkani,
a tim dochazi k vyvolani nekr6zy na povrchu brambor. Pfi pokusech in vitro bylo prokazano,
ze mnozstvi produkovaného thaxtominu A koreluje s agresivnéj$imi projevy onemocnéni
(Kinkel et al., 1998). Byly objeveny i dal$i streptomycety zpusobujici strupovitost brambor,
napiiklad S. europaeiscabiei, S. stelliscabieli, S. reticuliscabiei a S. turgidiscabiei (Miyajima et
al. 1998; Bouchek-Mechiche et al. 2000). S. acidiscabiei také zptisobuje strupovitost brambor
a je schopna prezit i v kyselych pudach, které maji pH mensi nez 5 (Lambert & Loria 1989).

Obr. 2: Strupovitost brambor zptisobena patogenni S. scabiei. Bakterie infikuje hlizu jen pokud dochazi
k jejimu rtstu. Po ukonceni rastu hlizy se dalsi strupy nevyvijeji. Léze maji obvykle kulaty tvar a mize
dochazet i k jejich spojovani. Léze mohou byt povrchni nebo erupéni s hlubokymi jamkami uprostied
(Loria et al. 2006).
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Thaxtomin A

Obr. 3: Strukturni vzorec thaxtominu A (Loria et al. 2006).

Mezi dalsi fytopatogenni aktinobakterie patii Rhodococcus fascians. Svym ptisobenim
ovlivituje normalni rist dvou a jednodéloznych rostlin, a davéd tak vzniknout onemocnéni
nazyvaném listova zlu¢ (Vereecke et al. 2000).

Aktinobakterie Clavibacter michiganensis infikuje xylém rostlin, naptiklad rajcat, a
zpusobuje tak jejich vadnuti (Gartemann et al. 2003).

3.2.2 Priklady ac¢inki streptomycet proti rostlinnym patogenim

V riznych studiich se prokdzaly pozitivni ucinky streptomycet v boji proti Skiidcim
ruznych hospodaisky vyznamnych rostlin. ZvySeny vyskyt streptomycet byl objeven v padach,
které potlacovaly vyskyt plisné Fusarium oxysporum, postihujici napiiklad jahody.
Streptomycety nalezené v téchto pudach syntetizovaly thiopeptid s oznacenim S4-7, ktery byl
schopen inhibovat riist bunééné stény plisni (Cha et al. 2016). Proti plisni Fusarium oxysporum
se ukazala byt specificky ze streptomycet u¢inna i S. albospinus, ktera vykazovala produkci
Sirokého spektra antibiotik a chitinazy, ktera je schopna narusovat bunécéné stény hub degradaci
chitinu (Wang et al. 2016). Nedavna studie prokazala ucinek streptomycet i oproti plisni
Sclerotinia sclerotiorum postihujici okurky (Mun et al. 2020).

Dalsi studie prokazala, ze streptomycety mohou mit inhibi¢ni €inek i proti bakteriim
Erwinia amylovora, ktera zptsobuje bakteridlni spalu ruzovitych a Agrobacterium
tumafanciens, ktera je pivodce onemocnéni ,,Crown gall®, pii kterém se na kofenech nebo
vétvickach tvoii vyristky nebo hniloby (Oskay et al. 2004). Streptomycety maji i u¢inek proti
houb¢ Pyrenochaeta lycopersici, ktera je pivodcem onemocnéni vzniku korkového koiene,
které postihuje napiiklad raj¢ata. Dale jsou schopny i potlacovat verticiliové vadnuti u lilku
zpusobované houbami z rodu Verticillium (Bubici et al. 2013).

S. roseolus a S. yanglinensis prokazaly pozitivni G¢inky proti plisni Aspergillus flavus.
A. flavus je hlavni producent mykotoxinu alfatoxinu Bi, ktery se povazuje za jeden
al. 2018; Shakeel et al. 2018). Streptomycety mohou A. flavus inhibovat pomoci produkce
antibiotik blasticidin A a dioctatin A (Sakuda et al. 2000; Yoshinari et al. 2007).

Dalsi studie potvrdily uc¢inek streptomycet proti houb& Botrytis cinerea, kterd se na
riznych plodinach, naptiklad na vinné révé, objevuje jako Seda pliseri (Logman et al. 2009).
Botrytis cinerea neni pro vinnou révu jenom patogenni. Na vybranych odrudach vina se
uslechtila B. cinerea vyuziva ke sniZzeni obsahu vody v hroznu, pro vznik sladsich vin.

Fytoftorova hniloba kotfent a krcki je onemocnéni, které zptisobuji oomycety z druhu
Phytophthora, naptiklad P. sojae, ktera postihuje soju lustinatou a zptisobuje kazdoro¢né velké
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ztraty v produkei soji. I proti tomuto onemocnéni se ukazaly streptomycety jako uc¢inné (Xiao
et al. 2002).

Gaeumannomyces graminis var. Tritici je patogenni houba, které je puvodcem choroby
dostalo toto onemocnéni podle toho, Ze ni¢i celé porosty pSenice. Inokulaci endofytnich
streptomycet do§lo k omezenim projeviim toho onemocnéni ze 70 % (Coombs et al. 2004).

Rhizoctonia solani zpusobuje plisen ryzového plasté, jednu z nejni¢ivéjsich chorob
postihujici ryzova pole. S. padamus produkuje fungichtomin, ktery se schopen inhibovat rust
R. solani (Yang et al. 2021). Proti R. solani se ukazal byt i G¢inny antifungalmycin N2
produkovany streptomycetami (Zhang et al. 2020b). Dalsi onemocnéni ryze zptuisobuje bakterie
Xanthomonas oryzae, ktera zptsobuje destruktivni onemocnéni ,,Bacterial Blight“. Studiem se
ukazalo, Ze proti tomuto patogennimu mikroorganismu ma dobry ucinek S. bottropensis. Ta je
schopna produkovat antibiotika bottromycin A2 a dunaimycin D3S (Park et al. 2011). Dalsi
patogenni bakterii postihujici ryzi je Burkholderia glumae zpisobujici onemocnéni zvané
,Bacterial Panicle Blight®. I proti této bakterii se streptomycety ukazaly byt taktéz ucinné, a to
produkci antibiotik streptothricinu F, D a E (Suarez-Moreno et al. 2019). Antifugalni
antibiotikum kasugamycin, produkované Streptomyces kasugaensis, se pouziva k potlaceni
onemocnéni ryze, zpusobené fytopatogenni houbou Magnaporthe oryzae (anamorfa
oznacovana jako Pyricularia oryzae) (Law et al. 2017).

Pomoci produkce kyseliny indol-3-octové, sideroforit a schopnosti hydrolyzovat
nerozpustné slouceniny fosforu streptomycety byly schopné inhibovat hlavni patogeny
peprovniku ¢erného Phytophthora capsici a Sclerotium rolfsii, které zptisobuji jeho hnilobu, a
Colletotrichum capsici postihujici chilli papricky (Thampi & Bhai 2017; Thilagam &
Hemalatha 2019).

Studie prokazaly, Ze streptomycety maji 1 antivirovy uc¢inek. Naptiklad proti viru
tabakové mozaiky, postihujici ptevazné tabak ale i dalsi lilkovité rostliny (Ara et al. 2012).

Streptomycety jsou schopny produkovat i1 insekticidy. Napiiklad insekticid, ktery je
aktivni proti motylu Cernopasce bavlnikové, ktery je vaznym Skidcem hospodaisky
vyznamnych plodin (Arasu et al. 2013).

Nékteré druhy se pouzivaji i vV komer¢né vyrabénych piipravcich. S. griseoviridis
V ptipravku Mycostop se vyuziva v boji proti riiznym padnim patogentim, naptiklad je ucinna
proti plisnim Alternaria brassicola a Fusarium culmorun (Tahvonen 1982; Landenpera et al.
1991). S. lydicus se vyuziva v pfipravku Actinovate proti plisni Fusarium (Himmelstein et al.
2014). Antimikrobialni latky, které jsou produkovany streptomycetami, jako jsou polyoxin D,
streptomycin a kasugamycin se prodavaji i jako fungicidni a baktericidni postiiky na listy (Rey
& Dumas 2017).
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3.3 Antibiotika

Antibiotika pfedstavuji riznorodou skupinu sekundarnich metabolitl, které svym
pusobenim omezuji rust nebo zplisobuji thyn mikroorganismii. Svym u¢inkem obvykle
negativné pusobi na replikaci DNA, syntézu RNA, syntézu proteinti nebo syntézu bunécné
stény.

3.3.1 Biosyntéza antibiotik

Geny pro Dbiosyntézu antibiotik jsou na chromozomu uspofadany v
biosyntetickych klastrech. Biosyntetické klastry mohou byt ohrani¢eny transposdzami, které
umoznuji horizontalni pfenos gent mezi jednotlivymi mikroorganismy (Omura et al. 2001).

V klastrech se ¢asto nachazeji i geny pro rezistenci vuci vznikajicimu antibiotiku a jejich
exprese je regulovana spolecné (Mak et al. 2014). Pokud je antibiotikum xenotoxické, to
znamena, ze nema v buce piislusny cil svého ucinku, neni potfeba aby na néj mikroorganismus
m¢él specidlni geny pro rezistenci. Pokud vSak mikroorganismus syntetizuje antibiotikum, které
je pro n¢j toxické, musi mit vyvinuty specificky a a¢inny rezisten¢ni mechanismus, ktery ho
ochrani (Vining 1979).

Mezi obecné rezistencni mechanismy patii napiiklad export antibiotika z buiiky.
Ptikladem exportérti jsou ABC (ATP binding cassette) transportéry a MFS (major facilitator
superfamily) transportéry. ABC transportéry antibiotikum pfenesou ven z bunky za pomoci
hydrolyzy ATP (Méndez & Salas 2001). MFS transportéry mohou fungovat bud’ jako
antiportery, symportery nebo uniportery a katalyzovat tak transport antibiotika (Quistgaard et
al. 2016). Dalsi moznosti ochranéni je modifikace syntetizovaného antibiotika. Napiiklad v
biosyntetickém klastru pro syntézu streptomycinu u S. griseus je kdédovany enzym streptomycin
6-fosfotransferaza, kterd modifikuje streptomycin na neaktivni prekurzor streptomycin-6-fosfat
(Sugiyama et al. 1981). Dalsi enzymy modifikujici antibiotika mohou byt acetyltransferazy
nebo adenyltransferazy (Peterson & Kaur 2018). DalSim rezistenénim mechanismem je
modifikace cilového mista antibiotika. Naptiklad glykopeptidova antibiotika tvofi pevny
komplex s D-Ala-D-Ala koncem peptidoglykanu a inhibuji tak rast bunééné stény (Reynolds
1989). Rezisten¢nim mechanismem dojde ke zméné koncového D-Ala-D-Ala na D-Ala-D-Lac
nebo D-Ala-D-Ser, ke kterym maji glykopeptidova antibiotika mensi afinitu (Bugg et al. 1991,
Billot-Klein et al. 1994).

V biosyntetickych klastrech se nachazeji i rizné transkripéni faktory, které ovliviiuji
transkripci pfislusného genu. U streptomycet to mohou byt napiiklad takzvané SARPs
(Streptomyces antibiotic regulator proteins). SARPs obsahuji motiv helix-turn-helix smérem
k jejich k jejich N-koncim ptislusnych polypeptida (Wietzorrek & Bibb 1997). SARPs
rozpoznavaji heptamerni repetice v promotorovych oblastech gent, které reguluji (Arias et al.
1999).

Velkou ¢ast antibiotik pfedstavuji polyketidova antibiotika. Biosyntéza polyketidi se
podobd biosyntéze masnych kyselin. Pfi kazdém kroku dochazi k prodluzovani fetézce
zalozené na Claisenové kondenzaci, pomoci které se zacleniuje prodluzovaci podjednotka do
rostouciho fetézce. Pii biosyntéze polyketidi se na rozdil od syntézy masnych kyselin mohou
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jako startovaci jednotky vyuzivat kromé acetyl-CoA 1 jiné homology acyl-CoA, napiiklad
butyryl-CoA. Prodluzovaci jednotky mohou byt naptiklad malonyl-CoA, methylmalonyl-CoA
nebo ethylmalonyl-CoA.

Biosyntézu polyketidii provadeji slozité enzymové komplexy polyketidové syntazy
(PKS). PKS mtizeme rozd¢lit do tii zdkladnich typt. PKS typu I, se sklada z n¢kolika modult.
Kazdy modul se sklad4 z domén se specifickymi funkcemi a zajistuje jeden cyklus prodlouzeni
polyketidového fetézce. Kazdy modul vzdy obsahuje tfi zdkladni domény a to acyltransferazu
(AT), acylovy proteinovy nosi¢ (ACP) a ketosyntdzu (KS). Tyto tfi domény provadéji
prodlouzeni polyketidové kostry pomoci zaclenovani prodluzovacich jednotek. Dale mohou byt
pfitomny dal§i domény, které jsou odpovédné za modifikaci ketoskupiny a to ketoreduktdza
(KR), dehydrataza (DH) a enoylreduktaza (ER) (viz Obr. 4) (Risdian et al. 2019). PKS typu |
se dale déli na iterativni a modularni. Iterativni PKS vyuZivaji k syntéze polyketidu domény
opakované. U modularnich PKS je pocet modult stejny jako pocet prodluzovacich jednotek.

U tohoto typu antibiotik, za¢ind biosyntéza na startovacim modulu navazanim acetyl-
CoA nebo jeho analogii na ACP pomoci AT. Takto navazany fetézec je predan do nasledujiciho
prvniho modulu do domény KS. Pfichazejici elongaéni skupina je navazana na ACP prvniho
modulu. Navézani elongacni skupiny na ACP je katalyzovdno AT prvniho modulu. KS
katalyzuje Claisenovu kondenzaci mezi elongaéni skupinou na ACP a fetézcem na KS
(Staunton & Weissman 2001). Dochazi k uvolnéni CO;z a cely polyketidovy fetézec zustava
navazany na ACP, KS doména je volna. Mezi ACP a KS existuji slabé ale specifické interakce,
které zajist'uji, aby KS navazala fetézec na spravny ACP v ptipad¢, Ze se v buiice nachazi vice
podobnych ACP (Khosla 2009). Takto syntetizovany polyketidovy fetézec mize byt dale
upraven pomoci KR, DH a ER. KR redukuje B-keto skupinu na B-hydroxy skupinu. DH
odstépuje H20. ER redukuje dvojnou vazbu mezi a a p uhlikem na vazbu jednoduchou. Vznikly
polyketid se pak dale pfesune na KS doménu druhého modulu a syntéza pokracuje dal. Syntéza
polyketidi byva ukoncena hydrolyzou, kterou =zajistuje thioesterazova (TE) doména na
poslednim modulu (Staunton & Weissman 2001).
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Obr. 4: Znazornéni a funkce jednotlivych domén PKS typu I. Na ACP je pfenesena acylova skupina z
malonyl-CoA pomoci AT. Prodluzovani polyketidového fetézce zajistuje KS. V tomto kroku dochazi
k uvolnéni molekuly CO.. KR, DH a ER pak mohou modifikovat ketoskupinu. KR a ER vyuzivaji
mechanismu redukce pomoci oxidace NADPH+H", DH odstépuje od fetézce molekulu H,O (Risdian et
al. 2019).

PKS typu II je komplex jednotlivych monofunk¢nich proteint produkujicich aromatické
polyketidy, naptiklad tetracykliny. PKS typu Il prodluzuji polyketidy kondenza¢nimi reakcemi,
které katalyzuje heterodimerova ketosyntaza a ACP. Ketosyntdzova jednotka ma dvé formy, a
to KS, a KSg, které spolupracuji na vyrobé poly-B-ketového ftetézce. KS, funguje jako
katalyzator kondenzace prekurzort. KSp urcuje délku fetézce. Tyto jednotky se nachazeji
v kazdé PKS typu II a jsou oznacovany jako minimalni PKS. Dale se mohou v PSK vyskytovat
dalsi enzymy jako jsou ketoreduktazy, cyklazy a aromatazy, které transformuji poly-p-keto
fetézec na jadro aromatického fetézce (Zhan 2009).

PKS typu IIl je homodimer enzymu ketoreduktazy. Na rozdil od PKS typu I a II
nevyuziva ACP jako kotvu pro prodlouzeni uhlikového fetézce a plisobi pfimo na prodluzovaci
jednotky ve formé acyl-CoA (Funa et al. 2002).

Mimo téchto tfech zékladnich typl PKS existuji i riizné vyjimky, a to napiiklad PKS
typu I, které syntetizuji aromatické polyketidy, nebo PKS typu II, které nevyuzivaji ACP (Shen
2003).



Po syntéze zakladniho polyketidového fetézce muze dochdzet k takzvanym
post-PKS-tailoring reakcim, prostiednictvim kterych se fetézec modifikuje do vysledného
polyketidu. Tyto modifika¢ni kroky katalyzuji napiiklad oxygenazy, reduktazy, cyklazy nebo
methyl, acyl, prenyl a amino transferazy (Olano et al. 2010).

Dale se antibiotika mohou syntetizovat pomoci neribozomalni peptidové syntazy
(NRPS). NRPS jsou také multimoduldrni a multifunkéni enzymy, podobné PKS typu I. NRPS
nevyzaduji pro syntézu antibiotika templat mRNA a tim padem ani ribozom. NRPS se skladaji
z modult, kdy kazdy modul se sklada z nékolika domén s riznymi funkcemi. Doména A
zajistuje adenylaci, thiolaci doména PCP, ktera funguje i jako nosi¢ peptidi a kondenzaci
doména C. Pomoci hydrolyzy ATP aktivuje doména A specificky aminokyselinovy substrat
jako aminoacyl adenylat. Aminoacyl adenylat je poté kovalentné spojen s doménou PCP za
vzniku thioesteru aminoacyl-S-PCP. C doména katalyzuje tvorbu amidové vazby mezi dvéma
pfibuznymi aminoacyl-S-PCP za vzniku dipeptidu. Dipeptidové meziprodukty zlstavaji
kovalentn¢ navazané k PCP. V modulu mohou byt pfitomny i domény, které peptidovy fetézec
modifikuji, naptiklad epimeriza¢ni doména konvertuje L-aminokyseliny na D-aminokyseliny.
Na poslednim modulu se nachazi TE doména, ktera odstépi peptidovy produkt (Du & Lou
2010).

Dals$i moZnost syntézy antibiotik je pomoci hybridnich enzymatickych komplexii
PKS/NRPS. Existuji dva mozné zplsoby vyuziti syntézy prostiednictvim PKS/NRPS. Prvni
spociva ve vytvoreni vyrobni linky, kdy se moduly PKS a NRPS mohou vyskytovat dohromady
v libovolném pofadi. Druhy zpusob se vyskytuje pfevazné u hub a zahrnuje jeden pocate¢ni
modul itera¢niho PKS, ktery nasleduje jeden modul NRPS a termina¢ni doménu (Fisch 2013).

3.3.2 Produkce antibiotik u aktinobakterii

K produkci antibiotik u aktinobakterii dochéazi ve fazi riistu vzdusnych hyf. V této fazi
je kolonie nejzraniteln€jsi a mycelium muze byt napadené a pierostlé jinymi mikroorganismy.
Ostatni mikroorganismy laké moznost vyuziti latek, které vznikaji pi1 degradaci vegetativniho
mycelia. To, Ze produkce antibiotik souvisi s degradaci vegetativniho mycelia podporuje
zjisténi, ze N-acetylglukosamin (GIcNAc), ktery se uvoliiuje z bunécné stény pii rozpadu
vegetativniho mycelia, mize fungovat jako signalni molekula pro produkci antibiotik. GIcNAc
podporuje tvorbu antibiotik pouze kdyZz se bakterie nachazi v nedostatku zivin. Svym
pusobenim urychluje 1 vyvoj spoleCenstva a tvorbu spor, které jsou potiebné pro preziti.
Regulator DasR, patfici do GntR rodiny transkripénich faktort, fidi geny pro syntézu antibiotik
a pro metabolismus a transport GIcNAc. DasR funguje jako senzor Zivin a potlacuje expresi
gent pro produkci antibiotik (Swiatek et al. 2012).

V prostiedi, kde je dostatek zivin, vyssi koncentrace GIcNAc blokuji vyvoj a produkci
antibiotik a tento mechanismus je zatim neznamy (Rigali et al. 2008).V prostiedi, kde je
dostatek Zivin, bakterie ziskava GIcNAc z chitinu pomoci hydrolyzy prostfednictvim chitinaz
(Pradeep et al. 2015). Takto ziskany GIcNAc je pro bakterie zdrojem uhliku a dusiku a mize
byt hlavni sloZkou peptidoglykanu bun&cné stény. Dalsi dikazy pro to, Ze biosyntéza antibiotik
nastava ve fazi ristu vzduSnych hyf spocivaji v tom, ze mutantni jedinci s neschopnosti vyvijet
vzdus$né mycelium nebyli schopni produkovat antibiotika (Bibb 2005).
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Antibiotika bakterie tedy produkuji hlavné v konkurenénim prostiedi, kdy si snazi
zajistit dostateCny piisun zivin a klicovou roli hraje i mikrobidlni interakce symbiotickych
organismu (Zhu et al. 2014).

3.3.3 Vyznamna antibiotika produkovana streptomycetami

V produkci antibiotik plati, ze kazdé antibiotikum muze byt produkovano vice kmeny a
kazdy kmen muze produkovat i vice antibiotik. V kapitole jsou uvedeny kmeny, u kterych
antibiotikum bylo objeveno. K pienosu gend, nebo i celych klastri pro biosyntézu antibiotik
miize mezi pribuznymi druhy dochazet pomoci horizontalniho ptenosu gent (Egan et al. 2001).

Vroce 1942 bylo popsano prvni antibiotikum produkované streptomycetami
streptothricin F patfici do skupiny streptothricini (Waksman & Woodruff 1942). Celkem bylo
identifikovano Sest streptothricini A-F. Streptothriciny piestavuji atypickou tfidu
aminoglykosidd. Obsahuji karbamoylovanou D-gulosaminovou skupinu, variabilni B-lysinovy
oligopeptid a neobvyklé bicyklické streptolidinové jadro (viz Obr. 5) (Zhang et al. 2020a).
Biosynteticky genovy klastr pro streptothriciny byl identifikovan u S. rochei a skladal se ze ¢tyt
NRPS (Maruyama et al. 2012). Streptothriciny vykazuji aktivitu proti grampozitivnim i
gramnegativnim bakteriim, ale 1 proti houbam. V klinické mediciné¢ se streptothriciny
nevyuzivaji, kviili jejich toxicit&, ale napiiklad v Ciné se vyuzivaji v zemédélstvi (Ji et al.
2007).
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Obr. 5: Strukturni vzorec streptothricint. Streptothriciny se od sebe li§i poétem B-lysinovych
oligopeptidu (Zhang et al. 2020a).

Po dvou letech od objeveni streptothricinu, bylo identifikovano dalsi antibiotikum
streptomycin (strukturni vzorec viz Obr. 6), produkované S. griseus (Schatz et al. 1944).
Streptomycin patii také do tfidy aminoglykosidi. Obecny strukturni zaklad aminoglykosidl se
sklada z inositolového derivatu, na ktery je pfipojen alespoil jeden aminosacharid. Dale
obsahuji alespont dv€ volné aminoskupiny. Aminoglykosidy piisobi pomoci hydroxylovych a
amino skupin na A-misto 30S ribosomalni podjednotky. To vede k pted¢asnému ukonceni
translace (Becker & Cooper 2013). Aminoglykosidy maji aktivitu proti grampozitivnim i
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gramnegativnim bakteriim. Mezi dal$i aminoglykosidickd antibiotika, ktera produkuji
aktinobakterie patfi naptiklad neomycin a gentamicin (Unwin et al. 2004; Zheng et al. 2019).
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Streptomycin
Obr. 6: Strukturni vzorec streptomycinu (Becker & Cooper 2013).

Moenomycin A je fosfoglykolipidické antibiotikum, které produkuje S. ghanaensis.
Sklada se zkyseliny fosfoglycerové, ktera ma na C2 hydroxylové skupiné navazany
isoprenoidni fetézec a na fosfatové skupiné je navazan pentasacharid (viz Obr. 7) (Zhang et al.
2020a). Moenomycin A piisobi proti grampozitivnim bakteriim inhibici funkce peptidoglykan
glykosyltransferaz, které se podileji na biosyntéze bunééné stény (Gampe et al. 2013).
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Moenomycin A

Obr. 7: Strukturni vzorec moenomycinu A (Zhang et al. 2020a).

Dalsi skupinou antibiotik jsou glykopeptidy. Aktinobakterie produkuji naptiklad
vancomycin a teicoplanin (Kahne et al. 2005). Glykopeptidy jsou syntetizovany pomoci NRPS.
Jejich strukturni zaklad tvoii heptapeptidova doména, ktera je rizn€ modifikovana (viz Obr. 8).
Heptapeptidova doména se nazyva aglykon a je zdkladem biologické aktivity glykopeptida.
Glykopeptidy ucinkuji pouze proti grampozitivnim bakteriim. Tvoii pevny a specificky
nekovalentni koplex s D-Ala-D-Ala koncem peptidoglykanu a inhibuji tak riist bunééné stény
(Reynolds 1989).
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Obr. 8: Strukturni vzorec vancomycinu a teicoplaninu (Kahne et al. 2005).

Makrolidy jsou skupina antibiotik, které jsou syntetizovany pomoci PKS typu I (Xue et
al. 1998). Pro makrolidy je charakteristicky laktonovy kruh. Laktonovy kruh se miize skladat
ze 14 az 16 Clent a byva rizné substituovan (viz Obr. 9) (Gaynor & Mankin 2003). Makrolidy
pusobi tak, Ze inhibuji syntézu proteinii vazbou na ribosomalni podjednotku 50S, tim dochézi
k blokaci transloka¢nich krokd syntézy proteinti (Poehlsgaard & Douthwaite 2003). Uginkuji
proti grampozitivnim bakterii. Mezi makrolidové antibiotika produkovana aktinobakteriemi
patfi clarithromycin, erythromycin a tylosin (Barka et al. 2016).

Erythromycin A

Obr. 9: Strukturni vzorec erythromycinu A. Erythomycin A se sklada ze ¢trnacti¢lenného laktonového

kruhu (Gaynor & Mankin 2003).

Dalsi skupinou antibiotik jsou angucykliny, polycyklické aromatické polyketidy. Jsou
syntetizovany pomoci PKS typu II. Jejich zakladni strukturou je tetracyklicky
benzo[a]antracenovy skeleton (viz Obr. 10) (Kharel et al. 2012). Prvnim identifikovanym
antibiotikem z této skupiny byl tetrangomycin produkovany S. rimosus (Kuntsmann &
Mitscher 1966). Angucykliny jsou schopny svym t¢inkem inhibovat rtizné enzymy a signalni
drahy, napiiklad JAK/STAT signalizaci. Vyuzivaji proti grampozitivnim bakteriim, ale i jako
latky proti rakovinotvornému bunéénému déleni (Kharel et al. 2012). Dalsi antibiotika z této
skupiny jsou napiiklad auricin, landomycin nebo moromycin (Barka et al. 2016).
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Obr. 10: Strukturni vzorec tetrangomycinu (Ozakin et al. 2016).

Ansamyciny jsou antibiotika, pro které je charakteristicky tvar jejich molekuly, ktera se
sklada z aromatického jadra a dlouhého alifatického mustku ve tvaru rukojeti (viz Obr. 11)
(Wehrli 1977). Vykazuji aktivitu proti grampozitivni bakteriim a v mensi mife i proti
gramnegativnim bakteriim. Jejich ucinek spoc¢iva v inhibici DNA-dependentni RNA
polymerazy (Wehrli 1977; Floss & Yu 2005). Aktinobakterie produkuji rifamyciny,
chaxamyciny nebo gendalmycin (DeBoer et al. 1970; Floss & Yu 2005; Rateb et al. 2011).

Rifamycin B

Obr. 11: Strukturni vzorec rifamycinu B (Wehrli 1977).

Daptomycin je se skupiny lipopeptidovych antibiotik, strukturni vzorec viz Obr. 12. Je
syntetizovan S. roseosporus pomoci ¢tyt NRPS (Baltz 2009). Daptomycin naruSuje buné¢nou
membranu grampozitivnich bakterii. MzZe se v ni zacit agregovat a ovlivnit tak jeji zakfiveni.
Tim, ze se bunécnd membrana jinak zakitivi, dochazi k vytvareni otvort, kterymi pak prosakuji
ionty a nastava ztrata membranového potencialu. Nasledkem dochazi k dysregulaci bunééného
déleni nebo biosyntéze bunééné stény (Pogliano et al. 2012).
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Obr. 12: Strukturni vzorec daptomycinu, jeho zéklad tvofi tfinactilenny lipopeptid (Baltz 2009).

B-lactamy jsou antibiotika, pro které je typicky jejich ¢tyiélenny B-laktamovy kruh (viz
Obr. 13). Svym uc¢inkem inhibuji syntézu bunééné stény (Kong et al. 2010). Aktinobakterie
produkuji napiiklad cephamyciny (Stapley et al. 1972). N¢které streptomycety jsou schopny
syntetizovat 1 kyselinu klavulanovou, ktera plsobi jako inhibitor proti B-lactamovym
antibiotikim (Ward & Hodgson 1993).

(I? OCH3
HOOC-(IIH—CHz-CHz-CHz-C-NH] S 0
i
NHz 0 Hp-0-C-R
B-laktamovy kruh OOH

Obr. 13: Strukturni vzorec cephamycint (Stapley et al. 1972).

Amicetin je disacharidové pyrimidinové nukleosidové antibiotikum (strukturni vzorec
viz Obr. 14), které produkuji S. vinaceusdrappus a S. fasciculatis (Flynn et al. 1953). Amicetin
ma ucinek proti grampozitivnim i gramnegativnim bakteriim, ktery spoc¢iva v inhibici peptidyl
transferazy a nasledné inhibici biosyntézy proteina (Kirillov et al. 1997).

) PABA NH;
amosamine cytosine \H\CHioH
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amicetose o
amicetin (1): R=NMe;

Obr. 14: Strukturni vzorec amicetinu (Zhang et al. 2012).

Mezi dal$i skupiny antibiotik produkované aktinobakteriemi patii oxazolidinony a
streptograminy. Tato antibiotika plsobi proti grampozitivnim i gramnegativnim bakteriim a
jejich ucinek spociva v ovlivnéni funkce 50S podjednotky ribozomu a nasledné inhibici
translace (Mukhtar & Wright 2005). Stejnou aktivitu ma i antibiotikum chloramphenicol, které
je produkovano S. venezuelae (Mosher et al. 1995).
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Latky s antibiotickym t¢inkem jsou i phezaniny, které produkuji hlavné streptomycety
a pak bakterie zrodu Pseudomonads. Phezaniny jsou u¢inné proti grampozitivnim i
gramnegativnim bakteriim, ale i proti né€kterym houbam (Laursen & Nielsen 2004).
Streptomycety produkuji naptiklad endophezaniny (Gebhardt et al. 2002).

Dalsi skupinou antibiotik jsou lantibiotika. Lantibiotika jsou syntetizovana pomoci
ribosomalni syntézy proteinti a nasledné jsou posttranslaéné upraveny do své aktivni formy.
Svij nazev ziskaly diky tomu, Ze obsahuji neobvyklou aminokyselinu lanthionin. Lanthionin
se sklada ze dvou zbytkl alaninu, které jsou spojeny pomoci thioesterové vazby. Lantibiotika
svym pusobenim ovliviiuji funkénost bunééné stény grampozitivnich bakterii (Willey & van
der Donk 2007). Streptomycety produkuji napiiklad cinnamycin, ancovenin nebo SapB
(Chatterjee et al. 2005; Voller et al. 2012).

Mimo klasickych antibiotik mohou aktinobakterie produkovat 1 jiné latky
s antibakterialnim ucinkem. Mezi takové patfi naptiklad terpeny (Yamada et al. 2015).
Antibakterialni uc¢inek terpenti mize byt alespoii ¢astecné zpusoben jejich penetraci do lipidové
¢asti plazmatické membrany a zplisobeni zmény membranové propustnosti, diky které dochazi
k Gniku intracelularnich materialt (Trombetta et al. 2005; Cristani et al. 2007).
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4 Metodika

4.1 Bakterialni kmeny

Pro testovani bylo pouzito celkem 10 vzork aktinobakterii (viz Tab. 1).

Tab. 1: Seznam pouzitych kment aktinobakterii, jejich oznaceni a rod

¢islo | kod rod

1. PL41E Curtobacterium
2. 09VvU38 Streptomyces
3. 05ME854 Streptomyces
4. 05DE539 Streptomyces
5. 09zd22 Streptomyces
6. 14VE2 Streptomyces
7. 09VK39 Streptomyces
8. PR9 Streptomyces
9. PR41 Streptomyces
10. PL112E Williamsia

4.2 Seznam chemikalii

Tab. 2: Seznam pouzitych chemikalii

Chemikalie

Dodavatel/vyrobce

Agar Sigma-Aldrich, Missouri, USA
Agardza Sigma-Aldrich, Missouri, USA
Achromopeptidaza Sigma-Aldrich, Missouri, USA

Bakteriologicky pepton

HiMedia, Indie

D-glukoza

Penta, Ceska republika

Dimetylsulfoxid (DMSO)

Sigma-Aldrich, Missouri, USA

Dodecylsiran sodny (SDS)

Sigma-Aldrich, Missouri, USA

Etanol Penta, Ceské republika

Fenol MP Biomedicals, Kalifornie, USA
GeneRulerTM 1kb Plus DNA Ladder Thermo Fischer Scientific, Massachusetts,USA
Glycin Lachema, Ceska republika

Chlorid sodny (NaCl) Penta, Ceské republika

Chloroform Lach-Ner, Ceska republika

Isopropanol Penta, Ceské republika

Izoamylalkohol

Penta, Ceska republika

Kyselina etylendiamintetraoctova (EDTA)

Sigma-Aldrich, Missouri, USA

Lysozym

Sigma-Aldrich, Missouri, USA

Malt extrakt (sladovy vytazek)

Thermo Fischer Scientific, Massachusetts,USA

Octan sodny (NaAc)

Sigma-Aldrich, Missouri, USA
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Pepton HiMedia, Indie

Polyvinylpyrrolidon (PVP) Sigma-Aldrich, Missouri, USA

Proteinaza K Thermo Fischer Scientific, Massachusetts,USA
Rnaza A Thermo Fischer Scientific, Massachusetts,USA
Sachar6za Sigma-Aldrich, Missouri, USA

SYBR Safe DNA Gel Stain Invitrogen, Kalifornie, USA

Skrob Penta, Ceska republika

Tekuty dusik Linde Gas, Ceska republika
Tris(hydroxymetyl)aminometan (Tris) Sigma-Aldrich, Missouri, USA
Tris-hydrochlorid (Tris.HCI) Sigma-Aldrich, Missouri, USA

Tris-acetat Sigma-Aldrich, Missouri, USA

Uhli¢itan vapenaty (CaCOs) Lach-Ner, Ceska republika

Yeast extrakt (kvasni¢ny hydrolyzat) HiMedia, Indie

Yellow load pufr Top-Bio, Ceska republika

B-merkapto etanol Sigma-Aldrich, Missouri, USA

4.3 Kultivace

Nejprve byly ptipraveny Petriho misky s pevanym GYM médiem. GYM médium bylo
sloZzeno ze 4 g D-glukozy, 4 g Yeast extraktu, 10 g Malt extraktu, 2 g CaCO3z a 12 g agaru na 1
| destilované vody. Po smichani v§ech slozek média kromé agaru bylo pH upraveno na 7,2. Poté
byl pfidan agar. Takto pfipravené médium bylo vysterilovano v autoklavu PS20A (Chirana) po
dobu 20 min pii 121°C. Sterilni médium bylo poté rovnomérné rozlito do Petriho misek. Pro
omezeni pripadné kontaminace, prace probihala ve flow boxu, ktery byl pred kazdym pouzitim
vysterililovan pomoci UV zafenim a pracovni plocha byla omyta 70% etanolem. Po ztuhnuti
média byly zaoCkovany kmeny bakterii pomoci jednorazovych sterilnich plastovych klicek.
Bakterie byly nabrany z konzerv, které jsou uchovavany jako suspenze v 50% glycerolu
V mrazicim boxu pfi teploté -70 °C, a opatrn¢ byly pomoci klicky rozetieny po ztuhlém médiu.
Petriho misky se zaoCkovanymi kulturami byly ponechany v inkubatoru Q-Cell dnem nahote
po dobu péti dnti pii 28 °C.

Pro ziskani bakteridlnich bunék byla poté provedena kultivace v tekutém médiu. Jako
tekutda média byly pouZity GYM a YEME. Tekuté GYM médium bylo pfipraveno obdobné jako
pevné, akorat se do néj neptidal agar a CaCOs. YEME médium bylo slozeno z 3 g Yeast
extraktu, 3 g Malt extraktu, 5 g bakteriologického peptonu a 10 g D-gluko6zy na 1 1 destilované
vody. U obou médii bylo po smichéani vSech slozek pH upraveno na 7,2. Média byla po 10 ml
rozlita do prolamovanych 50 ml Erlenmayerovych ban€k, a poté byla prikryta folii
(Convertors® Bio-Shield® Sterilization Wraps), ktera zabranovala kontaminaci. Poté byly
Erlenmayerovy banky s médii vysterilovany v autoklavu po dobu 20 min pii 121°C. Do
vysterilizovanych Erlenmayerovych ban€k s médii byly ve flow boxu zaockovany bakterie,
které narostly na Petriho miskach. Kazdy kmen byl do obou medii zaockovan ve dvou
opakovani, kdy do jednoho byl pfidan 1 ml 2% glycinu, ktery narusuje bunécnou sténu bakterii
a usnadnuje tak izolaci DNA. Na druhou stranu miiZze buitkdm branit v riistu. Do druhé skupiny
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byl glycin pfidan az po 24 h, aby buitkky mély moznost dobfe nartist. Kultivace probihala dva
dny pti 28 °C v tfepacce pti 200 rpm. Po uplynuti dvou dnii bylo ve flow boxu médium s
narostlymi bunikami pfeneseno do 50 ml centrifugacni zkumavky. Ukdzalo se, ze se vysledné
mnozstvi bunék nelisilo v zavislosti na dobé ptfidani glycinu, a celkové bunky rostly vic
V YEME médiu nez v GYM médiu. Kmen €. 7 nevyrostl ani v GYM, ani v YEME médiu. Bylo
proto pripraveno Al médium o slozeni 10 g Skrobu, 4 g Yeast extraktu a 2 g peptonu na 1 1
destilované vody. Vysledné pH média bylo upraveno na 7,2. Do tohoto média byl kmen ¢&. 7
zaoCkovan a inkubovan 48 h pti 28 °C v tfepacce pii 200 rpm bez pridani glycinu. V médiu Al
narostlo uz dostatecné mnozstvi bun¢k kmene €. 7.

Centrifuga¢ni zkumavky smédiem a narostlymi buiikami byly centrifugovany v
centrifuze Hettich Universal 32 R (Hettich Zetrifugen) po dobu 10 min pii 3000 rpm.
Bakterialni buiiky se usadily na dn¢ a piebyte¢né médium bylo odlito a odpipetovano. Sediment
bunék byl rozpipetovan pomoci sterilni destilované vody a byl pienesen po ¢astech do 1,5 ml
mikrozkumavek. Mikrozkumavky byly centrifugovany v centrifuze Eppendorf Centrifuge
5415R (Eppendorf) pii nejvyssi rychlosti po dobu 10 min pii 4 °C. Piebyte¢na voda byla poté
odsana a takto pripravené bunky byly uschovany v mrazicim boxu pfti -18 °C pro dalsi uziti.

4.4 1zolace chromozomalni DNA

Buiky byly nejprve resuspendovany v 0,5 ml SET pufru (50 mM Tris.HCI, pH 8.0, 50
mM EDTA, 20 % sachar6za) na 0,3 g bunck, pipetovanim pies Spicku s ustfizenym a nad
plamenem zarovnanym koncem. Poté bylo pfidano 25 pl zasobniho roztoku lysozymu o
koncentraci 20 mg/ml. Vzorky byly inkubovany za obcasné¢ho promichéni pievracenim po dobu
2 h pti 37 °C v termoblocku Bio TDB-100 (BIOSAN). Poté¢ byla piidana achromopeptidaza ve
vysledné koncentraci 500 jednotek achrompeptiddzy na 1 ml vzorku a pokracovalo se v
inkubaci po dobu 1 h pti 37°C. Jako dalsi bylo pfidano 5 pul RNazy A. Vzorky byly dale
inkubovany po dobu 1 h pti 37°C. Nésledovalo pfidani 14 pl proteinazy K a 60 ul 10% SDS.
Sm¢és byla promichéna pfevracenim a byla inkubovana po dobu 2 h pii 55°C. V priabchu této
doby byla kazdych 10 az 15 minut mikrozkumavka se vzorkem zamichana pievracenim. Po
uplynuti této doby se vzorek nechal vychladnout na laboratorni teplotu. Poté byl piidan stejny
objem, jako byl objem vzorku, smési fenolu, chloroformu a izoamylalkoholu v poméru 25:24:1.
Vzorek byl poté centrifugovan v centrifuze Eppendorf Centrifuge 5418 (Eppendorf) po dobu 5
min pti 6000 rpm. Vodna faze byla opatrn€ odpipetovana pipetou s ustiizenou a nad plamenem
vyhlazenou $pickou do nové mikrozkumavky. Cely tento krok byl opakovan. Po zopakovani
byl ke vodné fazi ptidan stejny objem smési chloroformu a izoamylalkoholu v poméru 24:1 a
pfiblizné 5 min bylo se vzorkem michdno ptevracenim. Poté byl vzorek centrifugovan dobu 5
min pii 6000 rpm a opét byla sebrana vodna faze do nové mikrozkumavky. Ke vzorku bylo
opatrné pfidano 0,1 objemu vzorku 3 M NaAc a 0,6 objemu vzorku isopropanolu. Timto
krokem bylo vytvofeno rozhrani mezi vodnou a nevodnou fazi, ve kterém se nachdzela DNA.
DNA byla natocena na sklenénou tyCinku. NatoCenim DNA na sklenénou tyc¢inku dojde
K odstranéni malych fragmenti DNA. Sklenéna ty¢inka s nato¢enou DNA byla poté dvakrat
oplachnuta v mikrozkumavce se 100% etanolem a nechala se uschnout na vzduchu. Po ususeni
byla ty¢inka s DNA vlozena do pfipravené mikrozkumavky s 200 ul TE pufru (10 mM Tris, 1
mM EDTA) a opatrné byla pomoci parafilmu obtocena tak, aby se tyCinka nedotykala hran a
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aby se dovniti nedostala kontaminace. Mikrozkumavka s tyCinkou poté byla zahiatd v
termoblocku na 55 °C po dobu 10-15 minut a poté byla ponechana pies noc v lednici, aby doslo
k rozpusténi DNA z tyCinky. Druhy den byla Gspé$nost izolace DNA ovéfena pomoci
elektroforézy.

4.5 Izolace chromozomalni DNA pomoci tekutého dusiku

Dalsim zptisobem, jak lze izolovat chromozomalni DNA, je metoda zmrazeni a rozdrceni
buné¢k bakterii pomoci tekutého dusiku (Lee et al. 2003). Bunky bakterii byly v tieci misti¢ce
rozdrceny za soucasného piiliti tekutého dusiku. Po rozdrceni bunék na jemny prasek bylo
piidano 10 ml/g buné¢k lyzaéniho roztoku o slozeni 0,05 M Tris.HCI pH 7,6, 0,1 M NaCl, 0,05
EDTA, 2 % SDS, 0,2 % PVP a 0,1 % B-merkapto etanolu. Cel4 sm¢s byla tfena pomoci tloucku
az do roztani. Po roztani byla smés z tfeci misky piepipetovana do 50 ml centrifugacni
zkumavky a byla inkubovana po dobu 30 minut pfi laboratorni teploté. Po uplynuti této doby
byly odstranény zbytky bun€k centrifugaci v centrifuze Hettich Universal 32 R (Hettich
Zetrifugen) po dobu 5 minut pfi 4000 rpm. Supernatant byl ptenesen do nové 50 ml
centrifugaéni zkumavky a bylo k ménu ptidano 5 ml fenolu. Po dobu 5 minut bylo se vzorkem
pti laboratorni teploté opatrn€ michano, aby doslo k promichéni f4zi supernatantu a fenolu. Poté
bylo ptidano 5 ml chloroformu a se vzorkem bylo opét 5 minut michéno. Poté byl vzorek
centrifugovan po dobu 5 minut pfi 4000 rpm. Vodna faze, ve které se nachazi DNA, byla
pfenesena pomoci $pi¢ky s ustfizenym a nad plamenem zarovnanym koncem do nové 50 ml
centrifugacni zkumavky. Cely postup s fenolem a chloroformem byl opakovan. DNA ve vodné
fazi byla vysrdzena piidanim 0,6 objemu vzorku isopropanolu. Centrifugacni zkumavka se
vzorkem byla centrifugovana pii 4 °C a 8000 rpm. Supernatant byl odlit a na dn¢ ztstala peletka
DNA. Vznikla peletka byla promyta 70% etanolem, a poté byla vysusena ve vakuové odparce
CentriVap pii 40 °C. Sucha peleta byla rozpusténa pies noc v lednici v 1 ml TE pufru. Takto
izolovand DNA byla pfeciSténa pomoci komer¢ni sady GeneRead size selection kit. Druhy den
byla tspésnost izolace DNA ovéiena pomoci elektroforézy.

4.6 FElektroforéza

Gel byl ptipraven smichanim 50 ml TAE pufru (40 mM Tris-acetata 1 mM EDTA) a 0,5
g agar6zy. Pro rozpusténi agarézy v TAE pufru byla smés zahtatd v mikrovinné troubé po dobu
30 sekund. Poté byl roztok ochlazen pod proudem tekouci studené vody. Po ochlazeni bylo
ptidano 5 pl SYBR Safe DNA Gel Stain (natedény v DMSO v poméru 1:9). Takto ptipraveny
roztok byl nalit do formicky na gel a byl do néj vloZen hiebinek pro vytvoreni jamek. Gel se
nechal ztuhnout pfi laboratorni teploté. Po ztuhnuti byl gel pfendan do nadoby na elektroforézu
a byl prelit TAE pufrem, tak aby byl cely ponoteny. Vzorky pro elektroforézu byly pfipraveny
na mikrotitracni destice, kde v jamce bylo smichano 2 pl Yellow load pufru a 2 pl vzorku
DNA. Do prvni jamky gelu bylo naneseno 5 pl markeru GeneRulerTM 1kb Plus DNA Ladder,
pro identifikovani velikosti a mnozstvi DNA. Do dalSich jamek byly naneseny vzorky. Po
naneseni vzorkl byla vanicka pfikryta vikem a elektroforéza byla pusténa pii napéti 95 V a
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proudu 95 mA po dobu 15 minut. Po skonceni byl gel opatrné vyndan, detekovan pod UV
zafenim transluminatoru a vyfocen pomoci programu GeneSnap.

4.7 Sekvenace

Izolované DNA byly odeslany na University of Illinois (Chicago, USA), kde byly
oboustranné sekvenovany metodou MiSeq (Illumina, San Diego, USA).

4.8 Analyza genomu

Zékladni analyza vybranych genomt byla provedena prostiednictvim programu
antiSMASH (https://antismash.secondarymetabolites.org). AntiSMASH vyhodnotil podobnost
biosyntetickych klastra s klastry, kter¢ jiz byly identifikovany u bakterii a dale urc¢il podobnosti
S biosyntetickymi klastry pro sekundarni metabolity. Geny, které nebyly urceny pomoci
antiSMASH, byly dohledany pomoci zadani proteinové sekvence do programu BLAST
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi).

31


https://antismash.secondarymetabolites.org/
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

5 Vysledky
5.1 Izolace chromozomové DNA

U vsech kment se nejprve provedla izolace DNA, kdy byl pouzit pouze enzym lysozym
a doba jeho pulsobeni byla jenom 1 h. Pouze u kmene €. 1 se timto zptisobem podafila izolovat
DNA. Do postupu se zatradilo pfidani achromopoptidazy. Achromopeptidaza také napomaha
lyzi bunééné stény bakterii a vyuziva se hlavné na bakterie, které jsou rezistentni k lysozymu.
Dale se prodlouzila doba ptisobeni lysozymu na 2 h. Timto zpisobem se podaftilo izolovat DNA
zkment €. 3,4,7,8a09. Ukment ¢. 5, 6 a 10 se v kroku ptidani smési fenolu a chloroformu
misto vodné faze tvofila pouze gelovitd hmota. Pfi¢inou vzniku gelovit¢é hmoty miize byt
nadmérna produkce extracelularni hmoty. U kmene €. 2 se nedaftila izolovat DNA z nezndmého
divodu. Byly provedeny i pokusy, kdy se lysozym nechal pisobit pies noc, nebo se pridalo
vetsi mnoZstvi achromopepidazy.

Po netspésich byl vyhledan novy protokol k izolaci DNA z bakterii, které produkuji vétsi
mnozstvi extracelularni hmoty. Tento postup zahrnoval zmrazeni bunék bakterii tekutym
dusikem a jejich nasledné rozdrceni. Tento postup byl pouzit i na kmen €. 2 a podatilo se diky
nému z kment izolovat DNA. Na Obr. 15 a 16 jsou snimky vyfocenych elektroforézovych gelt
S izolovanymi DNA.

Obr. 15: Snimek elektroforézového gelu s oznacenim ¢isel kmenu. Kiizkem jsou oznacené vzorky
DNA, které byly vybrany pro sekvenaci.
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Obr. 16: Snimek elektroforézového gelu kmene ¢ 7. Tento kmen se dlouhou dobu nepodatilo kultivovat
v tekutétm GYM ani YEME médiu. Narostl az v médiu Al. Kiizkem je oznaceny vzorek, ktery
obsahoval nejvice DNA.

5.2 Sestaveni vybranych biosyntetickych klastra

Pro detailngjsi rozbor genomu byly vybrany dva kmeny, které in vitro vykazovaly aktivitu
proti S. scabiei, a to kmen 09Zd22 (¢. 5) a kmen 09VK39 (¢. 7). Kmen 09Zd22 byl odebran
z oblasti Zidovice-pole v tdoli Labe. Kmen 09VK39 z oblasti Vyklantice-kostel ze supresivni
pudy.

Prostfednictvim programu antiSMASH bylo uréeno procentudlni genové zastoupeni se
znamymi biosyntetickymi klastry (BK) pro sekundarni metabolity v porovnani s nalezenym
klastem. Identifikované geny vSak nemusi mit tplnou 100% shodu v nukleotidové sekvenci a
muze vznikat 1 jiny produkt. Pomoci programu BLAST byly dohledany geny, které neurcil
antiSMASH, pomoci proteinové sekvence. Takto nalezené geny mély podobnost vic jak 95 %.

5.2.1 Kmen 09Zd22

Kmen 09Zd22 obsahuje 71,29 % GC. Ptiblizné velikost genomu je 8,6 Mbp. Pocet kontigt
je 172, pocet kontigti nad 50 kbp je 27 a velikost nejdelsiho kontigu je 890 kbp.
U kmene 09Zd22 bylo celkem identifikovano 33 BK pro sekundarni metabolity (seznam
uveden v piiloze 1). Pro potencionalni latky s antibiotickym u¢inkem bylo vybrano 11 BK.
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Klastr 1.3

Genové uskupeni BK 1.3 je znazornéno v Obr. 17. Celkem zde bylo nalezeno 42 gent.
Jednotlivé geny jsou popsany v Tab. 4. Seznam procentualniho zastoupeni genti znamych BK
pro sekundarni metabolity identifikovanych programem antiSMASH je uveden v Tab. 3. Pozice
jednotlivych gent je zobrazena v Obr. 19. Stejny BK byl identifikovan u Streptomyces sp.
NRRL S-623 (viz Obr. 18).

Produkt BK 1.3 je syntetizovan pomoci PKS typu III (ctgl_193, tyrkysova barva). Byly
zde identifikovany rizné transkripéni faktory, a to napiiklad protein s helix-turn-helix
doménou. Dale byla identitkovana fosfataza, které reguluje sigma faktor. Sigma faktor zajistuje
iniciaci transkripce. Na biosyntéze se dale muze podilet glutamat-cystein ligaza,
monooxygendza, methyltransferdza, a UbiA family prenyltransferaza. Z transportéri byl
nalezen MFS transportér.

171 173 T 1B3 185 187 189 194 203 208 208

168 169 170 175 176 178 179 180 181 182 190 191 192 195 196 197 198 19 200 201 202

172 174 184 186 188 193 207

Obr. 17: Biosynteticky klastr 1.3

Geny jsou oznacdeny ctgl x. Popis jednotlivych genti je uveden v Tab. 4. Barevné jsou vyznacené geny,
které byly identifikovany podle programu antiSMASH. Nevybarvené geny byly dohledany pomoci
BLAST.

Query sequence

OO MO -0 D @O

Streptomyces sp. NRRL 5-623
SRR e DT o< M

Obr. 18: Srovnani BK 1.3 s nalezenym BK u Streptomyces sp. NRRL S-623. Nalezené geny mély
stejnou nukleotidovou sekvenci v rozmezi 98-100 %. PKS typu Il byla identifikovana jako stilben
syntaza.

Tab. 3: Seznam nalezenych BK pro sekundarni metabolity pomoci programu antiSMASH a jejich
procentualni genova shoda s BK 1.3.

1.3 | herboxidiene 9% Polyketide
alkylresorcinol 100 % Polyketide
alkylpyrone-407 / alkylpyrone-393 50 % Polyketide
lagunapyrone A / lagunapyrone B /
lagunapyrone C 22 % Polyketide
ebelactone 5% Polyketide
gentamicin 3% Saccharide
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Query sequence

herboxidiene
TP | A

alkylresarcinol

ebelactone

gentamicin

Obr. 19: Srovnani identifikovanych genti prostiednictvim programu antiSMASH v BK 1.3 a jejich
pozice v BK pro vybrané sekundarni metabolity.
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Tab. 4: Doplnéni gent BK 1.3. Tu¢né jsou zvyraznény geny, které byly identifikovany pomoci programu antiSMASH. Zbytek gend byl dohledan pomoci

BLAST, zadanim proteinové sekvence dané¢ho genu.

*Umisténi v GenBank

alkylresorcinol

herboxidiene

ebelactone

gentamicin

BLAST

NCBI Reference
Sequence

ctgl_168
ctgl_169

ctgl_170

ctgl 171
ctgl 172
ctgl 173

ctgl_174
ctgl_175
ctgl 176
ctgl_177
ctgl 178

ctgl 179

ctgl 180

ctgl_181
ctgl_182

ctgl_183
ctgl_184
ctgl_185
ctgl_186
ctgl_187
ctgl_188
ctgl_189

hydrogenase assembly chaperone
HypC/hupf

hydrogenase maturation protein
Hypf

hydrogenase nickel incorporation
protein Hypb

hydrogenase maturation factor,
Hyad

conserved Hypothetical protein
hypothetical protein

Nife Hydrogenase i large subunit,
Hyab

Nife Hydrogenase i small subunit,
Hyaa

hypothetical protein

36

hydrogenase maturation nickel
metallochaperone HypA
helix-turn-helix transcriptional
regulator

hypothetical protein
YUYDRAFT_01482

hypothetical protein

NifU family protein

type 1 glutamine amidotransferase

glutamate--cysteine ligase
DUF5133 domain-containing
protein

hypothetical protein
hypothetical protein SFUL_6911
cold-shock protein

hypothetical protein

VOC family protein

WP_031124940

WP_051843533

SCK15721.1*

WP_094210798.1

WP_094210796

WP_031124949
WP_031124950

WP_015613081

WP_031124951
AGK81788*

WP_015613078
WP_015613077

WP_031124952




ctgl_190
ctgl_191
ctgl_192
ctgl_193

ctgl_194

ctgl_195
ctgl_196

ctgl 197
ctgl_198

ctgl_199
ctgl_200

ctgl_201
ctgl 202

ctgl_203

ctgl 204
ctgl_205
ctgl_206
ctgl_207
ctgl_208
ctgl_209

monooxygenase
methyltransferase

type-111 PKS

putative serine phosphatase RshU,
regulator of sigma subunit

MEFS transporter

putative DNA polymerase beta

chain

UbiA family prenyltransferase

right-handed parallel beta-helix
repeat-containing protein

dihydrodipicolinate reductase

carboxymuconolactone
decarboxylase family protein
GMC family oxidoreductase
LysM peptidoglycan-binding
domain-containing protein
FAD-dependent oxidoreductase

hypothetical protein
helix-turn-helix domain-containing
protein

hypothetical protein
FUSC family protein
hypothetical protein
endonuclease
hypothetical protein

WP_031124957

WP_031124958

WP_094210790

WP_015613067
WP_190167631
WP_055561158
WP_055561159

WP_031124964
WP_203681647

WP_031124967
WP_055559233
WP_031124969
WP_164359368
WP_015613055
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Klastr 1.5

Genové uskupeni BK 1.5 je znazornéno v Obr. 20. Celkem zde bylo nalezeno 41 gent.
Jednotlivé geny jsou popsany v Tab. 6. Seznam procentualniho zastoupeni genti znamych BK
pro sekundarni metabolity identifikovanych programem antiSMASH je uveden v Tab. 5. Pozice
jednotlivych gent je zobrazena v Obr. 22. Podobny BK byl identifikovan u S. fulvissimus
NA06532 (viz Obr. 21).

Produkt BK 1.5 je syntetizovan pomoci kombinace NRPS a PKS typu I (ctgl_438,
svétle tyrkysova barva). Bylo zde identifikovano nékolik transkripénich faktord. A to proteiny
s winged helix-turn-helix doménou, PadR family regulator a TetR/AcrR family regulator. Na
biosyntéze se dale muze podilet 6-fosfoglukonat dehydrogenaza, deacetylazy, cytochrom P450,
FAD dependentni oxidoreduktidzy, cystein desulfurdza, kterd odStépuje z cysteinu siru a
diaminopimelat dekarboxylaza, ktera katalyzuje St€peni vazby uhlik-uhlik v meso-2,6-
diaminoheptandioatu za vzniku CO2 a aminokyseliny L-lysinu. Z transportéri byl nalezen
MMPL family transportér (Mycobacterial membrane protein Large transporter), ktery prenasi
lipidové latky pfes membranu.

Byl zde 1 identifikovan bacteriocin family protein. Bacteriociny jsou toxiny, které
inhibuji rist blizce ptibuzného kmene produkujici bakterie.

417 219 431 423 426428 430 43% 434 436 441 443 4435 447 450 452 454 455

ODANDION-

416 418 420 437 424 | 427 429 431 433 438 437 438 43% 440 447 444 446 448 449 45] 453 455

425

Obr. 20: Biosynteticky klastr 1.5
Geny jsou oznaleny ctgl x. Popis jednotlivych genli uveden v Tab. 6. Barevné jsou vyznacené geny,

které byly identifikovany podle programu antiSMASH. Nevybarvené geny byly dohledany pomoci
BLAST.

Query sequence

o5 DA Pivkdeaed e OJdalre M eal

Streptomyces fulvissimus strain NAQOB532

1 oEMERA P PdeadEdddammmmmnn S C-apecte e e

Obr. 21: Srovnani BK 1.5 s nalezenym BK u NA06532 S. fulvissimus, u kterého bylo procentualni
genove zastoupeni stejné z 92 %. Nalezené geny mély stejnou nukleotidovou sekvenci v rozmezi 98—
100 %.
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Tab. 5: Seznam nalezenych BK pro sekundarni metabolity pomoci programu antiSMASH a jejich
procentualni genova shoda s BK 1.5.

1.5 [SGRPTMs 100 % NRP + Polyketide
frontalamide B 85 % NRP + Polyketide:Iterative type |
heat-stable antifungal factor 75 % NRP + Polyketide
combamide 44 % NRP + Polyketide
pactamides 55 % NRP + Polyketide
clifednamide A 40 % NRP + Polyketide
ikarugamycin 12 % NRP + Polyketide:Iterative type |
xiamycin A 9% Terpene
rustmicin 6 % Polyketide:lterative type |
tetronasin 3% Polyketide

Query sequence

DB MO M DN

SGR PTMs
L 0.8 S—

frontalamide B
H“AG-Cmmm
rustmicin

P-4 QCCALHRHDAr

tetronasin

P TIHOPKE by A AP I P DDA IR

Obr. 22: Srovnani identifikovanych genti prostfednictvim programu antiSMASH v BK 1.5 a jejich
pozice v BK pro vybrané sekundarni metabolity.
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Tab. 6: Doplnéni gent BK 1.5. Tu¢né jsou zvyraznény geny, které byly identifikovany pomoci programu antiSMASH. Zbytek gent byl dohledan pomoci
BLAST, zadanim proteinové sekvence dané¢ho genu.

SGR PTMs

frontalamide B

rustmicin

tetronasin

BLAST

NCBI Reference
Sequence

ctgl 416

ctgl_417
ctgl 418
ctgl 419
ctgl_420
ctgl 421
ctgl 422
ctgl_423
ctgl 424
ctgl 425
ctgl_426
ctgl_427
ctgl 428
ctgl_429
ctgl_430
ctgl 431
ctgl_432
ctgl_433
ctgl_434

ctgl_435
ctgl 436
ctgl_437

ctgl_438
ctgl_439
ctgl_440

ctgl_441

putative cytochrome P450

putative oxidoreductase
FAD dependent oxidoreductase
FAD dependent oxidoreductase

NRPS-type-I PKS fusion
hypothetical protein

cytochrome P450 hydroxylase
leukotriene B4 12-
hydroxydehydrogenase/15-0xo0-
prostaglandin 13-reductase
FAD dependent oxidoreductase
FAD dependent oxidoreductase
amino acid adenylation domain-
containing protein

frontalamide hydroxylase

40

6-phosphogluconate 1-
dehydrogenase

conserved hypothetical protein

hypothetical protein

Dyp-type peroxidase

bacteriocin family protein
diaminopimelate decarboxylase
hypothetical protein

hypothetical protein

hypothetical protein

NUDIX domain-containing protein
PIG-L family deacetylase

PIG-L family deacetylase

aspartate 1-decarboxylase

FTR1 family protein
deferrochelatase/peroxidase EfeB
cupredoxin domain-containing protein
DUF3253 domain-containing protein
phosphatase PAP2 family protein

cysteine desulfurase-like protein

saccharopine dehydrogenase NADP-
binding domain-containing protein

WP_031124832

WP_032756799
WP_031124835
WP_203679287
WP_176145055
WP_164357346
WP_053558226
WP_031124839
WP_179890614
WP_078657455

WP_031124841
WP_094210881
WP_094210882
WP_031124859
WP_079036067
WP_051821806

WP_164357079

WP_031124869




ctgl_442
ctgl_443
ctgl_444
ctgl_445
ctgl_446
ctgl_447

ctgl_448
ctgl_449
ctgl_450
ctgl_451
ctgl_452
ctgl_453
ctgl_454
ctgl_455

ctgl_456

transcriptional regulator
transcriptional regulator

helix-turn-helix domain-containing
protein

DUF4383 domain-containing protein
DUF1206 domain-containing protein
fasciclin domain-containing protein
winged helix-turn-helix transcriptional
regulator

MMPL family transporter
hypothetical protein

DoxX family membrane protein
FAD-dependent oxidoreductase
PadR family transcriptional regulator
hypothetical protein

phosphatase PAP2 family protein

TetR/AcrR family transcriptional
regulator

WP_202706700

WP_055560110
WP_199833146
WP_031124875

WP_031124876

WP_164357082
WP_031124878
WP_164357083
WP_201105066
WP_031124881
WP_031124882
WP_176145039

WP_031124884
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Klastr 2.5

Genové uskupeni BK 2.5 je znazornéno v Obr. 23. Celkem zde bylo nalezeno 49 gend.
Jednotlivé geny jsou popsany v Tab. 8. Seznam procentualniho zastoupeni genti znamych BK
pro sekundarni metabolity identifikovanych programem antiSMASH je uveden v Tab. 7. Pozice
jednotlivych gent je zobrazena v Obr. 25. Stejny BK byl identifikovan u S. fulvissimus
NAO06532 (viz Obr. 24).

Produkt BK 2.5 je syntetizovan pomoci dvou NRPS (ctg2 442, rGzova barva a
ctg2 444, identifikovana pomoci BLAST). Byly zde identifikovany rizné transkripéni faktory,
naptiklad proteiny obsahujici helix-turn-helix doménu. Na biosyntéze se dale mize podilet
glutathion S-transferaza, glyoxylat karboligaza, pyridoxal-fosfat dependentni aminotransferaza
a 2-hydroxy-3-oxopropionat reduktaza. Z transportérii byl identifikovan MFS transportér a
geny pro sestaveni transportéru sacharida.

A17 419 422 425 427 529 431 433 436 438 441 446 4B 451 453 455 457 459 462

415 416 416 |2l 423 424 426 426 430 432 43 437 433 440 442 443 444 445 447 449 450 452 4534 456 458 [461 463
420 435 460

Obr. 23: Biosynteticky klastr 2.5

Geny jsou oznacdeny ctg2 x. Popis jednotlivych genti je uveden v Tab. 8. Barevné jsou vyznacené geny,
které byly identifikovany podle programu antiSMASH. Nevybarvené geny byly dohledany pomoci
BLAST.

Query sequence

rOdwWwDhaEmddi e EWE M CasEeECEEEcer- deeSOeaE D b

Streptomyces fulvissimus strain NADBS32

rOdwDhaEdEe e WD CaEeECEeEEEdec-dee OOeaEa e b

Obr. 24: Srovnani BK 2.5 s nalezenym BK u S. fulvissimus NA06532. Nalezené geny mély stejnou
nukleotidovou sekvenci v rozmezi 99-100 %.

Tab. 7: Seznam nalezenych BK pro sekundarni metabolity pomoci programu antiSMASH a jejich
procentualni genova shoda s BK 2.5.

2.5 |asukamycin 12 % |Polyketide:Type Il
salinomycin 14 % | Polyketide:Modular type |
amicetin 8% | Saccharide:Aminoglycoside
JBIR-126 7% |NRP
meilingmycin 3% | Polyketide

thiazostatin / watasemycin A / watasemycin
B / 2-hydroxyphenylthiazoline
enantiopyochelin / isopyochelin 2% |NRP

42



Query sequence

DD DPCOUD DR I
asukamycin
PO IRHC KON D M DRI KD DO
salinomycin
LA b I I . ), I I L BB R
amicetin

meilingmycin

b K PO I o I
thiazostatin / watasemycin A / watasemycin B / 2-hydroxyphenylthiazoline enantiopyochelin / isopyochelin
DDA

Obr. 25: Srovnani identifikovanych genti prostiednictvim programu antiSMASH v BK 2.5 a jejich
pozice v BK pro vybrané sekundarni metabolity.
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Tab. 8: Doplnéni geni BK 2.5. Tu¢né jsou zvyraznény geny, které byly identifikovany pomoci programu antiSMASH. Zbytek gent byl dohledan pomoci

BLAST, zadanim proteinové sekvence dané¢ho genu.

asukamycin

salinomycin

amicetin

meilingmycin

thiazostatin

BLAST

NCBI Reference
Sequence

ctg2_415
ctg2_416
ctg2_417
ctg2_418

ctg2_419
ctg2_420
ctg2_421
ctg2_422

ctg2_423

ctg2_424
ctg2_425
ctg2_426

ctg2_427
ctg2_428
ctg2_429
ctg2_430
ctg2_431
ctg2_432
ctg2_433

ctg2_434
ctg2_435
ctg2_436

ctg2_437

ctg2_438

hypothetical protein
hypothetical protein

hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein

Transcriptional regulation
hypothetical protein
Transcriptional regulation

glyoxylate carboligase

44

putative transcriptional
regulator

hypothetical protein

GPP34 family phosphoprotein
nitroreductase family
deazaflavin-dependent
oxidoreductase

lamin tail domain-containing
protein

glycoside hydrolase family 5
protein

VOC family protein

MFS transporter

glutathione S-transferase C-
terminal domain-containing
protein

AMP-binding protein
AMP-binding protein
hypothetical protein
GNAT family N-
acetyltransferase
hypothetical protein

pyridoxamine 5'-phosphate
oxidase family protein

WP_164359411

WP_031127208

WP_031127209

WP_031127212

WP_094213409
WP_031127214
WP_031127215

WP_094213410

WP_031127220
WP_055558812
WP_031127222

WP_031127223

WP_031127224

WP_031127226




ctg2_439
ctg2_440
ctg2_441

ctg2_442

ctg2_443
ctg2_444

ctg2_445
ctg2_446

ctg2_447

ctg2_448
ctg2_449

ctg2_450
ctg2_451
ctg2_452
ctg2_453

ctg2_454
ctg2_455
ctg2_456

ctg2_457
ctg2_458
ctg2_459

ctg2_460

ctg2_461
ctg2_462
ctg2_463

putative hydrolase

putative beta-hexosaminidase
putative sugar transporter
membrane protein

putative sugar transporter
membrane protein

putative sugar transporter
sugar binding protein
putative transcriptional
regulator

putative secreted protein

non-ribosomal peptide
synthetase

glycine/serine
hydroxymethyltransferase

2-hydroxy-3-oxopropionate
reductase
hydroxypyruvate isomerase

hypothetical protein

MFS transporter
Thioesterase domain

non-ribosomal peptide synthetase
pyridoxal phosphate-dependent
aminotransferase
diaminopimelate epimerase
20G-Fe dioxygenase family
protein

iron-containing redox enzyme
family protein

catalase

hypothetical protein
helix-turn-helix domain-
containing protein
2-0x0-4-hydroxy-4-carboxy-5-
ureidoimidazoline decarboxylase
hydroxyisourate hydrolase

urate oxidase

WP_031127229
WP_094213417

WP_031127233
WP_055558811
WP_201104055

WP_031127236

WP_031127237

WP_055560880

WP_078533243

WP_015612346

WP_031127248

WP_031127249
WP_031127251
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Klastr 2.7

Genové uskupeni BK 2.7 je znazornéno v Obr. 26. Celkem zde bylo nalezeno 22 gend.
Jednotlivé geny jsou popsany v Tab. 10. Seznam procentualniho zastoupeni genti znamych BK
pro sekundarni metabolity identifikovanych programem antiSMASH je uveden v Tab. 9. Pozice
jednotlivych genti je zobrazena v Obr. 28. BK 2.7 se nachazi na konci kontigu, takze nebyl
identifikovan cely. U S. fulvissimus NA06532 byl nalezen klastr, ktery by mohl dopliiovat
chybéjici ¢ast BK 2.7 (viz Obr. 27).

Produkt BK 2.7 je syntetizovany pomoci NRPS (ctg2 568, rizova barva). Byl také
identifikovan MbtH-like protein, ktery mize ovliviiovat aktivaci aminokyselin pfi biosyntéze
pomoci NRPS. Jako transkripéni faktor byl nalezen protein obsahujici helix-turn-helix doménu.
Na biosyntéze se dale mtize podilet FAD-dependentni monooxygenaza, methylisocitrat lyaza,
ktera katalyzuje rozklad 2-methylisocitratu na pyruvat a sukcinat, enoyl-CoA hydrataza, enoyl-
CoA izomeraza, 3-hydroxyisobutyrat dehydrogenaza, acyl-CoA  dehydrogenaza,
methylmalonat-semialdehyd dehydrogenaza, ktera preménuje 2-methyl-3-oxopropanoat + CoA
na propanoyl-CoA, precorrin-6A syntaza a aminokyselinova dekarboxylaza a monooxygenaza.
Z transportért byl nalezen ABC transportér.

554 356 558 S60 562 564 567

—— XKD DD ——

551 552 553 555 857 559 561 563 565 S66 563 56% 570 571 §72

Obr. 26: Biosynteticky klastr 2.7
Geny jsou oznaceny ctg2 x. Popis jednotlivych genii uveden v Tab. 10. Barevné jsou vyznaéené geny,

které byly identifikovany podle programu antiSMASH. Nevybarvené geny byly dohledany pomoci
BLAST.

Query sequence

(@80, Simi e ROl S—

Streptornyces fulvissimus strain NAOG532

rOdes@Ppededa e IR DD IO O K O Ied O

Obr. 27: Srovnani BK 2.7 s nalezenym BK u S. fulvissimus NA06532. Nalezené geny mély stejnou
nukleotidovou sekvenci v rozmezi 98—-100 %. V casti, ktera by mohla doplnovat BK 2.7 se nachézi geny
napiiklad pro TetR family transkripéni regulator, enoyl-CoA hydrataza/izomeraza family protein, SDR
family oxidoreduktazu a ABC transportér.
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Tab. 9: Seznam nalezenych BK pro sekundarni metabolity pomoci programu antiSMASH a jejich
procentualni genova shoda s BK 2.7.

2.7 |WS9326 5% |NRP
macrotetrolide 50 % | Polyketide
thiocoraline 7% | NRP:Cyclic depsipeptide
retimycin A 13 % | NRP:Cyclic depsipeptide
pepticinnamin E 6% |NRP + Polyketide
hedamycin 6% | Polyketide
triostin A 11 % |NRP
SW-163C / UK-63598 / SW-163E /
SW-163F / SW-163G 7% |NRP
ishigamide 11 % | NRP + Polyketide
incednine 2% | Polyketide

Query sequence

PR A4 T

WS59326
R OGO o S S Y R

macrotetrolide

Cheput

retimycin A

WO AR

Obr. 28: Srovnani identifikovanych genti prostfednictvim programu antiSMASH v BK 2.7 a jejich
pozice v BK pro vybrané sekundarni metabolity.
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Tab. 10: Doplnéni genti BK 2.7. Tuéné jsou zvyraznény geny, které byly identifikovany pomoci programu antiSMASH. Zbytek gent byl dohledan pomoci
BLAST, zadanim proteinové sekvence dané¢ho genu.

NCBI Reference

WS9326 macrotetrolide retimycin A BLAST Sequence
ctg2_551 fasciclin domain-containing protein WP_094211272
ctg2_552 FAD-dependent monooxygenase WP_201106137
ctg2_553 lipoate--protein ligase family protein WP_031126192
ctg2. 554 S)i/l;utuztsignal 2-methylcitrate synthase/citrate WP 055561351
ctg2_555 methylisocitrate lyase WP_055561350
ctg2_556 MmgE/PrpD family protein WP_055561349
ctg2_ 557 helix-turn-helix transcriptional regulator WP_094211268
ctg2_558 enoyl-CoA hydratase WP_031126187
ctg2_559 3-hydroxyisobutyrate dehydrogenase WP_107064912

enoyl-CoA hydratase/isomerase family

. WP_176144
ctg2_560 protein 176144300

clg2_ 561 acyl-CoA dehydrogenase family protein WP_055561345

CoA-acylating methylmalonate-semialdehyde WP 094211265

ctg2_562 dehydrogenase
ctg2_563 precorrin-6A synthase WP_031126182
ctg2_564 hypothetical protein WP_015612446
ctg2_565 ABC transporter
daunorubicin resistance protein DrrA family ABC
ctg2_566 transporter ATP-binding protein
ctg2_567 MbtH-like protein
ctg2_568 NRPS
ctg2_569 hypothetical protein WP_031126177

5-methyltetrahydropteroyltriglutamate- homocysteine

ctg2_570 methyltransferase-like protein
ctg2_571 amino acid decarboxylase-like protein
ctg2_572 amino acid monooxygenase-like protein
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Klastr 3.1

Genové uskupeni BK 3.1 je znazornéno v Obr. 29. Celkem zde bylo nalezeno 22 gent.
Jednotlivé geny jsou popsany v Tab. 12. Seznam procentualniho zastoupeni genti znamych BK
pro sekundarni metabolity identifikovanych programem antiSMASH je uveden v Tab. 11.
Pozice jednotlivych genti je zobrazena v Obr. 31. Podobny BK byl identifikovan u S.
fulvissimus NA06532 (viz Obr. 30).

Produkt BK 3.1 je syntetizovany pomoci polyprenyl synthetazy (ctg 345) a terpen
cyklazy (ctg 352). Na biosyntéze se dale mize podilet dTDP-glukéza 4,6-dehydrataza, DXP
(1-deoxy-D-xylulosa-5-fosfat) syntaza, HMBPP ((E)-4-hydroxy-3-methyl-but-2-
enylpyrofosfat) syntaza, 3-deoxy-D-arabino-heptulosonat-7-fosfat syntaza, 2,3-dihydro-2,3-
dihydroxybenzoat dehydrogendza, isochorismatdza, anthranilat syntdaza, karboxyl esteraza,
polysacharid deacetylaza a enoyl-CoA hydrataza/izomeréza.

56

PO KDDL DA

339 340 341 342 343 344 345 346 34T 348 349 350 351 352 353 354 355 357 358 358 360

Obr. 29: Biosynteticky klastr 3.1
Geny jsou oznaceny ctg3 x. Popis jednotlivych genti uveden v Tab. 12. Barevné jsou vyznaéené geny,

které byly identifikovany podle programu antiSMASH. Nevybarvené geny byly dohledany pomoci
BLAST.

Query sequence

BT aaeeE e D EeEe e 44

Streptomyces fulvissimus strain NADG532

BT -aaaaae IR e I a7 He-4-OaE

Obr. 30: Srovnani BK 3.1 s nalezenym BK u NA06532 S. fulvissimus, u kterého bylo procentualni
genové zastoupeni stejné z 95 %. Nalezené geny mély stejnou nukleotidovou sekvenci v rozmezi 89—
100 %.
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Tab. 11: Seznam nalezenych BK pro sekundarni metabolity pomoci programu antiSMASH a jejich
procentualni genova shoda s BK 3.1.

3.1 | murayaquinone 10 % | Polyketide
paulomycin 11 % | Saccharide
diazaquinomycin A / diazaquinomycin E /
diazaquinomycin F / diazaquinomycin G 25 % | Diazaanthraquinone

A23187 17 % | Polyketide
streptonigrin 7% | Aminoquinon
caboxamycin 40 % |NRP + Polyketide

limazepine C / limazepine D /
limazepine E / limazepine F / limazepine A |22 % | NRP + Polyketide

Terpene +
phenalinolactone A 11 % | Saccharide:Hybrid/tailoring

Query sequence

PEL-JEEJIDEMN O OO

murayaquinone

KISR0 DO OO K IO KR O @D AICIE DO KK

paulomycin

DA TR KK R0 OO OO e B @& 0 b0 DaKDd

caboxamycin

O oo

phenalinolactone A

NaMEPE ndBRBY  JdEESSS alBEREBEERE O @y b

Obr. 31: Srovnani identifikovanych gent prostfednictvim programu antiSMASH v BK 3.1 a jejich
pozice v BK pro vybrané sekundarni metabolity.
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Tab. 12: Doplnéni genti BK 3.1. Tuéné jsou zvyraznény geny, které byly identifikovany pomoci programu antiSMASH. Zbytek genti byl dohledan pomoci

BLAST, zadanim proteinové sekvence dané¢ho genu.

murayaquinone

paulomycin

phenalinolactone A

caboxamycin

BLAST

NCBI Reference
Sequence

ctg3_339
ctg3_340
ctg3_341
ctg3_342
ctg3_343
ctg3_344

ctg3_345

ctg3_346
ctg3_347

ctg3_348

ctg3_349
ctg3_350

ctg3_351
ctg3_352

ctg3_353
ctg3_354
ctg3_355
ctg3_356

ctg3_357
ctg3_358

ctg3_359
ctg3_360

dTDP-glucose 4,6-dehydratase

transposase
phospho-2-dehydro-3-
deoxyheptonate aldolase
2,3-dihydroxybenzoate-2,3-
dehydrogenase

phenazine biosynthesis protein
PhzE

phenazine biosynthesis protein
PhzE

dTDP-glucose 4,6-dehydratase
NDP-hexose 2,3-dehydratase

3-deoxy-D-arabino-heptulosonate-
7-phosphate synthase
2,3-dihydro-2,3 -dihydroxybenzoate
dehydrogenase

Isochorismatase

Anthranilate synthase

4,6-Dehydratase
2,3-Dehydratase

HMBPP synthase
DXP synthase

phospho-2-dehydro-3-
deoxyheptonate aldolase

2,3-dihydroxybenzoate-
2,3-dehydrogenase

isochorismatase

anthranilate synthase

UbiA family prenyltransferase

tetratricopeptide repeat protein

polyprenyl synthetase family protein

4-hydroxy-3-methylbut-2-enyl
diphosphate reductase

terpene cyclase
N-acetylmuramoyl-L-alanine
amidase

carboxylesterase family protein
CopD family protein

EF-hand domain-containing protein
polysaccharide deacetylase family
protein

ATP-binding protein

enoyl-CoA hydratase/isomerase
family protein

L,D-transpeptidase family protein

WP_015611478
WP_055559895

WP_164356879

WP_164356878

WP_031126208
WP_094214033

WP_176144605
WP_055558688
WP_031126204

WP_094214030
WP_031122866
WP_031122867
WP_031122868
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Klastr 4.1

Genové uskupeni BK 4.1 je znazornéno v Obr. 32. Celkem zde bylo nalezeno 78 gent.
Jednotlivé geny jsou popsany v Tab. 14. Seznam procentualniho zastoupeni genti znamych BK
pro sekundarni metabolity identifikovanych programem antiSMASH je uveden v Tab. 13.
Pozice jednotlivych genil je zobrazena v Obr. 34. Podobna sekvence byla identifikovana u
streptomycety S. fulvissimus NA06532 (viz Obr. 33).

Produkt BK 4.1 je syntetizovany pomoci PKS typu II, ktera je slozena KS, (ctg4_104,
modra barva), KSg (ctgd 105, fialova barva) a ACP (ctg4 106 Zluta barva). Jako transkripéni
faktory byly identifikovany proteiny s winged helix-turn-helix doménou, TetR family a MarR
family transkrip¢ni regulatory. Na biosyntéze se dale mize podilet HAD-IA family hydroléaza,
ester cyklaza, tryptofan 7-halogenéza, flavin reduktaza, oxygenazy, ketoreduktaza, aromatéza,
cykléaza, acetyltransferaza, F420-zavisla oxidoreduktaza, NAD(P)-dependentni
oxidoreduktaza, D-inositol-3-fosfat glykosyltransferaza a fosfoglyceratmutaza. Z transportéru
byl identifikovan proton antiporter a MFS transportéry.

70 7274 76 7B 80 B2

88 90 92 94 101 103 105 107 111 113 115 117 120122 124 127 130 132 135138 140 142

67 69 71731 75 7779 Bl B3 84 85 BG BT ED 9193 95 96 97 96 99100 102 104 106 108 109 11

Obr. 32: Biosynteticky klastr 4.1
Geny jsou oznaceny ctgd x. Popis jednotlivych genii uveden v Tab. 14. Barevné jsou vyznaéené geny,

které byly identifikovany podle programu antiSMASH. Nevybarvené geny byly dohledany pomoci
BLAST.

Query sequence

ADDY DHELPPDODER4 DI DID D DI DI  RIRINED 44 (ENa T D4

Streptomyces fulvissimus strain NADGS532

ADID DM RRODRR4 MR EI DD YOI BRI D4 (@ a<Ia DB 4

Obr. 33: Srovnani BK 4.1 s nalezenym BK u NA06532 S. fulvissimus, u kterého bylo procentualni

genove zastoupeni stejné z 96 %. Nalezené geny mély stejnou nukleotidovou sekvenci v rozmezi 87—
100 %.
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Tab. 13: Seznam nalezenych BK pro sekundarni metabolity pomoci programu antiSMASH a jejich
procentualni genova shoda s BK 4.1.

4.1 prejadomycin / rabelomycin / gaudimycin C

/ gaudimycin D / UWMBG6 / gaudimycin A 27 % | Polyketide

auricin 44 % | Polyketide: Type Il + Saccharide
oviedomycin 50 % |Polyketide:Type Il

kinamycin 37 % |Polyketide

Sch-47554 | Sch-47555 20 % |Polyketide

lugdunomycin 44 % | Polyketide

saquayamycin A 27 % | Polyketide

Saccharide + Polyketide:Modular

simocyclinone D8 22 % |type | + Polyketide:Type Il + O
fluostatins M-Q 27 % | Polyketide

saprolmycin E 30 % | Polyketide

Query sequence

ACCLCHCCORCOOEDE RTHM U0 OB BB MR B L KO- IO o D0

auricin

CMECCEGPRCM I BLCD 0

oviedomycin

G40 DDBIDLD BTH

kinamycin

T O DD DR M

lugdunomyxcin

DO DR LR D O@ X D

Obr. 34: Srovnani identifikovanych gent prostiednictvim programu antiSMASH v BK 4.1 a jejich
pozice v BK pro vybrané sekundarni metabolity.
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Tab. 14: Doplnéni gend BK 4.1 Tuéné jsou zvyraznény geny, které byly identifikovany pomoci programu antiSMASH. Zbytek gent byl dohledan pomoci
BLAST, zadanim proteinové sekvence dané¢ho genu.

kinamycin

oviedomycin

auricin

lugdunomycin

BLAST

NCBI Reference
Sequence

ctgd_65
ctg4_66
ctgd_67

ctg4_68

ctgd_69
ctgd_70

ctgd 71

ctgd_72
ctgd_73
ctgd_74
ctg4_75
ctgd_76
ctgd_77
ctgd_78
ctgd_79
ctg4_80

ctg4_81

ctgd_82
ctg4_83

ctg4_84

ctg4_85
ctg4_86
ctg4 87
ctg4_88
ctg4_89

ctgd_90

ovmZ protein

54

winged helix-turn-helix
domain-containing protein
alpha/beta fold hydrolase

MoaD/ThiS family protein

hypothetical protein
DUF2993 domain-containing
protein

sulfurtransferase

DUF1416 domain-containing
protein
DUF3099 domain-containing
protein

DsrE family protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
FABP family protein
transcriptional repressor

folate-binding protein YgfZ
D-tyrosyl-tRNA(Tyr)
deacylase

ABC transporter substrate-
binding protein
asparaginase

GNAT family N-
acetyltransferase

TetR family transcriptional
regulator

HAD-IA family hydrolase

transcriptional regulator

dehydrogenase
nuclear transport factor 2
family protein

WP_161265419

WP_055560017
WP_015610212

WP_201105992

WP_031125902
WP_031125903
WP_003968135

WP_031125904
WP_015610217
WP_031125906
WP_055560015
WP_207564525
WP_109164431
WP_031125909
WP_203681289
WP_031125911

WP_031125912

WP_202461489
WP_031125914

WP_099126747
WP_176144219
WP_031125917
WP_199815003

WP_176144220

WP_031125921




ctgd_91

ctgd_92

ctgd_93
ctgd_94

ctgd_95
ctgd_96

ctgd_97
ctg4_98

ctgd_99

ctg4_100
ctgd_101
ctgd_102
ctg4_103
ctgd_104
ctg4_105

ctgd_106
ctgd_107

ctg4_108
ctgd_109

ctgd_110
ctgd 111

ctgd 112
ctgd_113
ctgd 114
ctg4_115

ctg4_116

MEFS transporter

oxygenase-like protein
Jadl cyclase-like protein

putative ketoacyl synthase
putative chain length
determinant

putative acyl carrier protein

putative ketoreductase
cyclase/dehydratase-like
protein

oxygenase-like protein

JadM phosphopantetheinyl
transferase-like protein
JadN decarboxylase-like
protein

LanU-like protein

oxygenase
cyclase

keto-acyl synthase alpha
keto-acyl synthase beta

acyl carrier protein
ketoreductase

aromatase

oxygenase
acetyl-CoA carboxylase complex,
alpha-chain

4'-phosphopantetheiny| transferase
acetyl-CoA carboxylase complex, beta-
chain

auricin polyketide oxygenase-
reductase

auricin polyketide cyclase
auricin polyketide beta-ketoacyl
synthase alpha subunit

auricin polyketide beta-ketoacyl
synthase beta subunit

auricin polyketide acyl carrier
protein

auricin polyketide ketoreductase
auricin polyketide
cyclase/dehydratase

major facilitator superfamily
transporter
4'-phosphopantetheiny|
transferase
methylmalonyl-CoA
carboxyltransferase

hypothetical protein
putative acetyltransferase
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NADPH-dependent FMN
reductase

monooxygenase
Teml family type 11
polyketide cyclase

beta-ACP synthase
ketosynthase chain-
length factor
actinorhodin polyketide
synthase

ketoacyl reductase

cyclase
monooxygenase

MFS transporter

methylmalonyl-CoA
carboxyltransferase

alpha/beta hydrolase

ester cyclase
nitroreductase family
deazaflavin-dependent
oxidoreductaze

proton antiporter
hemerythrin domain-
containing protein

MarR family transcriptional
regulator

tryptophan 7-halogenase

flavin reductase

ATP-grasp domain-
containing protein

DUF4243 domain-containing
protein

hypothetical protein
winged helix DNA-binding
domain-containing protein

WP_015610240

WP_015610241

WP_164359089

WP_031125924

WP_015610246
WP_079036084

WP_203681287
WP_176144224

WP_031124555

WP_094211215

WP_202705601




ctgd_117
ctgd_118
ctgd_119
ctgd_120

ctgd_121
ctgd_122
ctgd_123
ctgd_124

ctgd_125
ctgd_126
ctgd_127

ctgd_128
ctgd_129

ctg4_130
ctgd 131

ctgd 132
ctgd 133
ctgd_134
ctgd_135
ctgd_136
ctgd_137
ctg4_138
ctgd_139
ctg4_140
ctgd_141

ctg4_142

DinB family protein

WYL domain-containing
protein

LLM class F420-dependent
oxidoreductase
NAD(P)-dependent
oxidoreductase
helix-turn-helix
transcriptional regulator

hypothetical protein
DIP1984 family protein

hypothetical protein

helix-turn-helix
transcriptional regulator

hypothetical protein

DUF2516 family protein

SpolIE family protein
phosphatase

C40 family peptidase

class | SAM-dependent
methyltransferase
D-inositol-3-phosphate
glycosyltransferase
YbjN domain-containing
protein

hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
phosphoglyceromutase
MFS transporter

hypothetical protein

phosphate signaling complex
protein PhoU

WP_055562042
WP_176144229

WP_031124573
WP_094211212

WP_015610270

WP_031124575
WP_203619042
WP_094211209

WP_031124577

WP_055561777
WP_015610276

WP_202705605
WP_203679959
WP_031124581

WP_031124582

WP_031124583

WP_202705606
WP_201105724
WP_031124586
WP_031124587
WP_176144236
WP_203679953
WP_031124604
WP_031124605
WP_176144258

WP_031124606
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Klastr 5.2

Genové uskupeni BK 5.2 je znazornéno v Obr. 35. Celkem zde bylo nalezeno 17 gent.
Jednotlivé geny jsou popsany v Tab. 16. Seznam procentualniho zastoupeni genti znamych BK
pro sekundarni metabolity identifikovanych programem antiSMASH je uveden v Tab. 15.
Pozice jednotlivych geni je zobrazena v Obr. 37. BK 5.2 se nachazi na konci kontigu, takze
nebyl identifikovan cely. U S. fulvissimus DSM 40593 byl nalezen klastr, ktery by mohl
doplnovat chybéjici ¢ast BK 5.2 (viz Obr. 36).

Produkt BK 5.2 je syntetizovany alesponn dvéma PKS typu I (ctg5 430 a ctg5 431
rizova barva). Je zde identifikovan transkripéni faktor s helix-turn-helix doménou. Na
biosyntéze se dale miize podilet aminotransferaza, flavin reduktaza a dehydrogenaza. Dale byly
identifikovany AAA ATPazy, které jsou spojeny s riznymi buné¢nymi aktivitami.

416 420 425 437 4739

— OO DD

415 417 418 419 421 422 423 424 4ib 428 430 431

Obr. 35: Biosynteticky klastr 5.2
Geny jsou oznaceny ctg5 x. Popis jednotlivych genti uveden v Tab. 16. Barevné jsou vyznaéené geny,

které byly identifikovany podle programu antiSMASH. Nevybarvené geny byly dohledany pomoci
BLAST.

Query sequence

AT

Streptomyces fulvissimus DSM 40593
OO D OO (MO

Obr. 36: Srovnani BK 5.2 s nalezenym BK u S. fulvissimus DSM 40593. Nalezené geny mély stejnou
nukleotidovou sekvenci v rozmezi 46-100 %. V ¢asti, ktera by mohla dopliiovat BK 5.2 se nachazi geny
napiiklad pro acyl-CoA dehydrogenazu a flavin reduktazu.
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Tab. 15: Seznam nalezenych BK pro sekundarni metabolity pomoci programu antiSMASH a jejich
procentualni genova shoda s BK 5.2.

5.2 | argimycin Pl /argimycin PII / nigrifactin /
argimycin P1V / argimycin PV / argimycin
PVI / argimycin P1X 24 % | Polyketide
streptazone E 75 % | Polyketide
microtermolide A 33 % | NRP + Polyketide
lavendiol 19 % | Polyketide
coelimycin P1 20 % | Polyketide:Modular type |
chlorothricin / deschlorothricin 16 % | Polyketide:Modular type |
oligomycin 44 % | Polyketide
auroramycin 8% |Polyketide
sipanmycin 16 % | Polyketide
Query sequence
<HCHOX GG D
streptazone E
<< D D)
lavendiol
DONKKIK D D D) DOMICHN
oligomycin

—<K OO e D e e e < |/ ) >

Obr. 37: Srovnani identifikovanych gent prostfednictvim programu antiSMASH v BK 5.2 a jejich
pozice v BK pro vybrané sekundarni metabolity.
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Tab. 16: Doplnéni genti BK 5.2. Tuéné jsou zvyraznény geny, které byly identifikovany pomoci programu antiSMASH. Zbytek genti byl dohledan pomoci

BLAST, zadanim proteinové sekvence dané¢ho genu.

streptazone E

lavendiol

oligomycin

BLAST

NCBI Reference Sequence

ctg5_415

ctg5_416
ctg5_417

ctg5_418

ctg5_419
ctg5_420
ctg5_421
ctg5_422
ctg5_423
ctgs_424
ctg5_425
ctg5_426
ctg5_427
ctg5_428
ctg5_429
ctg5_430
ctg5_431

type Il thioesterase

aminotransferase
flavin reductase
Dehydrogenase/hydroxylase

cyclase

cyclase
type | polyketide synthase
type | polyketide synthase

type 1l thioesterase

aminotransferase

amine oxidase

type | polyketide synthase
type | polyketide synthase

thioesterase

modular polyketide synthase

modular polyketide synthase

hypothetical protein

sigma-70 family RNA
polymerase sigma factor

hypothetical protein

winged helix-turn-helix domain-
containing protein

NAD(P)H-dependent
oxidoreductase

AAA family ATPase
hypothetical protein

AAA family ATPase

WP_176145501
WP_031125699
WP_031125700

WP_164358353

WP_031125702

WP_094213103
WP_031125705
WP_176144433
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Klastr 7.1

Genové uskupeni BK 7.1 je znazornéno v Obr. 38. Celkem zde bylo nalezeno 15 gent.
Jednotlivé geny jsou popsany v Tab. 18. Seznam procentualniho zastoupeni genti znamych BK
pro sekundarni metabolity identifikovanych programem antiSMASH je uveden v Tab. 17.
Pozice jednotlivych genti je zobrazena v Obr. 40. Stejny BK byl identifikovan u S. fulvissimus
NAO06532 (viz Obr. 39).

Produkt BK 7.1 je syntetizovany pomoci terpen cyklazy (ctg7 65). Na biosyntéze se
dale muze podilet hydrolaza, aldehyd dehydrogenaza a methionyl-tRNA formyltransferaza. Na
regulaci transkripce se podili Lrp/AsnC family transkripéni regulétor.

ORI

58 59 60 6162 &3 64 65 66 67 6B &% 70 71 72

Obr. 38: Biosynteticky klastr 7.1
Geny jsou oznaceny ctgl x. Popis jednotlivych genti uveden v Tab. 18. Barevné jsou vyznaéené geny,

které byly identifikovany podle programu antiSMASH. Nevybarvené geny byly dohledany pomoci
BLAST.

Query sequence

sl ReRenmmmmE R0 Semmmienml B RS ee—h

Streptomyces fulvissimus strain NAOBS32

Obr. 39: Srovnani BK 7.1 s nalezenym BK u S. fulvissimus NA06532. Nalezené geny mély stejnou
nukleotidovou sekvenci v rozmezi 98-100 %.

Tab. 17: Seznam nalezenych BK pro sekundarni metabolity pomoci programu antiSMASH a jejich
procentualni genova shoda s BK 7.1.

7.1 Polyketide: Type Il +
steffimycin D 19 % | Saccharide:Hybrid/tailoring
BE-7585A 9% | Polyketide
perquinoline A/ perquinoline B /
perguinoline C 14 % | Tetrahydroisoquinolines
mediomycin A 8% | Polyketide
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Query sequence

P40
steffimycin D
WOKIBMENTEOHKD- K04
BE-7585A
LR GGG e )
mediomiycin A
MBI A b A b | b | b | b >EOECDh

Obr. 40: Srovnani identifikovanych genti prostfednictvim programu antiSMASH v BK 7.1 a jejich
pozice v BK pro vybrané sekundarni metabolity.
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Tab. 18: Doplnéni genti BK 7.1. Tu¢né jsou zvyraznény geny, které byly identifikovany pomoci programu antiSMASH. Zbytek gent byl dohledan pomoci

BLAST, zadanim proteinové sekvence dané¢ho genu.

steffimycin D

BE-7585A

mediomycin A

BLAST

NCBI Reference
Sequence

ctg7_58
ctg7_59
ctg7_60

ctg7_61

ctg7_62

ctg7_63

ctg7_64
ctg7_65
ctg7_66
ctg7_67

ctg7_68

ctg7_69
ctg7_70
ctg7_71
ctg7_72

putative inosine monophosphate
dehydrogenase

putative transcriptional regulator

putative ribulose-phosphate 3-epimerase

hypothetical Sun-family protein

putative methionyl-tRNA formyltransferase
hypothetical protein

putative primosomal protein N'

putative tRNA/rRNA cytosine-C5-methylase

putative methionyl-tRNA formyltransferase

putative primosomal protein N'

putative methionine adenosyltransferase

putative L-arginine monooxygenase

carbon-nitrogen hydrolase family
protein

glycoside hydrolase family 6
protein

hypothetical protein

Lrp/AsnC family transcriptional
regulator

aldehyde dehydrogenase family
protein

terpene cyclase

WP_199811469

WP_031127661

WP_015607336

WP_031127657

WP_203680448
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Klastr 8.2

Genové uskupeni BK 8.2 je znazornéno v Obr. 41. Celkem zde bylo nalezeno 51 gent.
Jednotlivé geny jsou popsany v Tab. 20. Seznam procentualniho zastoupeni gentt znamych BK
pro sekundarni metabolity identifikovanych programem antiSMASH je uveden v Tab. 19.
Pozice jednotlivych gend je zobrazena v Obr. 43. Podobny BK byl identifikovan S. fulvissimus
NA06532 (viz Obr. 42).

Produkt BK 8.2 je syntetizovan pomoci tii NRPS (ctg8 337, zelena barva, ctg8 343
modra barva a ctg8 344, fialova barva). Byl také identifikovan MbtH-like protein.
Z transkripénich faktorti byly nalezeny PadR family, TetR/AcrR family, XRE family a MarR
family transkripéni regulatory. Na biosyntéze se dale muze podilet FAD-dependentni
oxidoreduktaza, methyltransferaza, sugar kinaza, oxidoreduktéza, cytochrom P450 a amidaza.
Z transportért byly identifikovany MFS transportéry a ABC transportér.

V klastru se nachazi i ¢asti PKS a to thioesteraza (ctg8 348), ACP (ctg8 349) a 4'-
phosphopantetheinyl transferaza (ctg8 352). Byla identifikovana i 3-oxoacyl-ACP synthaza,
ktera se podili na biosyntéze masnych kyselin.

22 24 25 26 28 29 30 31 32 33 35 £l 38 39 41 43 44 45 47 49 51 5253 54 55 57 58 59 60 62 B3 64 65 66 68 70 72

Obr. 41: Biosynteticky klastr 8.2

Geny jsou 0znaceny ctg8 3x. Popis jednotlivych genii uveden v Tab. 20. Barevné jsou vyznacené geny,
které byly identifikovany podle programu antiSMASH. Nevybarvené geny byly dohledany pomoci
BLAST.

Query sequence

GG O R EED DG U DAKIDDOIN

Streptomyces fulvissimus strain NAQG532

MA@ OA (O DR D4 LD DHKIDD$0MM

Obr. 42: Srovnani BK 8.2 s nalezenym BK u NA06532 S. fulvissimus, u kterého bylo procentualni
genové zastoupeni stejné z 98 %. Nalezené geny mély stejnou nukleotidovou sekvenci v rozmezi 98—
100 %.
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Tab. 19: Seznam nalezenych BK pro sekundarni metabolity pomoci programu antiSMASH a jejich
procentualni genova shoda s BK 8.2.

8.2 balhimycin 8% |NRP
" | decaplanin 8% | NRP:Glycopeptide

cysteoamide 27 % |NRP
vancomycin 5% |NRP
coumermycin Al 9% | Saccharide:Hybrid/tailoring
clorobiocin 10 % | Saccharide:Hybrid/tailoring
acyldepsipeptide 1 10% |NRP
cacibiocin B 14 % | Aminocoumarin
cathomycin 10 % | Saccharide:Hybrid/tailoring

Query sequence

Lo OO OO - - OO0 OO 0TI

decaplanin
M{dididdEidadd JJ(PiidaadEada K I KKI<k K

cystecamide

< TXICA A T

clorobiocin

PO CHBROCCUOICOIN D0 O LU

Obr. 43: Srovnani identifikovanych gent prostfednictvim programu antiSMASH v BK 8.2 a jejich
pozice v BK pro vybrané sekundarni metabolity.
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Tab. 20: Doplnéni genti BK 8.2. Tu¢né jsou zvyraznény geny, které byly identifikovany pomoci programu antiSMASH. Zbytek geni byl dohledan pomoci

BLAST, zadanim proteinové sekvence dané¢ho genu.

decaplanin

cysteoamide

clorobiocin

BLAST

NCBI Reference Sequence

ctg8_322
ctg8_323

ctg8_324
ctg8_325
ctg8_326

ctg8_327

ctg8_328
ctg8_329
ctg8_330
ctg8_331
ctg8_332
ctg8_333
ctg8_334
ctg8_335
ctg8_336
ctg8_337
ctg8_338
ctg8_339
ctg8_340
ctg8_341
ctg8_342

ctg8_343
ctg8_344
ctg8_345
ctg8_346

non-ribosomal peptide synthetase

non-ribosomal peptide synthetase

MbtH family protein

non-ribosomal peptide synthetas

mbtH-like protein

peptide synthetase-like

protein

65

YdcF family protein

sirohydrochlorin chelatase

deoxyguanosinetriphosphate
triphosphohydrolase

FAD-dependent oxidoreductase

MEFS transporter

helix-turn-helix domain-containing protein

methyltransferase domain-containing protein

DNA primase

RNA polymerase sigma factor

ABC transporter ATP-binding protein
ABC transporter ATP-binding protein
sugar kinase

secreted protein

glycine amidinotransferase

thioesterase

diiron oxygenase

hypothetical protein

PadR family transcriptional regulator

AMP-binding protein

TauD/TfdA family dioxygenase

SDR family oxidoreductase

WP_199833145
WP_031126043

WP_031126044

WP_203679285
WP_176143560

WP_055558814

WP_031126048

WP_031126049
WP_055558912
WP_031126051
WP_055558911
WP_031126053
WP_015608334
WP_031126054

WP_078625999
WP_079035918
WP_055558909
WP_018961692
WP_164357342

WP_031122370
WP_031122369




ctg8_347
ctg8_348
ctg8_349

ctg8_350
ctg8_351

ctg8_352
ctg8_353
ctg8_354
ctg8_355
ctg8_356
ctg8_357

ctg8_358
ctg8_359
ctg8_360

ctg8_361
ctg8_362
ctg8_363
ctg8_364
ctg8_365
ctg8_366

ctg8_367
ctg8_368
ctg8_369
ctg8_370
ctg8_371
ctg8_372

cytochrome P450

cytochrome P450

thioesterase

acyl carrier protein
acyl-CoA dehydrogenase family protein

XRE family transcriptional regulator

4'-phosphopantetheinyl transferase
superfamily protein

MEFS transporter
amidase

3-oxoacyl-ACP synthase
hypothetical protein
AMP-binding protein

phosphodiester glycosidase family protein

MFS transporter
3-oxoacyl-ACP reductase FabG

TetR/AcrR family transcriptional regulator

acetyl-CoA carboxylase

acyl-CoA synthetase

PQQ-dependent sugar dehydrogenase
ThuA domain-containing protein

MFS transporter
Lrp/AsnC family transcriptional regulator

GAF domain-containing protein
rod shape-determining protein
hypothetical protein
hypothetical protein

MarR family transcriptional regulator

WP_078907827
WP_031122366

WP_055558903
WP_094213181
WP_094213182

WP_031122362
WP_055558901
WP_031122360
WP_031122359
WP_055558900

WP_031122357

WP_055558898
WP_031122355

WP_031122354

WP_031122353
WP_031122352
WP_031122351
WP_094213187
WP_203680083

WP_015608318

WP_094213199
WP_203680085
WP_202705034
WP_176143541
WP_031122344




Klastr 20.1

Genové uskupeni BK 20.1 je znazornéno v Obr. 44. Celkem zde bylo nalezeno 21 gent.
Jednotlivé geny jsou popsany v Tab. 22. Seznam procentualniho zastoupeni gentt znamych BK
pro sekundarni metabolity identifikovanych programem antiSMASH je uveden v Tab. 21.
Pozice jednotlivych gentl je zobrazena v Obr. 46. BK 20.1 se nachazi na konci kontigu, takze
nebyl identifikovan cely. U S. tirandamycinicus byl nalezen klastr, ktery by mohl dopliiovat
chybéjici ¢ast BK 20.1 (viz Obr. 45).

Produkt BK 20.1 je syntetizovany alespont pomoci PKS typu I (ctg20 1, ervena barva)
a NRPS (ctg20 4, fialova barva). Z transkrip¢nich faktord tu byly nalezeny TetR family
transkrip¢ni regulator a LuxR type regulacni protein. Na biosyntéze se dale miize podilet
cytochrom P450 a monooxygenaza. Z transportéra byl identifikovan ABC transportér.

Byly zde nalezeny i transposazy, které mohou zajistovat horizontalni pienos gent.

i1 14 17 1921

1 23 4 56 7 8 9 10 1213(16 1820
15

Obr. 44: Biosynteticky klastr 20.1
Geny jsou oznaceny ctg20 x. Popis jednotlivych genii uveden v Tab. 22. Barevné jsou vyznacené geny,

které byly identifikovany podle programu antiSMASH. Nevybarvené geny byly dohledany pomoci
BLAST.

Query sequence

Streptomyces tirandamycinicus strain HNM0039

SHEP I CIED) I YR PR

Obr. 45: Srovnani BK 20.1 s nalezenym BK u S. tirandamycinicus HNMO0039. Nalezené geny mély
stejnou nukleotidovou sekvenci v rozmezi 53-95 %. V ¢asti, ktera by mohla dopliovat BK 20.1 se
nachazi geny napiiklad pro FAD-dependentni oxidoreduktazu, NADP-dependentni fosfoglukonat
dehydrogenazu a oxidoreduktazu.
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Tab. 21: Seznam nalezenych BK pro sekundarni metabolity pomoci programu antiSMASH a jejich
procentualni genova shoda s BK 20.1.

20.1 |tirandamycin 86 % | NRP + Polyketide:Modular type |
nocamycin 40 % | NRP + Polyketide
streptolydigin 31 % | NRP + Polyketide:Modular type |
lydicamycin 40 % | NRP + Polyketide:Modular type |
brasilinolide A / brasilinolide B /
brasilinolide C 5% | Polyketide
a-lipomycin 27 % | NRP:Lipopeptide + Polyketide
akaeolide 24 % | Polyketide
lavendiol 16 % | Polyketide
kirromycin 3% | NRP + Polyketide:Modular type |

Query sequence
tirandamycin
¢ ) B P
nocamycin
CHCH DD D I W
streptolydigin
i D I D P GBI i

Obr. 46: Srovnani identifikovanych gent prostiednictvim programu antiSMASH v BK 20.1 a jejich
pozice v BK pro vybrané sekundarni metabolity.



Tab. 22: Doplnéni genti BK 20.1. Tuéné jsou zvyraznény geny, které byly identifikovany pomoci programu antiSMASH. Zbytek genti byl dohledan pomoci

BLAST, zadanim proteinové sekvence dané¢ho genu.

*Umisténi v GenBank

NCBI Reference
streptolydigin tirandamycin lavendiol nocamycin BLAST Sequence
type | polyketide Type | polyketide
ctg20_1 polyketide synthase type | Polyketide synthase synthase synthase
ctg20_2 thioesterase type Il thioesterase type |l thioesterase
ctg20_3 hypothetical protein
Non-ribosomal peptide Non-ribosomal
ctg20_4 synthetase peptide synthetase
ctg20 5 putative secreted hydrolase O-glycosyl hydrolase Glycoside hydrolase
putative ent-copalyl diphosphate
ctg20_6 synthase terpene synthase Prenyltransferase
ATP-dependent DNA
ctg20_7 putative ATP/GTP binding-protein helicase
LuxR type regulatory
ctg20_8 protein
ctg20_9 cytochrome P450 cytochrome P450
putative transport integral membrain
ctg20_10 protein ABC-type transporter
TetR family
TetR-like transcriptional transcriptional
ctg20_11 TetR-family transcriptional regulator regulator regulator
Transcriptional
ctg20_12 regulator
ctg20_13 Monooxygenase
ctg20_14 transposase WP_136227726
ctg20_15 transposase
No significant similarity
ctg20_16 found.
ctg20_17 endo-1,4-beta-xylanase WP_201106263
ctg20_18 hypothetical protein WP_176145728
ctg20_19 hypothetical protein WP_176145729
ctg20_20 1S5 family transposase WP_164493825
ctg20_21 transposase KOG08234*
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Klastr 43.1

BK 43.1 se nachazi na konci kontigu, takze nebyl sestaven cely BK. Na Obr. 47 jsou
znazornény dveé PKS typu I, které byly identifikovany. Seznam procentualniho zastoupeni genti

znamych BK pro sekundarni metabolity identifikovanych programem antiSMASH je uveden
v Tab. 23.

1 2

Obr. 47: Znazornéni ¢asti BK 43.1 s oznacenim ctg43 x. Oba geny piedstavuji PKS typu L.

Tab. 23: Seznam nalezenych BK pro sekundarni metabolity pomoci programu antiSMASH a jejich
procentualni genova shoda s BK 43.1.

43.1 | halstoctacosanolide A 77 % | Polyketide
stambomycin A / stambomycin B /
stambomycin C / stambomycin D 36 % | Polyketide
cremimycin 17 % | Polyketide
salinomycin 18 % | Polyketide:Modular type |
lobophorin A 8% |Polyketide
reedsmycins 20 % | Polyketide
linfuranone B / linfuranone C 38 % | Polyketide
hygrocin A / hygrocin B 16 % |Polyketide
ebelactone 11 % |Polyketide
tiacumicin B 12 % |Polyketide:Modular type I
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5.2.2 Kmen 09VK39

Kmen 09VK39 obsahuje 70 % GC. Ptiblizna velikost genomu je 13,7 Mbp. Pocet kontigt
je 2069, pocet kontigli nad 50 kbp je 54 a velikost nejdelsiho kontigu je 423 kbp.

U kmene 09VK39 bylo celkem identifikovano 49 BK pro sekunddrni metabolity (seznam
uveden v priloze 2). Pro potencionalni latky s antibiotickym G¢inkem bylo vybrano 9 BK.

Klastr 11.1

Genové uskupeni BK 11.1 je znazornéno v Obr. 48. Celkem zde bylo nalezeno 52 gent.
Jednotlivé geny jsou popsany v Tab. 25. Seznam procentualniho zastoupeni genti znamych BK
pro sekundarni metabolity identifikovanych programem antiSMASH je uveden v Tab. 24.
Pozice jednotlivych gent je zobrazena v Obr. 50. Podobny BK byl identifikovan u S. niveus
SCSIO 3406 (viz Obr. 49).

V BK 11.1 se nachazi biosyntetické drahy pro phenaziny a polyketidy. Phenaziny jsou
syntetizovany pomoci Phenazine biosyntetickych proteinti (ctgll 70 a ctgll 73, fialova
barva). Polyketidy jsou syntetizovany pomoci PKS typu III (ctgll 82, rizova barva). Jako
transkripéni faktory byl nalezeny RNA polymerase sigma factor SigJ, protein s winged helix-
turn-helix doménou a GntR family transkripcni regulator. Na biosyntéze se dale mtizou podilet
oxidoreduktazy, aminotransferazy, acyltransferaza, typ I methionyl aminopeptidaza, gamma-
glutamyltransferaza, hydrolaza, 2-amino-2-desoxyizochorismat syntaza, 2,3-dihydro-3-
hydroxyantranilat syntaza, monooxygenaza, FAD-dependentni monooxygendza a cytochrom
P450. Z transportéru byly identifikovany MFS, ABC a MMPL family transportér.

75 7779 a7 a3

euva N e e p e e

48 48 50 51 5% 53 54 5557 58 59 61 63 64 65 &6 67 &8 69 7T T4 76 TR A0 E1 B3 8BS A& A7 BB 89 90 91 93

Obr. 48: Biosynteticky klastr 11.1
Geny jsou oznaceny ctgl x. Popis jednotlivych gend je uveden v Tab. 25. Barevné jsou vyznacené geny,

které byly identifikovany podle programu antiSMASH. Nevybarvené geny byly dohledany pomoci
BLAST.

Query sequence

Streptomyces niveus strain SCSIO 3406

S— ) U A AL NI s O N 0 g0 TR U

Obr. 49: Srovnani BK 11.1 s nalezenym BK u S. niveus SCSIO 3406, u kterého bylo procentualni
genové zastoupeni stejné z 94 %. Nalezené geny mély stejnou nukleotidovou sekvenci v rozmezi 86—
100 %.
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Tab. 24: Seznam nalezenych BK pro sekundarni metabolity pomoci programu antiSMASH a jejich
procentualni genova shoda s BK 11.1.

11.1 | marinophenazine A / phenaziterpene A 30 % | Phenazine
endophenazine A / endophenazine B 38 % | Phenazine
5-acetyl-5,10-dihydrophenazine-1-carboxylic acid / 5-
(2-hydroxyacetyl)-5,10-dihydrophenazine-1-
carboxylic acid /endophenazine Al / endophenazine F

/ endophenazine G 26 % |Phenazine
lomofungin 26 % |Phenazine
pyocyanine 85 % | Phenazine

streptophenazine B / streptophenazine C /
streptophenazine F / streptophenazine G /

streptophenazine H 17 % | NRP + Polyketide
napyradiomycin 19 % | Terpene

Polyketide +
esmeraldin 16 % | Other:Aminocoumarin

merochlorin A / merochlorin B / deschloro-

merochlorin A / deschloro-merochlorin B / isochloro-
merochlorin B / dichloro-merochlorin B / merochlorin
D / merochlorin C 12 % | Terpene + Polyketide
furaquinocin B 21 % | Terpene + Polyketide

Query sequence

L KO- Leadad e a e HiobeaeC -OaCE IO

marinophenazine A / phenaziterpene A

Lo OaCEamdad C1aa-OCaa1a

endophenazine A / endophenazine B

COCCCOO0PH HEOamaE

meroachlorin A/B/C/D / deschloro-merochlorin A/B [/ isochlore-merochlorin B / dichloro-merochlorin B
LS S - A O oD LOLE IO Oe@ <TI0 Dy L0000

furaquinocin B
OO I X IS

Obr. 50: Srovnani identifikovanych gent prostfednictvim programu antiSMASH v BK 11.1 a jejich
pozice v BK pro vybrané sekundarni metabolity.

72



Tab. 25: Doplnéni gentt BK 11.1. Tuéné jsou zvyraznény geny, které byly identifikovany pomoci programu antiSMASH. Zbytek gent byl dohledan pomoci

BLAST, zadanim proteinové sekvence dané¢ho genu.

marinophenazine A / phenaziterpene A

endophenazine A /
endophenazine B

merochlorin A / merochlorin
B / deschloro-merochlorin A
/ deschloro-merochlorin B /
isochloro-merochlorin B /
dichloro-merochlorin B /
merochlorin D / merochlorin
C

furaquinocin B

BLAST

NCBI Reference
Sequence

ctgll_48
ctgll 49

ctgll_50
ctgll_51

ctgll_52
ctgll 53
ctgll_54

ctgll_55
ctgll 56
ctgll_57
ctgll 58
ctgll 59
ctgll 60
ctgll 61
ctgll 62
ctgll 63
ctgll 64
ctgll 65
ctgll_66

ctgll_67

ctgll_68

ctgll_69

putative 2-amino-2-desoxy-isochorismate
synthase

putative 2,3-dihydro-3-hydroxy-anthranilate
(DHHA) synthase

putative 3-deoxy-D-arabino-heptulosonic
acid 7-phosphate synthase

2-amino-2-desoxy-
isochorismate synthase
2,3-dihydro-3-hydroxy-
anthranilate synthase
3-deoxy-D-arabino-
heptulosonic acid 7-phosphate
synthase

73

hypothetical protein

lipoate--protein ligase family protein
TIGR03842 family LLM class F420-
dependent oxidoreductase
dihydropyrimidinase
aminotransferase class I11-fold pyridoxal
phosphate-dependent enzyme
acyltransferase

hypothetical protein

PPOX class F420-dependent
oxidoreductase

helix-turn-helix transcriptional regulator
type | methionyl aminopeptidase
gamma-glutamyltransferase
hypothetical protein

hypothetical protein

hypothetical protein
exodeoxyribonuclease I11

MBL fold metallo-hydrolase
alpha/beta fold hydrolase

terpene cyclase/mutase family protein
hypothetical protein

WP_164255130
WP_164253505

WP_147874923

WP_147874924

WP_187280119

WP_147874925
WP_147874926

WP_147874927

WP_147874928
WP_164253499
WP_147874930
WP_147874931
WP_164253497
WP_164253496
WP_147874933
WP_147874934
WP_147874935
WP_164253494
WP_187280120




ctgll_70
ctgll_71
ctgll_72
ctgll_73
ctgll_74
ctgll_75
ctgll_76
ctgll_77
ctgll_78
ctgll_79
ctgll 80
ctgll 81
ctgll_82

ctgll 83
ctgll 84
ctgll 85

ctgll 86
ctgll 87
ctgll 88
ctgll 89
ctgll 90

ctgll 91
ctgll 92

ctgll 93

ctgll 94
ctgll 95
ctgll_96
ctgll_97
ctgll_98
ctgll_99

putative enzyme of phenazine biosynthesis

putative enzyme of phenazine biosynthesis
putative FMN-dependent oxidase

putative monooxygenase

putative prenyltransferase

Phenazine biosynthesis
protein PhzB

FMN-dependent oxidase

Flavodoxin

monooxygenase
aminotransferase

type-111 polyketide synthase

AMP-dependent synthetase
MFS-like transporter

hypothetical protein

hypothetical protein

Probable methyltransferase
Probable Type 11l PKS

fatty-acid-CoA ligase
homolog

MMPL family transporter
RNA polymerase sigma factor SigJ

hypothetical protein

winged helix-turn-helix domain-
containing protein

hypothetical protein
FAD-binding protein

FAD-dependent monooxygenase
hypothetical protein

ROK family glucokinase

sugar ABC transporter ATP-binding
protein

ABC transporter permease

sugar ABC transporter substrate-binding
protein

substrate-binding domain-containing
protein

GntR family transcriptional regulator
Gfo/ldh/MocA family oxidoreductase
Paal family thioesterase

cytochrome P450

response regulator transcription factor

WP_164253488
WP_147874943

WP_147874948

WP_164255126

WP_164253480
WP_164253479

WP_147874970
WP_187280121
WP_129768160

WP_078877490
WP_147874957
WP_078074335

WP_164253476

WP_147874973
WP_164253475
WP_147874960
WP_147874961
WP_147874962
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Klastr 15.1

Genové uskupeni BK 15.1 je znazornéno v Obr. 51. Celkem zde bylo nalezeno 21 gent.
Jednotlivé geny jsou popsany v Tab. 27. Seznam procentualniho zastoupeni genti znamych BK
pro sekundarni metabolity identifikovanych programem antiSMASH je uveden v Tab. 26.
Klastr se nachazi na konci kontigu, takze neni identifikovan cely. Tato cast klastru
nevykazovala vétsi podobnost se klastry nalezenych u jinych bakterii.

Produkt BK 15.1 je syntetizovany alespon pomoci tfech PKS typu I (ctgl5_1, ctgl5 2
a ctgl5 3, Cervend barva). Jako transkripéni faktory zde byl identifikovan TetR/AcrR family
transkripéni regulator. Na biosyntéze se dale muze podilet tryptophan 7-halogenaza,
geranylgeranyl  reduktaza, @ FAD-binding  oxidoreduktdzy @ a  SAM-dependentni
methyltransferaza.

10 12 14 16 18 20

— DD (O

1 2 3 4 5 6 74865 11 13 1517 19 21

Obr. 51: Biosynteticky klastr 15.1

Geny jsou oznaceny ctgl5 x. Popis jednotlivych gent je uveden v Tab. 27. Barevné jsou vyznafené
geny, které byly identifikovany podle programu antiSMASH. Nevybarvené geny byly dohledany
pomoci BLAST.

Tab. 26: Seznam nalezenych BK pro sekundarni metabolity pomoci programu antiSMASH a jejich
procentualni genova shoda s BK 15.1.

15.1 | megalomicin A/ megalomicin B /
megalomicin C1/ megalomicin C2 15% Polyketide
monensin 25 % Polyketide
nocardiopsin A / nocardiopsin B /
nocardiopsin C / nocardiopsin D 21 % NRP + Polyketide
ECO-02301 21 % Polyketide
mediomiycin A 24 % Polyketide
stambomycin A / stambomycin B /
stambomycin C / stambomycin D 28 % Polyketide + Saccharide
apoptolidin 15% Polyketide
concanamycin A 14 % Polyketide
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Tab. 27: Doplnéni gentt BK 15.1. Tuéné jsou zvyraznény geny, které byly identifikovany pomoci programu antiSMASH. Zbytek gent byl dohledan pomoci

BLAST, zadanim proteinové sekvence dané¢ho genu.

stambomycin A / stambomycin B /
stambomycin C / stambomycin D

megalomicin A / megalomicin
B / megalomicin C1/
megalomicin C2

monensin

BLAST

NCBI Reference
Sequence

ctgl5_1

ctgl5_2

ctgl5_3
ctgl5_4
ctgl5_5

ctgl5 6
ctgl5_7
ctgl5 8
ctgl5 9

ctgl5 10

ctgl5_11
ctgl5 12
ctgl5 13

ctgl5_14
ctgl5_15
ctgl5 16
ctgl5_17

ctgl5_18
ctgl5_19

ctgl5_20
ctgl5_21

Type | modular polyketide synthase

Type | modular polyketide synthase

Type | modular polyketide synthase

megalomicin 6-
deoxyerythronolide B synthase

megalomicin 6-
deoxyerythronolide B synthase

megalomicin 6-
deoxyerythronolide B synthase

monensin polyketide synthase
module

monensin polyketide synthase
module

monensin polyketide synthase
module

tryptophan 7-halogenase
TerC family protein

geranylgeranyl reductase family protein

hypothetical protein
FAD-binding oxidoreductase
VOC family protein

sigma-70 family RNA polymerase sigma factor

TetR/AcrR family transcriptional regulator

TMEM165/GDT1 family protein
proline racemase family protein

dihydrodipicolinate synthase family protein

FAD-dependent oxidoreductase
(2Fe-2S)-binding protein
FAD-binding oxidoreductase

helix-turn-helix domain-containing protein
DUF1266 domain-containing protein

class | SAM-dependent methyltransferase

arsenate reductase ArsC

WP_147877777
WP_147877776

WP_164255195

WP_164247439
WP_147877774
WP_187280327

WP_164253711

WP_147877771

WP_147877770
WP_147877769

WP_147877768

WP_164253716
WP_147877766
WP_147877765

WP_164253719
WP_147877763

WP_147877762
WP_147877761

76




Klastr 15.2

Genové uskupeni BK 15.2 je znazornéno v Obr. 52. Celkem zde bylo nalezeno 28 gent.
Jednotlivé geny jsou popsany v Tab. 29. Seznam procentualniho zastoupeni genti znamych BK
pro sekundarni metabolity identifikovanych programem antiSMASH je uveden v Tab. 28.
Pozice jednotlivych gend je zobrazena v Obr. 54. BK 15.2 se nachazi na konci kontigu, takze
neni identifikovan cely. U Streptomyces sp. S4.7 byl nalezen klastr, ktery by mohl dopliovat
chybéjici ¢ast BK 15.2 (viz Obr. 53).

Produkt BK 15.2 je syntetizovan alespont pomoci ¢ty PKS typu I (ctgl5 86 modra
barva, ctgl5 87 rtizova barva, ctgl5 92 rizova barva a ctgl5 99 rizova barva). Transkripéni
faktory byly identifikovany AraC family, LuxR-family a TetR-family transkripéni regulatory.
Na biosyntéze se dale mtize podilet threonin syntaza, methyltransferaza, acyltransferaza, P450
monooxygendza a oxidoreduktdza. Z transportéri byl nalezen ABC transportér.

FUR 42 B4 a9 91 04 S5 OB

72 F3 74 F6 TR AD Bl 83 BS 86 87 88 oD 92 93 93 &7 95

Obr. 52: Biosynteticky klastr 15.2

Geny jsou oznaceny ctgl5 x. Popis jednotlivych gent je uveden v Tab. 29. Barevné jsou vyznacené
geny, které byly identifikovany podle programu antiSMASH. Nevybarvené geny byly dohledany
pomoci BLAST.

Query sequence

Streptomyces sp. 54.7

L o B L 1 B R S—— e
Obr. 53: Srovnani BK 15.2 s nalezenym BK u Streptomyces sp. S4.7. Nalezené geny mély stejnou
nukleotidovou sekvenci v rozmezi 41-100 %. V ¢asti, kterd by mohla dopliiovat BK 15.2 se nachazi
geny napiiklad pro PKS typu I cytochrom P450, MFS transportér a NADP-dependentni
fosfoglukonatdehydrogendzu.
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Tab. 28: Seznam nalezenych BK pro sekundarni metabolity pomoci programu antiSMASH a jejich
procentualni genova shoda s BK 15.2.

15.2 tetronasin 34 % Polyketide
tetronomycin 27 % Polyketide
amycomicin 50 % Polyketide
salinomycin 8% Polyketide:Modular type |
tetrocarcin A 11% Polyketide
chlorothricin / deschlorothricin 9% Polyketide:Modular type |
herboxidiene 2% Polyketide
lobophorin B 11% Polyketide:Modular type |
lobophorin A 6 % Polyketide

NRP + Polyketide:Modular

ajudazol A 23 % type |

Query sequence

CROCE B >

tetronasin

) DH-AED D) S (oD I T DK K X IDIIBIBORENON
tetronomycin
CI I ERALIHA K K KO0 <
amycomicin
L ¢

Obr. 54: Srovnani identifikovanych gent prostiednictvim programu antiSMASH v BK 15.2 a jejich
pozice v BK pro vybrané sekundarni metabolity.
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Tab. 29: Doplnéni gentt BK 15.2. Tu¢né jsou zvyraznény geny, které byly identifikovany pomoci programu antiSMASH. Zbytek gend byl dohledan pomoci

BLAST, zadanim proteinové sekvence dané¢ho genu.

tetronasin

amycomicin

tetronomycin

BLAST

NCBI Reference Sequence

ctgl5_72
ctgl5_73

ctgls 74

ctgl5_75
ctgl5_76
ctgl5_77
ctgl5 78
ctgl5_79
ctgl5_80

ctgl5_81
ctgl5 82
ctgl5_83

ctgl5_84
ctgl5_85
ctgl5_86

ctgl5_87
ctgl5_88
ctgl5 89
ctgl5_90
ctgl5 91
ctgl5 92
ctgl5 93
ctgl5 94

ctgl5_95
ctgl5_96
ctgl5_97

ctgl5_98
ctgl5_99

periplasmic beta-glucosidase

putative methyltransferase
putative LuxR-family transcriptional
regulator

putative membrane protein
putative TetR-family transcriptional
regulator

acyltransferase
putative polyketide synthase

putative polyketide synthase
putative type Il thioesterase

putative P450 monooxygenase
putative acyl-CoA synthase
putative polyketide synthase

putative oxidoreductase

putative pathway specific activator
putative ABC transporter, ATP
binding component

putative ABC transporter, membrane
spanning protein

putative regulatory protein
polyketide synthase

long-chain fatty acid--CoA ligase
type | polyketide synthase
hypothetical protein

TauD/TfdA family dioxygenase

putative membrane protein
putative TetR-family
transcriptional regulator
putative TetR-family
transcriptional regulator
type | polyketide synthase-
related protein

type | polyketide synthase-
related protein

putative ferredoxin

putative pathway specific
activator

FAD-dependent oxidoreductase

right-handed parallel beta-helix
repeat-containing protein

AraC family transcriptional
regulator

serine/threonine protein kinase
SRPBCC family protein

PAS domain-containing protein
threonine synthase

hypothetical protein

WP_187280323

WP_031232622

WP_147877710

WP_147877709
WP_147877708
WP_078074020
WP_147877706

WP_147877704
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Klastr 18.1

Genové uskupeni BK 18.1 je znazornéno v Obr. 55. Celkem zde bylo nalezeno 81 gent.
Jednotlivé geny jsou popsany v Tab. 31. Seznam procentualniho zastoupeni genti znamych BK
pro sekundarni metabolity identifikovanych programem antiSMASH je uveden v Tab. 30.
Pozice jednotlivych genti je zobrazena v Obr. 57. Podobny BK byl identifikovan u
Streptomyces sp. S4.7, ktery ale obsahoval navic dalsi geny (viz Obr. 56).

V BK 18.1 se nachazi biosyntetické drahy pro phenaziny a polyketidy. Phenaziny jsou
syntetizovany pomoci Phenazine biosyntetického proteinu (ctgl8 71, zelena barva).
Polyketidy jsou syntetizovany pomoci PKS typu III (ctgl8 99, modré barva). Na biosyntéze se
déale muze podilet SDR family oxidoreduktaza, acetylxylan esteraza, hydroldza, geranylgeranyl
pyrophosfat syntetaza a trans-2,3-dihydro-3-hydroxyanthranilate isomeraza.

33 37 39 41 43 46 48 50 52 56 5B B0 62 64 66 &8 F1 73 Y5 ¥ B0 BZ B4 86 88 a0 92 94 965 93 100 102 104 1% 108 111 113

63 65 &7 |70 F2 74 76 7§ Bl 83 85 a7 8 9 93 95 97 99 101

34 % 38 40 42 [45 47 4951 53 54 55 57 59 61

Obr. 55: Biosynteticky klastr 18.1

Geny jsou oznaceny ctgl8 x. Popis jednotlivych gentd je uveden v Tab. 31. Barevné jsou vyznacené
geny, které byly identifikovany podle programu antiSMASH. Nevybarvené geny byly dohledany
pomoci BLAST.

Query sequence

LB OGO D SR T DU

Streptomyces sp. 54.7
W MDD R T IMDWC- B I I T MR

Obr. 56: Srovnani BK 18.1 snalezenym BK u Streptomyces sp. S4.7, ktery obsahuje dalsi geny.
Nalezené geny mély stejnou nukleotidovou sekvenci v rozmezi 41-100 %.
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Tab. 30: Seznam nalezenych BK pro sekundarni metabolity pomoci programu antiSMASH a jejich
procentualni genova shoda s BK 18.1.

18.1 | merochlorin A / merochlorin B / deschloro-
merochlorin A / deschloro-merochlorin B /
isochloro-merochlorin B / dichloro-merochlorin
B / merochlorin D / merochlorin C 41 % | Terpene + Polyketide
endophenazine A / endophenazine B 72 % |Phenazine
5-acetyl-5,10-dihydrophenazine-1-carboxylic
acid / 5-(2-hydroxyacetyl)-5,10-
dihydrophenazine-1-carboxylic acid
/endophenazine Al /endophenazine F /

endophenazine G 52 % |Phenazine

diazaquinomycin H / diazaquinomycin J 22 % | Diazaanthraquinone
furagquinocin B 39 % | Terpene + Polyketide
diazepinomicin 22 % | Terpene

viguiepinol 46 % | Polyketide

napyradiomycin A80915C 22 % | Terpene + Polyketide:Type Il
marinophenazine A / phenaziterpene A 26 % |Phenazine

lactonamycin 10 % | Polyketide

Query sequence

L CTD0 P SR CD-AID KID- @IS I8 @M S DI TP K- @ bR i R b 1444 J@iD<I< K

merachlorin A/B/C/D / deschloro-merochlorin A/B / isochloro-merochlorin B / dichloro-merochlorin B

40— AL MO PO KGN TO<T<T@ - DIRCERPCD

endophanazine A / endophenazine B

DEBRLOPRD 4 4@

diazaquinomycin H / diazaguinomycin 1

@B I3 H < 1B IRLCIN M IDLOICOIT P

marinophenazine A / phenaziterpene A

DHOOHECHEPHUEIE NPT

lactonamycin

K< @K CCLCTO-S DD A RO - T KKK DT

Obr. 57: Srovnani identifikovanych gent prostfednictvim programu antiSMASH v BK 18.1 a jejich
pozice v BK pro vybrané sekundarni metabolity.
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Tab. 31: Doplnéni gentt BK 18.1. Tuéné jsou zvyraznény geny, které byly identifikovany pomoci programu antiSMASH. Zbytek genti byl dohledan pomoci
BLAST, zadanim proteinové sekvence dané¢ho genu.

endophenazine A /
endophenazine B

diazaquinomycin H /
diazaquinomycin J

marinophenazine A /
phenaziterpene A

lactonamycin

merochlorin A / merochlorin
B / deschloro-merochlorin A/
deschloro-merochlorin B /
isochloro-merochlorin B /
dichloro-merochlorin B /
merochlorin D / merochlorin
C

BLAST

NCBI Reference
Sequence

ctgl8 34

ctg18_35
ctg18_36

ctgl8 37

ctg18 38
ctg18 39
ctgl8 40
ctgl8 41
ctgl8 42

ctg18_43
ctgl8 44

ctgl18_45
ctgl8_46

ctgl8_47

ctg1l8_48

82

SDR family
oxidoreductase
heparinase I1/111 family
protein

hypothetical protein
DUF624 domain-
containing protein

DUF1565 domain-
containing protein

SGNH/GDSL hydrolase
family protein

polysaccharide lyase 8
family protein

acetylxylan esterase

septum formation family
protein

DUF4235 domain-
containing protein
glycosyltransferase
DUF1918 domain-
containing protein
alpha/beta fold hydrolase

winged helix-turn-helix
transcriptional regulator

XRE family
transcriptional regulator

WP_147876024

WP_187280196
WP_147876025

WP_147876026

WP_147876027

WP_147876097

WP_147876028

WP_203558010

WP_147876030

WP_147876031
WP_147876032
WP_147876033

WP_164247613

WP_147876036

WP_147876037




ctg18_49

ctg18_50
ctgl8_51
ctgl8_52

ctgl8 53
ctgl8_54
ctg1l8 55

ctg18 56

ctgl8 57

ctgl8 58

ctg18 59
ctgl8 60
ctgl8 61
ctgl8 62

ctgl8_63
ctgl8 64
ctgl8_65

ctgl8 66

ctgl8_67
ctg18_68

ctgl8_69

trans-2,3-dihydro-3-
hydroxyanthranilate isomerase

2,3-dihydro-3-hydroxy-
anthranilate synthase

geranylgeranyl
pyrophosphate synthetase

isochorismatase

putative
monooxygenase

putative trans-2,3-
dihydro-3-
hydroxyanthranilate
isomerase

putative 2,3-dihydro-3-
hydroxy-anthranilate
(DHHA) synthase

83

peptidoglycan-binding
protein
peptidoglycan-binding
protein

hypothetical protein

hypothetical protein
LmbU family
transcriptional regulator
ATP-binding protein
response regulator
maleylpyruvate isomerase
family mycothiol-
dependent enzyme
TetR/AcrR family
transcriptional regulator
SMP-
30/gluconolactonase/LRE
family protein
NAD(P)/FAD-dependent
oxidoreductase
hypothetical protein

O-methyltransferase

integrase

UbiA family
prenyltransferase

NAD(P)/FAD-dependent
oxidoreductase

hypothetical protein

WP_147876038

WP_147876039

WP_187280197
WP_203558011

WP_169400947

WP_164254314
WP_203557755

WP_203181582

WP_147876042

WP_147876043

WP_147876044

WP_147876045
WP_147876046
WP_147876047

WP_147876049

WP_147876051

WP_164247644




ctg18_70
ctgl8_71
ctgl8_72
ctgl8_73
ctgl8 74

ctgl8 75
ctgl8_76
ctgl8_77

ctgl8 78
ctgl8 79
ctg18 80
ctgl8 81
ctgl8 82
ctgl8 83

ctgl8 84
ctgl8 85
ctgl8 86

ctgl8 87
ctgl8 88
ctg18_89

ctg18_90

ctgl8_91
ctgl8_92

ctgl8_93

3-deoxy-D-arabino-
heptulosonic acid 7-phosphate
synthase

Phenazine biosynthesis protein
PhzB

conserved hypothetical protein
ovmZ-like

2-keto-3-deoxy-D-arabino-
heptulosonate-7- phosphate
synthase 1l

geranylgeranyl
pyrophosphate synthetase

FAD-binding protein

putative 3-deoxy-D-
arabino-heptulosonic
acid 7-phosphate
synthase

putative enzyme of
phenazine biosynthesis

putative streptogrisin A

84

oxidoreductase

hypothetical protein

GNAT family N-
acetyltransferase

GntR family
transcriptional regulator
carbon-nitrogen hydrolase
family protein

MHS family MFS
transporter

DUF2848 family protein
thioesterase

3-oxoacyl-ACP reductase
FabG

acyl carrier protein
hypothetical protein
3-oxoacyl-ACP synthase
AMP-binding protein
VOC family protein

two-component sensor
histidine kinase

response regulator

DJ-1/Pfpl family protein

nuclear transport factor 2
family protein

MMPL family transporter

MarR family
transcriptional regulator

WP_203558013
WP_147876057
WP_187280202

WP_147876059

WP_164247660
WP_164247662

WP_164247665

WP_187280203
WP_164247670
WP_147876065
WP_147876066
WP_147876067

WP_164254320

WP_164247680
WP_203557757

WP_147876070

WP_164247692

WP_164254321




ctgl8_94

ctgl8_95
ctgl8_96

ctgl8_97
ctgl8_98
ctgl8_99
ctgl8_100

ctgl8_101
ctgl8_102
ctgl8_103

ctg18_104
ctgl8_105
ctgl8_106
ctgl8_107
ctg18 108

ctgl8_109

ctgl8 110
ctgl8_111

ctgl8_112

ctg18_113

mevalonate kinase
diphosphomevalonate
decarboxylase

phosphomevalonate kinase
type Il isopentenyl
diphosphate delta isomerase
3-hydroxy-3-methylglutaryl-
CoA reductase
3-hydroxy-3-methylglutaryl-
CoA synthase
3-oxoacyl-[acyl-carrier-
protein] synthase

mevalonate kinase
diphosphomevalonate
decarboxylase

phosphomevalonate kinase
isopentenyl-diphosphate
delta-isomerase
hydroxymethylglutaryl-
CoA reductase
hydroxymethylglutaryl-
CoA synthase
3-oxoacyl-[acyl-carrier-
protein] synthase KASIII

SARP

Transcriptional regulator
Streptomyces antibiotic
regulatory protein (SARP)
Probable acyl-CoA
decarboxylase

AfsA homolog, B-
ketoacyltransferase, y-
butyrolactone biosynthesis

biosynthesis

mevalonate kinase
mevalonate diphosphate
decarboxylase

phosphomevalonate kinase
isopentenyldiphosphate
isomerase

HMG-CoA reductase
HMG-CoA synthase

ketoacyl-ACP synthase Ill

thioesterase

SARP-like transcriptional
regulator

TetR-like transcriptional
regulator

SARP-like transcriptional
regulator

AfsA-like gamma-
butyrolactone synthase

TetR-like transcriptional
regulator

SDR family NAD(P)-
dependent oxidoreductase
hypothetical protein

acyl-CoA carboxylase
subunit epsilon

NAD(P)H-binding protein

FAD-dependent
monooxygenase

TetR family
transcriptional regulator
C-terminal domain-
containing protein

WP_041989609

WP_164247718

WP_147876106

WP_164247731

WP_164247737

WP_147876111
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Klastr 21.1

Genové uskupeni BK 21.1 je znazornéno v Obr. 58. Celkem zde bylo nalezeno 36 gent.
Jednotlivé geny jsou popsany v Tab. 33. Seznam procentualniho zastoupeni genti znamych BK
pro sekundarni metabolity identifikovanych programem antiSMASH je uveden v Tab. 32.
Pozice jednotlivych gend je zobrazena v Obr. 60. Podobny BK byl identifikovan u
Streptomyces sp. S4.7. (viz Obr. 59).

Produkt BK 21.1 je syntetizovany PKS typu III (ctg2l 29, zlutd barva). Jako
transkrip¢ni faktory byly nalezeny TetR family transkrip¢ni regulator a protein s winged helix-
turn-helix doménou. Na biosyntéze se dale mutze podilet phosphopantothenoylcystein
syntazy/dekarboxylazy, methionyl-tRNA formyltransferaza, aminotransferazy, enoyl-CoA
hydratdza a epoxid hydrolaza. Transportér byl nalezeny MFS transportér.

13 1517 21 23 26 ry:] 31 35 3739 41 43 45

12 1418 16 1% 20 22 24 25 2F 28 30 32 33 34 36 38 40 42 44 45 47

Obr. 58: Biosynteticky klastr 21.1

Geny jsou oznaceny ctg21 x. Popis jednotlivych gent je uveden v Tab. 33. Barevné jsou vyznacené
geny, které byly identifikovany podle programu antiSMASH. Nevybarvené geny byly dohledany
pomoci BLAST.

Query sequence

POHID DER DR PDAMROOIPOI-@MM- D0

Streptomyces sp. 54.7
BCHE DI 0R PE-A B DRI @ M O DO D

Obr. 59: Srovnani BK 21.1 s nalezenym BK u Streptomyces sp. S4.7, u kterého bylo procentualni genové
zastoupeni stejné z 76 %. Nalezené geny mély stejnou nukleotidovou sekvenci v rozmezi 97-100 %.
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Tab. 32: Seznam nalezenych BK pro sekundarni metabolity pomoci programu antiSMASH a jejich
procentualni genova shoda s BK 21.1.
21.1 | perquinoline A/ perquinoline B /

perquinoline C 100 % | Tetrahydroisoquinolines
BE-7585A 21 % | Polyketide
lobophorin A 6 % Polyketide

totopotensamide A / totopotensamide B 10% | NRP + Polyketide
Polyketide: Type Il +

steffimycin D 19% | Saccharide
NRP:Glycopeptide +

A40926 7% Saccharide

kendomycin 15% | Polyketide:Modular type |

pheganomycin 14% | NRP + RiPP

feglymycin 15% |NRP

A-47934 8 % NRP:Glycopeptide

Query sequence

kR et o IR e
perquinoline A / perquinoline B / perguinoline C
PEAD-OPIIAPR
BE-7585A
bl LU TN DR CICATE DO-O0H
steffimycin D
P B LLET XL IR G

Obr. 60: Srovnani identifikovanych gent prostiednictvim programu antiSMASH v BK 21.1 a jejich
pozice v BK pro vybrané sekundarni metabolity.
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Tab. 33: Doplnéni gentt BK 21.1. Tu¢né jsou zvyraznény geny, které byly identifikovany pomoci programu antiSMASH. Zbytek gend byl dohledan pomoci

BLAST, zadanim proteinové sekvence dané¢ho genu.

perquinoline A/ perquinoline B / perquinoline C

BE-7585A

steffimycin D

BLAST

NCBI Reference
Sequence

ctg21_12

ctg21_13
ctg21_14
ctg21_15

ctg21_16

ctg21_17

ctg21_18

ctg21_19
ctg21_20

ctg21_21

ctg21_22
ctg21_23
ctg2l_24
ctg21_25
ctg21l_26
ctg21_27

ctg21_28
ctg21_29
ctg21_30
ctg21_31

methionyl-tRNA formyltransferase

rRNA cytosine-C5-methyltransferase
hypothetical protein

MFS transporter

LuxR family transcriptional regulator
enoyl-CoA hydratase

phenylacetate--CoA ligase family protein
aminotransferase class I/11-fold pyridoxal phosphate-
dependent enzyme

type 111 polyketide synthase
enoyl-CoA hydratase/isomerase family protein

enoyl-CoA hydratase/isomerase family protein

putative orotidine 5'-phosphate
decarboxylase subfamily 2

putative integration host factor

putative guanylate kinase
putative DNA-directed RNA
polymerase omega subunit

putative phosphopantothenoylcysteine

synthase/decarboxylase
putative methionine
adenosyltransferase

putative primosomal protein N'

putative methionyl-tRNA
formyltransferase

putative tRNA/rRNA cytosine-C5-
methylase

88

putative primosomal protein N'

hypothetical protein
putative methionyl-tRNA
formyltransferase

hypothetical Sun-family protein

quinone-dependent
dihydroorotate dehydrogenase

WP_147877590




ctg21_32
ctg21_33
ctg21_34

ctg21_35
ctg21_36

ctg21_37
ctg21_38

ctg21_39

ctg21_40
ctg21_41

ctg21_42

ctg21_43

ctg2l_44

ctg21_45
ctg21_46
ctg21_47

PLP-dependent aminotransferase family protein
amidohydrolase

epoxide hydrolase

putative ribulose-phosphate 3-
epimerase

putative transcriptional regulator

putative inosine monophosphate
dehydrogenase

ABATE domain-containing
protein

pyridoxamine 5'-phosphate
oxidase family protein
TetR family transcriptional
regulator

mitomycin resistance protein
NAD(P)-binding domain-
containing protein

winged helix-turn-helix
transcriptional regulator
TIGR03086 family protein

RNA polymerase sigma factor
SigF

ATP-binding protein

GDSL family lipase

WP_164248960
WP_203557787

WP_203557786
WP_147877571

WP_059193599

WP_202430595

WP_147877569

WP_147877567

WP_164248893
WP_164248891
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Klastr 27.1

Genové uskupeni BK 27.1 je znazornéno v Obr. 61. Celkem zde bylo nalezeno 43 gent.
Jednotlivé geny jsou popsany v Tab. 35. Seznam procentualniho zastoupeni genti znamych BK
pro sekundarni metabolity identifikovanych programem antiSMASH je uveden v Tab. 34.
Pozice jednotlivych gend je zobrazena v Obr. 63. Podobné BK byly identifikovany u
Streptomyces sp. S4.7 a Streptomyces niveus SCSIO 3406 (viz Obr. 62).

Produkt BK 27.1 je syntetizovan pomoci NRPS (ctg27 46, zelena barva, ctg27 48,
rizova barva a ctg27 51, modra barva). Na biosyntéze se dile mize podilet oxygenaza,
monooxygendza, transketoldza, SAM-dependentni methyltransferdza, oxidoreduktaza,
methyltransferaza, dehydrogenaza, hydrolaza, acetyltransferaza, = FAD-dependentni
oxidoreduktaza a cystein hydrolaza. Z transportérii byl nalezeny ABC a MFS transportéry.

26 28 30 32 37 39 41 a7 49 53 55 57 59 61 63 65

23 &7 29 31 33 3 35 30 oM 4 42 43 44 45 46 45 50 51 52 54 3G 58 G0 B 84 06 &7

Obr. 61: Biosynteticky klastr 27.1

Geny jsou oznaceny ctg27 x. Popis jednotlivych gentd je uveden v Tab. 35. Barevné jsou vyznacené
geny, které byly identifikovany podle programu antiSMASH. Nevybarvené geny byly dohledany
pomoci BLAST.

Query sequence

Streptomyces sp. 54.7
RO SCORC I R B e B e s e

Streptomyces niveus SCSI0 3406
HHOMID-OIP R DEEK M D b

Obr. 62: Srovnani BK 27.1 s nalezenymi klastry u Streptomyces sp. S4.7 a S. niveus SCSIO 3406. U
Streptomyces sp. S4.7 bylo procentuélni genové zastoupeni stejné z 82 %. Nalezen¢ geny mély stejnou
nukleotidovou sekvenci v rozmezi 95-100 %. U S. niveus SCSIO 3406 bylo procentualni genové
zastoupeni stejné z 86 %. Nalezené geny mély stejnou nukleotidovou sekvenci v rozmezi 83—100 %.

90



Tab. 34: Seznam nalezenych BK pro sekundarni metabolity pomoci programu antiSMASH a jejich
procentualni genova shoda s BK 27.1.

27.1 naphthyridinomycin 92 % NRP
guinocarcin 37 % NRP
saframycin A / saframycin B 12 % NRP
frigocyclinone 6 % Polyketide

prejadomycin / rabelomycin / gaudimycin C
/ gaudimycin D / UWMBG6 / gaudimycin A 4% Polyketide + Saccharide

coelimycin P1 8 % Polyketide:Modular type |
NRP + Polyketide:Enediyne

sporolide A/ sporolide B 4% type |

fluvirucin B2 5% Polyketide

tetronasin 3% Polyketide

paramagnetoquinone 1/

paramagnetoquinone 2 7% Polyketide

Query sequence
naphthyridinomycin

quinocarcin

frigocyclinone

L0 POIDDENID-RHKKKHIE

Obr. 63: Srovnani identifikovanych gent prostiednictvim programu antiSMASH v BK 27.1 a jejich
pozice v BK pro vybrané sekundarni metabolity.
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Tab. 35: Doplnéni gentt BK 27.1. Tu¢né jsou zvyraznény geny, které byly identifikovany pomoci programu antiSMASH. Zbytek gend byl dohledan pomoci
BLAST, zadanim proteinové sekvence dané¢ho genu.

NCBI Reference

naphthyridinomycin frigocyclinone quinocarcin BLAST Sequence

carbohydrate ABC transporter WP 147878683
ctg27_25 permease -
ctg27 26 sugar ABC transporter permease WP_107433949
ctg27 27 dihydroxy-acid dehydratase WP_147878653

dlhyd_rodlplcolmate synthase family WP 147878652
ctg27_28 protein -

GntR family transcriptional

WP_147878651

ctg27_29 regulator 14787865
ctg27_30 oxygenase-reductase
ctg27_31 hypothetical protein WP_147878649
ctg27_32 VOC family protein WP_147878648
ctg27 33 ACT domain-containing protein WP_078078443
ctg27_34 | UV-repair protein putative UV-repair protein

ctg27_35 | membrane protein

ctg27_36 | monooxygenase
putative dehydrogenase alpha

ctg27_37 | thiamin diphosphate binding domain of transketolase subunit

putative phosphopantetheine
ctg27_38 | acyl carrier protein binding protein
ctg27_39 | transketolase putative dehydrogenase beta subunit

3-oxoacyl-(acyl-carrier-protein
(acp)) synthase 111 domain-
ctg27_40 | 3-oxoacyl-synthase Ill containing protein

ctg27_41 | hypothetical protein
ctg27_42 | peptidase
ctg27_43 | regulatory protein

ctg27_44 | amino acid adenylation domain-containing protein
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ctg27_45

ctg27_46
ctg27_47
ctg27_48
ctg27_49

ctg27_50
ctg27_51
ctg27_52
ctg27_53
ctg27_54
ctg27_55
ctg27_56
ctg27_57
ctg27_58
ctg27_59
ctg27_60
ctg27_61
ctg27_62

ctg27_63
ctg27_64

ctg27_65

ctg27_66
ctg27_67

non-heme iron hydroxylase

non-ribosomal peptide synthetase
MbtH-like protein
non-ribosomal peptide synthetase

thioesterase Il

AMP-dependent synthetase and ligase
non-ribosomal peptide synthetase
hypothetical protein

hydroxylase

SAM-dependent methyltransferase
SAM-dependent methyltransferase
MFS transporter

oxidoreductase
methyltransferase
MFS transporter

short chain dehydrogenase

drug resistance transporter

drug resistance transporter

putative dioxygenase

putative non-ribosomal peptide
synthetase

putative MbtH like protein

putative long-chain-fatty-acid-CoA
ligase

GNAT family N-acetyltransferase

alpha/beta hydrolase
SpollE family protein phosphatase

phage holin family protein

DUF3618 domain-containing
protein

FAD-dependent oxidoreductase

cysteine hydrolase

WP_164248715

WP_147878980
WP_164254373
WP_147878981

WP_164248702

WP_147878983

WP_147878984
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Klastr 60.1

Genové uskupeni BK 60.1 je znazornéno v Obr. 64. Celkem zde bylo nalezeno 12 gent.
Jednotlivé geny jsou popsany v Tab. 37. Seznam procentualniho zastoupeni genti znamych BK
pro sekundarni metabolity identifikovanych programem antiSMASH je uveden v Tab. 36.
Klastr se nachazi na konci kontigu, takze neni identifikovan cely. U Streptomyces sp. S4.7 byl
nalezen klastr, ktery by mohl dopliiovat chybéjici ¢ast BK 60.1 (viz Obr. 65).

Produkt BK 60.1 je syntetizovany alespon pomoci tfi PKS typu III (ctg60_1, ctg60 5 a
ctgb0 12, Cervend barva). Na biosyntéze se dale mize podilet monooxygendza, FAD-
dependentni oxygenaza, epoxiddza a methyltransferaza. Z transportéri byl nalezen MFS
transportér.

1z 4 &5 & F 9 11 12

Obr. 64: Biosynteticky klastr 60.1

Geny jsou oznaceny ctg60 x. Popis jednotlivych gentd je uveden v Tab. 37. Barevné jsou vyznacené
geny, které byly identifikovany podle programu antiSMASH. Nevybarvené geny byly dohledany
pomoci BLAST.

Query sequence

Streptomyces sp. 54.7

DEDI DI UMD D ) G - 4143 3
Obr. 65: Srovnani BK 60.1 s nalezenym BK u Streptomyces sp. S4.7. Nalezené geny mély stejnou
nukleotidovou sekvenci v rozmezi 40-100 %. V ¢asti, kterd by mohla dopliiovat BK 60.1 se nachazi
geny naptiklad pro PKS typu I, NADP-dependentni fosfoglukonat dehydrogenazu, cytochrom P450,
methyltransferazu a ABC transportér.
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Tab. 36: Seznam nalezenych BK pro sekundarni metabolity pomoci programu antiSMASH a jejich

procentualni genova shoda s 60.1.

60.1

tetronasin 25 %
tetronomycin 27 %
chlorothricin / deschlorothricin 16 %
maklamicin 13 %
kijanimicin 13 %
lasalocid 33 %
lobophorin B 11 %
meoabyssomicin / abyssomicin 12 %
abyssomicin C / atrop-abyssomicin C 14 %

Polyketide
Polyketide

Polyketide:Modular type |

Polyketide
Polyketide
Polyketide

Polyketide:Modular type |

Polyketide

Polyketide:Modular type |

Tab. 37: Doplnéni geni BK 60.1. Tuéné jsou zvyraznény geny, které byly identifikovany pomoci
programu antiSMASH. Zbytek genl byl dohleddn pomoci BLAST, zadanim proteinové sekvence
daného genu.

NCBI Reference
tetronasin tetronomycin BLAST Sequence
ctg60_1 polyketide synthase type | polyketide synthase
ctg60_2 hypothetical protein WP_147879045
putative 3-oxoacyl-(acyl-carrier-
ctg60_3 putative 3-oxoacyl-ACP synthase Il | protein) synthase 11
ctg60_4 P450 monooxygenase
ctg60_5 polyketide synthase type | polyketide synthase
ctg60_6 putative FAD-dependent oxygenase
ctg60_7 epoxidase putative tetronomycin epoxidase
putative 3-oxoacyl-(acyl-carrier-
ctg60_8 putative 3-oxoacyl-ACP synthase Il | protein) synthase 11
ctg60_9 methyltransferase putative methyltransferase
ctg60_10 putative major facilitator transporter
ctg60_11 epoxide hydrolase probable epoxide hydrolase
ctg60_12 polyketide synthase type | polyketide synthase
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Klastr 73.1

Genové uskupeni BK 73.1 je znazornéno v Obr. 66. Celkem zde bylo nalezeno 16 gent.
Jednotlivé geny jsou popsany v Tab. 39. Seznam procentualniho zastoupeni genti znamych BK
pro sekundarni metabolity identifikovanych programem antiSMASH je uveden v Tab. 38.
Klastr se nachazi na konci kontigu, takze neni identifikovan cely. U Streptomyces sp. S4.7 byl
nalezen klastr, ktery by mohl dopliiovat chybéjici ¢ast BK 73.1 (viz Obr. 67).

Produkt BK 73.1 je syntetizovan alespon pomoci jedné PKS typu I (ctg73 1, ¢ervena
barva). Na biosyntéze se dale mize podilet pyruvat dehydrogenaza a 6-phosphoglukonat 1-
dehydrogenaza.

1 3 5 6759 11 13 15 1&

Obr. 66: Biosynteticky klastr 73.1

Geny jsou oznaceny ctg73 x. Popis jednotlivych gentd je uveden v Tab. 39. Barevné jsou vyznacené
geny, které byly identifikovany podle programu antiSMASH. Nevybarvené geny byly dohledany
pomoci BLAST.

Query seguence

DI

Streptomyces sp. 54.7

DG D KT D (O ) ) €10 0D
Obr. 67: Srovnani BK 73.1 s nalezenym BK u Streptomyces sp. S4.7. Nalezené geny mély stejnou
nukleotidovou sekvenci v rozmezi 41-100 %. V ¢asti, kterd by mohla dopliiovat BK 73.1 se nachazi
geny napiiklad pro PKS typu I, methyltransferdzu, cytochrom P450 a MFS transportér.

Tab. 38: Seznam nalezenych BK pro sekundarni metabolity pomoci programu antiSMASH a jejich
procentualni genova shoda s BK 73.1.

73.1 tetronasin 30 % Polyketide
maklamicin 19% Polyketide
meoabyssomicin / abyssomicin 18 % Polyketide
ECO-02301 39 % Polyketide
oligomycin 50 % Polyketide
cremimycin 22 % Polyketide
tetronomycin 24 % Polyketide
concanamycin A 28 % Polyketide
catenulisporolides 12 % NRP + Polyketide
fluvirucin B2 13 % Polyketide
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Tab. 39: Doplnéni geni BK 73.1. Tu¢né jsou zvyraznény geny, které byly identifikovany pomoci
programu antiSMASH. Zbytek gent byl dohleddn pomoci BLAST, zadanim proteinové sekvence
daného genu.

NCBI Reference

tetronasin oligomycin BLAST Sequence
ctg73_1 polyketide synthase modular polyketide synthase
ctg73_2 acyl carrier protein
ctg73_3 pyruvate dehydrogenase E1 alpha subunit
ctg73 4 pyruvate dehydrogenase E1 beta subunit
ctg73_5 E2 dihydrolipoyl acyltransferase

putative E2-like acyltransferase
component of pyruvate/2-oxoglutarate
ctg73 6 dehydrogenase

ctg73_7 hypothetical protein | WP_164253770
ctg73_8 VOC family protein | WP_147877911
ctg73 9 putative phosphoesterase SimX4 homolog
phosphopantheteinyl
ctg73_10 transferase
DUF350 domain-

L. . WP_164253771
ctg73_11 containing protein 164253
ctg73_12 periplasmic beta-glucosidase

ctg73_13 conserved hypothetical protein
ctg73_14 6-phosphogluconate 1-dehydrogenase
ctg73_15 hypothetical protein

ctg73_16 putative secreted protein
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Klastr 82.1

BK 82.1 se nachazi na konci kontigu, takze nebyl sestaven cely BK. Na Obr. 68 jsou
znazornény dveé PKS typu I, které byly identifikovany. Seznam procentualniho zastoupeni genti
znamych BK pro sekundarni metabolity identifikovanych programem antiSMASH je uveden
v Tab. 40.

— D —

2

Obr. 68: Znazornéni ¢asti BK 82.1 s oznacenim ctg82 x. Oba geny ptedstavuji PKS typu 1.

Tab. 40: Seznam nalezenych BK pro sekundarni metabolity pomoci programu antiSMASH a jejich
procentualni genova shoda s BK 82.1.

82.1 primycin 16 % Polyketide
meridamycin 10 % NRP + Polyketide
FD-891 50 % Polyketide
lasalocid 18 % Polyketide
sceliphrolactam 12 % Polyketide
naphthomycin A 9% Polyketide
ebelactone 8% Polyketide
JBIR-100 16 % Polyketide:Modular type |
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6 Diskuze

U kmene 09Zd22 bylo nalezeno 11 biosyntetickych klastrGi pro potenciondlni latky
s antibakterialnim uc¢inkem, které vykazovaly podobnost v rozmezi 46-100 % s klastry, které
byly mnalezené u Streptomyces sp. NRRL S-623 (NCBI Reference Sequence:
NZ_JOJC00000000.1), S. fulvissimus NA06532 (NZ_CP054926.1), S. fulvissimus DSM 40593
(NC_021177.1) a S. tirandamycinicus HNM0039 (NZ_CP029188.1).

BK 1.3 ma s klastrem, ktery byl identifikovan u Streptomyces sp. NRRL S-623 genové
zastoupeni stejné ze 100 %. U Streptomyces sp. NRRL S-623 byla PKS typu III identifikovana
jako stilben syntaza a ma stejnou nukleotidovou sekvenci ze 100 %. Lze tedy piedpokladat, ze
zéklad vznikajici molekuly bude tvofit stilben, ktery se sklada z centralni ethylenové skupiny s
jednim substituentem fenylové skupiny na kazdém konci dvojné vazby uhlik-uhlik. Stilbeny
vykazuji u¢inky proti grampozitivnim bakteriim, tim Ze cili na jejich bunéénou sténu (Goddard
et al. 2020).

U klastru 1.5 bylo nalezeno 100% genové zastoupeni klastru pro polycyclic tetramate
macrolactams (PTMs) nalezeného u S. griseus s oznacenim SGR. PTMs se skladaji z kyseliny
tetramové a polycyklického systému (obvykle dva az tii kruhy), které jsou kondenzovany
s makrolaktamy. U PTMs byly popsany jak antibakterialni, tak antifungalni uc¢inky (Yu et al.
2007; Schobert & Schlenk 2008). U SGR PTMs nebyl popsan jeho téinek, ale bylo potvrzeno
iterativni vyuzivani modulu NRPS a PKS typu I (Luo et al. 2013). Nukleotidova podobnost
genu pro kombinaci NRPS a PKS typu | byla z 84 % shodna. Muzeme tedy piedpokladat, ze
vznikajici latka z tohoto klastru bude v zakladu PTMs. To, Ze bude vznikat PTMs dokazuje i
podobnost s ostatnimi PTMs u kterych se nukleotidova podobnost modulu NRPS a PKS typu I
pohybovala v rozmezi 63-68 %.

NRPS, které byly nalezeny v Klastrech 2.5, 2.7 a 8.2 vykazovaly podobnost v
nukleotidové sekvenci s NRPS pro zndmé sekundarni metabolity v rozmezi 46-57 %. U BK 2.5
byla nalezena 47% podobnost sNRPS piitomnou v biosyntéze disacharidového
pyrimidinového nukleosidového antibiotika amicetinu, které ma ucinky jak proti
grampozitivnim, tak i proti gramnegativnim bakteriim. NRPS nalezena u amicetinu se podili na
vzniku amidovych vazeb, pfitomnych ve struktufe amicetinu (Zhang et al. 2012). U BK 8.2
byla u dvou NRPS nalezena 47% podobnost s NRPS, které se podili na biosyntéze
glykolipidickych antibiotik decaplaninu, vancomycinu a balhimycinu, které jsou G¢inné proti
grampozitivnim bakteriim (Pelzer et al. 1999; Wink et al. 2004; Xu et al. 2014). V téchto tfech
Klastech muzou vznikat nové latky syntetizované pomoci NRPS s potencionalnim
antibiotickym ucinkem.

V BK 4.1 vznika latka pomoci PKS typu II. Bylo zde identifikovano konzervované jadro
genové organizace pro angucykliny slozené zoxygendzy, cyklazy, syntazy KS, a KSp
podjednotek, ketoreduktazy, aromatazy a dalSi oxygenazy (Lombo et al. 2004). Pro syntazy
KS. a KSp podjednotek se nukleotidova sekvence podobnost se zndmymi sekvencemi pro
angucykliny pohybovala v rozmezi 65-86 %. Nejvétsi genové zastoupeni bylo pro klastr
oviedomycinu, kdy byla nalezena shoda pro syntazy KS, a KSp 86 a 77 %. Z tohoto klastru
muze vznikat nové antibiotikum ze skupiny angucyklinli. Pro angucykliny je typické jejich
Siroké uplatnéni, kdy se vyuzivaji proti grampozitivnim bakteriim nebo jako latky proti
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rakovinotvornému bunécnému déleni, diky jejich schopnosti ovliviiovat Sirokou skalu enzymt
(Kharel et al. 2012).

Pro biosyntézu terpenti byly nalezeny dva klastry 3.1 a 7.1. V BK 3.1 vykazovala HMBPP
syntaza a DXP syntdza podobnost se klastrem pro terpen phenalinolactone, ktery ma ucinky
proti grampozitivnim bakteriim (Diirr et al. 2006).

V BK 5.2 bylo nazeleno 75% genové zastoupeni streptazone E a v klastru u S. fulvissimus
DSM 40593, ktery by potenciondln¢ mohl doplnovat chybéjici ¢ast klastru 5.2 bylo nalezeno
83% genové zastoupeni streptazone E, ktery je syntetizovany pomoci tii PKS typu | (Ohno et
al. 2015). PKS typu | pro streptazone E snalezenymi PKS vykazovaly nukleotidovou
podobnost v rozmezi 61-71 %. Mazou tedy i vnikat jiné¢ PKS typu L.

Pro chybéjici ¢ast BK 20.1 byl nalezen potencionalni homologni klastr u S.
tirandamycinicus HNM0039, kdy nalezena PKS typu I m¢la 85% a NRPS 87% nukleotidovou
podobnost. Nalezené PKS typu I a NRPS se podili na biosyntéze tiandamycinu (Carlson et al.
2010). Klastr 20.1 obsahuje 86 % genového zastoupeni pro tirandamycin, u S. tirandamycinicus
HNMO0039 je to 100% genové zastoupeni. Tirandamycin je G¢inny proti grampozitivnim
bakteriim, tim Ze inhibuje jejich RNA polymerazu (Reusser 1976).

U kmene 09VK39 bylo nalezeno 9 biosyntetickych klastrii pro potencionalni latky
s antibakterialnim uc¢inkem, které vykazovaly podobnost v rozmezi 41-100 % s klastry, které
byly nalezené u Streptomyces sp. S4.7 (NZ_CP048397.1) a S. niveus SCSIO 3406
(NZ_CP018047.1).

V BK 11.1 byly nalezeny biosyntetické drahy pro phenaziny a PKS typu III. Z phenazinii
bylo nalezeno 85% genové zastoupeni pro pyocyanin, ktery je aktivni proti bakteriim 1 houbam
(Baron & Rowe 1981). PKS typu Il mé¢la 84% nuleotidovou podobnost pro PKS, ktera se podili
na biosyntéze merochlorinti. Merochloriny jsou hybridni molekuly polyketidu a terpenu, a byla
u nich potvrzena antimikrobialni aktivita (Sakoulas et al. 2012). Pro merochloriny byly
nalezeny geny i v BK 18.1 kde nukleotidova podobnost PKS typu III byla 71 %. Dale se
Vv klastru 18.1 vyskytovaly i geny pro biosyntézu phenazinli. Pro endophenaziny, které maji i
antimikrobialni aktivitu, bylo nalezeno zastoupeni gent ze 75 % (Gebhardt et al. 2002).

BK 15.2, 60.1 a 73.1 je nachéazely na konci kontigu, takze nebyly identifikovany celé.
Tyto Klastry vykazovaly podobnost s jiz identifikovanym klastem u Streptomyces sp. S4.7,
ktery by mohl predstavovat chybé&jici ¢ast téchto klastr, a spojit je do jednoho. Nukleotidové
podobnosti nalezenych PKS typu I byly v rozmezi 97-99 %. Klastr nalezeny u Streptomyces sp.
S4.7 obsahoval 80% genové zastoupeni pro biosyntézu inotrofniho antibiotika tetronasinu, kdy
PKS typu | vykazovaly stejnou nukleotidovou sekvenci v rozmezi 96-99 %. Uginek tetronasinu
spociva v tom, Ze je schopny narusit lipidovou vrstvu bunééné membrany a zpusobit tak
depolarizaci a naslednou smrt mikroorganisma (Linton et al. 1994).

U identifikované ¢asti BK 15.1 PKS typu I vyznacovaly podobnosti v rozmezi 46-52 % s
PKS, které se podileji na biosyntéze makrolidi, jako jsou megalomicin, monensin nebo
strambomycin (VVolchegursky et al. 2001; Oliynyk et al. 2003; Song et al. 2014).

V BK 21.1 bylo nalezeno 100% genové zastoupeni pro perquinoliny, které jsou
syntetizovany pomoci PKS typu III (Rebets et al. 2019). PKS typu Il méla stejnou
nukleotidovou podobnost z 90 % a ostatni geny vykazovaly podobnost v rozmezi 98-100 %.
Perquinoliny patii do skupiny tetrahydroisochinolinti, které maji pfevazné ucinek proti
rakovinotvornému bunéénému déleni, ale byly prokdzany ucinky i proti riiznym bakteriim
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(Scott & Williams 2002). U perquinolintl nebyla prokazana antibakterialni aktivita, ale tim ze
v BK 21.1 jsou pfitomny i dal$i geny, mize vznikat nova latka s antibakteridlnim u¢inkem.

Do skupiny tetrahydroisochinolini patii i naphthyridinomycin, pro ktery bylo v BK 27.1
nalezeno 92% genové zastoupeni. Naphthyridinomycin je syntetizovany pomoci tii NRPS (Pu
et al. 2013). Tyto NRPS vykazovaly s nalezenymi NRPS v BK 2.7 nukleotidovou podobnost
v rozmezi 78-85 %. U naphthyridinomycinu byla potvrzena antibakterialni aktivita (Scott &
Williams 2002).

Biosyntetické drahy, které byly nalezeny, vykazovaly podobnosti s klastry dalSich kment
streptomycet. Lze tedy prepokladat, Ze mezi streptomycetami, doslo ke sdileni gentl, ¢asti nebo
ptipadné i celych genovych shlukd pomoci horizontalniho genového pienosu. Bylo prokazano,
7e horizontalni pfenos se fidi ptibuznosti kment, ale také podminkami, kde se kmeny vyskytuji
(Sagova-Mareckova et al. 2015). Podobnost jednotlivych klastrti je potom zavisla také na tom,
jak davno byl dany geneticky element pfenesen, protoze na tom zavisi jeho umisténi v genomu,
a nasledna mira modifikace (Beiko et al. 2005; Laskaris et al. 2010). Horizontalni pienos je
jeden z hlavnich mechanismi, ktery ptispiva k diverzifikaci mikrobialniho genomu (Ochman
et al. 2000).

V genomech obou kmena bylo objeveno nékolik biosyntetickych klastri pro latky
S potencionalnim antibakterialnim t¢inkem, které by mohly mit G¢inek proti S. scabiei. Oba
kmeny by tak mohly snizit riziko, nebo tpIné¢ eliminovat napadeni rostliny. Je ale potieba
provést dalsi pokusy, které ukazou jak a za jakych podminek jsou jednotlivé latky produkovany.
Dalsi pokusy by mély zahrnovat inokulaci bakterii do pudy, ovéfeni produkce antibiotickych
latek v ptirodnich podminkach, a také zjistit, jestli v praxi rostlin¢ nebo dal$im padnim
organismim nezpusobuji n¢jaké rastové omezeni nebo patologické projevy. Nasledné by pak
Slo tyto dva kmeny zahrnout do péstitelskych postupt v boji proti S. scabiei, ale i proti dalsim
patogennim mikroorganismam.
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7 Zavér

U obou analyzovanych genomd streptomycet byly nalezeny biosyntetické drahy pro
produkci sekundarnich metabolitli s potenciadlnim antibiotickym ucinkem. Tyto
genové klastry vykazovaly riznou miru odlisnosti od znamych klastri. Oba kmeny
maji potencial produkovat nové latky s antibakteridlnim ucinkem. Bakteridlni
diverzifikace genomu je zplsobena zejména horizontalnim pienosem gend, kdy
bakterie, které se vyskytuji ve stejném prostiedi mezi sebou mohou sdilet geny po
rizné dlouhou dobu. Oba kmeny streptomycet tvoii vhodné nastroje v boji proti S.
scabiei, ale i proti dal§im patogennim mikroorganismtm. Je ale potieba provést dalsi
pokusy, aby se zjistilo, jaké latky bakterie opravdu produkuji a jestli nemaji také
nepiiznivé UCinky.
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9 Samostatné prilohy

Seznam priloh

Piiloha 1: Seznam vSech nalezenych BK u kmene 09Z2d22 a seznam identifikovanych BK pro

sekundarni metabolity programem antiSMASH

Ptiloha 2: Seznam vSech nalezenych BK u kmene 09VK39 a seznam identifikovanych BK pro

sekundarni metabolity programem antiSMASH

Ptiloha 1: Seznam vsSech nalezenych BK u kmene 092d22, seznam identifikovanych BK pro sekundarni

metabolity programem antiSMASH a jejich procentualni genova shoda s danym klastrem

Klastr | Sekundarni metabolit % typ latky

1.1 lactazole 33% | RiPP:Thiopeptide
foxicins A-D 4% NRP + Polyketide
lasalocid 9% Polyketide
caniferolide A / caniferolide B / caniferolide C /
caniferolide D 3% Polyketide

1.2 isorenieratene 100 % | Terpene
carotenoid 87 % | Terpene
isorenierateme 87 % | Terpene
borrelidin 4% Polyketide:Modular type |
cinnamycin B 10% |RiPP
nocamycin 7% NRP + Polyketide

1.3 herboxidiene 9% Polyketide
alkylresorcinol 100 % | Polyketide
alkylpyrone-407 / alkylpyrone-393 50 % | Polyketide
lagunapyrone A / lagunapyrone B / lagunapyrone C 22% | Polyketide
ebelactone 5% Polyketide
gentamicin 3% Saccharide

1.4 melanin 100 % | Pigment
istamycin 2% Saccharide

15 SGR PTMs 100 % | NRP + Polyketide
frontalamide B 85% | NRP + Polyketide:lterative type |
heat-stable antifungal factor 75% | NRP + Polyketide
combamide 44% | NRP + Polyketide
pactamides 55% | NRP + Polyketide
clifednamide A 40% | NRP + Polyketide
ikarugamycin 12% | NRP + Polyketide: Iterative type |
xiamycin A 9% Terpene
rustmicin 6% Polyketide: Iterative type |
tetronasin 3% Polyketide

1.6 pentostatine / vidarabine 9% Purine nucleoside analog
rifamycin 5% Polyketide
kanglemycin A / kanglemycin V1 / kanglemycin V2 5% Polyketide
rifamorpholine A / rifamorpholine B / rifamorpholine
C / rifamorpholine D / rifamorpholine E 3% Polyketide




legonaridin 16% |RiPP

1.7 hopene 699% | Terpene
calicheamicin 2% Polyketide
phosphonoglycans 6 % Saccharide

2.1 ficellomycin 3% NRP

2.4 2-methylisoborneol 100 % | Terpene
ebelactone 5% Polyketide
conglobatin 15% |NRP

2.5 asukamycin 12% | Polyketide:Type Il
salinomycin 14 % | Polyketide:Modular type |
amicetin 8 % Saccharide: Aminoglycoside
JBIR-126 7% NRP
meilingmycin 3% Polyketide
thiazostatin 2% NRP

2.6 formicamycins A-M 11% | Polyketide
atratumycin 7% NRP
WS9326 5% NRP
pepticinnamin E 6 % NRP + Polyketide
RP-1776 4% Polyketide + NRP:Cyclic depsipeptide
WS79089A / hexaricin B / hexaricin C 6 % Polyketide
fredericamycin A 6 % Polyketide: Type Il
A-74528 6 % Polyketide
thaxteramide C 7% NRP
colabomycin E 4% Polyketide: Type Il

2.7 WS9326 5% NRP
macrotetrolide 50 % | Polyketide
thiocoraline 7% NRP:Cyclic depsipeptide
retimycin A 13% | NRP:Cyclic depsipeptide
pepticinnamin E 6% NRP + Polyketide
hedamycin 6% Polyketide
triostin A 11% |NRP
SW-163C / UK-63598 / SW-163E / SW-163F / SW-
163G 7% NRP
ishigamide 11% | NRP + Polyketide
incednine 2% Polyketide

3.1 murayaquinone 10% | Polyketide
paulomycin 11% | Saccharide
diazaquinomycin A/ diazaquinomycin E /
diazaquinomycin F / diazaquinomycin G 25% | Diazaanthraquinone
A23187 17% | Polyketide
streptonigrin 7% Aminoquinon
caboxamycin 40% | NRP + Polyketide
limazepine C / limazepine D / limazepine E /
limazepine F / limazepine A 22% | NRP + Polyketide
phenalinolactone A 11% | Terpene + Saccharide:Hybrid/tailoring
prejadomycin / rabelomycin / gaudimycin C /

4.1 gaudimycin D / UWMBG6 / gaudimycin A 27% | Polyketide
auricin 44 % | Polyketide:Type Il + Saccharide




oviedomycin 50% | Polyketide: Type Il
kinamycin 37% | Polyketide
Sch-47554 | Sch-47555 20% | Polyketide
lugdunomycin 44 % | Polyketide
saquayamycin A 27 % | Polyketide
Saccharide + Polyketide:Modular type
simocyclinone D8 22 % | + Polyketide:Type Il + O
fluostatins M-Q 27 % | Polyketide
saprolmycin E 30% | Polyketide
4.2 keywimysin 100 % | RiPP
SR0O15-2005 87 % | RiPP:Lassopeptide
citrulassin B 40% | RiPP
fusilassin 50% | RiPP
lagmysin 40% |RiPP
51 AmfS 100 % | RiPP:Lanthipeptide
SRO15-2212 57 % | RiPP:Lanthipeptide
SAL-2242 88 % | RiPP:Lanthipeptide
SapB 75% | RiPP:Lanthipeptide
argimycin Pl / argimycin PIl / nigrifactin / argimycin
5.2 PIV [ argimycin PV / argimycin PVI / argimycin PIX |24 % | Polyketide
streptazone E 75% | Polyketide
microtermolide A 33% | NRP + Polyketide
lavendiol 19% | Polyketide
coelimycin P1 20% | Polyketide:Modular type |
chlorothricin / deschlorothricin 16 % | Polyketide:Modular type |
oligomycin 44 % | Polyketide
auroramycin 8 % Polyketide
sipanmycin 16 % | Polyketide
divergolide A / divergolide B / divergolide C /
6.1 divergolide D 6 % Polyketide
lobosamide A / lobosamide B / lobosamide C 4% Polyketide
Polyketide: Type Il +
7.1 steffimycin D 19% | Saccharide:Hybrid/tailoring
BE-7585A 9% Polyketide
perquinoline A/ perquinoline B / perquinoline C 14 % | Tetrahydroisoquinolines
mediomycin A 8% Polyketide
8.2 decaplanin 7% NRP:Glycopeptide
balhimycin 8% NRP
decaplanin 8% NRP:Glycopeptide
cysteoamide 27% |NRP
vancomycin 5% NRP
coumermycin Al 9% Saccharide:Hybrid/tailoring
clorobiocin 10% | Saccharide:Hybrid/tailoring
acyldepsipeptide 1 10% |NRP
cacibiocin B 14 % | Aminocoumarin
cathomycin 10% | Saccharide:Hybrid/tailoring
9.2 phosphonoglycans 3% Saccharide
10.1 ectoine 100 % | Carboxamidine heterocycle




111 streptobactin 88% | NRP
paenibactin 83% | NRP
bacillibactin 100 % | NRP:NRP siderophore
myxochelin A / myxochelin B 33% |NRP
fuscachelin A/ fuscachelin B / fuscachelin C 55% | NRP
mirubactin 28% | NRP
obafluorin 21% |NRP
heterobactin A / heterobactin S2 27% | NRP
11.2 geosmin 100 % | Terpene
vazibitide A 4% NRP
11.3 coelimycin P1 16 % | Polyketide:Modular type |
SCB1/SCB2/SCB3 100 % | Butyrolactone
Gamma-butyrolactone signaling
A-factor 100 % | molecule
oxalomycin B 6 % NRP + Polyketide
merochlorin A/ merochlorin B / deschloro-
merochlorin A/ deschloro-merochlorin B / isochloro-
merochlorin B / dichloro-merochlorin B / merochlorin
D / merochlorin C 4% Polyketide
griseoviridin / fijimycin A 5% NRP
13.1 coelichelin 81% |NRP
tetronasin 9% Polyketide
scabichelin 30% |NRP
salinichelins 23% | NRP
gobichelin A/ gobichelin B 11% |NRP
13.2 arsono-polyketide 45% | Polyketide
gougerotin 13% | Peptidyl nucleoside
13.3 herboxidiene 6 % Polyketide
naringenin 100 % | Terpene
flaviolin 50 % | Polyketide
flaviolin rhamnoside / 3,3'-diflaviolin / flaviolin 22 % | Polyketide: Type IlI
undecylprodigiosin 9% NRP + Polyketide
marineosin A / marineosin B 9% Polyketide
lipopeptide 8D1-1 / lipopeptide 8D1-2 4% NRP
CDA1lb/ CDA2a/ CDA2b/ CDA3a/ CDA3b/
CDA4a/ CDA4b 5% NRP
16.1 arsono-polyketide 16 % | Polyketide
17.1 desferrioxamin B 100 % | Siderophore
desferrioxamine 83 % | Siderophore
putrebactin / avaroferrin 40% | Siderophore
bisucaberin B 50 % | Siderophore
20.1 tirandamycin 86 % | NRP + Polyketide:Modular type |
nocamycin 40% | NRP + Polyketide
streptolydigin 31% | NRP + Polyketide:Modular type |
lydicamycin 40% | NRP + Polyketide:Modular type |
brasilinolide A/ brasilinolide B / brasilinolide C 5% Polyketide
a-lipomycin 27% | NRP:Lipopeptide + Polyketide
akaeolide 24 % | Polyketide




lavendiol 16 % | Polyketide

kirromycin 3% NRP + Polyketide:Modular type |
24.1 A-500359 A/ A-500359 B 5% NRP
29.1 bottromycin A2 39% | RiPP:Bottromycin

indigoidine 80% | NRP

aristeromycin 15% | Adenosine analog

cyphomycin 2% Polyketide
39.1 ectoine 50 % | Carboxamidine heterocycle
43.1 halstoctacosanolide A 77 % | Polyketide

stambomycin A / stambomycin B / stambomycin C/

stambomycin D 36 % | Polyketide

cremimycin 17% | Polyketide

salinomycin 18 % | Polyketide:Modular type |

lobophorin A 8% Polyketide

reedsmycins 20% | Polyketide

linfuranone B / linfuranone C 38% | Polyketide

hygrocin A/ hygrocin B 16 % | Polyketide

ebelactone 11% | Polyketide

tiacumicin B 12% | Polyketide:Modular type |
47.1 mediomycin A 28 % | Polyketide

niphimycins C-E 29% | Polyketide

lydicamycin 32% | Polyketide:Modular type |

azalomycin F3a 34 % | Polyketide

funisamine 20% | Polyketide

primycin 18% | Polyketide

BE-14106 21 % | Polyketide:Modular type |

pimaricin 29% | Polyketide

hitachimycin 22 % | Polyketide

Pfiloha 2: Seznam vsech nalezenych BK u kmene 09VK39, seznam identifikovanych BK pro sekundarni

metabolity programem antiSMASH a jejich procentualni genova shoda s danym klastrem

Klastr | Sekundarni metabolit % typ latky
2.1 alkylresorcinol 100 % | Polyketide
lagunapyrone A / lagunapyrone B / lagunapyrone C 22 % Polyketide
alkylpyrone-407 / alkylpyrone-393 33% Polyketide
3.1 melanin 100 % | Pigment
saframycin A / saframycin B 4% NRP
istamycin 2% Saccharide
4.1 macrotetrolide 33% Polyketide
6.1 A-503083 A/ A-503083 B / A-503083 E / A-503083 F |3 % NRP
A-500359 A / A-500359 B 5% NRP
hygromycin A 6% Saccharide
apramycin 6% Saccharide
paromomycin 5% Saccharide
stambomycin A / stambomycin B / stambomycin C/
stambomycin D 8% Polyketide
9.1 meoabyssomicin / abyssomicin 6% Polyketide




9.2 tetrocarcin A 6 % Polyketide
2-methylisoborneol 75% | Terpene

11.1 | marinophenazine A/ phenaziterpene A 30 % Phenazine
endophenazine A / endophenazine B 38 % Phenazine
5-acetyl-5,10-dihydrophenazine-1-carboxylic acid / 5-
(2-hydroxyacetyl)-5,10-dihydrophenazine-1-carboxylic
acid /endophenazine Al /endophenazine F /
endophenazine G 26 % | Phenazine
lomofungin 26 % | Phenazine
pyocyanine 85% | Phenazine
streptophenazine B / streptophenazine C /
streptophenazine F / streptophenazine G /
streptophenazine H 17% NRP + Polyketide
napyradiomycin 19% Terpene
esmeraldin 16 % | Polyketide + Other:Aminocoumarin
merochlorin A / merochlorin B / deschloro-merochlorin
A/ deschloro-merochlorin B / isochloro-merochlorin B
[ dichloro-merochlorin B / merochlorin D / merochlorin
C 12% Terpene + Polyketide
furaquinocin B 21% | Terpene + Polyketide

11.2 raimonol 90 % Terpene
cyslabdan 2% Terpene

12.1 | ulleungmycin 5% NRP

13.1 | coelichelin 100% | NRP
SapB 100 % | RiPP:Lanthipeptide
SAL-2242 88 % RiPP:Lanthipeptide
AmfS 60 % RiPP:Lanthipeptide
catenulipeptin 60 % RiPP:Lanthipeptide
scabichelin 50 % NRP
salinichelins 38 % NRP
SR0O15-2212 28 % RiPP:Lanthipeptide
albachelin 40 % NRP
gobichelin A/ gobichelin B 16 % NRP

14.1 | herboxidiene 2% Polyketide
naringenin 100 % | Terpene
SF2575 4% Polyketide: Type Il + Saccharide
kanamycin 1% Saccharide
neomycin 5% Saccharide

14.2 | herboxidiene 7% Polyketide
megalomicin A / megalomicin B / megalomicin C1/

15.1 | megalomicin C2 15% Polyketide
monensin 25% Polyketide
nocardiopsin A / nocardiopsin B / nocardiopsin C /
nocardiopsin D 21 % NRP + Polyketide
ECO-02301 21% | Polyketide
mediomiycin A 24 % Polyketide
stambomycin A / stambomycin B / stambomycin C /
stambomycin D 28 % Polyketide + Saccharide
apoptolidin 15% Polyketide
concanamycin A 14 % Polyketide

VI




15.2 | tetronasin 34 % Polyketide
tetronomycin 271 % Polyketide
amycomicin 50 % Polyketide
salinomycin 8% Polyketide:Modular type |
tetrocarcin A 11% Polyketide
chlorothricin / deschlorothricin 9% Polyketide:Modular type |
herboxidiene 2% Polyketide
lobophorin B 11% Polyketide:Modular type |
lobophorin A 6 % Polyketide
ajudazol A 23% NRP + Polyketide:Modular type |
CDAlb/ CDA2a/ CDA2b/ CDA3a/ CDA3b / CDA4a

16.1 |/ CDA4b 5% NRP
lipopeptide 8D1-1 / lipopeptide 8D1-2 4% NRP
griselimycin 7% NRP
cadaside A / cadaside B 9% NRP
malacidin A / malacidin B 5% NRP:Ca+-dependent lipopeptide
nematophin 18 % NRP
kutzneride 2 6 % NRP
merochlorin A/ merochlorin B / deschloro-merochlorin
A / deschloro-merochlorin B / isochloro-merochlorin B
/ dichloro-merochlorin B / merochlorin D / merochlorin

181 |C 41 % Terpene + Polyketide
endophenazine A / endophenazine B 2% Phenazine
5-acetyl-5,10-dihydrophenazine-1-carboxylic acid / 5-
(2-hydroxyacetyl)-5,10-dihydrophenazine-1-carboxylic
acid /endophenazine Al /endophenazine F /
endophenazine G 52 % Phenazine
diazaquinomycin H/ diazaquinomycin J 22% Diazaanthraquinone
furaquinocin B 39 % Terpene + Polyketide
diazepinomicin 22% Terpene
viguiepinol 46 % Polyketide
napyradiomycin A80915C 22% | Terpene + Polyketide: Type Il
marinophenazine A/ phenaziterpene A 26 % Phenazine
lactonamycin 10 % Polyketide

19.1 | ficellomycin 3% NRP

21.1 | perquinoline A/ perquinoline B/ perquinoline C 100 % | Tetrahydroisoquinolines
BE-7585A 21% Polyketide
lobophorin A 6 % Polyketide
totopotensamide A / totopotensamide B 10 % NRP + Polyketide
steffimycin D 19% Polyketide: Type Il + Saccharide
A40926 7% NRP:Glycopeptide + Saccharide
Kendomycin 15% Polyketide:Modular type |
pheganomycin 14 % NRP + RiPP
feglymycin 15% NRP
A-47934 8% NRP:Glycopeptide

22.1 | hopene 69% | Terpene
calicheamicin 2% Polyketide
phosphonoglycans 6% Saccharide

23.2 | ectoine 100 % | Carboxamidine heterocycle

VII




27.1 | naphthyridinomycin 92 % NRP
quinocarcin 37% NRP
saframycin A / saframycin B 12 % NRP
frigocyclinone 6 % Polyketide
prejadomycin / rabelomycin / gaudimycin C /
gaudimycin D / UWMBG / gaudimycin A 4% Polyketide + Saccharide
coelimycin P1 8% Polyketide:Modular type |
sporolide A / sporolide B 4% NRP + Polyketide:Enediyne type |
fluvirucin B2 5% Polyketide
tetronasin 3% Polyketide
paramagnetoquinone 1/ paramagnetoquinone 2 7% Polyketide
30.1 | conglobatin 15% | NRP
CDAlb/CDA2a/ CDA2b/ CDA3a/ CDA3b /
31.1 CDA4a/ CDA4b 10 % NRP
pentostatine / vidarabine 9% Purine nucleoside analog
acyldepsipeptide 1 10 % NRP
lipopeptide 8D1-1 / lipopeptide 8D1-2 6 % NRP
daptomycin 4% NRP
feglymycin 10% |NRP
actinomycin D 7% NRP
cadaside A/ cadaside B 9% NRP
marformycin A / marformycin B / marformycin C /
marformycin D / marformycin E / marformycin F 8% NRP
taromycin A 6 % NRP
BE-43547A1/ BE-43547A2 /| BE-43547B1 / BE-
45.1 | 43547B2/ BE-43547B3/ BE-43547C1/ BE-43547C2 [30% | NRP + Polyketide
merochlorin A/ merochlorin B / deschloro-merochlorin
A / deschloro-merochlorin B / isochloro-merochlorin B
/ dichloro-merochlorin B / merochlorin D / merochlorin
C 4% Terpene + Polyketide
48.1 | isorenieratene 85% | Terpene
carotenoid 75% | Terpene
isorenieratene 75% | Terpene
nocamycin 7% NRP + Polyketide
51.1 | geosmin 100 % | Terpene
merochlorin A / merochlorin B / deschloro-merochlorin
A/ deschloro-merochlorin B / isochloro-merochlorin B
/ dichloro-merochlorin B / merochlorin D / merochlorin
531 |C 7% Terpene + Polyketide
furaquinocin B 13% Polyketide + Terpene
streptonigrin 3% Aminoquinon
diazaquinomycin H / diazaquinomycin J 4% Diazaanthraquinone
A23187 6 % Polyketide
diazaquinomycin A/ diazaquinomycin E /
diazaquinomycin F / diazaquinomycin G 10 % Diazaanthraquinone
nybomycin 7%
fosfazinomycin A 10 % Phosphonate
cremeomycin 14 % Diazo ketone
triacsins 6 %
60.1 | tetronasin 25% Polyketide
tetronomycin 27 % Polyketide
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chlorothricin / deschlorothricin 16 % Polyketide:Modular type |
maklamicin 13% Polyketide
kijanimicin 13% Polyketide
lasalocid 33% Polyketide
lobophorin B 11% Polyketide:Modular type |
meoabyssomicin / abyssomicin 12 % Polyketide
abyssomicin C / atrop-abyssomicin C 14 % Polyketide:Modular type |
73.1 | tetronasin 30 % Polyketide
maklamicin 19% Polyketide
meoabyssomicin / abyssomicin 18 % Polyketide
EC0-02301 39% | Polyketide
oligomycin 50 % Polyketide
cremimycin 22% Polyketide
tetronomycin 24 % Polyketide
concanamycin A 28 % Polyketide
catenulisporolides 12% NRP + Polyketide
fluvirucin B2 13% Polyketide
82.1 | primycin 16 % Polyketide
meridamycin 10 % NRP + Polyketide
FD-891 50 % Polyketide
lasalocid 18 % Polyketide
sceliphrolactam 12% Polyketide
naphthomycin A 9% Polyketide
ebelactone 8 % Polyketide
JBIR-100 16 % Polyketide:Modular type |
84.1 | pseudomonic acid A 5% Polyketide:Iterative type |
microsclerodermin 21% NRP + Polyketide:Modular type |
cystothiazole A 11% NRP + Polyketide
myxothiazol 28 % NRP + Polyketide:Modular type |
nostophycin 18 % NRP + Polyketide
microsclerodermin M 18 % NRP + Polyketide:Modular type |
caniferolide A / caniferolide B / caniferolide C/
89.1 | caniferolide D 9% Polyketide
nanchangmycin 15% Polyketide
pladienolide B 37% Polyketide
kendomycin 15% Polyketide:Modular type |
herboxidiene 3% Polyketide
X-14547 17% Polyketide
concanamycin A 14 % Polyketide
geldanamycin 13% Polyketide
herbimycin A 10 % Polyketide
ebelactone 8% Polyketide
164.1 | meilingmycin 3% Polyketide
nocamycin 7% NRP + Polyketide
212.1 | rhizomide A/ rhizomide B/ rhizomide C 100% |NRP
bicornutin Al / bicornutin A2 100% |NRP
luminmide 100% |NRP
246.1 | elansolid Al 30 % Polyketide: Trans-AT type |




thailandamide / thailandamide lactone 42 % NRP + Polyketide:Modular type |
tartrolon D / tartrolon F / tartrolon G 43 % Polyketide: Trans-AT type |
Polyketide:Iterative type | +
pseudomonic acid A 16 % Polyketide: Trans-AT type |
NRP + Polyketide:Modular type I +
nosperin 38 % Polyketide: Trans-AT type |
cusperin 45 % NRP + Polyketide
NRP + Polyketide:Modular type I +
kalimantacin A 20 % Polyketide: Trans-AT type |
macrobrevin 40 % Polyketide: Trans-AT type |
thailanstatin A 30 % NRP + Polyketide
spliceostatin / FR901464 33% NRP + Polyketide
NRP + Polyketide:Modular type I +
251.1 | kirromycin 3% Polyketide: Trans-AT type |
290.1 | cichopeptin 38 % NRP
putisolvin 37% NRP
rimosamide 14 % NRP
Le-pyrrolopyrazines 21% NRP
syringomycin 23% NRP
lysobactin 2% NRP
glidopeptin A 37 % NRP
ralsolamycin 40 % NRP + Polyketide
329.1 | bicornutin Al / bicornutin A2 100% | NRP
rhizomide A/ rhizomide B/ rhizomide C 100% | NRP
xenotetrapeptide 100% | NRP
luminmide 100% | NRP
icosalide A /icosalide B 100 % | NRP:Lipopeptide
394.1 | rhizomide A/ rhizomide B / rhizomide C 100% | NRP
516.1 | rhizomide A/ rhizomide B/ rhizomide C 100% | NRP
bicornutin A1/ bicornutin A2 100% | NRP
icosalide A/ icosalide B 100 % | NRP:Lipopeptide
luminmide 100% | NRP
xenotetrapeptide 100% | NRP
657.1 |icosalide A/icosalide B 100 % | NRP:Lipopeptide
luminmide 100% | NRP
rhizomide A / rhizomide B / rhizomide C 100% | NRP
xenotetrapeptide 100% | NRP
bicornutin A1/ bicornutin A2 100% | NRP
673.1 | myxochelin A/ myxochelin B 25% NRP
paenibactin 50 % NRP
streptobactin 17 % NRP
fuscachelin A / fuscachelin B / fuscachelin C 22% NRP
heterobactin A / heterobactin S2 18 % NRP
amonabactin P 750 28 % NRP
enterobactin 8% NRP
amphi-enterobactin 1/ amphi-enterobactin 2 / amphi-
enterobactin 3 / amphi-enterobactin 4 8% NRP
obafluorin 14 % NRP
690.1 | Le-pyrrolopyrazines 27 % NRP




712.1 | rhizomide A/ rhizomide B/ rhizomide C 100% | NRP
966.1 | rhizomide A/ rhizomide B/ rhizomide C 100% | NRP
bicornutin A1/ bicornutin A2 100% | NRP
luminmide 100% | NRP
icosalide A /icosalide B 100 % | NRP:Lipopeptide
1068.1 | bicornutin AL/ bicornutin A2 100% | NRP
rhizomide A / rhizomide B / rhizomide C 100% | NRP
luminmide 100% | NRP
1250.1 | rhizomide A / rhizomide B / rhizomide C 100% | NRP
1294.1 | rhizomide A / rhizomide B / rhizomide C 100% | NRP
xenotetrapeptide 100% | NRP
luminmide 100% | NRP
bicornutin A1/ bicornutin A2 100% | NRP
icosalide A /icosalide B 100 % | NRP:Lipopeptide
1402.1 | icosalide A/ icosalide B 100 % | NRP:Lipopeptide
rhizomide A / rhizomide B / rhizomide C 100% | NRP
luminmide 100% | NRP
bicornutin Al / bicornutin A2 100% | NRP
xenotetrapeptide 100% | NRP
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