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RESUMO

Bactérias marinhas podem representar uma importante fonte de compostos bioativos antimicrobianos. O
objetivo desse trabalho foi avaliar a abundancia taxonémica, funcional, quantificar os genes de resisténcia a
antibioticos (ARGS), e, também, cultivar cepas bacterianas produtoras de policetideo a partir de amostras de
sedimento marinho. As expedicdes foram realizadas na Praia de Lucena, localizada na regido metropolitana de
Jodo Pessoa, Estado da Paraiba, Brasil. A draga Van Veen foi usada para coleta de amostras de sedimento
marinho (n = 21) na profundidade de 10 metros de dezembro / 2016 a setembro / 2017. A extracdo do DNA
metagendmico foi realizada com 0,25 gramas de cada amostra. Os primers SC-Act-235-aS-20 e S-CAct-878-
aA19 foram usados para amplificar as regides entre V3 a V5 do gene 16S rRNA por PCR e, em seguida, foi
realizada a construcdo da biblioteca 16S rRNA. As andlises de dados ap6s o sequenciamento foram realizadas
usando a plataforma One Codex. O sequenciamento shotgun foi analisado através do g2-plugin de diversidade
em QIIME2 a uma profundidade de amostragem de 6.060. Sequenciamento de DNA foi montados em
metagenomas e confrontados com diferentes bancos de dados. Uma amostra de sedimento marinho foi
selecionada para cultura bacteriana em laboratério. A espectrometria de massa de cromatografia gasosa foi
usada para identificacdo de compostos da classe dos policetideos. Os resultados mostraram maior abundancia
dos filos Actinobacteria, Planctomycetes e Proteobacteria nas amostras, incluindo géneros de bactérias
associados a producao de bioativos, tais como: Nocardioides, Streptomyces, Blastopirellula e, Myxococcus.
Anédlises in silico revelaram genes envolvidos em duas vias de metabolismo no género Streptomyces: 1)
terpendides, policetideos e carotendides; e 2) outros metabdlitos secundarios, incluindo estilbeno. Além disso,
encontramos 179 genes resistentes a antibioticos associados a 17 classes de antibi6ticos de outras bactérias em
sedimentos marinhos. Quatro produtores de policetideo Pseudomonas spp. foram identificados. Os espectros
de massa obtidos a partir de extratos fermentados levaram a identificacdo de um precursor metabdlico
policetideo: acido orselinico; e quatro compostos quimicos da classe dos policetideos: 4-terc-butilfenol, acido
triacetico lactona, 5,7-Dihidroxi-2-etilcromona, Filoquinona. Concluimos que o o sedimento marinho da praia
de Lucena PB, pode abrigar Actinobactérias do género Streptomyces responsaveis pela sintes de novos
antimicrobianos e que cepas de Pseudomonas marinhas podem representar uma fonte rica de policetideos de
interesse farmacéutico. Contudo, atencdo deve ser dada as bactérias marinhas que carregam genes de resisténcia
a antibioticos para medicamentos restritos ao hospital.
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ABSTRACT

Marine bacteria may represent an important source of bioactive compounds and antimicrobials. The objective
of this work was to prospect microorganisms from the marine sediment using the 16S rRNA gene as a
phylogenetic marker, and to cultivate polyketide-producing bacterial strains. Expeditions were conducted at
Praia de Lucena, located in the metropolitan region of Jodo Pessoa, State of Paraiba, Brazil. A Van Veen dredge
was used for collection of samples of marine sediment (n = 21) at depth of 10 meters from December/ 2016 to
September/ 2017. Extraction of metagenomic DNA was carried out with 0.25 grams of each sample. The SC-
Act-235-aS-20 and S-CAct-878-aA19 primers were used to amplify the regions between V3 to V5 of the 16S
rRNA gene by PCR. After construction of the 16S rRNA library, the data analysis after sequencing was
performed using One Codex platform. Shotgun sequencing was carried out through the MiSeq System. Alpha
and beta diversity were determined using the g2- diversity plugin in QIIME2 at a sampling depth of 6,060.
Paired-end DNA sequencing 34 reads were assembled into metagenomes and compared with different database.
One sample of marine sediment was selected for bacterial culture in laboratory. Gas chromatography-mass
spectrometry was used for identification of compounds of polyketide class. The results showed greater
abundance of the phyla Actinobacteria, Planctomycetes and Proteobacteria in the samples, including genera of
bacteria associated with production of bioactives, such as: Nocardioides, Streptomyces, Blastopirellula and,
Myxococcus. In silico analyses revealed genes involved in two metabolism pathways in the genus
Streptomyces: 1) terpenoids, polyketides and carotenoids; and 2) other secondary metabolites, including
stilbene. In addition, we found 179 antibiotic-resistant genes associated to 17 antibiotic classes from other
bacteria in marine sediment. Four polyketide-producing Pseudomonas spp. were identified. The mass spectra
obtained from fermented extracts leaded to identification of a polyketide metabolic precursor: Orselinic acid,;
and four chemical compounds of the polyketide class: 4-tert-Butylphenol, Triacetic acid lactone, 5,7-
Dihydroxy-2-ethylchromone, Phylloquinone. We conclude that cultivation of marine Actinobacteria from the
genus Streptomyces can lead to production of novel broad-spectrum antimicrobials. However, attention should
be paid to marine bacteria that carry antibiotic resistance genes to hospital-restricted drugs and marine
Pseudomonas strains represent a rich source of polyketides of pharmaceutical interest.
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INTRODUCAO

Os compostos quimicos com acdo biologica, produzidos naturalmente por microrganismos, Sao
explorados ha mais de meio século para a descoberta e o desenvolvimento de medicamentos. Na década de
1970, por exemplo, foram descobertas as principais classes de antibidticos utilizadas atualmente, por meio do
cultivo em laboratorio de bactérias e fungos do solo terrestre. Contudo, ao consideramos que apenas 1% dos
microrganismos, presentes nos mais variados ecossistemas, podem ser facilmente cultivados e que as técnicas
convencionais limitam o acesso as fontes com caracteristicas ambientais extremas, nos faz pensar o quanto
ainda ha para ser explorado em relacdo os microrganismos ambientais.

Uma das microbiotas ainda pouco elucidadas € a que constitui 0 ambiente marinho. Nesse ecossistema,
que ocupa 70% da superficie da Terra, os principais desafios no estudo microbiologico estdo relacionados a
reprodutibilidade de sua natureza dindmica, como a temperatura, salinidade e correntes de agua. Para isso, a
fim de minimizar as dificuldades inerentes ao ambiente marinho, técnicas que independem do cultivo através
da abordagem metagenémica e sequenciamento genético, sdo ferramentas eficientes para o entendimento da
ecologia e evolugdo dos microrganismos marinhos, para quantificar genes biossintéticos que sdo responsaveis
pela sintese de compostos bioativos e detectar a presenca de genes de resisténcia a antibiéticos (ARGS) nos
oceanos.

Os esforcos para a soma do conhecimento em estudos sobre a microbiota marinha, ao longo dos anos,
sdo importantes do ponto de vista biotecnoldgico visto que os problemas contemporaneos como surtos
infecciosos virais, maior incidéncia de cancer e aumento das infec¢des causadas por microrganismos resistentes
a antibioticos, exigem acGes multidisciplinares e investimentos continuos na descoberta de medicamentos. Na
clinica medica e veterinaria, os compostos bioativos utilizados atualmente da classe dos policetideos,
terpenoides, fenilpropanoides, carotenoides e estilbenos, por exemplo, séo prospectados predominantemente
de biomas terrestres. Dessa forma, o conhecimento consolidado sobre a abundancia e diversidade dos grupos
taxonémicos microbianos em cada habitat do ecossistema marinho, pode auxiliar na prospecc¢ao de compostos

com alta diversidade estrutural e novas funcdes bioativas de interesse para satde publica.
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Além dos beneficios biotecnologicos para o desenvolvimento de farmacos, sobretudo antibioticos, o
estudo do microbioma marinho também pode auxiliar no entendimento sobre a distribuicdo geografica natural
dos ARGs. Embora o ambiente hospitalar seja um dos principais reservatorios de microrganismo resistentes
antibidticos, o ambiente natural (solo, rios e mares), ndo deve ser subestimado como um potencial reservatorio
e, nesses locais, 0 impacto que a disseminacdo dessas linhagens resistentes pode representar a sadde publica
ainda é pouco compreendido.

Portanto, nosso objetivo com esse trabalho foi utilizar a abordagem metagenémica para explorar o
sedimento marinho, coletados no litoral do nordeste brasileiro, quanto ao seu perfil taxonémico e funcional. E,
além disso, prospectar microrganismos potencialmente envolvidos na sintese compostos bioativos da classe

dos policetideos que compdem a estrutura quimica de importantes farmacos.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

Compostos bioativos de origem microbiana

Desde a descoberta da penicilina em 1929, por Alexander Fleming, foi possivel observar que
determinados micro-organismos presentes no solo eram capazes de sintetizar compostos quimicos com acéao
antibidtica. Esses compostos, em geral, derivam do metabolismo secundarios de fungos e bactérias, apresentam
natureza quimica diversificada e ndo estdo envolvidos nas vias metabdlicas do crescimento, desenvolvimento
e reproducdo. Porém, embora nao influenciem diretamente no ciclo de vida, alguns metabdlitos secundarios
séo capazes de inibir o crescimento (efeito citostatico) ou matar (efeito citotoxico) micro-organismos e, desta
forma, podem conferir vantagens competitivas de sobrevivéncia a célula microbiana produtora (Phelan et al
2013).

Visto a importancia e o impacto que esses compostos trariam ao tratamento de doencas infecciosas,
entre as décadas de 40 e 70, foram investidos grandes esfor¢cos no cultivo de micro-organismos em laboratério
(Crofts et al 2017). Logo, na década de 60, as principais classes de antibioticos utilizadas atualmente ja haviam
sido descobertas (Bérdy 2005). Dentre os taxons restritos de bactérias e fungos capazes de produzir compostos
com acdo bioldgica, os principais sdo as bactérias filamentosas do grupo do actinomicetos. Membro desse
grupo, a espécie Streptomyces sp., é responsavel pela producdo de 80% dos compostos descobertos até entdo
(Dinesh et al 2017).

Além disso, 0s avancos nas pesquisas acerca dos metabolitos secundarios de microrganismos,
demonstraram que tais compostos ndo teriam somente o potencial em combater infec¢Ges bacterianas. A partir
do ano de 2000, por exemplo, houve um aumento exponencial no nimero descritos de compostos bioativos e
mais de 22.000 metabdlitos secundarios foram publicados na literatura cientifica e de patentes (Bérdy 2005).

As outras importantes aplicagfes na clinica médica dos compostos bioativos estdo voltadas ao

desenvolvimento de drogas antivirais (Li et al 2019) e drogas anticancer (Romero et al 1997, Erba et al 1999,
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Jin et al 2019). Na pecuaria e agricultura, os compostos bioativos podem ser utilizados como promotores de
crescimento na producdo animal (Manyi-Loh et al 2018), e no biocontrole de patdgenos em plantagdes (Law
et al 2017). Na area ambiental, estudos descrevem o potencial biotecnologico dos metabolitos secundarios
microbianos na biorremediacdo de areas costeiras atingidas por derramamentos de Oleo (Saeki et al., 2009,
Wang et al., 2014).

Embora o cultivo em laboratdrio de microrganismos isolados do solo terrestre tenha sido bem-sucedida
inicialmente, logo as industrias biotecnologica e farmacéutica constataram que cultivar e rastrear taxons
microbianos, apenas nesse tipo de ecossistema, resultava no isolamento de compostos bioativos repetidos e ja
conhecidos. O custo beneficio dessa estratégia foi, entdo, questionado e as principais industrias investiram
menos esfor¢os na prospeccao de novos produtos naturais de origem microbiana (Jensen et al 2013).

Sobre os antibidticos, desde o final da década de 90, vinte medicamentos foram aprovados pelos 6rgéos
Food and Drug Administration (FDA) e European Medicines Agency (EMA). Porém, dentre esses, apenas dois
antibidticos apresentavam novas moléculas. Os demais sdo originados de moléculas pre-existentes,
modificadas através da quimica combinatdria para produzir novos medicamentos (Duval et al 2019). Alguns
fatores influenciam para que haja diminuicdo na prospeccao de novos compostos. Um deles € o tempo entre a
descoberta e a comercializacdo de um novo farmaco; em média, 10 anos. Outro, esta relacionado com a
exaustdo das metodologias utilizadas para o isolamento de microrganismos em laboratério. As técnicas
convencionais de cultivo em laboratério, muitas vezes, ndo sdo capazes de reproduzir a pressdo ambiental
especifica (estimulos quimicos, fisicos e bioldgicos) para a ativacdo dos genes biossintéticos. Esse fator limita
0 acesso a fontes biologicas diversificadas e subestima a identificagdo de compostos com potencial
biotecnoldgico (Amoutzias et al 2016, Rodriguez-Rojas et al., 2013).

Outra questdo envolvendo os antibidticos € o uso excessivo dos compostos ja conhecidos. Em 1945, ao
receber o prémio Nobel pela descoberta da penicilina, o préprio Fleming alertou que o uso desmedido dos
antibidticos poderia selecionar microrganismos resistentes aos farmacos em ambiente hospitalar (Amoutzias G

2016; Crofts et al 2017).
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Além disso, 0 uso antibioticos extrapolou a sua fungdo convencional de combater infecgdes na clinica médica
e veterinaria, e foi incorporado aos setores produtivos como aquicultura e na pecuaria, a fim de diminuir
prevenir infeccOes, reduzir a mortalidade e melhorar a taxa de crescimento animal (Alduina 2020). Porém, os
residuos de antibioticos gerados por esses seguimentos sdo considerados poluentes ambientais e contribuem
com a disseminacdo de ARGs (Xi et al 2009). Isso porqué, quando utilizados como promotores de crescimento,
o0s antibioticos sdo misturados a racédo e sao pouco absorvidos pelo trato intestinal dos animais. O resultado é a
excrecdo dos residuos destas substancias que podem acumular no solo ao serem transportados por lixiviacao
ou quando sdo utilizados como material particulado na aplicacdo de estercos em campos agricolas (McEachran
et al 2015; Nesme et al 2014). Com relacdo as aguas servidas provenientes da agricultura, industria, hospitais
e areas urbanas, os tratamentos utilizados nas estacdes sdo ineficientes na remocdo completa dos residuos
antibidticos e microrganismos portadores ARGs que, eventualmente podem ser langados no solo, rios e mares
(Lietal 2016; Li et al 2018).

Juntos, todos esses fatores favorecem a selecdo natural de fendtipos microbianos resistentes, que
continuam a se multiplicar na presenca dos antibidticos administrado em niveis terapéuticos, ao qual eram
anteriormente sensiveis, e sdo capazes de difundir os genes responsaveis pela resisténcia aos antibioticos
(ARGS), através de mutacGes e/ou transferéncia horizontal de genes (Cosgrove 2006). Estima-se que as
infeccdes causadas por microrganismos resistentes a antibidticos sejam responsaveis por dez milhdes de mortes

em todo o mundo até o ano 2050 (O'Neill, 2016).

Potencial biotecnolégico da microbiota marinha

Ao considerarmos que 70% da superficie da Terra é ocupada por oceanos e cerca de 91% das espécies
marinhas aguardam descri¢do, podemos sugerir que ainda ha muito a ser explorado quanto a diversidade
ecologica, quimica e o potencial biotecnologico no ecossistema marinho (Trindade et al 2015, Romano et al

2017).



19

Sobre microbiota marinha, sabe-se que esse € um grupo que domina 0s oceanos em termos de biomassa
total, € o principal responsavel pelos ciclos biogeoquimicos e representa cerca de 98% da produtividade
primaria marinha (Jensen & Fenical 1994, Falkowski et al 2008, Coutinho et al 2018). Quanto a riqueza e
abundancia das espécies, era frequente a premissa de que o bacterioplancton possuia representacdo ubiqua.
Acreditava-se que 0s eventos abioticos, como as correntes marinhas, superavam as barreiras geograficas e
facilitavam a dispersao uniforme das comunidades microbianas ao longo da coluna d’agua de diferentes regides
(Fenchel & Finlay, 2004). Entretanto, a composicao genética do bacterioplancton pode variar de acordo com a
salinidade, profundidade e temperatura (Pommier et al 2006). Além disso, 0s micro-organismos marinhos
também podem ser encontrados no sedimento e em simbiose com animais e vegetais (Flemming & Wuertz,
2019).

Contudo, a microbiota marinha ainda ndo atingiu a mesma importancia do ecossistema terrestre quanto
a prospeccao de compostos bioativos. Em 2016, por exemplo, o nimero relatado de compostos bioativos
produzido por bactérias marinhas foi de 179 (Blunt et al 2018). Os principais desafios no estudo do ecossistema
marinho estdo relacionados aos fatores ambientais que dificultam a reprodutibilidade de sua natureza dinamica
(clima, salinidade e correntes de massas de agua), e por apenas 1% dos micro-organismos serem facilmente

cultivaveis em laboratorios (Amoutzias et al 2016).

Abordagem Metagenémica na pesquisa da microbiota marinha

Mesmo diante das dificuldades amostrais, 0 avango nas areas de bioquimica, genética e computacéo,
viabilizaram estudos e indicam o ambiente marinho como um campo promissor para a descoberta de produtos
naturais (Gilbert & Dupont 2011, Petersen et al 2019). Dentre esses avancos, as metodologias que independem
do cultivo, como a metagendmica, termo proposto por Handelsman (1998), proporcionam o estudo do DNA

total recuperado diretamente de amostras ambientais e, associado as técnicas moleculares de sequenciamento,
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auxiliam na elucidacdo da dindmica populacional e mecanismos genéticos de microbiotas complexas e ainda
pouco exploradas.

A abordagem metagendmica foi utilizada nos ambiciosos estudos Tara Ocean Voyage e Sorcerer Il
Global Ocean Sampling expedition (GOS), por exemplo (Rusch et al., 2007, Sunagawa et al 2015). Em
pesquisas como essas, a extracdo do DNA total é realizada diretamente de amostras da agua de superficie,
coletadas durante expedicdes. Dados substanciais sobre a diversidade genética sdo gerados e auxiliam no
entendimento da ecologia microbiana marinha. Para essa finalidade, o uso do termo metataxonomia é mais
apropriado, pois, o sequenciamento de amplicons, genes marcadores especificos, sdo utilizados para determinar
a composicdo taxonémica e filogenética de determinada microbiota (Jinemann et al 2017, Comin et al 2020).

O gene 16S rRNA é frequentemente utilizado como marcador filogenético padréo ouro desde o estudo
pioneiro de Carl Woese (1987) até os dias atuais. 1sso porque, esse gene € responsavel pela sintese da
subunidade 16S do ribossomo procariético. Além de estar presente em todas os procariotos, o gene 16S rRNA
possui outras caracteristicas que o tornam um eficiente marcador filogenético. Uma delas € o fato desse gene
possuir regides variaveis e altamente conservadas entre as espécies bacterianas e evolui a uma taxa constante
(Gotebiewski, M., & Tretyn, 2019). As regides hipervariaveis do gene 16S rRNA entre as espécies favorecem
0 desenho de iniciadores especificos da transcricdo e aumentam as chances de descrever a biodiversidade
(Caporaso et al 2010).

As plataformas de sequenciamento evoluiram bastante desde aquela idealizada por Sanger (77), para
estabelecer a ordem correta dos quatro nucleotideos presentes na molécula de DNA, conhecida como
sequenciamento de primeira geracdo. O método de sequenciamento de Sanger além de laborioso, possibilita
analisar uma unica sequéncia de um determinado trecho do DNA (Behjati & Tarpey 2013, Garrido-Cardenas
et al 2017). Ent&o, para atender aos estudos que investigam microbiomas complexos sdo utilizadas outras
plataformas capazes de realizar o sequenciamento simultaneo de milhGes de pequenos fragmentos de DNA
(Junemann et al 2017). As primeiras plataformas de sequenciamento de nova geragéo (NGS) surgiram a partir

do ano de 2004 e sdo conhecidas como sequenciamento de segunda geracgdo (SGS) (Gomez-Escribano et al
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2016). Nas tecnologias comercializadas pela Roche 454, AB SOL.ID, Illumina e lon Torrent, o sequenciamento
é baseado em leituras curtas e a amplificacédo clonal é realizada in vitro.

Sequenciamentos de terceira geracdo (TGS) ja sdo comercializadas. A tecnologia TGS desenvolvida
pela Pacific Bioscience (PacBio) e Oxford Nanopore, consiste em leituras longas e em tempo real. Dentre as
vantagens do TGS, destacam-se a eliminagéo da etapa de preparacao das bibliotecas de DNA, nédo requerer o
uso de reagentes para realizar o sequenciamento e a utilizacdo de equipamento compactos, eficientes em
trabalhos de campo. Contudo, essa tecnologia ainda é emergente e pouco acessivel devido ao seu alto custo
(Goodwin & McCombie 2016, Arboleda & Xian 2018).

Além de ser uma ferramenta para determinacdo taxonémica de micro-organismos, os dados gerados por
analises metagendmicas também podem representar umas das alternativas para a descoberta de novos
compostos bioativos. A escolha da plataforma de sequenciamento e o tipo de abordagem utilizada favorecem
0 acesso as rotas biossintéticas de metabolitos secundarios produzidos por micro-organismos.

O acesso as rotas biossintéticas ocorre quando ha um sequenciamento ndo direcionado (Shotgun) do
DNA metagenémico de uma determinada amostra (Quince et al 2017). Nesse tipo de estudo, os dados gerados
apos o sequenciamento devem ser montados com o auxilio das ferramentas de bioinformatica. Nessa etapa, 0s
algoritmos de montagem alinham os fragmentos curtos (reads), gerados no sequenciamento, em sequencias
longas e contiguas (contigs). Assim, com as sequencias montadas, € possivel triar o genoma, fazer predicdes e
anotacdes génicas. Ou seja, o0 algoritmo faz a varredura nas sequéncias de DNA, localiza as regides com
potencial funcional e prediz quais compostos podem ser sintetizados pelos micro-organismos presentes na
amostra (Jensen et al 2013, Jinemann et al 2017).

Dessa forma, os avangos das tecnologias de sequenciamento massivo aliados a abordagem
metagenémica contribuem para a soma do conhecimento gerado por projetos que visam estabelecer
comparacOes entre a microbiota presente em simbiontes, sedimento oceénico e agua marinha (Woyke et al
2006, Udwary et al 2007, Sun et al 2015, Selvin et al 2016, Karimi et al 2017), que investigam o potencial

marinho como reservatdrios de novas espécies de bactérias e de seus compostos naturais (Feling et al 2003,
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Dholakira et al 2017, Gong et al 2018). Além disso, esses dados geram a demanda por mais estudos em
diferentes regides e evidenciam a importancia de investimentos continuos para prospecc¢do de compostos

marinhos com potencial interesse biotecnoldgico.

Filos bacterianos de importancia biotecnoldgica presentes no ecossistema marinho

Micro-organismos do solo terrestre foram, por muitos anos, a fonte mais utilizada para a prospeccéo de
compostos bioativos. Contudo, bactérias marinhas também podem representar uma importante fonte de
compostos bioativos, visto que possuem em seus genomas aglomerados de genes biossintéticos de metabdlitos
secundarios (Goodfellow et al 2018).

A potencialidade da microbiota marinha em produzir compostos quimicos com propriedades
metabolicas e funcionais diferentes dos ja conhecidos, pode estar relacionada, sobretudo, a adaptacéo as
condicdes especificas e ao tipo de interacdo bioldgica existente no bioma aquatico. Ao interagir de forma
simbibntica com eucariotos (microalgas e esponjas marinhas), por exemplo, micro-organismos tendem a
produzir metabolitos secundarios toxicos que evitam a predacdo dos seus hospedeiros e que podem ser uma
fonte de compostos Unicos e exclusivos para a tecnoldgica de novos farmacos (Storey et al 2020, Zhang et al
2020).

Estima-se que todos os filos microbianos possuam representantes marinhos capazes de produzir
compostos com a¢do bioldgica de interesse biotecnoldgico. Porém, dentre eles, destacam-se os filos bacterianos
Actinobacteria, Firmicutes e Proteobacteria (Stincone & Brandelli 2020).

Filo Actinobacteria

As actinobactérias formam uma das maiores e mais importantes unidades taxonémicas dentro do
dominio bacteriano. Na Era de Ouro da descoberta de antibidticos, foram isolados importantes compostos

bioativos a partir de representantes do filo Actinobacteria. Cerca de dois tercos de todos os antibacterianos
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utilizados na clinica atual ou seus derivados semissintéticos sao produzidos por essas bactérias. Antibioticos 3-
lactdmicos, tetraciclinas, rifamicinas, aminoglicosideos, macrolideos e glicopeptideos sdo sintetizados
industrialmente a partir desses micro-organismos (Charusanti et al 2012, Genilloud 2017).

Dentro desse filo, 0 género Streptomyces recebeu notavel atencao e foi utilizado, nas décadas de 70 e
80, na caracterizacao dos primeiros genes envolvidos na biossintese dos metabdlitos secundarios (Ziemert et al
2016).

De forma geral, Actinobacteria € um grupo representado por bactérias gram-positivas, com alto teor de
guanina/citosina (GC) em seus genomas. Embora sejam unicelulares, podem produzir um micélio ndo septado,
de filamentos delgados. Sdo quimio-heterotroficos, capazes de utilizar uma ampla variedade de fontes
nutricionais, e adaptados a varios tipos de habitats terrestres e aquaticos (Barka et al 2015).

No ambiente marinho, as actinobactérias tem importancia ecologica na melhoria dos parametros fisicos
e ambientais através decomposicao e reciclagem de compostos organicos, na mineralizacdo de matéria organica
e fixacdo de nitrogénio (Subramani & Aalbersberg 2012). Sdo bactérias amplamente distribuidas na superficie
do mar, coluna de &gua, sedimento e em simbiose com vertebrados e invertebrados. Além disso, possuem
géneros adaptados e exclusivos a esse ecossistema, incluindo Dietzia, Rhodococcus, Aeromicrobium,
Marinospora, Salinispora, Verrucosispora (Ward et al 2006).

Os produtos naturais sintetizados por actinobactérias marinhas podem ser explorados para o
desenvolvimento de drogas anticancer, antibioticos e enzimas (Sharma et al 2019). Estudos pioneiros realizados
entre 1997 e 1999 descreveram o composto tiocoralina que, além de possuir atividade antimicrobiana,
apresentava acdo anticancer. Tal composto foi isolado das actinobactérias Micromonospora sp. ML1 e
Micromonospora ACM2-092, e os autores demonstraram sua atividade in vitro contra células cancerigenas
humanas (Baz et al 1997). Recentemente, estudos in vitro apontaram o tiocoralina como inibidor da
proliferacdo de células cancerigenas de mama com baixa toxicidade as células do figado (Jin et al 2019).

Outros estudos também investigaram o potencial do sedimento marinho como reservatorios de novas

espécies de actinobactérias marinhas. Através de métodos moleculares e comparagoes filogenéticas, Dholakiya
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e colaboradores (2017) isolaram uma nova espécie, que apresentou 84% de semelhanga com Streptomyces
variabilis. E os testes realizados com a nova cepa demonstraram o potencial antibacteriano de amplo espectro

do seu metabdlito secundario.

Filo Firmicutes

O filo Firmicutes possui géneros bacterianos fenotipicamente diversos. Nesse grupo, prevalecem os
fenotipos gram-positivos, embora haja representantes com coloracdo de Gram variavel, anaerobios facultativos
ou estritos, com algumas espécies que podem produzem endosporos e a maioria possui baixo teor de
guanina/citosina (GC) em seu genoma. Por essa razdo, a caracterizacdo sistematica baseada no sequenciamento
do gene 16S rRNA é a forma mais eficiente de inclusao de membros nesse filo (Galperin 2013).

Com importancia para clinica médica, Bacillus anthracis, Clostridium difficile, Staphylococcus aureus,
Streptococcus pneumoniae e Listeria monocytogenes sao exemplos de espécies que fazem parte desse grande
filo (Megrian et al 2020). Os probidticos lactobacilos sdo outros representantes desse filo, popularmente
conhecidos por promoverem o equilibrio da microbiota intestinal dos seres humanos e outros animais (Wang
et al 2019).

O género Bacillus, contudo, merece destaque por produzir variados metabdlitos secundarios com ampla
atividade biotecnoldgica, frequentemente utilizados nas industrias farmacéuticas e alimenticias. As bactérias
desse género sdo aerdbicas, formadoras de endoesporos e estao distribuidas em ambientes como solo, aquético
e em interagdes com vegetais (Wang et al 2015).

A espécie Bacillus subtilis, inclusive, possui cerca de 5% de DNA compostos por agrupamentos
genéticos responsaveis pela biossintese de uma vasta diversidade estrutural de produtos naturais com agéao
antibidtica (Stein 2005). No ecossistema marinho, o sedimento oceanico pode servir de reservatorio para esse

género e representa uma importante fonte para descoberta de novos farmacos (Mojid Mondol 2012).
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Filo Proteobacteria

Em termos de abundancia, o filo Proteobacteria constitui um dos maiores e mais diversos e pode ser
encontrado em diferentes habitats. A caracteristica fenotipica que abrangem todas as bactérias desse filo é a
presenca da membrana externa composta por lipopolissacarideos (LPS) e, por isso, coram gram-negativo.
Quanto a morfologia, as proteobactérias podem apresentar diferentes formas (bacilos curtos, curvos e
espiralados), e, em sua maioria, apresenta motilidade. Sobre o genotipo, a filogenia baseada no gene 16S rRNA
divide o filo em seis classes: Alfa, Beta, Gama, Delta Epsilon e Zeta-Proteobacteria (Mukhopadhya et al 2012).

Os membros desse filo possuem importancia ecoldgica e médica. A classe alfa- Proteobacteria inclui
géneros como o Rhizobium, que desempenham fungdes chave nos ciclos de carbono, nitrogénio e enxofre. Na
clinica médica, a classe gama-Proteobacteria abriga as familias Enterobacteriaceae, Vibrionaceae e
Pseudomonadaceae que possuem representantes patogénicos para animais e seres humanos (Kersters et al
2006).

Em ambientes aquaticos, esse filo pode representar abundancia de até 80% da microbiota marinha e
alguns produtos naturais sdo relacionados aos seus membros (Desriac et al 2013). O salimabrometo, por
exemplo, é um composto com acao antibidtica isolado da delta-Proteobacteria Myxobacteria marinha (Schmid
et al 2018). Dentre os representantes marinhos, o género Pseudomonas merece destaque. Esse género,
inicialmente associado ao habitat terrestre, abriga nove espécies marinhas, portadoras de aglomerados
geneéticos altamente especializados para a sintese de produtos naturais, em um grupo descrito como
Pseudomonas pertucinogena (Bollinger et al 2018).

O potencial de sintetizar importantes produtos naturais atribuido as proteobactérias e aos demais filos,
demonstra que a exploragdo da microbiota marinha em busca de compostos quimicos, como os policetideos,
peptideos ndo ribossdémicos, alcaloides e terpenoides, pode ser uma via sustentavel importante para a descoberta
de novas moléculas eficientes contra bactérias resistentes a multiplas drogas (MDR) céanceres e infecgdes

graves. Outro ponto a ser considerado é a citotoxidade e eficiéncia desses compostos. Em ensaios pré-clinicos,
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0s produtos anticancer de origem marinha podem ser menos toxicos as células animais e podem apresentar

maior eficiéncia quando comparado aos seus concorrentes terrestres (Stincone & Brandelli 2020).

Compostos bioativos: classe dos policetideos

A busca por compostos bioativos, realizadas por mais de meio século, gerou a necessidade em
aprofundar cada vez mais os estudos sobre a origem, estrutura quimica e o potencial biotecnolégico dos
metabolitos secundarios. Dentre as varias estruturas possiveis, logo foi constatado que a classe dos policetideos
era uma importante base estrutural dos metabolitos com potencial biotecnolédgico. O antibiotico Eritromicina,
o antifungico Anfotericina B e o antiparasitario Avermectina sdo exemplos da utilizacdo conhecida dessa classe
de metabdlitos (Kornfuehrer & Eustaquio 2019).

Além do uso ja conhecido, os policetideos podem ser Gteis, também, como base no desenvolvimento de
novas drogas. Na bioengenharia, a natureza colinear da biossintese dos policetideos, responsavel por gerar
compostos com uma grande variedade de estrutura carbonica, é considerada como uma plataforma promissora
para obtencdo de novos farmacos. Mutacdes genéticas direcionadas e criteriosas podem induzir a diversidade
molecular e, consequentemente, efetuar mudancas na acéo bioldgica de novos compostos (Drufva et al 2020).

Embora a maioria dos policetideos utilizados na clinica médica seja derivado de produtos naturais de
origem terrestres, no ambiente marinho as condicdes abioticas podem favorecer a selecdo de micro-organismos
que produzam policetideos igualmente relevantes.

Em prospeccdes realizadas em sedimento das regides tropicais e subtropicais, Fenical e seus
colaboradores, em 2003, isolaram novas actinobactérias exclusivas do ambiente marinho, Salinospora tropica
e S. arenicola. Apos a identificacdo das espécies, 0s ensaios bioquimicos com os extratos produzidos pelas
novas cepas demonstraram atividade bioldgica antitumoral in vitro, em células humana. Posteriormente, 0

fracionamento do extrato bruto levou ao isolamento de um policetideo que, a época, recebeu a denominagéo
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de Salinosporamide A (Fenical, 2009). Atualmente, o Salinosporamide A é um dos poucos compostos marinhos
a chegar na fase 111 de ensaios clinicos anticancer (McCauley et al 2020).

Outro composto policetidico com agdo anticancer € o Pederin. O principio ativo desse composto foi
inicialmente identificado através da toxina produzida por invertebrados terrestres das espéecies Paederus
fabricius e Paederidus mulsant, com a finalidade de proteger seus ovos de possiveis predadores. Trinta anos
depois, compostos semelhantes aos terrestres foram identificados e atribuidos ao género Pseudomonas,
simbiontes de esponjas marinhas (Piel et al 2005).

Além do potencial anticancer, os policetideos de origem marinha também podem apresentar atividade
antiviral (Zhang et al 2020), podem ser o principio ativo de compostos contra agentes bacterianos

multirresistentes a farmacos (Kizhakkekalam & Chakraborty 2020) e antifangicos (Arasu et al 2013).

Biossintese de policetideos

Os compostos da classe dos policetideos apresentam multiplas fungdes B-hidroxicetona ou f-
hidroxialdeido e podem ser sintetizados por plantas, fungos e bactérias. Os metabolitos policetidicos
sintetizados por micro-organismos, possuem alta diversidade estrutural e apresentam distribuicdo irregular
entre as espécies produtoras. A biossintese dos policetideos assemelha-se a dos acidos graxos guanto aos
precursores envolvidos na reacdo e aos mecanismos quimicos utilizados na extensdo do esqueleto carbénico.
A estrutura quimica desse composto é o resultado de uma linha de montagem orientada por enzimas
denominadas de Policetideo Sintase (PKS) (Hopwood 2004, Hertweck 2009, Jenke-Kodama & Dittmann 2009,
Zhang 2016).

As PKS agem semelhantes a uma linha de montagem, pois sua estrutura modular abriga dominios
cataliticos responsaveis pela unido entre pequenos blocos de &cidos organicos que formam o esqueleto
carbbnico do composto final. Dessa forma, a partir de precursores como actilcoenzima A e malonil-CoA, cada

dominio da PKS é responsavel por catalisar sucessivas condensagdes descarboxilativas do tipo Claisen,



28

seguidas de reacdes redutoras do grupo ceto, para a formacdo de um policetideo (Hopwood 2004, Hertweck
2009).

Uma PKS pode conter diferentes tipos de dominios cataliticos com fun¢des especificas dependendo do
tipo de montagem do composto final. Porém, ao menos trés desses dominios, denominados de PKS minima,
sdo essenciais para biossintese de um policetideo. De forma geral, a PKS minima inicia e estende a cadeia
carbbnica utilizando o dominio aciltransferase (AT), que é responsavel pela selecdo e ativacdo do substrato.
Em seguida, o dominio proteina transportadora de acil (ACP) associado a fosfopantetina (P-Pant), transporta o
bloco substrato/grupo acil promovendo a elongacédo da cadeia policetidica. Por ultimo, o dominio cetossintase
(KS), catalisa as condensacdes do tipo Claisen, através de ligaces carbono-carbono, entre o substrato e a cadeia
policetidica em formacéo. Os outros dominios, quando presentes, possuem a funcao de modificar o bloco acil
apos a condensacdo: cetoredutase (KR), dehidrate (DH), enoil redutase (ER), Metiltransferase (MT). Por fim,
ao término da montagem estrutural, o policetideo é liberado pelo dominio tioesterase (TE) (Figura 1) (Hopwood

2004, Yadav et al 2003, Fischbach et al 2006).

DEBS 1 DEBS 2 DEBS 3

load module 2 module 4 module 6
module | module 3 module § end

R ¢ :
H = Dehydrause Intermediates in
E = Thicestcrase chain extension cycles

6-Deoxyerythronolide

Figura. 1. Representagdo dos cluster génico, modulos e dominios cataliticos envolvidos na biossintese da

eritromicina elaborada por Staunton e Weissman, 2001.
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Assim, de acordo com a natureza molecular e a forma como os dominios cataliticos orientam o tipo de

arranjo estrutural do policetideo, as enzimas PKS’s sdo classificadas em trés familias: PKSI, PKSII, PKSIII.

Familia PKSI

As enzimas pertencentes a familia PKS do tipo | sdo multifuncionais e divididas em dois grupos, de
acordo com a quantidade de vezes que o dominio KS catalisa a etapa de alongamento da cadeia carbénica. No
grupo PKS I interativa, durante o alongamento da estrutura quimica do policetideo, o0 dominio KS catalisa
varias rodadas em um Unico modulo. Os compostos finais, catalisados por enzimas interativas, apresentam
cadeia carbdnica simples e estdo associados a metabdlitos sintetizados por fungos. A lovastatina € exemplo de
composto produzido por esse tipo de sistema (Hertweck 2009).

O segundo grupo, presente em sistemas bacterianos, é a PKS | ndo interativa. Nesse grupo ha varios
maodulos sequenciais e, em cada mddulo, o dominio KS catalisa apenas uma rodada de alongamento da cadeia
carbbnica. As enzimas ndo interativas sdo responsaveis por catalisar a sintese de pequenos compostos
aromaticos importantes como, por exemplo, a eritromicina. O sistema envolvido na biossintese da eritromicina
é expresso por trés genes ery I, ery Il e ery 11l que codificam trés grandes enzimas com aproximadamente 300
kDa, denominadas de 6-desoxieterronolida B sintase (DEBS I, DEBS Il e DEBS I11). As DEBS’s trabalham
em conjunto e, cada uma, possui dois médulos com dominios ndo interativos responsaveis por carregar e
condensar unidades acil até a formacao do composto final (Hutchinson & Fujii 1995, Chen & Du 2015).

Os dominios cataliticos que estdo presentes na PKS minima de enzimas da familia tipo | sdo KS, AT e
ACP. Dentre esses, 0 dominio KS ¢é utilizado como marcador molecular em triagem de novos compostos

policetidicos (Courtois et al 2003).
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Familia PKSII

A segunda familia, PKSII, abriga as enzimas mono ou bifuncionais, geralmente envolvidas na
montagem de compostos ciclicos e aromaticos. Metabdlitos sintetizados a partir da PKSII sdo produzidos,
sobretudo, por bactérias do grupo dos actinomicetos (Chen & Du 2015).

Policetideos catalisados por enzimas PKS Il fazem parte do esqueleto carbbénico de importantes
farmacos, como o antibidtico tetraciclina e o anticancer doxorrubicina. A PKS Il orienta a montagem dos
compostos policetidicos de forma interativa. Porém, diferente dos mecanismos utilizados pela PKS 1, as
enzimas do tipo 11 ndo requerem extensos ciclos de condensacédo ou reducdo para a formacdo do composto final
(Hutchinson & Fujii 1995). A PKS minima, nessa familia, € composta por trés dominios cataliticos: duas
subunidades de cetossintase (KSa e KSP), responsaveis por catalisar a condensacdo entre o aciltioéster e o
esqueleto de carbono em crescimento e uma proteina transportadora de acil (ACP). Dominios cataliticos
adicionais, exclusivos do sistema PKS II, também participam do dobramento da cadeia policetidica: ciclases
(CYC) e aromatases (ARO) (Hertweck 2009).

Os genes que expressam o dominio KSa possuem areas altamente conservadas e, frequentemente, sao
utilizados como marcador molecular de compostos catalisados por PKSII (Metsa-Ketela et al 1999, Ogasawara

et al 2015).

Familia PKS 111

A familia PKS 1l é comumente associada a sintese de metabolitos secundarios de plantas. Nesses
organismos, a linha de montagem enzimatica foi detalhada e estdo envolvidas na sintese de compostos ciclicos,
incluindo chalconas, estilbenos, flavonoides e a-pironas. Contudo, ainda pouco elucidada, ha relatos da
participacdo de PKS Il na biossintese de compostos produzidos por bactérias e fungos (Pfeifer et al 2001, Chen

& Du 2015, Othoum et al 2019).
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A classe PKS Ill agrupa pequenas enzimas interativas e a diversidade estrutural dos compostos
montados por essa familia é dependente do tipo de substrato utilizado na reagéo, seus extensores e o tipo de
condensacdo da cadeia carbbnica. PKS 11l pode catalisar reacdes a partir de precursores acetila e cinamoil-
coenzima A. Comumente, as extensdes utilizadas nesse tipo de reacdo sdo malonil ou metilmalonil, e as
condensacdes aldolica, ou lactonizacdo. Dominios cataliticos, como metiltransferases (MTs) ou
oxidoredutases, podem auxiliar a montagem do composto final. Reacdes catalisadas por PKS I1I ndo requerem,
necessariamente, o dominio ACP, diferente das PKS’s | e 1. Nessas condicdes, as unidades formadas sédo
transportadas e incorporadas as novas unidades diretamente da CoA (Hug et al 2018).

As trés familias enzimaticas (PKSI, PSKII e PKSIII), sdo, portanto, responsaveis pela notavel

diversidade molecular e funcéo bioativa dos metabolitos da classe dos policetideos (Yadav et al 2003).
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OBJETIVOS
Objetivo geral
Avaliar amostras de sedimentos marinhos, coletados no litoral de Lucena/PB, quanto a abundéncia e

diversidade bacteriana, e prospectar cepas produtoras de metabolitos secundario da classe dos policetideos.

Objetivos especificos

e Determinar a abundancia taxonémica e a diversidade funcional da microbiota presente nas amostras;

e Isolamento e classificagdo de extratos bioldgicos produzidos pela fermentacdo de micro-organismo

cultivados a partir das amostras de sedimento marinho.
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AREA DE ESTUDO

O municipio de Lucena, situado no litoral norte da Paraiba, entre as coordenadas geogréaficas de
34°51°017e 34°54°08”W ¢ 6°52°19” ¢ 6°56°31”’S, possui uma populacdo estimada de 13.080 habitantes e uma
area de 89,204 km2. Nessa regido, as atividades econémicas predominantes sdo a pesca, comercio, agricultura,
pecudria, turismo e, segundo dados do IBGE, o indice de desenvolvimento humano municipal (IDHM) é de
0,583. (IBGE, 2017).

Dentre as atividades exercidas no municipio, o turismo de veraneio é fortalecido, pois, Lucena esta
situada na regido metropolitana de Jodo Pessoa, possui 24 km2 de planicie costeira e extensao de 15 km de
praia. Além disso, a costa do municipio apresenta como atrativos as suas regides de estuarios, falésias e agua
do mar quente (Fernandes, 2011).

Ao longo dos seus 15 km, Lucena abriga sete praias: Costinha, Fagundes, Gameleira, Ponta de Lucena,
Lucena, Camacari e Bonsucesso. De grande influéncia na regido marinha, a foz do Rio Paraiba desagua na
praia de Costinha e abriga um estuario contemplado pela Portaria MMA n° 9 de 23/01/2007. A portaria dispbe
sobre o reconhecimento de areas prioritarias para conservacao, utilizacdo sustentavel e reparticdo de beneficios
da biodiversidade brasileira. Ja, nas proximidades da praia de Bonsucesso, ha o encontro da foz do Rio Miriri
com o oceano atlantico.

O clima no litoral paraibano, de acordo com Instituto de Desenvolvimento Municipal e Estadual
(IDEME), é do tipo tropical quente e Umido, com temperaturas médias elevadas (22 a 30°C), e chuvas
abundantes. Os principais mecanismos causadores de chuvas nessa regido sao os Sistemas Frontais, a Zona de
Convergéncia Intertropical (ZCIT) e as perturbagdes ondulatérias no campo dos ventos alisios. O regime de
chuvas em Lucena apresenta uma pré-estacdo chuvosa no més de dezembro e o periodo chuvoso, propriamente
dito, entre os meses de abril e julho. E no litoral que ocorrem os maiores indices de chuva do estado e a

precipitacdo anual pode ultrapassar aos 1600mm (Medeiros, 2015).
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Sobre a geomorfologia da planicie costeira, a faixa litoranea de Lucena € composta por areias quartzosas
marinhas, um tipo de solo arenoso, profundo e de baixa fertilidade natural. Nas regides de manguezal, contudo,
ha deposicdo de sedimentos finos de natureza argilosiltosa, argilosa, detritos organicos e material mineral

arenoso.

METODOLOGIA

Coleta de sedimentos marinhos

As expedic6es foram realizadas na Praia de Lucena, situada na regido metropolitana de Jodo Pessoa/PB-
Brasil. Com o auxilio de uma draga VVan Veen, foram coletadas 21 amostras de sedimento marinho em regides
proximas a margem continental com profundidade de 10 metros (Figura 2), entre os meses de dezembro 2016
e setembro 2017 (Tabela 1). Reunimos, também, informacdes sobre temperatura, salinidade e pH da agua
intersticial, com o auxilio de um analisador multiparametro (Hanna Y) (Tabela 2). As amostras foram
armazenadas em contéineres estéreis, refrigerados a 4°C e enviadas ao Laboratorio de Microbiologia e
Imunologia (Lamim) da Universidade Federal Rural de Pernambuco para processamento. Por fim, para as
nossas analises, as amostras foram divididas em dois grupos, periodo seco, e periodo chuvoso, conforme as
informacBes da Agéncia Executiva de Gestdo das aguas (AESA/PB), sobre a precipitacio média na

microrregido geografica do litoral norte/PB (Tabela 3).
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Figura 2. Pontos de coleta dos sedimentos marinhos. Fonte: Google Maps.



Table 1. Localizacdo dos pontos de coleta do sedimento marinho na Praia de Lucena/ Pabaiba — Brasil.

Collection
point Date Latitude, Longitude
1 Dec/2016 6.896313S, 34.869187W
2 Dec/2016 6.893422S, 34.874026W
3 Dec/2016 6.89524S, 34.871993W
4 Jan/2017 6.893003S, 34.87183W
5 Jan/2017 6.889096S, 34.880201W
6 Jan/2017 6.891482S, 34.877787TW
7 Fev/2017 6.893369S, 34.874823W
8 Fev/2017 6.890146S, 34.873841W
9 Fev/2017 6.890331S, 34.87693W
10 Apr/2017 6.896163S, 34.870148W
11 Apr/2017 6.892522S, 34.874221W
12 Apr/2017 6.89515S, 34.870564W
13 May/2017 6.894161S, 34.873265W
14 May/2017 6.891068S, 34.87894W
15 May/2017 6.894064S, 34.871645W
16 Jun/2017 6.89198S, 34.877598W
17 Jun/2017 6.891089S, 34.876372W
18 Jun/2017 6.894376S, 34.870171W
19 Sep/2017 6.899566S, 34.861317W
20 Sep/2017 6.869525S, 34.86147W
21 Sep/2017 6.899405S, 34.862048W
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Tabela 2. Pardmetros ambientais observados na agua intersticial presentes na area de coleta das amostras de
sedimento marinho.

Date Time  Temperature pH oD OD Conductivity TDS  Salinity
h/min °C % mg/L uS/cm ppt ppt
Dec -2016  09:47 28.68 7.45 51.2 2.96 56220 29.22 41.32
Jan - 2017 11:37 30.57 7.86 55.5 3.32 63300 31.65 42.52
Feb - 2017 06:13 28.15 8.51 39.5 2.45 62010 31.01 41.64
Apr - 2017 07:54 29.11 8.53 37.9 2.33 61610 30.8 41.29
May - 2017 06:43 28.61 7.62 42.7 3.16 59890 30.9 39.9
Jun - 2017 10:31 27.41 8.59 48.2 3.12 56300 28.15 37.34

Tabela 3. Precipitacdo média observadas no litoral norte do estado da Paraiba — Brasil.

Month/  Average

Year (mm)

Dec - 2016 96

Jan - 2017 78.8

Fev - 2017 70.7

Apr-2017 1835

May - 2017 1725

Jun-2017  168.8
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Analise Metagendmica

Extracdo de DNA metagenémico

As 21 amostras de sedimento coletado passaram por uma centrifugacao prévia (5000g/10 minutos), para
remocdo da agua intersticial e, em seguida, foram pesadas. Para extracdo do DNA metagendmico foram
utilizados 0,25 gramas de cada amostra, conforme as instrucées do kit comercial Power Soil TM DNA Isolation
(MoBio, Carlsbad, CA, EUA). A concentracdo e a pureza do DNA metagenémico foram determinadas com
um espectrofotdmetro Nanodrop ND-1000 (Thermo Fisher Scientific, Minnesota, EUA). A integridade do
DNA foi confirmada por eletroforese em gel de agarose 1%, desenvolvido com solucdo de DNA SybrSafe
(Invitrogen, EUA). Os dados foram registrados em sistema de fotodocumentacdo com luz ultravioleta. Por fim,

0 DNA metagenoémico foi refrigerado a -20 °.

Amplificacdo de regides especificas do gene 16S rRNA

Apbs a extracdo do DNA metagendmico das 21 amostras, quantidades equimolares, de cada uma das
trés amostras/més, foram utilizadas para preparacdo das solucdes de trabalho (n=7), com a concentracdo de 10
ng/uL. Assim, o DNA metagenémico das 7 amostras foram utilizados como substrato para avaliar a diversidade
taxonémica e abundéancia das bactérias presentes no sedimento marinho. Nessa etapa, o par de iniciadores S-
C-Act-235-a-S-20 e S-CAct-878-a-A-19 (tabela 4), foi utilizado na Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR),
para amplificagéo das regides entre V3 a V5 do gene 16S rRNA (Stach 2003).

Os seguintes parametros foram utilizados para a realizacdo da PCR: para cada reagdo de 25 pL, foram
adicionados 30 ng/uL do DNA metagenémico, 5 puL do tampdo Go Taq G2 5x, 0,5 pL de solugao de dNTP’s
(10 mM cada), 2,5 pL de cada iniciador, cada um na concentragédo 5,0 uM, 0,2 pL da enzima Go Taq G2 Hot

Start 5x (Promega, Madison, WI, USA) e 7,3 pL de agua ultrapura. As etapas da reacdo foram: uma
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desnaturacéo inicial a 95°C por 5 minutos, 30 ciclos, com desnaturacao a 95°C por 45 seg, anelamento a 60°C
por 45 seg e extensdo a 72°C por 1 minutos, e uma extensdo final a 72°C por 10 minutos.

A PCR foi realizada em um termociclador Eppendorf Mastercycler Gradient Thermal Cycler
(Eppendorf, Hamburgo, Alemanha). O amplicon gerado continha aproximadamente 640 pb e para sua
visualizacdo, foi realizada uma eletroforese em gel de agarose 1% submerso em tampao TBE (Tris-Borato 45
mM pH 8,0; EDTA 1,0 mM), revelado com solucdo de SybrSafe DNA (Invitrogen, EUA) por um sistema de

fotodocumentacdo com luz UV. Os produtos da PCR foram armazenados a -20 °C.

Construcdo da biblioteca do gene 16S rRNA

Apbs a obtencdo dos produtos amplificados com as regides entre V3 e V5, iniciamos a construgédo da
biblioteca do gene 16S rRNA. As 7 bibliotecas foram montadas em duas etapas, de acordo com o descrito pelas
especificacdes do protocolo personalizado do kit NexteraXT (Illumina, San Diego, CA). O par de iniciadores
utilizados nessa etapa (515F-XT e 806RTX) (tabela 4), amplifica a regido V4 do gene 16S rRNA (Caporaso,
2012), e os seguintes parametros foram utilizados para realizacdo da PCR: para cada reacdo de 25 uL, foram
adicionados 30 ng/uL do DNA metagendmico de cada amostra, 6 pL do tampdo Go Tag G2 (5x), 3,6 pL de
MgCI2 (25 mM), 0,6 pL de solu¢ao de dNTP’s (10 mM cada), 0,75 L de cada iniciador, cada um na
concentracdo 5,0 uM, 0,2 uL da enzima Go Taq G2 Hot Start 5x (Promega, Madison, W1, USA) e 17,1 uL de
agua ultrapura. As etapas da reacdo foram: uma desnaturacdo inicial a 95°C por 3 minutos, 35 ciclos, com
desnaturacdo a 98°C por 30 seg, anelamento a 55°C por 30 seg e extensdo a 72°C por 45 seg, e uma extensao
final a 72°C por 5 minutos. A PCR foi realizada em termociclador Eppendorf Mastercycler Gradient Thermal
Cycler (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha). Para visualizagdo das amostras, foi realizada uma eletroforese a
100V, em gel de agarose 2% submerso em tampdo TBE (Tris-Borato 45 mM pH 8,0; EDTA 1,0 mM), e

revelado com solucdo de SybrSafe DNA (Invitrogen, EUA) por um sistema de fotodocumentagdo com luz UV.
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Por fim, os amplicons obtidos foram purificados pelo kit AMPure XP beads (Beckman Coulter), de acordo
com as especificactes do fabricante.

Para a construcdo da biblioteca, foram utilizados 5 pL do produto de PCR purificado, 5 pL do Nextera
XT index primer N7xx, 5 UL do Nextera XT index primer S5xx, 25 pL do 2x KAPA HiFi HotStart Ready e
10 pL de agua ultrapura. Os parametros da reacdo foram: uma desnaturacéo inicial a 95°C por 3 minutos, 8
ciclos, com desnaturacdo a 95°C por 30 seg, anelamento a 55°C por 30 seg e extensdo a 72°C por 30 seg, e uma
extensdo final a 72°C por 5 minutos. Por fim, a concentracdo das bibliotecas de amplicons foi estimada através
de fluorimetria, utilizando o kit dSDNA BR Assay (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) no QubitTM (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA). As bibliotecas foram normalizadas e colocadas para o sequenciamento metagendémico na
Central Genémica da Universidade Federal do Ceara, localizada no Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento de
Medicamentos (NPDM). O sequenciador utilizado foi o0 MiSEq System (Illumina, San Diego, CA), utilizando
0 MiSeq Reagent Kit V2 (300 ciclos), de acordo com as especificacdes do fabricante (Illumina, San Diego,

CA).

Analise metagendmica da biblioteca de 16S rRNA

A analise dos dados gerados apds o sequenciamento foi realizada através de uma plataforma One Codex,
como descrita por Minot & Geenfield (2015). Os grupos taxonémicos foram agrupados através do algoritmo
de classificacdo taxonémica (k-mer=31) conforme sua abundancia em cada uma das amostras sequenciadas.

Resumidamente, as leituras geradas no sequenciamento de alto rendimento sdo identificadas pela One
Codex, de acordo com o conjunto de k-mers exclusivos de grupos taxonémicos especificos. Dessa forma, cada
leitura é dividida em sequéncias sobrepostas de comprimento 31 pb. O algoritmo, entdo, por meio de uma
plataforma de dados online, usa um banco de dados de referéncia que, atualmente, inclui aproximadamente

40.000 genomas de bactérias, virus, fungos e protozoarios. Cada leitura pode ser resumida como acertos de k-



41

mer e descrevem o conjunto completo de k-mers taxonomicamente informativos encontrados nessa leitura, bem

como suas posicoes.

Table 4. Oligonucleotideos utilizados nesse estudo.

Identification Sequence Reference
8-C-Act-235-a-5-20 5- CGCGGCCTATCAGCTTGTTG - 37 Stach, 2003
5-CAct-878-a-A-19 5= COGTACTCCCCAGGCGGGG - 37 Stach, 2003

515F-XT

Regido especifica ao

index

5= GCCAGCMGCCGCGGTAA - 37

5- TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGT

4
|

Caporaso et al.,

2012

B06R-TX

5- GGACTACHVGGGTWTCTAAT - 37

Caporaso et al.,

Regido especifica ao GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAG 2012

index

27F 5- AGAGTTTGATCMTGGCTCAG - 37 Lane, 1991

1525R 5= AAGGAGGTGWTCCARCC - 37 Lane, 1991
Simbolos dos primeres degenerados de acordo com IUPAC: M=A; CH=A CT.V=AC G W=A

orT.

Construcéo da biblioteca metagendmica Shotgun

Além da andlise taxondmica, realizamos um sequenciamento ndo direcionado (Shotgun), a fim de

analisar os genes funcionais presentes em nossas amostras de DNA metagendmico. Para isso, quantidades

equimolares das 7 amostras de DNA metagendmico foram utilizadas como substrato para a construgdo de uma

biblioteca. Nessa etapa, utilizamos o protocolo personalizado Nextera XT Sample Preparation Kit (Illumina,

San Diego, CA). A biblioteca metagendmica foi sequenciada no Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento de

Medicamentos (NPDM) da Universidade Federal do Ceara (UFC), por meio da plataforma de nova geracao do
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Sistema MiSeq (Illumina, San Diego, CA). Foi utilizado o MiSeq Reagent Kit V2 (500 ciclos), de acordo com

as instrucdes do fabricante (Illumina, San Diego, CA).

Analise das sequéncias

As sequéncias metagenémicas foram submetidas a verificaces de qualidade usando FastQC v0.10.1
(Andrews, Simon, nd) e BBDuk (versdo 37.95; https://jgi.doe.gov/data-and-tools/bbtools/bb-user-guide- tools
/ bbduk-guide /). O BBDuk foi usado para remover contaminantes e leituras de sequéncia que continham a
coluna do adaptador ou onde a qualidade caiu para zero. Além disso, as leituras de sequéncia com quatro ou
mais bases ou aquelas com uma pontuacao de qualidade média inferior a 25 ¢ comprimento < 100 bp foram
removidas. ASVs foram inferidos usando QIIME2 (versdo 2019.10) (Bolyen et al., 2019). A diversidade alfa
(diversidade de Shannon, ASVs observados e uniformidade de Pielou) e a diversidade beta (distancia de Bray-
Curtis) foram determinadas usando o plug-in de diversidade g2 em QIIME2 a uma profundidade de

amostragem de 6.060.

Montagem de metagenoma e caracterizacao funcional

Depois que os nucleotideos de baixa qualidade foram removidos, as leituras de sequenciamento de DNA
emparelhado para cada amostra foram montadas em metagenomas usando parametros padrdo e varios valores
de k-mer com MEGAHIT (v 1.1.2) (Li et al., 2016, 2015). Para explorar o potencial metabolico da amostra
shotgun, os dados foram comparados com os subsistemas SEED (Overbeek et al., 2014) no servidor MG-RAST
usando um valor “e” maximo de le-5, identidade minima de 60% e alinhamentos minimos de 15 aa para

proteina e 15 bp para DNA.
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Deteccdo do gene metagenoma de resisténcia a antibioticos (ARG)

Um banco de dados de nucleotideos BLAST (Doster et al 2020) foi criado usando sequéncias de
proteinas ARG FASTA homologas encontradas no Comprehensive Antibiotic Resistance Database (CARD)
v1.1.8 (McArthur et al 2013) e banco de dados MEGARES (Doster et al 2020) com um valor de corte de 1,0 -
10 para garantir alta confianca de alinhamento. Quando um segmento de sequéncia foi alinhado a varios ARGs,
a ocorréncia com o valor mais baixo, junto com o comprimento de alinhamento mais longo, foi considerada a

correspondéncia verdadeira.

Cultivo de bactérias do sedimento marinho

Isolamento de bactérias das amostras de sedimento marinho

Nessa etapa, segundo descrito por Nevine, B.et al (2000), foram pesados 25g do sedimento e
adicionados em 225mL de agua marinha artificial (15,15 g de NaCl; 2,18 g de MgCI2.6H20; 2,85 g de
MgS04.7H20; 0,65 g de CaCl2; 0,116 g de NaHCO3; 0,414 g de KCI; 1L H20 destilada). Apds 30 minutos,
diluicBes seriadas foram preparadas e aliquotas de cada diluicdo foram adicionadas por spread-plate em agar
nitrato de amido (20g de amido soltvel; 1g KNO3; 0.5g K2HPO4; 0.5G MgS04.7H20; 0.5g NaCl; 15g agar;
1L H20 destilada). As placas foram incubadas a 28°C por até 7 dias. Apds incubacdo, coldnias com diferentes
perfis morfologicos foram selecionadas para realizacdo da extragdo de DNA e identificacdo molecular através

sequenciamento.
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Extracdo de DNA dos isolados marinhos

A identificacdo, em nivel de espécie, dos microrganismos isolados do sedimento marinho, foi realizada
atraves do sequenciamento das regides conservadas do gene rRNA 16S de bactérias. Para tanto, o primeiro
passo dessa etapa € a extracdo do DNA dos isolados, realizada como o descrito por Sa, M.C.A de et al (2013).
Resumidamente, os isolados foram cultivados em agar Brain heart infusion agar (BHI) por 24h em temperatura
ambiente. Apds esse periodo, uma algada da bactéria foi adicionada em um microtubo com 500ul de agua
ultrapura. Os microtubos seguiram para um banho seco a 100°C por 11 minutos e, logo apds, para um banho
em gelo por 4 minutos. Por fim, as amostras foram centrifugadas a 14000 rpm por 2 minutos e o sobrenadante
contendo o DNA foi transferido para um novo microtubo. A confirmacéo da extracdo foi realizada atraves de
uma eletroforese em gel de agarose 1%, para visualizacdo do DNA em fotodocumentagdo com luz UV, revelado
com solucédo de SybrSafe DNA (Invitrogen, EUA). A quantificacdo e a pureza do DNA obtido foram medidas
pela absorbancia de 260nm (A260) por um espectrofotdbmetro Nanodrop ND-1000 (Thermo Fisher Scientific,

Minnesota, EUA).

Amplificacdo do gene 16S rRNA

A amplificacdo do gene 16S rRNA foi realizada através dos iniciadores universais, 27F e 1525R (tabela
4), descritos por Lane, 1991. Assim, foi realizada a PCR com o0s seguintes parametros: 30 ng do DNA
metagenémico, 12,5 puL do Kit MyTaq RedMix (Bioline, Meridian Bioscience, EUA), 2,5 pL de cada iniciador,
cada um na concentracdo 10 UM e 4,5 pL de &gua ultrapura. As etapas da reagdo foram: uma desnaturacéo
inicial a 95°C por 5 minutos, 30 ciclos, com desnaturacdo a 95°C por 45 seg, anelamento a 55°C por 45 seg e
extensdo a 72°C por 1 minutos, e uma extensdo final a 72°C por 10 minutos. A PCR foi realizada em
termociclador Eppendorf Mastercycler Gradient Thermal Cycler (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha). Para

confirmagéo da amplificagdo, foi realizada uma eletroforese a 100V, em gel de agarose 1% submerso em
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tampdo TBE (Tris-Borato 45 mM pH 8,0; EDTA 1,0 mM), e revelado com solucdo de SybrSafe DNA
(Invitrogen, EUA) por um sistema de fotodocumentacdo com luz UV. Apds amplificacdo do gene 16S rRNA,

as amostras foram enviadas para o sequenciamento na empresa Macrogen (http://www.macrogen).

Fermentacédo e extracdo de metabolitos produzidos pelos isolados marinhos

Fermentacéo e extracdo de metabolitos extracelulares

Para realizar a analise do extrato extracelular produzido pelos isolados marinhos, utilizamos o protocolo
de fermentacdo descrito por Penesyan e colaboradores (2011), com modificacdes. Nessa etapa, 0s isolados
foram expostos a condicdes favoraveis a producdo de metabolitos secundarios. Para isso, cada isolado foi
ajustado a uma densidade Optica de 1 a 600nm e em seguida adicionado a 50 mL de caldo marinho (Peptona
5¢, Extrato de Levedura 1g, Citrato Férrico 0,1g, Cloreto de Sddio 19,45g, Cloreto de Magnésio 5,9¢g, Sulfato
de Magnésio 3,24g, Cloreto de Célcio 1,8g, Cloreto de Potassio 0,55¢, Bicarbonato de Sédio 0,16g, 1L H20
destilada) e incubado a 28°C por 24h. O pré-inoculo foi adicionado a 500mL de caldo marinho e incubado a
28°C por 10 dias. Apds esse periodo, as amostras foram centrifugadas a 5000rpm por 10 min a 10°C. Apés a
centrifugacdo do caldo fermentado, 500 mL do sobrenadante foram lavados trés vezes com solvente Acetato
de Etila (150, 100 e 50 mL) com auxilio de um funil de separacdo. Em seguida o extrato foi concentrado em
um rotavapor e o seu perfil quimico avaliado por HLPC no laboratério de Quimica Organica e Agricola da

universidade Federal Rural de Pernambuco.

Anélise GC-MS
A analise qualitativa por cromatografia gasosa-espectrometria de massa (GC-MS) (220-MS IT GC,
Varian, Walnut Creek, CA, EUA) foi realizada em um sistema com detector seletivo de massa, uma silica

fundida DB-5 néo polar coluna capilar (30 mx 0,25 mm x 0,25 pm) (J & W Scientific). A temperatura do forno
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foi programada de 60 a 240 ° C a uma taxa de 3 ° C min-1. As temperaturas do injetor e do detector eram de
260 ° C. O espectrometro de massa foi programado em EI 70 eV com intervalo de varredura de 0,5 se
fragmentos de 40 a 550 Da. equipado com a mesma coluna e programa de temperatura dos experimentos GC-
FID, com os seguintes parametros: gas portador = hélio; taxa de fluxo = 1 mL min-1; modo de divisdo (1:30);
volume injetado = 1 L de solucéo diluida (1/100) de 6leo em n-hexano. A quantidade de cada composto foi
calculada a partir das areas dos picos de GC-MS na ordem da elui¢cdo da coluna DB-5 e expressa como uma

porcentagem relativa da area total dos cromatogramas.

Identificacdo de componentes

A identificacdo dos componentes foi baseada em indices de retencdo de GC-MS e por comparacdo de

computador com a biblioteca espectral de massa do sistema de dados GC-MS (NIST 14) e espectros de massa

publicados (Adams 2007).
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RESULTADOS

Nossos dados mostraram estabilidade em varios parametros fisico-quimicos na agua intersticial,
independente do regime de chuvas na area de coleta de sedimentos marinhos. Por exemplo, a temperatura
variou de 28°C a 30°C na estacdo seca e 27°C e 29°C na estacdo chuvosa. O pH variou entre 7,4 e 8,5 na
estacdo seca e entre 7,6 e 8,5 no periodo chuvoso. Além disso, a salinidade variou entre 41,3 e 42,5 ppt durante
a estacdo seca e 37,3 e 41,2 ppt na estacdo chuvosa. Todos os parametros fisico-quimicos estdo listados na
Tabela 2.

Em nossa analise metagenémica referentes a abundancia dos filos bacterianos, obtivemos leituras
correspondentes aos filos Verrucomicrobia, Firmicutes, Actinobacteria, Planctomicetos e Proteobacteria.
Descobrimos que tanto no periodo de seco (Figura 3 e Figura 4), quanto no periodo chuvoso (Figura 5) os filos
mais abundantes foram Actinobacteria, Planctomicetos e Proteobacteria. Exploramos, também, a diversidade
taxondmica das classes bacterianas quanto a sua abundancia. O perfil geral referente as classes foi semelhante
nos dois periodos analisados e obtivemos leituras de correspondéncia a onze classes. No periodo seco (Figura
6 e Figura 7) e no periodo chuvoso (Figura 8), as classes mais abundantes foram Actinobacteria,
Planctomycetia, Deltaproteobacteria. Em nossas amostras também observamos correspondéncia a vinte e
quatro géneros bacterianos. No periodo seco (Figura 9), e no periodo chuvoso (Figura 10), foi possivel
identificar a presenca de diferentes géneros bacterianos, dentre eles; llumatobacter, Nocardioides,
Streptomyces, blastopirellula, Pirellula, Thermostilla, Myxococcus, Pseudomonas, Racemicystis,

Sandaracinus (Tabela 5).
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Figura 3. Abundancia dos Filos bacterianos presente nas amostras de sedimento marinho coletadas no periodo

seco, correspondentes aos meses de dezembro, janeiro e fevereiro
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Figura 4. Abundancia dos Filos bacterianos presente nas amostras de sedimento marinho coletadas no periodo

seco, correspondentes ao més de setembro.
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Figura 5. Abundancia dos Filos bacterianos presente nas amostras de sedimento marinho coletadas no periodo

chuvoso, correspondentes aos meses de abril, maio e junho.
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Figura 6. Abundancia das classes bacterianos presente nas amostras de sedimento marinho coletadas no periodo

seco, correspondentes aos meses de dezembro, janeiro e fevereiro.
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ao més de setembro.
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Figura 8. Abundancia das classes bacterianas presente nas amostras de sedimento marinho coletadas no periodo

chuvoso, correspondentes aos meses de abril, maio e junho.
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Figura 9. Abundancia dos géneros bacterianos presente nas amostras de sedimento

periodo seco, correspondentes aos meses de dezembro, janeiro, fevereiro e setembro.
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Figura 10. Abundancia dos géneros bacterianos presente nas amostras de sedimento marinho coletadas no

periodo chuvoso, correspondentes aos meses de abril, maio e junho.
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Tabela 5. Taxonémia dos grupos bacterianos identificados a partir da biblioteca metagenémica do gene 16S

rRNA gene presentes no sediment marinho.

Phylum Class Genus
Ilumatobacter
Actinobacteria Actinobacteria Nocardioides
Streptomyces

Blastopirellula

Planctomicetos Planctomycetia Pirellula

Thermostilla

Myxococcus

Deltaproteobacteria ~ Racemicystis

Sandaracinus

Proteobacteria

Gammaproteobacteria Pseudomonas
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Em nossas andlises relacionadas ao sequenciamento ndo direcionado, Shotgun, o conjunto de dados
obtido continha 1.955.215 sequéncias e 338.795.202 pares de bases, com um comprimento médio de 173 bps.
Das sequéncias testadas, 125.316 (6,41%) ndo passaram pelo pipeline de QC, e a desreplicacdo identificou
95.496 dessas sequéncias como leituras duplicadas artificiais. Entre as sequéncias que passaram no QC, 12.249
sequéncias (1%) continham genes de RNA ribossomal, 1.131.597 sequéncias (64,50%) proteinas previstas com
funcbes conhecidas e 610.602 sequéncias (34,80%) proteinas previstas com func¢bes desconhecidas. As curvas
de rarefacdo foram produzidas usando o banco de dados M5NR (Wilke et al 2020). Tais dados representam as
espécies de categorias taxonémicas do shotgun. Os pontos de corte utilizados foram: comprimento de
alinhamento, 15 bp; valor e, e-5; e porcentagem de identidade, 60%.

Apbs o uso do MG-RAST, descobrimos que Proteobacteria foi o filo mais abundante, com 75,6% das
leituras, seguido por Firmicutes (13,24%) e Bacteroidetes (7,52%) de 1.955.215 sequéncias (Tabela 6). As
analises de Kraken mostraram 1.370.769 leituras de sequéncia e abundancia taxondmica semelhante (Figura
3). Por exemplo, MG-RAST identificou 238 pedidos e Kraken 209 pedidos. Entretanto, em relacdo ao filo
Actinobacteria, houve diferenca critica na classificacdo taxonémica entre o0s dois algoritmos, uma vez que o

MG-RAST atribuiu 5939 leituras e Kraken 18568 leituras (Tabela 6).



Tabela 6. Diversidade taxonémica atribuida ao conjunto de dados do shotgun

Phylum MGRAST | Kraken
Actinobacteria 5939 18568
Bacteroidetes 53520 36401
Chloroflexi 2470 425
Cyanobacteria 1986 1442
Deinococcus-Thermus 414 416
Firmicutes 94292 111680
Planctomycetes 7007 4109
Proteobacteria 537238 539878
Unclassified 1131 0
(derived from Bacteria)
Verrucomicrobia 1656 345
705653 713264

58



59

A distribuicdo das categorias funcionais para KEGG (Kanehisa et al 2002), COG (Tatusoy et al 1997)
e eggNOGs (Jensen et al 2008) no nivel mais alto suportado por essas hierarquias funcionais é mostrada na
Figura 11. Os dados mostram que a maioria das funcdes estavam relacionadas ao metabolismo. Contigs foram
usados para prever 83.843 proteinas, das quais apenas 71.688 (85,5%) tiveram correspondéncia blastp
significativa (valor E 10—5) contra o banco de dados de proteinas NR RefSeq. Um total de 26.298 (31,4%)
proteinas foram classificadas usando Gene Ontology (GOs) por Blast2GO e Interpro. No filo Actinobacteria,

5481 proteinas tiveram func6es relacionadas as suas categorias funcionais (Figura 12).
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Figura 11. Categorias funcionais gerais (nivel de subsistema 1) para KEGG, COG e eggNOGs. Um painel geral
dos subsistemas também é mostrado e a abundéncia relativa de sequéncias por categoria funcional pode ser
observada. Cada cor indica a porcentagem de leituras com fungdes de proteina previstas registradas para cada

categoria.
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Figura 12. Gréafico de barras mostrando a caracterizacdo funcional (nivel de subsistema 1) para KEGG, COG

e eggNOGs no filo Actinobacteria.

Os resultados também revelaram a presenca de 26 genes envolvidos em duas vias de metabolismo no

género Streptomyces (Figura 13): 1) terpendides, policetideos e carotenoides; e 2) outros metabdlitos

secundarios, incluindo estilbeno.
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Figura 13. Categorias funcionais para KEGG (nivel de subsistema 3) no género Streptomyces

sequenciamento metagendmico.
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A busca por genes de resisténcia a antibidticos revelou 7.902 leituras no banco de dados MEGARES e

8.562 sequéncias no CARD, com comprimento médio de 100 bp e porcentagem de identidade média de 91%.

As classes de antibioticos cujos microrganismos nas amostras apresentam genes de resisténcia sdo mostradas

na figura 14.
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Figura 14. Classes de antibidticos cujos microrganismos nas amostras possuem genes de resisténcia a

medicamentos.
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As Figuras 9 e 10 mostram 0s géneros bacterianos identificados em amostras de sedimentos marinhos
que foram utilizados na etapa de fermentacdo e extracdo de metabolitos secundarios extracelular. Embora a
diversidade taxonémica tenha sido semelhante a de outras amostras de sedimento, apenas nove isolados
pertencentes ao filo Proteobacteria (Classe Gammaproteobacteria) foram obtidos apds cultivo em laboratorio.

Apdbs o sequenciamento do gene 16S rRNA e comparagdo das sequéncias com o banco de dados do
National Center for Biotechnology Information (NCBI), constatamos que sete isolados pertenciam ao género
Pseudomonas e dois isolados ao género Psychrobacter (Tabela 6). Quatro dos isolados pertencentes ao género
Pseudomonas ssp. (1, 2, 6 e 8) foram analisados quanto ao seu potencial para sintetizar compostos da classe
dos policetideos, apos fermentacéo e extracdo de metabolitos secundarios extracelulares.

Os espectros de massa obtidos, cujos picos dos cromatogramas sdo mostrados na Figura 15,
demonstraram a identificacdo de um composto quimico precursor da via metabdlica do policetideo: cido
orselinico; e quatro compostos quimicos da classe dos policetideos: 4-terc-Butilfenol, Lactona do acido

triacético, 5,7-Dihidroxi-2-etilcromona, Filoquinona (Tabela 7).
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Tabela 7. Sequencias do gene 16S rRNA dos isolados marinhos comparadas as sequéncias da base de dados

National Center for Biotechnology Information (NCBI).

Isolate  Quality Base Genus Identity ~ Coverage Access
(%) pairs (%) (%) number
1 96.80 1419 Pseudomonas ssp. 99.86 100 MH703512.1
2 89.10 1280 Pseudomonas ssp. 98.28 100 MK414950.1
3 97.30 1349 Pseudomonas 99.93 100 MK537387.1
putida
4 85.30 558 Psychrobacter ssp. 99.28 100 MK398101.1
5 75.20 827 Pseudomonas ssp. 98.89 97 MK332581.1
6 95.50 933 Pseudomonas ssp. 99.89 100 MK590418.1
7 93.30 1337 Pseudomonas ssp. 99.85 100 MG757952.1
8 76.40 699 Pseudomonas ssp. 99.14 100 KX817891.1
9 95.30 1474 Psychrobacter 99.86 100 AB688097.1

piscatorii
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Figura 15. Cromatogramas de extratos metabdlicos de Pseudomonas spp. 1, 2, 6 e 8, respectivamente.



Tabela 6. Constituintes quimicos identificados em extratos metabdlicos de Pseudomonas spp.
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Tempo

de Compostos Formula | Amostra | Amostra | Amostra | Amostra
« P molecular | 1 (%) 2 6 8
Retencao
[e] OH
HO
32.015 CsHsO4 1.39 1.00 3.91 0.67
OH
Orselinic acid
34.995 $ C10H140 8.78 8.16 7.99 8.12
4-tert-Butylphenol
35.609 p/ CeHeOs | 1239 | 11.89 | 1324 | 13.90
Triacetic aC|d lactone
HO
36.709 \Qi”j/ C10HsO 13.15 14.68 14.14 13.27
5,7-D|hydroxy-2-ethy|chromone
40.532 C31H4602 2.35 3.33 454 4.00

Phylloquinone
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DISCUSSAO

O avanco biotecnoldgico nas areas do sequenciamento genético e o desenvolvimento de algoritmos,
que permitem as andlises in silico, viabiliza uma abordagem de estudo guiado pela triagem do perfil taxondmico
e identificacdo de clusters de genes biossintéticos (BGCs), em comunidades microbianas com potencial
genetico para a producdo de compostos bioativos. Quanto ao perfil da microbiota presente no sedimento
marinho, estima-se que o nimero total de células é 2,9 x 10%° a 5,4 x 10%, contudo a diversidade e abundancia
taxonémica variam de acordo com profundidade dos sedimentos, a concentracdo de sulfato, a concentracao de
matéria organica e a presenca ou auséncia de oxigénio dissolvido (Hoshino et al., 2020).

Em nossas andlises referentes as bibliotecas metagendmica do gene 16S rRNA, ndo encontramos
diferencas na abundancia dos filos Actinobacteria e Planctomycetes entre as amostras coletadas no periodo
chuvoso ou periodo seco. Porém, nos meses chuvosos, quando a precipitacdo média observada no litoral norte
do Estado da Paraiba foi de 174,9 £ 7,6 mm, houve maior abundancia do filo Proteobacteria em relacdo aos
outros filos. As bactérias pertencentes a esse grupo sao abundantes nos biomas terrestres e aquaticos, contudo,
também sdo associadas a microbiota intestinal de seres humanos e outros animais. Com isso, ndo podemos
desconsiderar que a maior abundancia de Proteobacteria pode refletir a acdo antropica e a poluicdo ambiental
na regido (Chen et al. 2019). Isso porqué, nossas amostras foram coletadas em uma area do municipio de
Lucena cuja populacdo estimada é de 13.080 habitantes, as atividades econdmicas predominantes na regido sao
a pesca, comércio, agricultura, pecuaria, turismo e, segundo dados do IBGE, o indice de desenvolvimento
humano municipal (IDHM) é de 0,583. (IBGE, 2017). Além disso, ao longo de seus 15 km de praia, Lucena
recebe grande influéncia do rio Paraiba.

Em nossa analise metagendmica pela abordagem do Shotgun, inclusive, buscamos identificar vias
metabolicas relacionadas a genes de resisténcia a antimicrobianos, como as fluoroquinolonas,
aminoglicosideos, glicopeptideos, tetraciclinas, beta-lactamicos, macrolideos, bombas de efluxo de drogas

maultiplas. De acordo com Amarasiri et al. (2016), cepas resistentes a antibidticos surgem no ambiente marinho
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devido a diferentes razdes: 1) escoamento costeiro e mistura frequente de bactérias de fontes terrestres e
marinhas durante ciclos entre as mares; 2) acao antrépica, por meio do deposito de residuos em rios ou
diretamente no oceano.

Segundo relatorio divulgado pela Organizacdo Mundial de Saude (WHO 2018), o consumo de
antibidticos no Brasil, definido por doses diarias/1000 habitantes, variou entre 10,3 e 22,8. Dentre eles, 0s mais
consumidos pertencem a classe dos beta-lactamicos, macrolideos e quinolonas. O consumo de antibidticos e a
acdo antropica foram, também, abordadas em um estudo realizado em areas de mangue, em cinco paises,
incluindo o Brasil. Os pesquisadores constataram que a composi¢do taxonémica com predominancia
proteobactérias e a maior abundancia relativa de ARGs beta-lactdmicos, bombas de efluxo de multiplas drogas
e macrolideo foram diretamente correlacionadas as regiées com maior intervencdo antropogénica (Imchen and
Kumavath 2020). Em nossos achados, além da predominéancia de proteobactérias, 179 ARGs foram associados
a 17 classes de antibioticos, sendo 0s genes mais abundantes para resisténcia a macrolideos, aminoglicosideos
e rifamicinas.

Embora a acdo antrdpica seja uma das causas para o surgimento de ARGS nos oceanos, em uma
determinada microbiota a maioria das cepas produtoras de antibioticos carregam, também, ARGs aos
antibidticos que produzem (Sengupta et al., 2013). No ambiente natural, esses genes podem conferir vantagens
competitivas de sobrevivéncia aos fungos e bactérias uma vez que sao capazes de inibir o crescimento ou matar
microrganismos competidores de nutrientes. Porém, somado a presenca natural de ARGs, o acimulo no meio
ambiente dos residuos dos antibidticos que sdo utilizados na pecudria, na indastria farmacéutica e aguas
servidas hospitalares e residenciais, talvez sejam propulsores em longo prazo na disseminagdo de
microrganismos resistentes (Andersson 2020). Um estudo in silico, realizado através da curadoria das
sequéncias gendmicas geradas pelo projeto TARA Oceans, quantificou 0s ARGs distrubiudos globalmente nos
oceanos e detectou 560 genes de resisténcia a 26 classes de antibidticos. Tais dados sugerem que ainda pouco
sabemos sobre a prevaléncia e 0s mecanismos naturais de evolugdo dos ARGs em microrganismos ambientais

(Cuadrat et al., 2020).
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Sobre os grupos taxondmicos identificados em nossas bibliotecas do gene 16S rRNA, vale ressaltar que
as actinobactérias desempenham um papel ecoldgico importante e desempenham papéis nos ciclos
biogeoquimicos, tanto em ambientes benténicos quanto em habitats oceanicos. Além disso, esse grupo possui
importancia biotecnoldgica devido a sua capacidade de produzir metabdlitos secundarios de importancia
farmacéutica (Kamala et al. 2020). Em particular, os géneros Streptomyces e Nocardioides, que apresentaram
abundancia representativa em todas as nossas amostras analisadas, independente do regime de chuvas. O género
Streptomyces € responsavel por sintetizar mais da metade dos antibidticos atualmente comercializados,
incluindo policetideos tipo 1, 11 e I1l, terpenos e alcaldides (Nepal e Wang 2018). O género Nocardioides,
amplamente distribuido em varios habitats, estd associada a producdo de compostos de biorremediacao
domésticos, residuos industriais e farmacéuticos (Zhang et al. 2014; Chen et al. 2019; Wang et al. 2020).

Em nosso estudo in silico sobre a abundancia dos genes funcionais relacionados ao grupo das
actinobactérias, constatamos vinte e seis genes aos envolvidos em duas principais vias dentro do género
Streptomyces: 1) metabolismo de terpenoides e policetideos e 2) biossintese de outros metabolitos secundarios.
N&o nos surpreende que em nossos achados as vias biossinteticas tenham maior correspondéncia com o género
Streptomyces, Vvisto que esse € o grupo de actinobactérias responsavel por mais da metade dos antibidticos
usados atualmente, incluindo policetideos tipo I, 11 e 111, terpenos e alcaloides (Nepal & Wang 2018).

No entanto, embora ja esteja bem estabelecido nas ultimas quatro décadas a notavel capacidade de
produzir compostos bioativos dos estreptomicetos, esse grupo continua a ser uma importante fonte de nova
moléculas, sobretudo, no ambiente marinho. Em 2018, por exemplo, dos 240 novos produtos naturais de origem

marinha, 167 novos metabdlitos sdo atribuidos ao género Streptomyces (Carroll et al., 2020).

Em nossa triagem computacional, a via de metabolismo de terpenoides e policetideos que encontramos
pode sugerir a biossintese de importantes produtos naturais. Dentre eles, os grupos de PN que contém
compostos halogénicos em sua estrutura quimica. Derivados de fenazinas terpenoides, por exemplo, sdo
relatados com acdo anti-inflamatdria, antitumoral e antifingica a partir da fermentacdo de cepas marinhas de

Streptomyces sp (Kasanah & Triyanto 2019). Essa via metabdlica também pode ser responsavel pela sintese
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de produtos naturais hibridos de policetideo-terpenoides. Ao identificarem BBCs cripticas, atraves de analises
bioinformaticas, pesquisadores otimizaram as condi¢cdes de crescimento Streptomyces sp. isoladas de
sedimento marinho e obtiveram meroterpenoides com novas moléculas antimicrobiana e citotoxica (Shen et

al., 2020).

A via metabdlica de terpenos e policetideos pode, também, estar associada a produgdo de compostos
carotenides. O sequenciamento do DNA de cepas de Streptomyces sp., por exemplo, indicou a presenca de 31
grupamentos genéticos cripticos, que ndo sdo expressos em condi¢cdes convencionais de cultivo. Dentre os
produtos naturais sintetizados pelas regides cripticas estdo os carotenoides (Becerril et al., 2018). Essas
substancias quimicas sdo pigmentos terpenoides comumente relacionados a organismos fotossintéticos e
possuem aplicagfes como corantes alimentares, suplementos alimentares e farmacéuticos. Contudo a presenca
desses metabdlitos secundarios em BGCs cripticos em Streptomyces sp. isolado do ambiente marinho pode ser

um potencial recurso para a descoberta de novos produtos naturais bioativos (Ma et al., 2020).

Dentro da via metabdlica de terpenoides e policetideos, também encontramos nove correspondéncias
com a via de degradacdo de geraniol. Os micro-organismos que apresentam essa via metabdlica sdo capazes de
degradar compostos organicos complexos produzidos por espécies vegetais, servindo como fonte de carbono e
energia para alguns grupos de bactérias e fungos. O progresso no entendimento do funcionamento das enzimas
envolvidas nesse tipo de via pode auxiliar a descoberta de novas moléculas com potencial acdo na area de

biorremediacéo (Zhu et al, 2020).

Na via referente a biossintese de outros metabdlitos secundarios, verificamos a presenca de 4 genes
correspondentes a biossintese de estreptomicina. Esse foi o primeiro antibi6tico usado para combater com
sucesso a tuberculose, descoberto em 1943 (Milton Wainwright, 1991). A estreptomicina € um antibiotico da
classe dos aminoglicosideo, possui amplo espectro de acdo e atuam atraves da inibicdo de sintese proteica
bactérias gram-positivas e gram-negativas (Krause et al., 2016). Apesar do impacto positivo na producdo

industrial a época, na década de 60, as principais classes de antibioticos utilizadas atualmente ja haviam sido
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descobertas, o que resultava no isolamento de compostos bioativos repetidos e o uso de aminoglicosideo

diminuiu como surgimento de outras classes de amplo espectro.

Outra via que merece destaque é a da biossintese de fenilpropanoides. Assim como o0s terpenoides, 0s
fenilpropanoides e flavonoides sdo metabdlitos secundarios mais relacionado aos vegetais. Esses compostos
naturais sao explorados para a descoberta e desenvolvimento de medicamentos, pois, possuem ampla atividade
farmacologica e baixa toxicidade. Sendo assim, investir esfor¢os na obtencdo dos metabdlitos fenilpropanoide
e flavondide a partir de procariotos pode apresentar vantagens uma vez que os compostos derivados de plantas
tém a sua disponibilidade limitada devido as variagdes sazonais e regionais e a dificuldade inerente ao
isolamento (Wang et al., 2020). Espécies de estreptomicetos isoladas do sedimento marinho podem ser a
alternativa para producéo desse grupo de metabolitos. As enzimas fenilalanina amonia-liase (PAL) e chalcona
sintase (CHS), presentes nas vias metabdlicas para produtos derivados do &cido benzoico e da policetideo
sintase tipo Il (PKS), respectivamente, sdo 0s principais catalisadores biossintéticos em montagem
fenilpropandide e flavondide (Moore et al., 2020). Em fracGes purificadas do extrato produzido por
Streptomyces coelicolor, isolado de esponja marinha, os derivados de &cido 3-fenilpropandico clorados
apresentaram promissores resultados com agédo bioativa contra S. aureus, E. coli e C. albicans (Shaala et al.,
2020).

Em nossos resultados, encontramos seis genes correspondentes a via para biossintese de estilbendide,
diarilheptanoide e gingerol. Essa também é uma via biossintética mais frequente em vegetais, catalisada por
enzimas PKSIII e responsaveis pela sintese de polifenois aromaticos bioativos da classe estilbeno (Mattio et
al., 2020). Produzidos sobretudo por angiosperma e gimnosperma, o Resveratrol, policetideo produzido pela
estilbeno sintase, possui agdo bioativa como anti-inflamatorio, anticancer, antimicrobianos e antidiabéticos
(Lim et al, 2016). No ambiente marinho, microalgas foram descritas como candidatas promissoras de
homologos do revesratrol terrestre (De Luca & Lauritano, 2020). E, com poucos relatos da sintese de revesratrol

por bactérias, a analise do extrato produzido por uma cepa de estreptomicetos, isolada de terras umidas
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salgadas, indica a presenca relevante do estilbeno revesratrol com a propriedades antioxidantes e

antibacterianas exclusivas (Riahi et al., 2019).

Outra classe bacteriana com abundancia significativa em nossa biblioteca metagenémica do gene 16S
rRNA, foi Planctomycetia. Géneros, como Blastopirellula e Termostilas s&éo decompositores, desempenhando
um papel importante no ciclo do carbono e do nitrogénio. No entanto, esta classe taxondmica também tem sido
associada a producdo de terpendides, compostos carotendides e policetideos (Schubert et al. 2020). Entre as
bactérias do filo Proteobacteria, representantes da classe Deltaproteobacteria, como o género Myxococcus,
possuem espécies que produzem metabolitos secundarios com acdo antibiética (Gonzalez-Mufioz et al. 2010;
Wei et al. 2015; Jurkevitch et al. 2020). A classe Gammaproteobacteria inclui os géneros Pseudomonas e
Psychrobacter. As bactérias desses grupos tém distribuicao onipresente no ambiente marinho e sdo dominantes
na superficie do sedimento marinho (0-2 cm), apresentando pouco exigéncia metabdlicas, facilitando o cultivo
em laboratério (Bowman et al. 2005).

No ambiente marinho, o género Pseudomonas também pode ser um simbidtico de animais e plantas
(Harada et al. 2019). Pseudomonas spp. pode abrigar em seu genoma clusters biossintéticos associados a sintese
de produtos bioativos com antitumorais a¢do, como Pederin, e com acdes antibidticas, como mupirocina
(Timmermans et al. 2017; Lipko et al. 2012; Piel et al. 2004). Nos extratos produzidos a partir da fermentacao
de quatro cepas de Pseudomonas spp., cinco compostos quimicos foram identificados, cujas formulas
moleculares indicam que sdo constituintes ou participantes dos estagios de sintese de compostos da classe dos
policetideos previamente identificados em plantas, fungos e bactérias (Van den Berg 1991; Abe 2009; Nguyen
etal., 2018).

Acido orselinico, por exemplo, € um precursor bem conhecido de compostos policetideos (Shen 2003).
Os outros compostos foram 4-terc-Butilfenol, &cido triacético lactona, 5,7-Dihidroxi-2- etilcromona,
Filoguinona. Os butilfendis sdo comumente toxicos e associados a contaminacgéo industrial de aguas residuais
(Makhatova et al. 2019). Fontes naturais de butilfenois incluem pelo menos 16 espécies de bactérias (incluindo

cepas de Pseudomonas) e 11 espécies de fungos entre outros (Dharni et al. 2014; Zhao et al. 2019). Atividade
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antibacteriana do butilfenol analogos contra bactérias multirresistentes foram descritos (Aissaoui et al. 2019).
A lactona do &cido triacético € um subproduto bem conhecido das sintases de policetideo e reconhecido como
“molécula plataforma” devido ao seu potencial para sintese quimica de varios medicamentos e antimicrobianos
(Tang et al. 2013; Obydennov et al. 2019). Analogos de cromonas naturais foram encontrados em plantas e
fungos, e estdo associados a antioxidantes, antimicrobianos, atividades anticancer e anti-inflamatorias (Semwal
et al. 2020). Por fim, filoquinona (vitamina K1) analogos foram sugeridos para reduzir a viruléncia da doenca

enterohemorragica Escherichia coli (EHEC) (Kijewski et al. 2020).
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Conclusao

Através das nossas analises metagendmicas sobre a taxonomia e abundancia de bactérias do ecossistema
marinho, concluimos que o sedimento marinho da praia de Lucena pode abrigar Actinobactérias do género
Streptomyces com genes biossintéticos envolvidos na producdo antimicrobianos. Verificamos, também, que
nesse ambiente, representantes cultivaveis do filo Proteobacteria, como as pseudomonas marinhas, podem
representam uma fonte promissora de policetideos de interesse farmacéutico. Além do potencial biotecnoldgico
atribuidos as cepas marinhas, nossos resultados sobre a presenca de AGRs sugerem que mais estudos devem
ser realizados para uma melhor compreensdo dos mecanismos naturais e evolutivos das bactérias quanto a

presenca de genes de resisténcia a antibioticos.
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Marine bacteria may represent an important source of bioactive compounds and
antimicrobials. The objective of this work was to prospect microorganisms from the
marine sediment using the 16S rRNA gene as a phylogenetic marker, and to cultivate
polyketide-producing bacterial strains. Expeditions were conducted at Praia de
Lucena, located in the metropolitan region of Jodo Pessoa, State of Paraiba, Brazil. A
Van Veen dredge was used for collection of samples of marine sediment (n = 21) at
depth of 10 meters from December/ 2016 to September/ 2017. Extraction of
metagenomic DNA was carried out with 0.25 grams of each sample. The SC-Act-235-
aS-20 and SCAct-878-aA-19 primers were used to amplify the regions between V3 to
V5 of the 16S rRNA gene by PCR. After construction of the 16S rRNA library, the data
analysis after sequencing was performed using One Codex platform. One sample of
marine sediment was selected for bacterial culture in laboratory. Gas chromatography-
mass spectrometry was used for identification of compounds of polyketide class. The
results showed greater abundance of the phyla Actinobacteria, Planctomycetes and
Proteobacteria in the samples, including genera of bacteria associated with production

of bioactives, such as: Nocardioides, Streptomyces, Blastopirellula and, Myxococcus
. Four polyketide-producing Pseudomonas spp. were identified. The mass spectra

obtained from fermented extracts leaded to identification of a polyketide metabolic

Powered by Editorial Manager® and ProduXion Manager® from Aries Systems Corporation

precursor: Orselinic acid; and four chemical compounds of the polyketide class: 4-
tertButylphenol, Triacetic acid lactone, 5,7-Dihydroxy-2-ethylchromone, Phylloquinone.
We conclude that marine Pseudomonas strains represent a rich source of

polyketides of pharmaceutical interest.
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Dear Editor,

In this study, we investigate microorganisms from marine sediment at Northeast Brazilian Coast
using the 16S rRNA gene as a phylogenetic marker, and cultivate Pseudomonas spp. strains for
identification of chemical compounds of the polyketide class. The results showed greater
abundance of the phyla Actinobacteria, Planctomycetes and Proteobacteria in the samples,
including genera of bacteria associated with production of bioactives, such as: Nocardioides,
Streptomyces, Blastopirellula and, Myxococcus. Four Pseudomonas isolates were cultured in
laboratory. The mass spectra obtained from extracts leaded to identification of a precursor
chemical compound of the polyketide metabolic pathway: Orselinic acid; and four chemical
compounds of the polyketide class:

4-tert-Butylphenol, Triacetic acid lactone, 5,7-Dihydroxy-2-ethylchromone, Phylloquinone. The
data is discussed in light of previous studies. We declare that all authors are aware of this
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Abstract
Marine bacteria may represent an important source of bioactive compounds and
antimicrobials. The objective of this work was to prospect microorganisms from the
marine sediment using the 16S rRNA gene as a phylogenetic marker, and to cultivate
polyketide-producing bacterial strains. Expeditions were conducted at Praia de Lucena,
located in the metropolitan region of Jodo Pessoa, State of Paraiba, Brazil. A Van Veen
dredge was used for collection of samples of marine sediment (n = 21) at depth of 10
meters from December/ 2016 to September/ 2017. Extraction of metagenomic DNA was
carried out with 0.25 grams of each sample. The SC-Act-235-aS-20 and S-CAct-878-
aA19 primers were used to amplify the regions between V3 to V5 of the 16S rRNA gene
by PCR. After construction of the 16S rRNA library, the data analysis after sequencing
was performed using One Codex platform. One sample of marine sediment was selected
for bacterial culture in laboratory. Gas chromatography-mass spectrometry was used for
identification of compounds of polyketide class. The results showed greater abundance
of the phyla Actinobacteria, Planctomycetes and Proteobacteria in the samples, including
genera of bacteria associated with production of bioactives, such as: Nocardioides,
Streptomyces, Blastopirellula and, Myxococcus. Four polyketide-producing
Pseudomonas spp. were identified. The mass spectra obtained from fermented extracts
leaded to identification of a polyketide metabolic precursor: Orselinic acid; and four
chemical compounds of the polyketide class: 4-tert-Butylphenol, Triacetic acid lactone,
5,7-Dihydroxy-2-ethylchromone, Phylloguinone. We conclude that marine Pseudomonas

strains represent a rich source of polyketides of pharmaceutical interest.

Keywords: polyketide, Pseudomonas, 16S rRNA, antibiotic-resistance.
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1. Introduction

For more than half a century, laboratory cultivation of microorganisms from the
terrestrial soil have been a basis for discovery and development of novel drugs. However,
70% of the Earth's surface is occupied by oceans and therefore it is clear that there is still
much to be explored regarding the ecological, chemical and biotechnological potential in
the marine ecosystem (Romano et al 2017). For example, it was estimated that only 1%
of microorganisms in the marine environment can be easily cultivable in laboratories
(Amoutzias et al. 2016). The main challenges in the study of the marine ecosystem are
related to the reproducibility of its dynamic nature (climate, salinity and currents of water
bodies). Nevertheless, in 2016, 179 bioactive compounds produced marine bacteria were
identified (Blunt et al. 2018). In addition to these efforts, metagenomics and massive
sequencing technologies were shown capable of accessing biochemical pathways and
genes with biotechnological potential in little explored environments such as the oceans
(Blunt et al. 2018; Petersen et al. 2019).

Among compounds of interest to the pharmaceutical industry, those of the
polyketide class represent an important structural basis for metabolites with
biotechnological potential. For example, the antibiotic Erythromycin, the antifungal
Amphotericin B and the antiparasitic Avermectin are examples of the known use of this
class of metabolites (Kornfuehrer and Eustaquio 2019). Compounds of the polyketide
class have multiple B-hydroxy ketone or B-hydroxyaldehyde functions and can be
synthesized by plants, fungi and bacteria. The polyketide metabolites synthesized by
microorganisms, have high structural diversity and have an irregular distribution among
the producing species. The biosynthesis of polyketides is similar to that of fatty acids in
terms of the precursors involved in the reaction and the chemical components used in the
extension of the carbon skeleton. The chemical structure of this compound is the result of
an assembly line oriented by enzymes called Polyketetide Synthase (PKS) (Hopwood
2004; Hertweck 2009).

The goal of this study was to screening microorganisms from the marine sediment,
using the 16S rRNA gene as a phylogenetic marker, and to cultivate strains that produce

compounds of the polyketide class.
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2. Material and Methods

2.1 Collection of marine sediments

Expeditions were conducted at Praia de Lucena, located in the metropolitan region of
Jodo Pessoa, State of Paraiba, Brazil (Table 1, Supplementary). A Van Veen dredge was
used for collection of samples of marine sediment (n = 21) at depth of 10 meters from
December/2017 to September/2018. Information on temperature, salinity and pH of the
interstitial water were collected with multiparameter analyzer (Hanna-Y). The samples
were stored in sterile containers at 4 °C and processed in the Laboratory of Microbiology
and Immunology (LAMIM-UFRPE) of the Federal Rural University of Pernambuco.

2.2 Extraction of metagenomic DNA

All samples were centrifuged (5000 g/ 10 min) to remove the interstitial water. Extraction
of metagenomic DNA carried out with 0.25 grams of each sample, according to the
manufactures instructions (Kit Power Soil TM DNA Isolation, MoBio, Carlsbad, CA,
USA). The concentration and purity of the metagenomic DNA were determined with a
Nanodrop ND-1000 spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, Minnesota, USA).
DNA integrity was confirmed by electrophoresis on 1% agarose gel, developed with
SybrSafe DNA solution (Invitrogen, USA), and visualized in a photodocumentation

system with UV light. Metagenomic DNA was stored at -20 °C until use.

2.3 Amplification of the 16S rRNA gene from metagenomic DNA

Metagenomic DNA of samples collected in the same month were pooled. The primers
SC-Act-235-aS-20 and S-CAct-878-aA-19 were used to amplify the regions between V3
to V5 of the 16S rRNA gene by PCR (Stach 2003). All oligonucleotides used in this study
with their sequences and references are listed in Table 1. The following parameters were
used for each 25 pL reaction: 30 ng/uL of the metagenomic DNA, 5 pL of the Go Taq
G2 buffer (5x), 0.5 pL of dNTP's (10 mM), 2.5 pL of each primer (5.0 uM), 0.2 pL of
the enzyme Go Taq G2 Hot Start 5x (Promega, Madison , WI, USA) and 7.3 pL of
ultrapure water. The reaction steps were: initial denaturation at 95 °C for 5 min, 30 cycles

with denaturation at 95 °C for 45 sec, annealing at 60 °C for 45 sec and extension at 72
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°C for 1 min, and a final extension at 72 °C for 10 min. The PCR was performed with
Mastercycler Gradient Thermal Cycler (Eppendorf, Hamburg, Germany). An
electrophoresis was performed on 1% agarose gel developed with SybrSafe DNA solution
(Invitrogen, USA). The generated amplicon was visualized in a photodocumentation
system with UV light. PCR products were stored at -20 ° C.

2.4 Construction of the 16S rRNA library

The libraries were assembled in two stages, according to the specifications described by
the custom protocol of the NexteraXT kit (Illumina, San Diego, CA). Firstly, the primers
515F-XT and 806RTX were used for amplification of the V4 region of the 16S rRNA
gene by PCR (Caporaso et al, 2012) (Table 1). The following parameters were used for
each 25 pL reaction: 30 ng/ uL of the metagenomic DNA, 6 pL of the Go Taq G2 buffer
(5x), 3.6 pL of MgClI2 (25 mM), 0.6 puL of dNTP's (10 mM), 0.75 pL of each primer (5.0
M), 0.2 uL of the enzyme Go Taq G2 Hot Start 5x (Promega, Madison, WI, USA) and
17.1 uL of water ultrapure. The reaction steps were: initial denaturation at 95°C for 3 min,
35 cycles with denaturation at 98 °C for 30 sec, annealing at 55°C for 30 sec and extension
at 72 °C for 45 sec, and a final extension at 72 °C for 5 min. PCR was performed in an
Mastercycler Gradient Thermal Cycler (Eppendorf, Hamburg, Germany). An
electrophoresis was performed in a 2% agarose gel developed with SybrSafe DNA
solution (Invitrogen, USA). The amplicons were visualized in a photo-documentation
system with UV light. Secondly, the amplicons were purified by the AMPure XP beads
kit, according to the manufacturer's instructions (Beckman Coulter). The following
parameters were used for construction of the library: 5 pL of the purified PCR product, 5
pL of the Nextera XT index primer N7xx, 5 uL of the Nextera XT index primer S5xx, 25
pL of the 2x KAPA HiFi HotStart Ready and 10 pL of ultrapure water. The reaction steps
were: initial denaturation at 95 °C for 3 min, 8 cycles with denaturation at 95 °C for 30
sec, annealing at 55v°C for 30 sec and extension at 72°C for 30 sec, and a final extension
at 72°C for 5 min. Finally, the concentration of the amplicon libraries was estimated
through fluorescence spectroscopy, using the dSDNA BR Assay kit (Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA) in QubitTM (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). The libraries were normalized
and used for metagenomic sequencing at the Genomic Center of the Federal University

of Ceara at Nucleus for Research and Development of Medicines — NPDM, with MiSEq
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System (Illumina, San Diego, CA) using the MiSeq Reagent Kit V2 (300 cycles),

according to the manufacturer's specifications (Illumina, San Diego, CA).

2.5 Metagenomic analysis

The analysis of the data generated after sequencing was performed using a One Codex
platform, as described by Minot and Geenfield (2015). Taxonomic groups were grouped
using the taxonomic classification algorithm (k-mer = 31) according to their abundance
in each of the sequenced samples. Comparisons of microbial abundance and diversity
were conducted between samples collected during dry season (December/2016, January
and February/2017) and rainfall period (April, May and June/2017) of the year.
Precipitation data were obtained from the Water Management Executive Agency (AESA)
(Table 2, Supplementary).

2.6 Screening of antimicrobial-producing culturable bacteria from marine sediment

2.6.1 Isolation of bacteria from marine sediment

Samples of marine sediment collected in September/2017 (dry season) were weighed (25
g) and mixed to 225 mL of artificial seawater (15.15 g NaCl; 2.18 g MgCl..6H20; 2.85 ¢
MgSQO4.7H20; 0.65 g CaCl»; 0.116 g NaHCOs3; 0.414 g KCI; 1L distilled H2O). After 30
minutes, serial dilutions were prepared and aliquots of each dilution were added by
spread-plate on starch nitrate agar (20 g soluble starch; 1g KNOs; 0.5g KoHPO4; 0.5 g
MgSO4.7H20; 0.5 g NaCl; 15 g agar; 1 L distilled H2O). The plates were incubated at 28
°C for up to 7 days. After incubation, colonies with different morphological profiles were

selected to perform DNA extraction and molecular identification through sequencing.

2.6.2 Identification of the bacterial strains at species level

The identification of bacterial isolates was carried out by sequencing the conserved
regions of the bacterial rRNA 16S gene. The isolates were grown overnight on Brain heart
infusion agar (BHI) at room temperature. Five colonies were pick and dissolved in 500
pl ultrapure water in plastic sterile microtubes. The microtubes were let in dry bath at
100 °C for 11 minutes, and then to an ice bath for 4 minutes. The samples were
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centrifuged at 14000 rpm for 2 minutes and the supernatant containing the DNA was
transferred to a new microtube. The confirmation of the extraction was carried out by
electrophoresis on a 1% agarose gel developed with the SybrSafe DNA solution
(Invitrogen, USA). The quantification and purity of the DNA obtained were measured by
the absorbance of 260nm (A260) by a spectrophotometer - Nanodrop ND-1000 (Thermo
Fisher Scientific, Minnesota, USA). The amplification of the 16S rRNA gene was
performed using the universal primers 27F and 1525R (Lane 1991) (Table 1). PCR
reactions were performed with the following parameters: 30 ng of metagenomic DNA,
12.5 pL of the MyTaqg RedMix Kit (Bioline, Meridian Bioscience, USA), 2.5 uL of each
primer, each at 10 uM and 4 , 5 pL of ultrapure water. The reaction steps were: initial
denaturation at 95 °C for 5 minutes, 30 cycles with denaturation at 95 °C for 45 sec,
annealing at 55 °C for 45 sec and extension at 72 °C for 1 min, and a final extension at
72 °C for 10 min. PCR was performed in the Mastercycler Gradient Thermal Cycler
(Eppendorf, Hamburg, Germany). Electrophoresis was performed in 1% agarose gel
developed with SybrSafe DNA solution (Invitrogen, USA). After amplification of the 16S
rRNA gene, the PCR products were submitted for sequencing at the company

Macrogen (http: //www.macrogen).

2.7 Fermentation and extraction of extracellular metabolites

The fermentation process was adapted from the methodology of Penesyan et al. (2011).
Five colonies were mixed to sterile phosphate saline (optical density = 1.0; 600 nm) and
then added to 50 mL of sea broth: Peptone 5g, Yeast Extract 19, CeHsFeO7 0.1g, NaCl
19.45 g ; MgCl2 5.9 g; MgS043.24 g; CaCl, 1.8 g; KCI 0.55 g; 2 NaHCO3 0.16 g; 1 L
distilled H>O) and incubated overnight at 28 °C. Then, the pre-inoculum was added to
500 mL of sea broth and incubated at 28 °C for 10 days. After this period, the samples
were centrifuged at 5000 rpm for 10 min at 10 °C. The supernatant (500 mL) was washed
three times with ethyl acetate solvent (150, 100 and 50 mL) with a separating funnel.
Then, the extract was concentrated on a rotary evaporator and its chemical profile
evaluated by HLPC in the Organic and Agricultural Chemistry Laboratory of the Federal

Rural University of Pernambuco.

2.7.1 GC-MS Analysis
Gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS) (220-MS IT GC, Varian, Walnut
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Creek, CA, USA) was performed in a system with selective mass detector, a fused silica
DB-5 non-polar capillary column (30 mx 0.25 mm x 0.25 um) (J & W Scientific).
Temperature was set from 60 to 240 °C at a rate of 3 °C min™. The injector and detector
temperatures were 260 °C. The mass spectrometer was programmed in EIl 70 eV with a
scanning interval of 0.5 s and fragments from 40 to 550 Da, equipped with the same
column and temperature program of the experiments GC-FID. The following parameters
were used: carrier gas = helium; flow rate = 1 mL min; split mode (1:30); injected
volume = 1 pL of diluted solution (1/100) of oil in n-hexane. The amount of each
compound was calculated from the peak areas of GC-MS following the order of elution
of the DB-5 column, and expressed as a relative percentage of the total area of the
chromatograms. Compound identification was based on GC-MS retention indexes and
computer comparison with the GC-MS data system's mass spectral library (NIST 14) and
published mass spectra (Adams 2007).

3. Results

Our data showed a stability in several physicochemical parameters in the
interstitial water, regardless of the rainfall regimen in the marine sediment collection area.

For instance, the temperature ranged from 28°C to 30 °C in the dry season and
27°C and 29 °C in the rainfall season. The pH varied between 7.4 and 8.5 in the dry season
and between 7.6 and 8.5 in the rainy period. In addition, salinity varied between 41.3 and
42,5 ppt during dry season and 37.3 and 41.2 ppt in the rainfall season. All
physicochemical parameters are listed in Table 2.

Metagenomic analysis revealed the following bacterial phyla in marine sediment
samples: Verrucomicrobia, Firmicutes, Actinobacteria, Planctomycetes and

Proteobacteria. The most abundant phyla were Actinobacteria, Planctomycetes
and Proteobacteria in both the dry and rainfall seasons (Fig. 1). The distribution of the
eleven classes identified did not varied with the rainfall regimens. The most abundant
classes were Actinobacteria, Planctomycetia, Deltaproteobacteria (Fig. 1). Twenty-four
bacterial genera were identified, among them: Illumatobacter, Nocardioides,
Streptomyces, blastopirellula, Pirellula, Thermostilla, Myxococcus, Pseudomonas,
Racemicystis, Sandaracinus. Table 3 shows the most prevalent taxonomic groups among

all marine sediment samples.
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Fig. 2 shows bacterial genera identified in marine sediment samples used for
culture of polyketide-producing strains. Although taxonomic diversity were similar to
those of other sediment samples, only nine isolates belonging to phylum Proteobacteria
(Class Gammaproteobacteria) were obtained after culture in laboratory. After sequencing
of the 16S rRNA gene and comparison of sequences with the database of the National
Center for Biotechnology Information (NCBI), we confirmed that seven isolates belonged
to the genus Pseudomonas and two isolates to the genus Psychrobacter (Table 4).

However, only isolates 3 and 9 were identified at species level: Pseudomonas
putida and Psychrobacter piscatorii. Four of the isolates belonging to the genus
Pseudomonas spp. (1, 2, 6 and 8) were analyzed for their potential to synthesize
compounds of the polyketide class, after fermentation and extraction of extracellular
secondary metabolites. The mass spectra obtained, whose peaks of the chromatograms
are shown in Fig. 3, demonstrated the identification of a precursor chemical compound
of the polyketide metabolic pathway:

Orselinic acid; and four chemical compounds of the polyketide class: 4-tert-
Butylphenol, Triacetic acid lactone, 5,7-Dihydroxy-2-ethylchromone, Phylloquinone
(Table 5).

4. Discussion

The metagenomic analysis did not show differences in the abundance of the phyla
Actinobacteria, Planctomycetes and Proteobacteria among samples collected in the rainy
or dry period. However, in the rainy months, when the average rainfall observed on the
northern coast of the State of Paraiba was 174.9 £ 7.6 mm, there was a greater abundance
of the phylum Proteobacteria in relation to the other phyla. The bacteria in this group are
associated with the intestinal microbiota in terrestrial biomes, so that their greater
abundance may reflect the anthropogenic action and environmental pollution in the region
(Chen et al. 2019).

Among the taxonomic groups identified, it is worth mentioning that marine
actinobacteria play an important ecological role and play roles in biogeochemical cycles,
both in benthic environments and in ocean habitats. In addition, they have
biotechnological importance due to their ability to produce secondary metabolites of

pharmaceutical importance (Kamala et al. 2020). In particular, the genera Streptomyces
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and Nocardioides showed representative abundance in all samples analyzed, regardless
of the rainfall regime. The genus Streptomyces is responsible for more than half of the
antibiotics currently commercialized, including polyketides type I, Il and 111, terpenes and
alkaloids (Nepal and Wang 2018). The genus Nocardioides, widely distributed in several
habitats, is associated with the production of bioremediation compounds from domestic,
industrial and pharmaceutical waste (Zhang et al. 2014; Chen et al. 2019; Wang et al.
2020).

Marine bacteria of the Planctomycetia class, such as Blastopirellula and

Thermostilla are decomposers, playing an important role in carbon and nitrogen
cycling. However, this taxonomic class has also been associated with the production of
terpenoid, carotenoid and polyketide compounds (Schubert et al. 2020). Among the
bacteria of the phylum Proteobacteria, representatives of the Deltaproteobacteria class,
such as the genus

Myxococcus, have species that produce secondary metabolites with antibiotic
actions

(Gonzéalez-Mufioz et al. 2010; Wei et al. 2015; Jurkevitch et al. 2020). The

Gammaproteobacteria class includes the genera Pseudomonas and Psychrobacter.
Bacteria from these groups have ubiquitous distribution in the marine environment and
are dominant on the surface of the marine sediment (0-2 cm), presenting undemanding
metabolic characteristics that facilitate laboratory cultivation (Bowman et al. 2005).

In the marine environment, the genus Pseudomonas can also be a symbiotic of
animals and plants (Harada et al. 2019). Pseudomonas spp. may harbor in their genome
biosynthetic clusters associated with the synthesis of bioactive products with antitumor
action, such as Pederin, and with antibiotic actions, such as mupirocin (Timmermans et
al. 2017; Lipko et al. 2012; Piel et al. 2004). In the extracts produced from the
fermentation of four strains of Pseudomonas spp., five chemical compounds were
identified, whose molecular formulas indicate they are constituents or participants in the
synthesis stages of compounds of the class of polyketides previously identified in plants,
fungi and bacteria (Van den Berg 1991; Abe 2009; Nguyen et al., 2018). Orselinic acid,
for example, is a well-known precursor to polyketide compounds (Shen 2003). The other
compounds were 4-tert-Butylphenol, Triacetic acid lactone, 5,7-Dihydroxy-

2ethylchromone, Phylloquinone.
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Butylphenols are commonly toxic and associated to industrial contamination of
wastewaters (Makhatova et al. 2019). Natural sources of butylphenols include at least 16
species of bacteria ((including Pseudomonas strains) and 11 species of fungi among
others (Dharni et al. 2014; Zhao et al. 2019). Antibacterial activity of butylphenol
analogues against multidrug resistant bacteria have been described (Aissaoui et al. 2019).
Triacetic acid lactone is a well known byproduct of polyketide synthases and recognized
as “platform molecule” due to its potential for chemical synthesis of several drugs and
antimicrobials (Tang et al. 2013; Obydennov et al. 2019). Natural chromones analogues

have been found in plants and fungi, and are anti-oxidant,
associated to antimicrobial,

anticancer and anti-inflammatory activities (Semwal et al. 2020). Finally,
phylloguinone

(vitamin Ky) analogues were suggested to reduce virulence of Enterohemorrhagic
Escherichia coli (EHEC) (Kijewski et al. 2020).

Taken the data together, we conclude that massive sequencing of metagenomic
DNA was a useful tool for taxonomic identification of bacteria in marine sediment,
driving the investigation of polyketide-producing Pseudomonas strains of pharmaceutical

interest.
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Fig. 1. Abundance and diversity of bacterial groups in marine sediment

samples.
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Table 1. Oligonucleotides used in the study.

S-C-Act-235-a-5-20 5’- CGCGGCCTATCAGCTTGTTG - 3’ Stach, 2003

S-CAct-878-a-A-19 5°- CCGTACTCCCCAGGCGGGG - 3’ Stach, 2003

515F-XT 5- GCCAGCMGCCGCGGTAA - 3’ Caporaso et al.,
2012

Regido especifica ao
index

5- TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGT — 3’

806R-TX

5’- GGACTACHVGGGTWTCTAAT - 3’

Caporaso et al.,

Regido especifica ao GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAG 2012
index

27F 5- AGAGTTTGATCMTGGCTCAG - 3’ Lane, 1991
1525R 5- AAGGAGGTGWTCCARCC - 3’ Lane, 1991

Symbols for degenerated primers according to IUPAC: M=A; C,H=A,C;T,V=A,C, G, W

=AorT.
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Table 2. Physicochemical parameters in the interstitial water in the marine
sediment collection area.

Date Time Temperature pH oD oD Conductivity TDS Salinity
h/min mg/L uS/cm ppt
°C % ppt
Dec - 2016 09:47 28.68 7.45 51.2 2.96 56220 29.22 41.32
Jan-2017 11:37 30.57 7.86 55.5 3.32 63300 31.65 42.52
Feb - 2017 06:13 28.15 8.51 39.5 2.45 62010 31.01 41.64
Apr-2017 07:54 29.11 8.53 37.9 2.33 61610 30.8 41.29
May - 2017 06:43 28.61 7.62 42.7 3.16 59890 30.9 39.9
Jun -2017 10:31 27.41 8.59 48.2 3.12 56300 28.15 37.34

Footnote: OD% - Percentage of oxygen saturation; OD (mg/L) -
Dissolved oxygen; ppt - part per thousand.



Table 3. Prevalent taxonomic bacterial groups identified through 16S

rRNA gene analyses in marine sediments.

Phylum Class G enus
llumatobacter
Actinobacteria Actinobacteria Nocardioides
Streptomyces
Blastopirellula
Planctomicetos Planctomycetia Pirellula

Thermostilla

Delta proteobacteria

Myxococcus

Racemicystis

Sandaracinus

Proteobacteria

Gammaproteobacteria

Pseudomonas




Table 4. Bacterial identification at genus level based on 16S rRNA gene
sequence analysis.

Isolate  Quality Base Genus Identity Coverage Access
pairs number
(%) (%) (%)
1 96.80 1419 Pseudomonas ssp. 99.86 100 MH703512.1
2 89.10 1280 Pseudomonas ssp. 98.28 100 MK414950.1
3 97.30 1349 99.93 100 MK537387.1
Pseudomonas putida
4 85.30 558 Psychrobacter ssp. 99.28 100 MK398101.1
5 75.20 827 Pseudomonas ssp. 98.89 97 MK332581.1
6 95.50 933 Pseudomonas ssp. 99.89 100 MK590418.1
7 93.30 1337 Pseudomonas ssp. 99.85 100 MG757952.1
8 76.40 699 Pseudomonas ssp. 99.14 100 KX817891.1
9 95.30 1474 Psychrobacter 99.86 100 AB688097.1

piscatorii




Tempo de

Retencio Compostos Formula Amostra | Amostra | Amostra | Amostra
P molecular 1(%) 2 6 8
0-_OH

HO
32.015 CsHsO4 1.39 1.00 3.91 0.67
OH
Orselinic acid
34.995 C10H140 8.78 8.16 7.99 8.12
4-tert-Butylphenol
o] O
35.609
N CeHs03 12.39 11.89 13.24 13.90
Triacetic acid lactone OH
HO O
36.709 C10Hs0O 13.15 14.68 14.14 13.27
5,7-Dihydroxy OH 0
2-ethylchromone
40.532 C31H4602 2.35 3.33 4.54 4.00

Phylloguinone

Table 5. Chemical constituents identified in metabolic extracts from
Pseudomonas spp.




Table 1, Supplementary

Location of collection of marine sediment at Lucena Beach, state of Paraiba,
Brazil.

Collection
point Date Latitude, Longitude
1 Dec/2016 6.896313S, 34.869187W
2 Dec/2016 6.893422S, 34.874026W
3 Dec/2016 6.89524S, 34.871993W
4 Jan/2017 6.893003S, 34.87183W
5 Jan/2017 6.889096S, 34.880201W
6 Jan/2017 6.891482S, 34.877787TW
7 Fev/2017 6.893369S, 34.874823W
8 Fev/2017 6.890146S, 34.873841W
9 Fev/2017 6.8903318S, 34.87693W
10 Apr/2017 6.896163S, 34.870148W
11 Apr/2017 6.892522S, 34.874221W
12 Apr/2017 6.89515S, 34.870564W
13 May/2017 6.8941618S, 34.873265W
14 May/2017 6.891068S, 34.87894W
15 May/2017 6.894064S, 34.871645W
16 Jun/2017 6.89198S, 34.877598W
17 Jun/2017 6.891089S, 34.876372W
18 Jun/2017 6.894376S, 34.870171W
19 Sep/2017 6.8995665S, 34.861317W
20 Sep/2017 6.869525S, 34.86147W

21 Sep/2017 6.899405S, 34.862048W




Table 2, Supplementary

Precipitation at North coast of State of Paraiba, Brazil, recorded during the study.

Month/  Average

Year (mm)

Dec - 2016 96

Jan - 2017 78.8

Fev - 2017 70.7

Apr-2017  183.5

May - 2017  172.5

Jun-2017  168.8
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Abstract

The impact on public health of emerging diseases and antimicrobial resistance requires
multidisciplinary actions for discovery of novel medicines. The aim of this study was
screening Actinobacteria from marine sediment for identification of metabolic pathways
for novel antimicrobials. Samples of marine sediment were collected at 10 m depth with
a Van Veen dredge offshore from Lucena Beach in Northeast Brazil. The metagenomic
DNA were pooled for construction of genomic libraries. Shotgun sequencing was carried
out through the MiSeq System. Alpha and beta diversity were determined using the q2-
diversity plugin in QIIME2 at a sampling depth of 6,060. Paired-end DNA sequencing
reads were assembled into metagenomes and compared with different database.
Proteobacteria was the most abundant phylum, with 75.6% of the reads , followed by
Firmicutes (13.24%) and Bacteroidetes (7.52%). The abundance of the phylum
Actinobacteria reached 2.6 % of the total reads. In silico analyses revealed genes involved
in two metabolism pathways in the genus Streptomyces: 1) terpenoids, polyketides and
carotenoids; and 2) other secondary metabolites, including stilbene. In addition, we found
179 antibiotic-resistant genes associated to 17 antibiotic classes from other bacteria in
marine sediment. We conclude that cultivation of marine Actinobacteria from the genus
Streptomyces can lead to production of novel broad-spectrum antimicrobials. However,
attention should be paid to marine bacteria that carry antibiotic resistance genes to

hospital-restricted drugs.

Keywords: microbiome, shotgun, actinomycetes, antibiotic, multi-resistance.



1. Introduction

Since Alexander Fleming's discovery of penicillin in 1929, attempts have been
made to cultivate microorganisms that biosynthesize secondary metabolites with
antibiotic action. In the 1970s, the main classes of antibiotics currently in use today have
already been discovered [1]. However, its indiscriminate use over the years has favored
the natural selection of antibiotic-resistant pathotypes that can cause ten million deaths
each year worldwide by 2050 [2]. Drug-resistant microorganisms continue to multiply in
the presence of antibiotics administered at therapeutic levels and may harbor different
antibiotic resistance genes (ARGs) [3]. Although it is in the hospital environment that
resistant microorganisms are normally identified, the natural environment (soil, rivers and
seas) and wild animals can represent an underestimated reservoir of strains with ARGs.

Among the five strategic objectives of the “global action plan on antimicrobial
resistance” of the World Health Organization is to increase investments in new medicines
[4]. In this sense, problems related to viral infectious outbreaks, cancer and antimicrobial
resistance require multidisciplinary actions to investigate biological resources still little
explored, such as the marine environment. For example, between 2014 and 2018, marine
bacteria from the phyla Actinobacteria, Proteobacteria, Firmicutes, Cyanobacteria, along
with fungi and dinoflagellates, were responsible for the greatest discovery of new
antimicrobials, such as peptides, siderophores, polyketides and terpenes [5]. In particular,
Actinobacteria are gram-positive chemoheterotrophic bacteria broadly known to produce
B-lactam antibiotics, tetracyclines, rifamycins, aminoglycosides, macrolides and
glycopeptides [6].

In the marine environment, Actinobacteria are widely distributed on the sea
surface, water column, sediment and in symbiosis with vertebrates and invertebrates [7].

They have ecological importance by improving physical and environmental parameters



through the decomposition and recycling of compounds, the mineralization of organic
matter, and nitrogen correction. In particular, the genus Streptomyces is among the most
efficient producers of secondary bioactive metabolites in response to competition for
nutrients in the environment [8]. Although marine microorganisms have been used as
models in studies of the biosynthetic mechanisms of bioactive compounds, there are
challenges related to the reproducibility of their conventional laboratory cultivation,
directly affecting expression of genes related to various biosynthetic pathways [9].
Genetic sequencing and the development of algorithms for in silico analysis enable a
study approach guided by the screening of taxonomic groups with prospective gene

clusters among marine microbial communities.

According to Hoshino et al. [10], the diversity and taxonomic abundance vary
according to the depth of the sediments, sulfate concentration, organic matter and the
presence or absence of dissolved oxygen. In view of the advances in metagenomic
technologies, massive sequencing and mining of biosynthetic genes, in this study we
investigated Actinobacteria in marine sediment as potential sources of gene clusters for

novel antimicrobials.

2. Materials and methods

2.1 Collection of marine sediment

Expeditions were carried out to Lucena Beach (state of Paraiba, Brazil) between
December 2016 and September 2017 (Sisgen: A54D967). Twenty-one samples were
collected at different offshore points at a depth of 10 meters using Van Veen dredge

(Figure 1, Table 1). Samples were stored in sterile refrigerated containers and sent to the



Laboratory of Microbiology and Immunology (Lamim) at Federal Rural University of

Pernambuco for processing.

2.2 Extraction of metagenomic DNA

The collected sediment was centrifuged to remove the marine water. Then, samples were
weighed (0.25 g) and used for total DNA extraction with use of a commercial kit
following the manufacturer's instructions (Power Soil TM DNA Isolation kit; MoBio,
Carlsbad, CA, USA). The concentration and purity of metagenomic DNA were
determined with a Nanodrop ND-1000 spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific,
Minnesota, USA). The integrity of the DNA was confirmed by electrophoresis in 1%
agarose gel, developed with SybrSafe DNA solution (Invitrogen, USA). The data were
recorded in a photo-documentation system with ultraviolet light. The genomic DNA was

stored in a freezer at -20 °C until use to build the metagenomic library.

2.3 Construction of the metagenomic library

Equimolar amounts of metagenomic DNA from different samples were pooled for
construction of genomic libraries. A custom protocol Nextera XT Sample Preparation Kit
(lllumina, San Diego, CA) was used. The metagenomic library was sequenced at the
Nucleus for Research and Development of Medicines (NPDM) at Federal University of
Ceara (UFC), through the new generation platform of the MiSeq System (Illumina, San
Diego, CA). The MiSeq Reagent Kit V2 (500 cycles) was used, according to the

manufacturer's instructions (lllumina, San Diego, CA).

2.4 Analysis of the sequences



The metagenomic sequences were submitted to quality checks using FastQC v0.10.1 and
BBDuk (version 37.95; https://jgi.doe.gov/data-and-tools/bbtools/bb-user-guide-
tools/bbduk-guide/). BBDuk was used to remove contaminants and sequence reads that
contained the adapter column or where quality dropped to zero. In addition, sequence
reads with four or more bases or those with an average quality score of less than 25 and
length < 100 bp were removed. ASVs were inferred using QIIME2 (2019.10 version).
Alpha diversity (Shannon’s diversity, observed ASVs, and Pielou’s evenness) and beta
diversity (Bray-Curtis distance) were determined using the g2-diversity plugin in QIIME2

at a sampling depth of 6,060.

2.5 Metagenome assembly and functional characterization

After low quality nucleotides were removed, paired-end DNA sequencing reads for each
sample were assembled into metagenomes using standard parameters and various k-mer
values with MEGAHIT (v 1.1.2). To explore the metabolic potential of the shotgun
sample, the data were compared with the SEED subsystems on the MG-RAST server
using a maximum “e” value of 1e-5, minimum identity of 60% and minimum alignments

of 15 aa for protein and 15 bp for DNA.

2.6 Detection of the metagenome antibiotic resistance (ARG) gene

A BLAST nucleotide database was created using homologous ARG FASTA protein
sequences found in the Comprehensive Antibiotic Resistance Database (CARD) v1.1.8
and MEGARES database with a cutoff value of 1.0 ° to ensure high alignment
confidence. When a sequence segment was aligned to several ARGs, the occurrence with

the lowest value, along with the longest alignment length, was considered the true match.



3. Results

The shotgun dataset contained 1,955,215 sequences and 338,795,202 base pairs,
with an average length of 173 bps (Figure 2). Of the tested sequences, 125,316 (6.41%)
did not pass through the QC pipeline, and dereplication identified 95,496 of these
sequences as artificial duplicate reads. Among those sequences that passed QC, 12,249
sequences (1%) contained ribosomal RNA genes, 1,131,597 sequences (64.50%)
predicted proteins with known functions, and 610,602 sequences (34.80%) predicted
proteins with unknown functions. The rarefaction curves were produced using the M5NR
database [11]. It represents species data from taxonomic categories of the shotgun
metagenome. The cutoff points used were: alignment length, 15 bp; e value, e-5; and
percentage identity, 60%.

After using MG-RAST, we found that Proteobacteria was the most abundant
phylum, with 75.6% of the reads, followed by Firmicutes (13.24%) and Bacteroidetes
(7.52%) from 1,955,215 sequences (Table 2). Kraken analyses showed 1,370,769
sequence reads and similar taxonomic abundance (Figure 3). For example, MG-RAST
identified 238 orders and Kraken 209 orders. However, regarding the phylum
Actinobacteria, there was critical difference in the taxonomic classification between the
two algorithms, since MG-RAST assigned 5939 reads and Kraken 18568 reads (Table 2).

The distribution of functional categories for KEGG [12], COG [13] and eggNOGs
[14] at the highest level supported by these functional hierarchies is shown in Figure 4.
The data show that most of the functions were related to metabolism. Contigs were used
to predict 83,843 proteins, of which only 71,688 (85.5%) had significant blastp
correspondence (E 10-5 value) against the NR RefSeq protein database. A total of 26,298

(31.4%) proteins were classified using Gene Ontology (GOs) by Blast2GO and Interpro.



In the phylum Actinobacteria, 5481 proteins had functions related to its functional

categories (Figure 5).

The results also revealed the presence of 26 genes involved in two metabolism
pathways in the genus Streptomyces (Figure 6): 1) terpenoids, polyketides and
carotenoids; and 2) other secondary metabolites, including stilbene. The search for
antibiotic-resistance genes revealed 7,902 readings in MEGARES database, and 8,562
sequences in CARD, with an average length of 100 bp and average identity percentage of
91%. The classes of antibiotics whose microorganisms in the samples have resistance

genes are shown in figure 7.

4. Discussion

Along its 15 km of beach, Lucena beach receives great influence from the Paraiba
River. This river is 380 km long and runs through dozens of municipalities in the state of
Paraiba, Northeast Brazil. In this study, Proteobacteria, Firmicutes and Bacteroidetes
were the most abundant phyla in the marine sediment. These microbial groups have
previously been associated with human intestinal microbiota in terrestrial biomes [15].
Therefore, although samples were collected at 10 m depth, the influence of anthropogenic
pollution cannot be discarded. The abundance of the phylum Actinobacteria reached 2.6
% of the total reads. In this taxonomic group, the majority of functional genes were related

to metabolism, with two biosynthetic pathways.

The pathway for production of terpenoids, polyketides and carotenoids is
associated with biosynthesis of halogenic compounds with antimicrobial properties in
Streptomyces strains [16]. For instance, terpenoid phenazines obtained from fermentation

with marine strains of Streptomyces ssp. were reported to have anti-inflammatory,



antitumor and antifungal actions [17]. In addition, the antibiotic erythromycin, the
antifungal amphotericin B and the antiparasitic ivermectin are examples of well-known
polyketides [18]. Such metabolic pathway may also be responsible for the synthesis of

meroterpenes and polyketide-terpenoid hybrid natural products.

Terpenes and their derivatives have long been described as having potent
antimicrobial activity [19]. Accordingly, there were nine correspondences with the
degradation pathway of geraniol, which is a flavorful terpene with antifungal and
antibacterial properties extensively found in plants [20]. Likewise, gene sequences found
for biosynthesis of carotenoids reinforce prospective antibacterial properties [21]. Indeed,
cryptic sequences not expressed under conventional culture conditions have been used
for production of carotenoids in Streptomyces [22], which increases the likelihood of

discovering novel bioactive compounds.

The second metabolic pathway identified in Actinobacteria was associated with
secondary metabolites such as phenylpropanoids, which have been exploited for drug
discovery due to their low toxicity and broad pharmacological activity [23]. Streptomyces
ssp. produce the enzymes phenylalanine ammonia lyase and chalcone synthase, involved
in metabolic pathways of antimicrobials derived from benzoic acid and type 111 polyketide
synthase (PKS-111) [24]. These are the main biosynthetic catalysts in phenylpropanoid
and flavonoid assembly, supporting the significance of the present study. The same
metabolic pathway has shown four genes corresponding to biosynthesis of streptomycin,

the first antibiotic used to successfully fight tuberculosis, discovered in 1943 [25].

Furthermore, there were six genes corresponding to the pathway for biosynthesis
of stilbenoid, diarylheptanoid and gingerol. This is also a more frequent biosynthetic
pathway in plants, catalyzed by PKSIII enzymes and responsible for the synthesis of

bioactive aromatic polyphenols of the stilbene class [26]. For example, resveratrol, a



polyketide produced by stilbene synthase, has anti-inflammatory, anticancer,
antimicrobial and antidiabetic properties [27]. However, there are only a few reports of

the synthesis of resveratrol by streptomycetes.

Along with metabolic pathways related to production of antimicrobials, we
identified resistance genes to fluoroquinolones, aminoglycosides, glycopeptides,
tetracyclines, beta-lactams, macrolides, multiple drug efflux pumps, and others. The 179
ARGs were associated to 17 antibiotic classes, being the most abundant genes for
resistance to macrolides, aminoglycosides and rifamycins. According to Amarasiri et al.
[28], antibiotic-resistant strains arise in marine environment due to different reasons: 1)
coastal runoff and frequent mixing of bacteria from terrestrial and marine sources during
cycles between tides; 2) anthropogenic action, through the deposit of waste in rivers or
directly in the ocean. In addition, the natural process of producing antibiotics by
microorganisms can also favor the development of natural defense mechanisms.

In 2018, of the 240 new natural products of marine origin, 167 new metabolites
were attributed to the genus Streptomyces [29]. Thus, it was not surprising that in our
findings the biosynthetic pathways of Actinomycetes had greater correspondence with
the genus Streptomyces. However, the impact that the urban spread of drug-resistant
“wild” strains may have on public health is poorly understood. Previously, we have shown
that information about drug-resistant bacteria in the oral cavity of sharks could be used to
guide the antibiotic-therapeutic treatments of patients suffering from shark attack in
Recife, Brazil [30].

Taken together, we have shown that although the remarkable ability to produce
bioactive compounds of Streptomyces has been well established in the last four decades,

this group remains an important source of new molecules, especially in the marine



environment. On the other hand, attention should be paid to marine bacteria that carry

antibiotic resistance genes to hospital-restricted drugs.
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