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Resumo

Neste estudo, avaliou-se a prospecgédo de linhagens bacterianas com potencial para a
producdo de compostos antimicrobianos a partir do enriquecimento de meios de cultura com o
sobrenadante de Paenibacillus elgii, que é abundante em peptideos antimicrobianos e outras
moléculas sinal. Amostras de solo foram inoculadas nesses meios a fim de selecionar apenas
linhagens bacterianas resistentes aquele sobrenadante e, por isso, com potencial para a
producdo de compostos similares. A busca por estratégias direcionadas a obtengdo de
linhagens com potencial biotecnoldgico se fazem necessarias devido as limitagdes das
técnicas classicas de cultivo em prospectar novas espécies produtoras de antimicrobianos.
Sabe-se também que o repertério de compostos bioativos estabelecidos para os micro-
organismos ja conhecidos ainda ndo foram totalmente desvendados. Ha ainda a preocupacgéo
com a resisténcia a antibioticos desenvolvida por algumas bactérias, fato que tem sido uma
ameaca crescente ao tratamento eficaz de infecgdes causadas por esses micro-organismos. Por
isso, hd uma demanda para descoberta de novos antibacterianos que substituam aqueles que se
tornaram ineficazes. O desenvolvimento de antimicrobianos exige uma série de etapas, onde a
primeira € a descoberta e caracterizacdo de produtores potenciais. As linhagens bacterianas
obtidas atraves desse protocolo foram avaliadas quanto a sua atividade antibacteriana contra
Escherichia coli, Bacillus subtilis e Pseudomonas aeruginosa e foram previamente
identificadas por sequenciamento do tipo Sanger do gene marcador molecular rRNA 16S.
Todas as linhagens apresentaram atividade antibacteriana para B.subitilis e E. coli e apenas
duas delas para P. aeruginosa. A analise do gene rRNA 16S mostrou que as linhagens selecionadas
pertencem a géneros ja conhecidos por seu potencial biotecnoldgico, sdo eles: Paenibacillus,
Pseudomonas, Enterobacter, Kitasatospora, Sphingomonas, Xanthobacter, Burkholderia e
Methylobacterium. As linhagens bacterianas isoladas e com atividade antibacteriana contra P.
aeruginosa foram denominadas linhagem K002 e linhagem K003 e tiveram seus genotipos e
fenotipos caracterizados. Seus genomas foram sequenciados nas plataformas Illumina e
Oxford Nanopore Technologies. A classificagdo taxonémica baseada em genomas mostrou
que a espécie mais proxima da linhagem K002 é Kitasatospora xanthocidica (dDDH 32,8-
37,8% e ANI 86,86%) indicando que pode se tratar de uma nova espécie. A linhagem K003
foi confirmada como uma Methylobacterium radiotolerans (dDDH 90,3-94% e ANI 97,51%).
A anotacdo funcional dos genomas indicou a presenca de sessenta clusters génicos
biossintéticos relacionados ao metabolismo secundario para a linhagem K002 e dez para a
linhagem KO003. A maioria deles pode ser relacionada com o potencial antimicrobiano das
linhagens. A presenca de determinados clusters génicos biossintéticos em comum com P.elgii
pode indicar a producdo de compostos semelhantes entre ele e as linhagens K002 e K003
selecionadas a partir de seu sobrenandante. A metodologia descrita neste trabalho permitiu o
isolamento de linhagens de géneros distintos de bactérias. Os resultados mostram que as
linhagens K002 e K003 abrigam varios genes responsaveis pela producdo biossintética de
metabolitos secundarios confirmando seu potencial como uma valiosa fonte de compostos
bioativos. Assim, este estudo mostrou a eficiéncia do uso do sobrenadante de P. elgii em
selecionar micro-organismos com potencial para aplicacdo biotecnoldgica. Além disso, o fato
da linhagem K002 se tratar de uma espécie ainda ndo descrita pode indicar que a metodologia
favorece o isolamento de novas espécies bacterianas.

Palavras-chave: prospeccao, sobrenadante, linhagens bacterianas, atividade antibacteriana



Abstract

This study evaluated the prospection of bacterial strains with potential for the
production of antimicrobial compounds from the enrichment of culture media with the
supernatant of Paenibacillus elgii, which is abundant in antimicrobial peptides and other
signal molecules. Soil samples were inoculated in these media in order to select only bacterial
strains resistant to that supernatant and, therefore, with potential for the production of similar
compounds. The search for strategies aimed at obtaining strains with biotechnological
potential is necessary due to the limitations of classic cultivation techniques in prospecting
new species that produce antimicrobials. It is also known that the repertoire of bioactive
compounds established for known microorganisms has not yet been fully unveiled. There is
also concern that antibiotic resistance developed by some bacteria, a fact that has been a
growing threat to the effective treatment of infections caused by these microorganisms.
Therefore, there is a demand for the discovery of new antibacterials to replace those that have
become ineffective. The development of antimicrobials requires a series of steps, the first of
which is the discovery and characterization of potential producers. The bacterial strains
obtained through this protocol were evaluated for their antibacterial activity against
Escherichia coli, Bacillus subtilis and Pseudomonas aeruginosa and were previously
identified by Sanger sequencing of the 16S rRNA molecular marker gene. All strains showed
antibacterial activity for B. subtilis and E. coli and only two of them for P. aeruginosa.
Analysis of the 16S rRNA gene showed that the selected strains belong to genera already
known for their biotechnological potential. They are: Paenibacillus, Pseudomonas,
Enterobacter,  Kitasatospora,  Sphingomonas, = Xanthobacter, = Burkholderia  and
Methylobacterium. Bacterial strains isolated and with antibacterial activity against P.
aeruginosa were named K002 strain and K003 strain and had their genotypes and phenotypes
characterized. Their genomes were sequenced on the Illumina and Oxford Nanopore
Technologies platforms. The taxonomic classification based on genomes showed that the
species closest to the K002 strain is Kitasatospora xanthocidica (dDDH 32.8-37.8% and ANI
86.86%) indicating that it may be a new species. The K003 strain was confirmed to be a
Methylobacterium radiotolerans (dDDH 90.3-94% and ANI 97.51%). The functional
annotation of the genomes indicated the presence of sixty biosynthetic gene clusters related to
secondary metabolism for the K002 strain and ten for the K003 strain. Most of them can be
related to the antimicrobial potential of the strains. The presence of certain biosynthetic gene
clusters in common with P.elgii may indicate the production of similar compounds between it
and the K002 and K003 strains selected from its supernatant. The methodology described in
this work allowed the isolation of distinct bacterial genera. The results show that K002 and
K003 strains harbor several genes responsible for the biosynthetic production of secondary
metabolites confirming their potential as a valuable source of bioactive compounds. Thus, this
study showed the efficiency of using P. elgii supernatant in selecting microorganisms with
potential for biotechnological application. Furthermore, the fact that the K002 strain is a
species not yet described may indicate that the methodology favors the isolation of new
bacterial species.

Keywords: prospecting, supernatant, bacterial strains, antibacterial activity
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Apresentagéo

O presente trabalho visa a prospeccdo de linhagens bacterianas com potencial
aplicacdo biotecnoldgica, com foco em compostos antibacterianos. O estudo faz uso de
técnicas de microbiologia basica, biologia molecular, sequenciamento genético e analises de
bioinformatica para alcancar tal objetivo.

Este estudo estd organizado em trés capitulos. O primeiro capitulo apresenta uma
revisdo da literatura. O segundo descreve a metodologia para a prospeccdo de linhagens
bacterianas de solo do Cerrado com potencial para a producdo de compostos antibacterianos,
a partir do sobrenadante de Paenibacillus elgii e a caracterizacdo de uma das linhagens
bacterianas selecionadas. O terceiro capitulo apresenta a caracterizacdo taxonémica polifasica
de uma das linhagens bacterianas selecionadas, identificada como uma nova espécie.

Em anexo seguem os drafts dos artigos que estdo em fase de revisdo para submisséo, o

artigo publicado em complemento a tese e demais atividades relevantes.

Método de selegdo de

P. elgii e peptideos linhagens bacterianas
antimicrobianos com potencial
biotecnolégico

Isolados
bacterianos
resistentes

Isolamento bacteriano

. o e Identificacao
Potencial aracterizacao Caracterizagao Testes por rRNA 16S

Biotcnholégico gendmica fenotipica antibacteriano Sequenciamento
K003 K003 K003 Sanger

Caracterizagéo
fenotipica nova

aracterizaca Potencial
genomica nova Biotcnolégico

espécie
K002 b

Figura 1.1 Fluxograma das principais etapas deste trabalho apresentado em capitulos.
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K002
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CAPITULO 1 - FUNDAMENTACAO TEORICA
1.1 INTRODUCAO GERAL

O Brasil conta com uma diversidade de ecossistemas que sdo ambientes favoraveis a
prospeccdo de compostos bioativos. Entretanto, uma parcela significativa dos micro-
organismos permanece inexplorada. Analises baseadas na avaliacdo do gene marcador rRNA
16S indicam a existéncia de novas espécies de bactérias nos ecossistemas, sugerindo o alto
potencial biotecnolégico a ser descoberto a partir dos metab6litos e enzimas desses micro-
organismos (Gutleben et al., 2018). Assim, ha a necessidade de avan¢os na busca por novas
tecnologias direcionadas a obtencdo de micro-organismos produtores de antimicrobianos e
outras atividades de interesse, visto que as técnicas classicas de cultivo permitem o
isolamento, na maioria das vezes, apenas de micro-organismos ja conhecidos. (Overmann,
2013; Selvin et al., 2012).

Nos ultimos anos, 0 campo dos produtos naturais recebeu atencdo com a descoberta, a
partir da informacdo gendmica, de que assim como a diversidade bacteriana ainda nédo foi
totalmente descoberta, 0 repertorio de compostos bioativos estabelecidos para os micro-
organismos ja conhecidos também ndo (Bachmann et al., 2014). Assim, 0s potenciais
antimicrobianos de diversos compostos produzidos por bactérias ja descritas vém sendo
investigados, incluindo os peptideos antimicrobianos, sejam eles de sintese ribossomal ou
ndo. As bacteriocinas, por exemplo, representam uma alternativa potencial para atender a
demanda por agentes antimicrobianos efetivos contra patdgenos bacterianos. Elas tém sido
utilizadas em varias aplicacdes, sendo Uteis para prolongar a vida de prateleira de alimentos,
controlar patdgenos humanos e animais, aléem de modular processos fermentativos (Grady et
al., 2016).

O desenvolvimento de novos antimicrobianos exige uma série de etapas, onde a
primeira é a selecdo e caracterizacdo de micro-organismos para detectar potenciais fontes de
novos metabdlitos bioativos. Devido ao um grande potencial econdmico e cientifico em
bioprodutos de origem bacteriana sdo necessarios estudos de bioprospeccdo para que sejam
fornecidas informacdes sobre compostos e suas linhagens produtoras. Esse conhecimento é
necessario para as etapas seguintes na busca pelos antimicrobianos como caracterizacdo e
identificacdo dos compostos bioativos, otimizacdo das condi¢Ges de cultura, producdo em
larga escala e ensaios clinicos (Amin et al., 2020).

As bactérias sdo organismos que se adaptam ao longo do tempo. Para isso, elas se
ajustam ao ambiente e evoluem de forma a garantir sua existéncia (MacGowan e

Macnaughton, 2017). Se algo interrompe sua capacidade de crescimento, como um
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antibidtico, variacOes genéticas podem ser selecionadas e compartilhadas, gerando adaptactes
que permitem a sua sobrevivéncia (Munita e Arias, 2016). E o processo natural das bactérias
desenvolverem resisténcia e se tornarem imunes aos medicamentos.

A resisténcia a antibioticos desenvolvida pelas bactérias tem sido uma ameaca
crescente para o tratamento eficaz de infec¢gbes comuns causadas por esses micro-organismos
(Dadgostar, 2019). Ela se agrava devido ao uso excessivo ou desnecessario de antibioticos,
seja por diagndstico inexato, prescricdo inadequada ou automedicacdo (Chokshi et al., 2019).
H& também uma preocupacdo com o consumo mundial de farmacos antimicrobianos
utilizados em animais para consumo humano. Os alimentos de origem animal, bem como a
interacdo entre animais e seres humanos, tém sido considerados uma via importante de
exposicdo dos seres humanos a bactérias resistentes, implicando em mais uma forma de
propagacao da resisténcia a antibioticos (Toutain et al., 2016).

Segundo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS, 2021), a resisténcia microbiana é
um problema de satde global. Os processos de resisténcia bacteriana juntamente com as
informacGes relativas a toxicidade dos antibidticos ja conhecidos ou em desenvolvimento
levam a necessidade de busca de novos compostos que contornem esses problemas (Uddin et
al., 2021). Assim, uma das principais demandas biotecnoldgicas da industria por compostos
bioativos refere-se a producdo de compostos antimicrobianos (Laws et al., 2019).

Ha a necessidade de descoberta de novos antibacterianos que substituam aqueles que
se tornaram ineficazes e neutralizem microorganismos resistentes (Uddin et al., 2021). Os
micro-organismos, para sua sobrevivéncia, produzem pequenas moléculas conhecidas como
metabolitos secundarios ou produtos naturais que servem, entre outras funcoes, para suprimir
organismos concorrentes. Essa capacidade de secretar compostos faz deles uma fonte
potencial de antibacterianos (Challinor e Bode, 2015).

Diante do exposto, este trabalho visa a prospeccdo e caracterizacdo de bactérias de
solo do Cerrado com relevante potencial para aplicacdo biotecnoldgica utilizando o
sobrenadante de Paenibacillus elgii como mecanismo de selecdo. O presente estudo foi

desenvolvido em continuidade ao trabalho de Carvalho (2013).
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1.2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
1.2.1 Micro-organismos e a bioprospeccéo

Devido a sua diversidade gendmica e, portanto, metabdlica e funcional, os micro-
organismos servem como modelos ideais para estudos de biotecnologia. Muitos dos processos
biotecnologicos complexos sdo possiveis gracas a bactérias que desempenham tais tarefas de
forma eficiente. Grande parte dos antimicrobianos descritos tem sua origem em procariotos
que os produzem por competicdo no ambiente ou até mesmo comunicagdo com outros micro-
organismos (Durand et al., 2018).

Um dos principais obstaculos nos estudos de micro-organismos e na descoberta de
novos compostos produzidos por eles é a incapacidade de se cultivar a maior parte da
diversidade microbiana presente nos ecossistemas (Overmann et al., 2017). Essa limitacdo de
cultivo foi observada ja em 1985, quando verificou-se divergéncia entre o namero de células
de bactérias que formavam colbnias em placas e a contagem de células obtidas por
observa¢do microscopica. Tal constatagdo ficou conhecida como “grande anomalia da
contagem em placa” (Staley e Konopka, 1985).

Apos a década de 1970, gracas as técnicas moleculares de identificacdo pelo gene
marcador rRNA 16S de diferentes amostras ambientais, foi comprovada a presenca de varios
grupos de bactérias até entdo desconhecidas (Foster, 2017). Confirmou-se entdo, que a maior
parte dos micro-organismos ainda ndo havia sido cultivada pelas metodologias classicas de
cultivo. Atualmente, gracas a metagendmica, anélise da diversidade microbiana através do
DNA de uma amostra, e as técnicas de sequenciamento de alto rendimento, a diversidade
bacteriana tem sido elucidada (Foster, 2017).

Estudos metagendmicos demonstraram que 99% das bactérias de solos ainda nao
foram cultivadas pelos métodos convencionais (LlIoyd et al., 2018). Desta forma, a abordagem
metagenémica tem sido uma alternativa para garantir 0 acesso aos genomas desses
ecossistemas (Handelsman, 2004; Foster, 2017). Esse campo tem sido um dos mais
promissores para a descoberta de novas drogas, permitindo o acesso a clusters génicos
responsaveis pela producdo de compostos bioativos que podem entdo ser introduzidos em
micro-organismos de melhor cultivo em laboratério (Hua et al., 2015).

A abordagem metagendmica tem sido uma alternativa para garantir 0 acesso aos
genomas dos ecossistemas independentemente de cultivo (Handelsman, 2004; Foster, 2017).
Porém o cultivo ainda assim é essencial, uma vez que previsdes metagendmicas dependem

amplamente da disponibilidade de genomas bem anotados de representantes cultivados. Logo,
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o cultivo continuara sendo uma abordagem indispensavel para a elucidacdo da microbiologia
em geral (Choi et al., 2017; Liu et al., 2022; Ling et al., 2015; Nowrotek et al., 2019).

A recuperacdo de genomas a partir de metagenomas também pode disponibilizar
dados para as previsdes metagendmicas, bem como favorecer a descoberta de novos
compostos bioativos como antibacterianos. Entretanto, trata-se de uma tarefa desafiadora em
termos de bioinforméatica por ser influenciada por vérios fatores como diversidade da
comunidade microbiana, esforco de sequenciamento, comprimento de leitura de sequéncia e

os algoritmos de montagem e binning usado (Meziti et al., 2019; 2021).

1.2.2 Importéncia dos antibidticos

O primeiro antibiético descoberto foi a penicilina, em 1928, acidentalmente.
Alexander Fleming observou que algumas culturas de bactérias haviam sido contaminadas por
um bolor e ao redor dele ndo havia mais bactérias. Descobriu-se que o bolor era um fungo do
género Penicillium spp. que produzia uma substancia com efeito bactericida, nomeada como
penicilina. O fungo foi inicialmente identificado como Penicillium notatum e mais tarde foi
chamado de Penicillium chrysogenum. A partir dai, milhares de compostos antimicrobianos
foram descobertos, descritos e comercializados (Tan e Tatsumura, 2015).

Na decada de 1940, os antibioticos eram definidos como substancias produzidas por
micro-organismos, capazes de inibir o crescimento de outros ou até destrui-los (da Cunha et
al., 2019). Desde entdo, muitos dos antibioticos utilizados atualmente sdo derivados de
compostos produzidos por micro-organismos (Durand et al., 2019).

A maioria dos antibidticos foi descoberta na década de 1950 como tetraciclinas,
cefalosporinas, aminoglicosideos e macrolideos (Nicolaou e Rigol, 2018). Nas décadas
posteriores, 0 género Streptomyces deu origem a maioria dos compostos antimicrobianos
como actinomicina (derivada de Streptomyces spp.), neomicina (derivada de Streptomyces
fradiae ) e estreptomicina (derivada de Streptomyces griseus ) que sao utilizados até hoje (da
Cunha et al., 2019). Dentre as formas de atuacdo desses compostos sobre as bactérias,
geralmente, eles sdo classificados em: interferéncia na sintese da parede celular, inibicdo da
sintese de proteinas, inibicdo da sintese de acidos nucleicos, inibicdo de vias metabdlicas e
rompimento da membrana. Além disso, os antibidticos podem ser subclassificados em
bactericidas, quando matam o0 micro-organismo, € outros bacteriostaticos, quando
interrompem o crescimento, este Ultimo podendo ser reversivel apos degradacdo (Kapoor et
al., 2018).
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Em 2017, a Organizacdo Mundial da Salde declarou a ocorréncia de resisténcia
antimicrobiana em todo 0 mundo como um grande desafio para a saide publica, o0 que causa a
necessidade urgente de busca por novos antibioticos (Tillotson e Zinner, 2017). Nos
primordios do uso de antibidticos, também existiam bactérias resistentes, mas um fluxo
constante de antibioticos experimentais oferecia terapias alternativas (Dodds et al., 2017). No
entanto, os antibioticos deixaram de chegar em maior nimero na década de 1980. A ultima
vez que uma nova classe de antibidticos foi descoberta e langada no mercado foi em 1987 e o
ualtimo grupo de agentes de amplo espectro, as fluoroquinolonas, também foi descoberto na
década de 1980 (Durand et al., 2019). Desde entdo, tem havido uma escassez na area e
atualmente existem apenas alguns novos grupos de antibiéticos em desenvolvimento capazes
de combater os niveis atuais de resisténcia antimicrobiana (Frieri et al., 2017).

O surgimento da multirresisténcia entre as bactérias conhecidas como ESKAPE
(acrébnimo que compreende 0s nomes cientificos de seis patdgenos bacterianos
altamente virulentos e resistentes a antibioticos) e, mais recentemente, em Mycobacterium
tuberculosis, extremamente resistente, € uma grande ameaca a satde publica mundial (Vajs et
al., 2017). Diante disso, explorar o potencial biossintético de espécies bacterianas pode ser
uma alternativa para revelar novas estruturas com atividades biologicas eficazes contra

organismos resistentes (Amin et al., 2020).

1.2.3 Técnicas para obtencdo de micro-organismos com potencial biotecnologico

A maioria das abordagens de cultivo tradicionais foi empirica, empregando diferentes
meios e condi¢Oes de incubacdo, monitorando o sucesso do cultivo e subcultivando espécies
bacterianas de interesse. Isso € particularmente eficiente se as condi¢des de cultivo atenderem
aos requisitos das bactérias-alvo. Entretanto, cultivos direcionados a micro-organismos ainda
ndo descritos, ndo cultivados e de interesse biotecnolégico se fazem necessarios para
impulsionar o desenvolvimento da ecologia microbiana, biotecnologia e salde publica
(Overmann et al., 2017).

Durante anos, a comunidade cientifica considerou 0s micro-organismos apenas como
seres individuais autossuficientes, com auto-replicacdo descomplicada e incapazes de se
comunicar ou se organizar em grupos (Njoroge e Sperandio, 2009). No entanto, sabe-se
atualmente que bactérias e outros procariotos possuem um sistema de comunicacao realizado
por meio de diferentes processos que envolvem producdo, liberagdo, detecgéo e respostas a

compostos quimicos chamados autoindutores. Essas pequenas moléculas semelhantes a
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hormdnios, permitem ao micro-organismo acessar a densidade celular de uma populagéo local
e coordenar a regulacdo génica em uma populacéo (Gray et al., 2013).

Os sistemas de comunicacédo célula a célula denominados quorum sensing envolvem a
formacdo dependente da densidade de moléculas autoindutoras de acil-homoserina lactona
(AHL) ou peptideos curtos e controla a producéo de luz, expressdo de fatores de viruléncia,
formacdo de biofilme, agregacdo celular e competéncia genética. Interacdes metabdlicas
conhecidas também envolvem compostos participando do metabolismo central, como por
exemplo, sider6foros (Papenfort e Bassler, 2016; Soares, 2022).

Em um cultivo tradicional, bactérias sdo normalmente cultivadas isoladamente com
amplos nutrientes e recursos, 0 que contrasta fortemente com seu habitat natural complexo
(Ho et al., 2017). Matrizes complexas, como o solo, abrigam micro-organismos diversos que
ndo apenas participam de importantes ciclos biogeoquimicos, mas também criam condicgdes
que possibilitam o crescimento de outros micro-organismos por compartilhamento
metabdlitos e substéncias essenciais para o crescimento desses organismos (Bahram et al.,
2018; Schink, 2002). Essas moléculas incluem aquelas que desempenham um papel na
deteccdo de quorum e na comunidade (Jacoby et al., 2017). A auséncia de vizinhos na cultura
pura e, consequentemente, a auséncia dos metabolitos necessarios, reduz a recuperacdo
microbiana (Pande e Kost, 2017).

Assim, a maior parte dos micro-organismos do solo resiste ao cultivo em condi¢des de
laboratdrio e isso representa uma enorme lacuna de diversidade bioquimica. Para desbloguear
esse potencial, precisamos simular melhor o contexto ecolégico em que vivem as bactérias,
pois isso pode permitir que acessemos essa fonte de produtos naturais ainda inexplorada
(Kapinusova et al., 2023).

Diante disso, ha a necessidade do refinamento das estratégias existentes para o cultivo
de micro-organismos, bem como o desenvolvimento de novas técnicas. Métodos que sejam
mais eficazes na obtencdo de micro-organismos até entdo ndo cultivados ou de interesse
biotecnologico. Aprimoramentos em técnicas de cultivo podem incluir: uso de meios de
cultura restritivos e uso de antimicrobianos na selecdo de crescimento e assim,
enriquecimentos especificos podem ser utilizados para construir colecdes substancialmente
maiores de micro-organismos de interesse (Bachmann et al., 2014; Overmann, 2013). Outras
possibilidades no melhoramento de técnicas de cultivo incluem o uso de co-culturas, camara
de difuséo, sistema de membranas e biorreatores (Boilattabi et al., 2021; Pascual et al., 2017,
van Dorst et al., 2016; Chaudhary et al., 2019).
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O esforco necessario para enriquecer, isolar e manter novas linhagens de bactérias,
muitas vezes é bastante exigente. Todavia, isso pode ser minimizado com informacdes sobre a
fisiologia e bioquimica do organismo obtidas através de estudos ecoldgicos, gendmicos,
metagendmicos e fisioldgicos independentes da cultura (Overmann et al., 2017). Grandes
avancos nas técnicas de sequenciamento permitem o acesso a informacGes sobre linhagens
bacterianas por meio de suas sequéncias gendmicas e ferramentas que prevéem as

caracteristicas de bactérias com base em seus genomas ja estdo disponiveis (Weimann et al.,
2016).

Espera-se que a diversidade bacteriana desconhecida ofereca novas alternativas no que
diz respeito a prospeccdao de compostos bioativos de interesse farmacoldgico (Overmann et
al., 2017). O Cerrado, por sua grande extensdo (2.000.000 km?), possui uma enorme
biodiversidade em potencial (Ribeiro e Walter, 1998; Silva et al., 2013). Diversos estudos ja
relataram o potencial biotecnologico proveniente do solo do Cerrado. Takahashi e
colaboradores (2008) e Petite colaboradores (2009) identificaram fungos potenciais
produtores de antibioticos, Peixoto e colaboradores (2016) descobriram bactérias
degradadoras de polietileno, Da Cruz e colaboradores (2013) que detectaram potencial anti-
inflamatério em actinobactérias e Da Costa e colaboradores (2022) caracterizaram uma

linhagem de Paenibacillus elgii isolada de solo do Cerrado com atividade antimicrobiana.

1.2.4 Paenibacillus elgii

O género Paenibacillus faz parte da familia Paenibacillaceae, ordem Bacillales, classe
Bacilli e filo Firmicutes. O género era originalmente classificado como Bacillus, mas, gracas
a comparacOes de sequéncias de rRNA 16S, foi proposta a criacdo de um novo género, 0
Paenibacillus (Ash et al., 1993).

Mais de 300 espécies para este género sao listadas em List of Prokaryotic names with
Standing in  Nomenclature (https://Ilpsn.dsmz.de/genus/kitasatospora em  18/01/2023),
encontradas nos mais variados ambientes como solo, leite, himus e liquido cefalorraquidiano
(Chowet al., 2012; Elo et al., 2001; Scheldeman, 2004 e Wu et al., 2011).

Vérios trabalhos demonstram que espécies do género Paenibacillus possuem
capacidade de produzir diferentes compostos de interesse biotecnolégico, tais como
fungicidas, enzimas hidroliticas e larvicidas (Anandaraj et al., 2009; Ding et al., 2011; Chow

et al.,, 2012). Diversos antimicrobianos produzidos por linhagens de Paenibacillus foram
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descobertos como antibioticos peptidicos incluindo polimixinas, jolipeptina, gavaserina,
saltavalina, fusaricidina A-D e gatavalina (Li et al., 2007; Wu et al, 2011).

Bactérias formadoras de endosporos como Paenibacillus sdo bem conhecidas por sua
capacidade de produzir antibidticos lipopeptideos (Wang e Liu, 2008; Chen et al., 2010). Os
lipopeptideos sdo peptideos ciclicos ou lineares com um acido graxo varidvel em sua regiao
N-terminal produzidos pela enzima sintase ndo ribossomal (NRPS) (Cochrane e Vederas,
2016).

Dentre as bactérias pertencentes a esse género, destaca-se a Paenibacillus elgii que
apresenta potentes antimicrobianos ja explorados para o uso veterinario (Kriger et al., 2013).
Uma das caracteristicas observadas em P. elgii foi a atividade antimicrobiana promovida por
lipopeptideos e por bacteriocinas denominados para essa espécie como pelgipeptinas (Da
Costa et al., 2022) e elgicinas (Teng et al., 2012), respectivamente. Diferentes linhagens de P.
elgii foram identificadas como produtoras de compostos que tem como caracteristicas serem
formados por peptideos associados a diferentes grupos organicos como lipideos (Teng et al.,
2012).

1.2.5 Peptideos Antimicrobianos (AMP)

Os peptideos antimicrobianos (AMPs) podem ser sintetizados por duas vias: a sintese
ribossomal, como os lantibidticos e pediocinas, e sintese nao ribossomal, como o0s
lipopeptideos ndo ribossomais, pela qual aminoacidos séo incorporados independente de RNA
mensageiro por sintases peptidicas ndo ribossomais (NRPS) (Grady et al., 2016).

As bacteriocinas sdo peptideos antimicrobianos sintetizados ribossomalmente e bem
diversos em sua composicao quimica, estrutural e funcional (Willey e Van Der Donk, 2007).
Elas estdo distribuidas entre espécies de bactérias e Archaeas (Morton et al., 2015) e diferem
em tamanho, sequéncia de aminoacidos e mecanismos de acdo. Podem exibir atividade
bactericida ou bacteriostatica, formando poros em membranas de células sensiveis, inibindo a
polimerizacdo do peptideoglicano ou a sintese de proteinas e de acidos nucleicos (Paiva et al.,
2011).

As estruturas das bacteriocinas revelaram muitos peptideos que podem ser agrupados
na classe de polipeptideos modificados apos a tradugdo. Esses tem origem como peptideos
precursores e posteriormente sofrem alteragdes que resultam em suas formas biologicamente
ativas (Rea et al., 2011). Normalmente, as bacteriocinas sdo sintetizadas como um pré-
peptideo biologicamente inativo contendo uma sequéncia lider na regido N-terminal. A

sequéncia lider auxilia o reconhecimento do pré-peptideo pelas enzimas de maturacdo e
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transporte e protege a estirpe produtora, mantendo a bacteriocina inativa até ser secretada no
meio extracelular (van der Meer et al., 1994, Perez et al., 2014). Embora as bacteriocinas
sejam estruturalmente diversas, 0S genes necessarios para a biossintese sdo geralmente
conservados entre diferentes espécies de bactérias (Morton et al., 2015).

Diferentes sistemas de classificacdo tém sido propostos para bacteriocinas ao longo
dos anos. Esses sistemas foram modificados muitas vezes com base em novos
desenvolvimentos em relacdo as estruturas e modos de agdo das bacteriocinas (Lagha et
al., 2017). De acordo com a classificacdo delineada por Cotter e colaboradores (2013), que
tem as vantagens de ser clara e simples e aplicar-se a bacteriocinas de bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas, as bacteriocinas foram categorizadas principalmente em duas
classes fundamentais com base no presenca ou ndo de modifica¢Bes apds a traducdo, Classe |
que retnem as bacteriocinas modificadas e classe Il, as ndo modificadas. Aléem disso, esta
classificagdo considerou apenas peptideos antimicrobianos e ndo proteinas antimicrobianas
maiores, como as colicinas de Escherichia coli. A Classe | é subdividida seguindo a
nomenclatura RiPP (Arnison et al., 2013). Inclui lanthipeptideos, sactipeptideos, peptideos
circulares e glicocinas de bactérias Gram-positivas (Cotter et al., 2013), peptideos lineares
contendo azol(ina) (LAP) e peptideos laco de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, e
peptideos nucleotidicos e peptideos sideroforos de Gram-negativos (Duquesne et al., 2007;
Cotter et al., 2013; Gabrielsen et al., 2014). Além disso, linaridinas (Claesen e Bibb, 2010) e
tiopeptideos (Bagley et al., 2005) produzidas essencialmente por Actinobactérias, e
cianobactinas de diversas cianobactérias (Jaspars, 2014; Martins e Vasconcelos, 2015;
Martins et al., 2018), pertencem a esta classe. As bacteriocinas de classe Il, por sua vez, séo
subdivididas em trés classes: bacteriocinas semelhantes a pediocina, bacteriocinas nao
semelhantes a pediocina e bacteriocinas de dois peptideos (Soltani et al., 2021).

As elgicinas de P. elgii sdo bacteriocinas modificadas de Classe I, também chamadas
de lantibioticos. Tratam-se de quatro novos peptideos (elgicinas Al, All, B e C) de pesos
moleculares pequenos, com um amplo espectro inibitdrio. Essas bacteriocinas apresentaram
atividade antibacteriana comprovada contra Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli e Proteus vulgaris e parecem ser agentes
antibacterianos promissores (Teng et al., 2012).

Os lipopeptideos de sintese ndo ribossomal atuam principalmente nas membranas
citoplasmaticas e podem ser classificados como lineares catiénicos, ciclicos catibnicos ou nao
catidnicos (Grady et al., 2016). Logo, variacfes ocorrem devido a sintese de cada familia de

lipopeptideos ser realizada por diferentes NRPS, que é uma grande enzima modular, onde
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cada mddulo catalisa a adigdo de um Unico substrato especifico no produto (Ding et al., 2011;
Finking e Marhiel, 2004; Qian et al., 2012). Portanto, elas tendem a ser grandes complexos
enzimaticos em consequéncia do tamanho e complexidade do produto (Gonzalez et al., 2016).

A grande diversidade estrutural apresentada pelos lipopeptideos sugere diferentes
fungbes naturais, podendo ser exclusivos para a fisiologia do micro-organismo. As principais
funcbes descritas envolvem questfes de antagonismo microbiano, motilidade, aderéncia a
superficies e sinalizadores para crescimento e diferenciacdo (Raaijmakers et al., 2010).

Algumas investigacdes das finalidades fisiologicas dos lipopeptideos para os micro-
organismos produtores levantam hip6teses envolvendo sistemas regulatérios como o quorum
sensing, que sdo metabolitos geralmente detectados na fase de crescimento exponencial ou
estacionario tardio, sendo normalmente responsivos a densidade celular. Outro sistema
regulatorio séo os transcricionais, regulando genes de biossintese (Raaijmakers et al., 2010)

As pelgipeptinas sdo lipopeptideos descritos pela primeira vez em P. elgii B69. Elas
sdo sintetizadas por sintases peptidicas ndo ribossomais (NRPSs) codificadas pelo cluster
génico plp identificado e caracterizado em P. elgii B69 (Qian et al.,, 2012). Esses
lipopeptideos sdo conhecidos por sua atividade antimicrobiana de amplo espectro contra
varias bactérias e fungos do solo, além de possuir acéo larvicida (Ding et al., 2011; Wu et al.,
2010; Da Costa et al., 2023).

1.2.6 Metabolitos Secundarios

Os metabdlitos secundarios de origem microbiana tém proporcionado uma grande
quantidade de moléculas de interesse farmacéutico e outros campos na biotecnologia. Séo
compostos de baixo peso molecular que geralmente exibem atividade biologica (Bérdy,
2012).

H& um debate continuo sobre quais seriam melhores fontes de produtos naturais
através da prospeccdo gendmica de micro-organismos (Bachmann et al.,,
2014). Considerando-se 0 nimero de genes das enzimas sintase policetidica tipo | (PKS) e
sintase peptidica ndo ribossomal (NRPS) para medir o potencial de produzir metabdlitos
secundarios, fica claro que micro-organismos com grandes genomas sdo fontes mais
produtivas de metabdlitos secundarios, entdo 0s actinomicetos seriam 0s mais produtivos
(Zhu et al., 2011). Entretanto, sabe-se que muitos micro-organismos com genomas menores
codificam peptideos sintetizados ribossomalmente e modificados apds a traducdo (RIPPs) de
grande interesse (Ju et al., 2013). Além disso, os esfor¢os mais tradicionais de descoberta de

produtos naturais microbianos revelam continuamente uma nova diversidade molecular que
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sO é associavel aos grupos de genes apds sua constatacdo in vitro, devido a falta de
precedéncia biossintética (Bachmann et al., 2014).

Em bactérias, muitos estudos de identificacdo de peptideos antimicrobianos (AMPS)
baseiam-se em métodos dependentes de ensaios in vitro para avaliar a atividade
antimicrobiana dos isolados potencialmente produtores desses compostos (Perez et al., 2014).
No entanto, a analise de dados gendmicos através de ferramentas de bioinformatica tém
resultado na descoberta de novos peptideos antimicrobianos produzidos por diferentes grupos
de bactérias (Flaherty et al., 2014).

1.2.7 Tecnologias de sequenciamento genético e analise dos dados

O sequenciamento genético tem evoluido e se tornado cada vez mais acessivel. As
novas tecnologias estdo cada vez mais presentes nas rotinas de laboratorio, pois permitem a
analise completa de genomas a relativamente baixo custo e enriquecem as pesquisas
cientificas (Hu et al., 2021).

Vérias tecnologias de sequenciamento estdo atualmente disponiveis, cada uma com
suas vantagens e desvantagens exclusivas, permitindo gerar quantidades crescentes de dados a
custos decrescentes (Reuter et al., 2015) . As sequéncias do gene marcador filogenético rRNA
16S sao tradicionalmente geradas usando sequenciamento Sanger de “primeira geragdo”,
oferecendo alta precisdo de basecalling. No entanto, tal sequenciamento torna-se um processo
dificil e trabalhoso quando se trata de identificacdo de comunidades bacterianas, pois esta
tecnologia resultaria em sinais sobrepostos porque todas as bactérias sdo sequenciadas,
exigindo, portanto, uma etapa intermediaria de cultura para isolar primeiro as diferentes
bactérias (Ley et al., 2005).

Houve uma grande mudanca de paradigma entre a chamada primeira tecnologia
(Sanger) e as tecnologias de segunda ou nova geracdo (454, SOLID, Illumina e lon Torrent)
referente ao tamanho das reads e ao volume de dados. As tecnologias de nova geracao
baseiam-se na geracdo de uma grande quantidade de dados, a um custo relativamente baixo,
porém com reads em menor tamanho (150-300 bp), o que dificulta a montagem do genoma,
especialmente para regides altamente repetitivas, e a deteccdo de variacdes estruturais (Hu et
al., 2021).

As tecnologias de “segunda geragdo”, como a tecnologia Illumina, também sao
chamadas de tecnologias de sequenciamento de “leitura curta” porque os comprimentos de
leitura alcancaveis sdo relativamente limitados, mas grandes quantidades de dados de

sequenciamento precisos ou “leituras” podem ser geradas através de seu processamento
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massivo. O instrumento Illumina é capaz de sequenciar no maximo 2 x 300 pb, o que €
insuficiente para cobrir todo o gene 16S rRNA, entretanto € uma alternativa interessante para
identificacdo bacteriana, especialmente para amostras mistas complexas, porque permitem a
orientacdo rapida das das amostras por ndo exigirem nenhuma etapa intermediéria de cultura
(Winand et al., 2019).

Nos ultimos anos, a tendéncia reverteu-se e comecaram a surgir as chamadas
tecnologias de terceira geracdo, no momento concretizadas pelo Pacific Biosciences (PacBio)
e pelo Oxford Nanopore Technologies (ONT). O objetivo é a obtencdo da sequéncia
nucleotidica de uma molécula inteira de uma s6 vez (Garrido-Cardenas e Manzano-Agugliaro,
2017). No entanto, apesar das vantagens de obter reads maiores, as tecnologias de terceira
geracdo ainda apresentam muitos erros, exigindo coberturas maiores e, portanto, aumentando
0 custo para obtencdo de sequéncias com qualidade semelhante ou préxima a obtida por
[llumina. Espera-se que nos proximos anos, com o refinamento das plataformas e protocolos,
estas tecnologias se tornem cada vez mais vantajosas (Lin et al., 2021).

Os avancos tecnoldgicos nos sequenciamentos tém influenciado positivamente nos
avangos na microbiologia moderna. Hoje em dia, até as areas mais classicas, como a
taxonomia, necessitam do sequenciamento gendmico para a descricdo de novos taxons (Hu et
al., 2021).

Com o grande volume de dados gerados nos sequenciamentos, é essencial que haja
bancos de dados com genomas de referéncia para orientar os processos de montagem,
anotacdo e andlise dos genomas, além de métodos de computacdo capazes de processar e
analisar todas essas informacOes. Avancos em metodologias de preparacdo das amostras
também tem evoluido para melhorar a obtencao de dados (Pereira et al., 2020).

A quantidade de dados gerados no sequenciamento de um genoma bacteriano equivale
a dezenas de vezes seu tamanho real. Entdo, alinhar reads a um genoma de referéncia para
mapear um novo genoma tornou-se significativamente mais complexo e a quantidade de
informacdo gerada impBe desafios ao processamento dos dados (Pereira et al., 2020).

Mesmo os algoritmos mais modernos nao superam os problemas com o mapeamento e
a montagem dos genomas. Analisar o volume de dados gerados pelos sequenciamentos é um
processo complexo e computacionalmente intensivo. Para cada etapa da analise, pode ser
necessario um conjunto de ferramentas ou softwares diferentes. Por exemplo, a montagem de
novo é realizada por meio de uma combinacdo de vérios alinhamentos, ferramentas de
montagem e polimento, cada uma utilizando seus proprios parametros de entrada. Essas

ferramentas s&o normalmente executadas a partir de uma linha de comando e requerem



30

extensos recursos computacionais, aumentando a complexidade do processo de analise e
exigindo experiéncia dos analistas (De Koning et al., 2020).

Por outro lado, algumas solucGes baseadas na web também ja sdo oferecidas sem que
haja necessidade de programacdo por comando de linha. A plataforma Galaxy (disponivel em
https://usegalaxy.org/) oferece a anélise dos dados com alto grau de flexibilidade, semelhante
aos gerenciadores de fluxo de trabalho baseados em linha de comando, mas com uma
interface web acessivel (De Koning et al., 2020).

Ha também a plataforma KBase (disponivel em https://www.kbase.us/) que permite
que os usudrios analisem, compartilhem e colaborem usando dados e ferramentas projetadas
para ajudar a construir modelos cada vez mais realistas para a fungdo biologica (Arkin et al.,
2018).

1.2.8 Analises filogenéticas em procariotos

Com o firmamento das técnicas moleculares, o estudo da filogenia dos procariotos
atraveés do sequenciamento da regido do DNA que codifica genes marcadores permitiu analisar
0s passos evolutivos das espécies (Case et al., 2007, Lane et al., 1985, Wang et al., 2007).
Sd0 empregadas analises de varios genes para a classificacdo filogenética de micro-
organismos, destacando-se 0 uso das sequéncias referentes a subunidade menor do RNA
ribossomal (SSU RNA — small subunit ribosomal).

A subunidade rRNA 16S apresenta caracteristicas similares ao gene da subunidade
maior (23S rRNA), mas com a vantagem de ser menor e, por isso ser sequenciado mais
rapidamente (Bricker, 2000, Woese e Fox 1977). Tal gene acumulou poucas modificacGes no
decorrer do tempo, além de apresentar homologia funcional, possuir regides variaveis que
diferem em todos os niveis taxondmicos e ser pouco afetado por transferéncias génicas
horizontais, constituindo-se assim um adequado marcador filogenético (Nascimento, 2011).
Por isso, a analise da sequéncia do gene rRNA 16S para a identificacdo molecular de micro-
organismos tem sido uma estratégia muito utilizada em diferentes areas de pesquisa (Srinivas
et al. 2009, Whiteley et al., 2012).

Para identificar um micro-organismo por meio da analise do rRNA 16S, é necessario
realizar uma reacdo em cadeia da polimerase (PCR — polymerase chain reaction). Por meio
desta reacdo, o DNA obtido de isolados bacterianos é amplificado com uso de
oligonucleotideos iniciadores e apenas a regido especifica do gene rRNA 16S do genoma é
amplificada (Rappé e Giovannoni 2003). Com o gene rRNA 16S amplificado é possivel fazer

seu sequenciamento de forma simplificada e comparar os chamados amplicons com
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sequéncias ja depositadas em bancos de dados de dominio publico (Wheeler et al., 2007) tais
como o Ribosomal Data Base Project (http://rdp.cme.msu.edu/) e National Center for
Biotechnology Information Blast Library (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi). Estes
bancos possuem ferramentas que permitem a rapida comparacdo de uma sequéncia do gene
rRNA 16S com as sequéncias depositadas no banco de dados facilitando a identificacdo da
linhagem.

Apesar do sucesso do sequenciamento do gene rRNA 16S para o entendimento
filognético dos procariotos, alguns problemas permanecem na circunscricdo de taxons. As
arvores filogenéticas de genes rRNA 16S, por exempo, muitas vezes nao possuem resolucdo
para distinguir géneros intimamente relacionados (Brenner et al., 2005, Ludwig e Klenk,
2005).

Os avangos, especialmente na sistematica molecular, levaram a visdo de que as
classificagdes em todos os niveis da hierarquia taxondmica deveriam ser baseadas no uso
integrado de dados genotipicos e fenotipicos (Wayne et al., 1987; Stackebrandt, 1992). Essa
abordagem, conhecida como taxonomia polifasica (Colwell, 1970), tornou-se a pedra angular
da sistematica procariotica (Vandamme et al., 1996; Gillis et al., 2005; Kdémpfer e Glaeser,
2012).

Para a classificacdo taxondmica de novas espécies, segue-se o Overall Genome
Related Index (OGRI), parametros estabelecidos para a classificacdo de bactérias de forma
polifasica. O OGRI, além da anélise das sequéncias do rRNA 16S, recomenda a caracterizacao
fenotipica, a avaliacdo da identidade média de nucleotideos (ANI), a hibridizacdo do DNA-
DNA digital (d1DDH), a avalicdo do genoma (contaminagdo, cobertura e completude) e a
construcdo de arvore filogenética baseada em mdaltiplos marcadores moleculares proteicos
(Chun et al., 2018).

Os parametros OGRI sdo utilizados para verificar se uma linhagem pertence a uma
espécie conhecida, calculando a rela¢do entre as sequéncias do genoma das linhagens e a
linhagem tipo de uma espécie. A ANI e o dDDH tém sido mais amplamente utilizados. Os
limites de espécies propostos e geralmente aceitos para os valores de ANI e dDDH sdo 95 ~
96 e 70%, respectivamente (Meier-Kolthoff et al., 2013). Uma combinacdo de similaridade
entre o gene marcador rRNA 16S e os parametros OGRI é usada em um processo sistematico
para identificar e reconhecer uma nova espécie. Nesta abordagem, a lista de espécies
necessarias para comparagdo com a linhagem analisada é obtida através de uma pesquisa

baseada no gene marcador rRNA 16S (Yoonet al., 2017), onde apenas espécies que
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apresentam 98,7% ou mais de similaridade sdo selecionadas para o calculo dos parametros
OGRI a partir de seus genomas (Meier-Kolthoff et al., 2013).

Varios parametros estatisticos foram desenvolvidos e utilizados para descrever a
montagem final de um genoma e garantir que ele seja adequado para fins taxondmicos. Entre
eles: tamanho do genoma (soma do comprimento de todos os contigs), nimero de contigs
(ndo pode ser um indicador da qualidade da sequéncia do genoma), N50 (definido como o
comprimento do contig mais curto que mostra acumulativamente 50% ou mais do tamanho do
genoma) e Profundidade de cobertura de sequenciamento (geralmente expresso como dobras,
significa que cada base na montagem final foi lida em média x vezes, recomenda-se >50X
para as plataformas NGS atualmente disponiveis) (Chun et al., 2018).

Uma tarefa dificil é elucidar as relagdes filogenéticas entre os genomas. A maioria dos
métodos filogenéticos amplamente utilizados foram desenvolvidos para inferir a filogenia de
um gene, mas nao de toda a sequéncia do genoma. Como muitos genes sofreram eventos de
transferéncia horizontal, um processo geralmente aceito para inferir a filogenia do genoma
completo é usar multiplos genes que sdo considerados ortdlogos ou que provavelmente
sofreram eventos de transferéncia lateral. Genes funcionalmente importantes, como aqueles
que codificam proteinas ribossémicas, sdo geralmente selecionados para tal arvore

filogendmica (Chun et al., 2018).

1.2.9 Anotacao funcional de genomas

A anotacdo funcional tornou-se uma tarefa rotineira na analise de dados de
sequenciamento do genoma bacteriano. Uma anotacdo completa do genoma € crucial para
formar uma base estavel para muitas analises posteriores, uma vez que tanto a precisdo como
a abrangéncia da anotacdo tém fortes impactos no resultado de estudos relacionados
(Schwengers_et al., 2021).

Uma das bases utilizadas na microbiologia bacteriana é o Clusters of Orthologous
Groups of proteins (COGs) (Tatusov et al., 1997). Os bancos de dados COG tem sido uma
ferramenta popular para gendmica funcional e comparativa de bactérias. Ele permite a
anotacdo das proteinas dos genomas em 26 categorias funcionais e a proporcao de proteinas
distribuidas em cada categoria tornou-se um dos parametros a serem analisados nos genomas
sequenciados (Galperin et al., 2021).

A anotacdo de matrizes CRISPR (repeticdes palindromicas curtas agrupadas
regularmente interespagadas) também tem sido comum em anélises genémicas. As matrizes

CRISPR e suas proteinas associadas (Cas) exibem um sistema imunolégico adaptativo
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procariético que memoriza infecgdes anteriores integrando sequéncias curtas de genomas
invasores, 0s espacadores, no locus CRISPR. Os espacadores interespagados com repeticdes
sdo expressos como pequenos RNAs CRISPR guia (crRNAs) que sdo empregados pelas
proteinas Cas para atingir a sequéncia invasora especificamente em uma infeccdo recorrente
(Hille e Charpentier, 2016). O interesse no campo do CRISPR-Cas aumentou nos ultimos
anos. Estudos lancam luz sobre os processos genéticos e bioquimicos subjacentes ao sistema
imunoldgico adaptativo, revelando o seu potencial na medicina moderna. Os sistemas
CRISPR-Cas podem ser usados como ferramentas de engenharia genética para a edi¢do do
genoma programada por RNA e, assim contribuir para terapias celulares, descoberta de
medicamentos, rastreio de doencas,entre outros (Barrangou e Doudna, 2016).

A partir do genoma bacteriano, também pode-se detectar diferentes clusters génicos
biossintéticos (BGC), para dominios conservados tipicos de enzimas que produzem moléculas
com atividade bioldgica; como os policetideos, peptideos ndo ribossomais, terpenos,
sideroforos, entre outras. Estes dominios indicam o grande potencial biotecnolégico de micro-
organismos para obtencdo de novos antibidticos, compostos antitumorais entre outras
moléculas com aplicacdes biotecnoldgicas (Bérdy, 2005, 2012; Challis, 2014; Ikeda, 2003).

Ferramentas de bioinformatica sdo indispensaveis na anotacdo de clusters génicos e
vias metabdlicas de interesse biotecnologico a partir dos genomas. Elas também tornam
possivel a comparacao entre os dados gendémicos e metagendmicos gerados no laboratorio e
os diversos bancos de dados existentes. Muitas ferramentas online tém sido desenvolvidas
nessa area. E o caso por exemplo do AntiSMASH, ferramenta online que permite a busca de
genes e vias metabdlicas ligadas a metabolicos secundéarios através da andlise de clusters
génicos e do processamento simultaneo de multiplos contigs. (Mardis, 2017, Blin et al. 2021).

O Antimicrobial Peptide Database (APD) é uma ferramenta bastante utilizada para
andlise de sequéncias relacionadas a producdo de peptideos antimicrobianos ou de metabdlitos
secundarios em genomas microbianos (Wang e Wang, 2016). Alguns algoritmos destinados
especificamente a busca por genes de bacteriocinas também estdo disponiveis. O software
BAGEL usa trés bancos de dados diferentes contendo sequéncias de bacteriocinas e outros
peptideos, modificados ou ndo apds a traducdo (Van Heel et al.,, 2013). J& o algoritmo
BACTIBASE utiliza propriedades fisico-quimicas calculadas ou previstas de bacteriocinas
produzidas por bactérias Gram-positivas e Gram-negativas para predizer peptideos

antimicrobianos em genomas bacterianos (Hammami et al., 2010).
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CAPITULO 2 - USO DO SOBRENANDANTE DE PAENIBACILLUS ELGII NA
PROSPECCAO E SELECAO DE LINHAGENS BACTERIANAS COM POTENCIAL
PARA APLICACAO BIOTECNOLOGICA.

2.1 INTRODUCAO

Apbés o surgimento de técnicas moleculares na década de 1970, como PCR,
sequenciamento de nova geracdo e mais particularmente a metagenémica e a enorme
quantidade de informagbes fornecidas por elas, o cultivo de bactérias pode ter sido
negligenciado (Gutleben et al., 2018). No entanto, as culturas bacterianas continuam sendo
uma ferramenta fundamental para os microbiologistas visto que ambos os métodos,
dependentes ou n&o de cultura, podem se complementar (Lagier et al. 2015).

O ritmo dos sequenciamentos bacterianos supera o isolamento de novas espécies e
pode revelar capacidades fisiologicas interessantes nos micro-organismos e, assim, direcionar
os esforcos de cultivo (Wilson et al., 2014). O cultivo de linhagens puras por outro lado,
permite que seus genomas sejam bem anotados fornecendo dados para as previsdes utilizadas
nas analises gendémicas e metagenémicas (Choi et al., 2017; Liu et al., 2022).

O cultivo associado a tecnologia e as informacgdes fornecidas por abordagens
independentes de cultura oferecem acesso a uma diversidade bacteriana inexplorada e novos
esclarecimentos fundamentais sobre principios bioldgicos (Overmann et al., 2017). Muitas
linhagens bacterianas pouco exploradas provavelmente apresentam novas vias biossintéticas e
caracteristicas bioquimicas desconhecidas, sugerindo alto potencial biotecnoldgico a ser
descoberto a partir dos metabolitos e enzimas desses micro-organismos e possiveis
aplicac@es para biotecnologia (Gutleben et al., 2018 ).

Uma das principais demandas biotecnoldgicas da inddstria por compostos bioativos
refere-se a producdo de compostos antimicrobianos. Ha a necessidade de alternativas aos
produtos ja presentes no mercado aos quais muitas bactérias ja se tornaram resistentes (Laws
et al., 2019). Muitos dos antimicrobianos descritos tem sua origem em bactérias que 0s
produzem por competicdo no ambiente ou até mesmo comunicacdo com outros micro-
organismos (Durand et al., 2018). Entretanto, um dos principais obstaculos nos estudos de
procariotos e na descoberta de novos compostos produzidos por eles € a incapacidade de
cultivar em condicGes de laboratorio a maior parte da diversidade ambiental (Overmann et al.,
2017).

Certos grupos de bactérias requerem condigdes especificas de crescimento exigindo o

refinamento das estratégias existentes para o cultivo de micro-organismos, bem como o


https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2023.1089630/full#ref146
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2021.685263/full#B16

35

desenvolvimento de novas técnicas. Métodos que sejam mais eficazes na obtencdo de micro-
organismos até entdo ndo cultivados ou de interesse biotecnoldgico (Kapinusova et al., 2023).

Em seu ambiente natural, as bactérias vivem em comunidade e possuem sofisticadas
redes de comunicacdo baseadas em alteracbes metabdlicas que influenciam processos de
comportamento basal como reproducdo, esporulagdo, formagéo de biofilme e expressdo de
antimicrobianos (Papenfort e Bassler, 2016). Um tipo particular de interacdo quimica é a troca
de compostos sinalizadores. Moléculas sinalizadoras podem ser essenciais para o crescimento
de micro-organismos, ja que alguns deles podem ndo crescer in vitro, pois ndo estdo em suas
comunidades nativas e, portanto, ndo recebem sinalizacdo desta comunidade através desta
comunicagéo intercelular denominada quorum sensing (Nichols et al., 2008).

Dentre as moléculas sinalizadoras conhecidas, as acil-homosserina lactonas
representam os compostos mais bem compreendidos e utilizados por muitas bactérias Gram-
negativas (Papenfort e Bassler, 2016). Enquanto, peptideos estdo envolvidos na comunicagéo
intercelular em bactérias Gram-positivas e podem ter uma funcdo dupla, atuando como
antimicrobiano e molécula sinalizadora (Verbeke et al., 2017). Siderdforos, cuja biossintese é
controlada por um sistema de quorum sensing também podem estimular o crescimento
bacteriano (Soares, 2022). Paenibacillus elgii é conhecido por produzir esses trés tipos de
moléculas sinal (homosserina lactonas, peptideos e sideroforos) que podem estimular o
crescimento bacteriano (da Costa et al., 2022; Ortega et al., 2018). Além disso, a espécie P.
elgii apresenta potentes antimicrobianos ja explorados para o uso veterinario (Kriger et al.,
2013; Teng et al., 2012; da Costa et al., 2022; Ortega et al., 2018).

Espera-se que organismos produtores de antimicrobianos contenham mecanismos de
auto-resisténcia contra suas proprias moléculas bioativas. Geralmente, bactérias produtoras de
antibioticos possuem genes de resisténcia que as protegem de seus antimicrobianos (Mak et
al., 2014). Assim, espera-se que linhagens bacterianas resistentes a P. elgii, possuam
resisténcia intrinseca por também produzirem compostos antimicrobianos. Este capitulo
apresenta uma metodologia de cultivo bacteriano a partir do uso do sobrenadante de P. elgii
como mecanismo de selecdo de linhagens bacterianas de interesse biotecnoldgico. Uma das
linhagens obtidas através desta metodologia foi caracterizada a fim de ilustrar uma potencial

aplicacdo biotecnoldgica disponibilizada a partir do protocolo.
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2.2 OBJETIVOS
2.2.1 Objetivo Geral

Este trabalho visa isolar linhagens bacterianas de solo do Cerrado com potencial
biotecnoldgico a partir do uso do sobrenadante de Paenibacillus elgii como mecanismo de
selecao.

2.2.2 Objetivos Especificos

I. Testar o uso de sobrenadante de P. elgii como agente de selecdo de linhagens
bacterianas com potencial biotecnoldgico.

I1. Identificar as linhagens selecionadas através do gene marcador rRNA 16s.

I1l. Testar a atividade antibacteriana das linhagens contra Bacillus subitilis,
Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa.

IV. Caracterizar fenotipica e genotipicamente uma linhagem obtida a partir do uso de
sobrenadante de P. elgii.
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2.3 MATERIAL E METODOS
2.3.1 Obtencéo do sobrenadante de Paenibacillus elgii

A linhagem P. elgii utilizada neste trabalho foi isolada do solo do Cerrado de uma area
de reserva da fazenda Nova India em Cristalina (GO), uma propriedade rural privada. Para
producdo do sobrenadante da linhagem, fez-se um indculo em meio de cultura LB Broth
(NaCl, 5 g/L; Triptona, 10 g/L; Extrato de Levedura, 5 g/L) que cresceu overnight sob
agitagdo de 200 rpm & 28°C. ApOs crescimento, o sobrenadante foi submetido a 4°C
overnight, para induzir esporulacdo. Em seguida, a cultura foi centrifugada e o sobrenadante
filtrado em seringa de 0,22um de poro. O sobrenadante filtrado foi inoculado em placas com
meio LB Broth/agar e incubados por 48 h, em temperatura ambiente, para confirmar a
auséncia de formacgéo de colonias de P. elgii.

2.3.2 Preparacao dos meios de cultura enriquecidos com sobrenadante de P. elgii

As placas de cultivo foram preparadas contendo diferentes concentracbes do
sobrenadante: 300ul/L, 600ul/L, 1ml/L e 2ml/L de sobrenadante. Os meios de cultura
utilizados para os ensaios foram o Middlebrook/agar (Hidrolisado enziméatico de caseina,
1g/L; Sulfato de aménio, 0.5 g/L, Agar, 15 g/L; Fosfato monopotéssico, 1.5 g/L; Fosfato
dissédico, 1.5 g/L; Citrato de sodio, 0.4 g/L; Sulfato de magneésio, 0.05 g/L; acido L-
glutdmico, 0.5 g/L; Citrato férrico de aménio, 0.04 g/L; Piridoxina, 0.001 g/L; Biotina, 0.0005
g/L; Verde malaquita, 0.001 g/L; Agar, 15 g/L) e o R2A/agar (agar, 15 g/L; hidrolisado &cido
de caseina, 0.5 g/L; dextrose, 0.5 g/L; fosfato dipotassico, 0.3 g/L; sulfato de magnésio, 0.024
g/L; proteose peptona, 0.5 g/L; sddio piruvato, 0.3 g/L; amido solavel, 0.5 g/L; extrato de
levedura, 0.5 g/L). Esses meios de cultura foram vertidos em placas circulares de 115 mm de

diametro.

2.3.3 Coleta e processamento de amostras de solo

As coletas de amostras foram feitas na Reserva Ecologica do IBGE (RECOR) nas
proximidades do Corrego Pitoco. A RECOR é parte da Area de Protecdo Ambiental (APA)
Distrital Gama-Cabeca de Veado, localizado no Pediplano de Brasilia e totaliza um total de
10.000 ha de area protegida. A formacdo geoldgica da regido data da Era Terciaria que
juntamente com o Pediplano Contagem-Roncador constitui a parte do Planalto Central
Goiano denominado Planalto do Distrito Federal. O clima da regido é sazonal, caracteristico

do Brasil Central, com duas estagdes bem definidas, uma seca que abrange 0s meses de maio
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a agosto, e uma chuvosa que abrange o0s meses de setembro a maio (fonte:
https://www.ibge.gov.br/, consultado em 2022).

A coleta de amostras de solo foi feita com o0 uso de um cano de aluminio com
indicacdo de profundidade. O cano foi introduzido com o auxilio de uma marreta de borracha
no solo até atingir a marcacdo de 15 cm. Foram feitos 10 orificios de coleta e todo o contetido
amostrado foi peneirado em malha de 2 mm e misturado em um Unico saco plastico
devidamente identificado.

As amostras ambientais de solo foram dissolvidas previamente em meio Middlebrook
liquido na razéo de 1g de solo em 50ml de meio, constituindo-se como indculo inicial. O
indculo inicial foi diluido na proporcdo 1:20 e inoculado (150uL) nas placas enriquecidas
com sobrenadante de P. elgii.

2.3.4 1solamento das linhagens bacterianas
As colonias que cresceram nos meios de cultura com sobrenadante de P. elgii e
apresentaram halo de inibicdo a colbnias vizinhas foram transferidas para isolamento em

novas placas a fim de serem identificadas e testadas quanto a atividade antimicrobiana.

2.3.5 Extracdo de DNA e amplificacdo do gene ribossomal rRNA 16S

As extracbes de DNA das linhagens bacterianas obtidas a partir do uso do
sobrenadante P.elgii foram realizadas com o kit comercial Gen Elute Bacterial Genomic DNA
Kit, Sigma-Aldrich, de acordo com as instrucfes do fabricante. A eficiéncia da extracdo foi
avaliada em gel de agarose (1% v/v). A quantificacio do DNA foi realizada com o
fluorémetro Qubit (Invitrogen, USA) através do kit dSDNA BR Quant-itassay kit (Invitrogen).

A reacdo em cadeia da (DNA) polimerase (PCR) para amplificacdo do rRNA 16S foi
realizada com os oligonucleotideos iniciadores 27F (5’- AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’)
e 1492R (5’- GGTTACCTTGTTACGACTT-3’) (Weisburg et al., 1991), em termociclador,
nas seguintes condi¢des: desnaturacdo a 95°C durante 3 minutos, desnaturacdo a 95°C durante
30 segundos, anelamento a 51°C durante 30 segundos, extensdo a 72°C durante 1 minuto e
meio, repeticdo das etapas 2 a 4 por 30 vezes, extensdo a 72°C durante 7 minutos. Para a
purificacdo do produto de PCR foi utilizado o kit de purificacdo Thermo Scientific (Gene Jet
PCR Purification Kit).

O sequenciamento de Sanger dos amplicons do gene 16S foi feito pela empresa
Macrogen na Coreia do Sul. As amostras sequenciadas foram comparadas aos bancos de

dados do NCBI (National Center for Biotechnology Information) através do BLAST.
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2.3.6 Andlise da atividade antibacteriana

Realizou-se um teste antimicrobiano por overlay para testar as linhagens bacterianas
isoladas a partir do uso do sobrenadante de P. elgii. Os testes de atividade antibacteriana
foram feitos em meios de cultura minimo (R2A ou Middlebrook). As linhagens foram
inoculadas no centro das placas e colocados em crescimento em temperatura ambiente
(aproximadamente 25° graus) pelo periodo de 6 dias. No sétimo dia de crescimento, foi
preparado um inéculo de soft-agar (4gua ultra pura e agar) com Bacillus subtilis que foi
vertido sobre as placas de modo a formar uma camada fina e homogénea. Esta foi a cobertura
ou overlay. Apoés a adicdo do soft-agar era esperado o crescimento do B. subtilis por até 48
horas em temperatura ambiente. Algumas linhagens foram selecionadas para serem testadas
também contra E.coli e P. aeruginosa. A selecdo foi feita de modo a incluir pelo menos um
representante de cada género encontrado.

Para comprovar a capacidade antibidtica de P. elgii e de seu sobrenadante, ambos

foram também submetidos ao teste antimicrobiano por overlay contra B. subtilis.

2.3.7 Caracterizacdo fenotipica in vitro

A linhagem K003 obtida a partir do uso do sobrenandante foi selecionada para ser
caracterizada. A linhagem CBMAI 824 de Methylobacterium radiotolerans foi utilizada para
a realizacdo das analises fenotipicas e fisiologicas de forma comparativa com KO003.

Apos 18 h de crescimento em meio LB, os pellets de células das culturas de K003 e
CBMAI 824 foram observados em microscopia Optica para a determinacdo das caracteristicas
de membrana, utilizando a coloracédo diferencial de Gram (Reddy et al., 2007). A observacao
foi realizada em microscépio Leica DM750.

A caracterizacdo fenotipica foi realizada com base nas metodologias adaptadas
utilizadas por Kim et al. (2020) e Yun et al. (2020), onde a temperatura 6tima de crescimento
foi avaliada por uma semana em placas de Nutrient Broth (NB) agar (Extrato de carne, 1 g/L;
Extrato de Levedura, 2 g/L; Peptona, 5 g/L; Cloreto de Sodio, 5 g/L, Agar 15 g/L) nas
temperaturas de 5, 10, 15, 20, 30, 35, 40, 45, 50, 55 e 60 °C. A faixa de pH ideal para
crescimento foi examinada entre 4.0 e 10.0 em intervalos de 1.0 ap6s incubacdo a temperatura
ideal verificada por 3 dias em meio NB liquido ajustado com HCI ou NaOH contendo tampéo
citrato/Na;HPO4 50 mM (pH 4-7), tamp&do NaH2PO4 /Na 2HPO4 100 mM (pH 7-8) ou tampao
NaHCO3/Na,COz 100 mM (pH 9-10). A toleréncia ao sal foi testada em NB liquido

suplementado com NaCl (0-5% em intervalos de 1%) e incubacdo a temperatura ideal
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verificada por 3 dias. Tanto salinidade quanto pH foram examinados medindo a ODeoo €m
SpectraMax M3 com software SoftMax Pro 6.0 (Zhu et al., 2014).

A atividade da catalase foi testada pela adicdo de 3% de perdxido de hidrogénio a
cultura cultivada em meio de cultura R2A a 30°C por 7 dias, e a efervescéncia foi monitorada
(Tindall et al., 2007). O teste de oxidase foi realizado através de Oxidase Strips 40560
(Millipore).

As células da linhagem K003 e sua referéncia, CBMAI 824, cultivadas em meio R2A
solido foram coletadas apds 48h de crescimento, transferidas para tubos de vidro com tampa
de teflon e entdo utilizadas para analises de acidos graxos celulares, conforme descrito por
Ramaprasad e colaboradores (2015). A saponificacdo dos acidos graxos foi realizada com 1
mL de solugcdo metanol/hidroxido de sédio (150 mL agua deionizada, 150 mL metanol, 45 g
NaOH) a 100°C por 30 minutos. Dois mililitros de metano 6M em HCL foram adicionados
aos tubos, que ficaram incubados por 10 minutos a 80°C. A separacdo dos esteres metilicos
dos acidos organicos foi realizada pela adicdo de 1,25 mL de hexano/éter terc-butilico (1:
v/v), ap6s agitacdo por 10 minutos. A fase mais pesada foi descartada e a fase superior
contendo os acidos graxos metil-esteres foi recuperada e lavada com 0.25 mol/L NaOH e
estocada até a analise (Sasser, 2001).

Os esteres metilicos de &cidos graxos obtidos foram analisados em cromatdgrafo
gasoso (Agilent 7890% equipado com o software Sherlock Microbial ldentification System
(Sherlock, v. 6.2) usando o a biblioteca do método RTSBAG6. Os picos obtidos foram entéo
rotulados e os valores de comprimento de cadeia equivalente foram calculados pelo software
Sherlock. O Sistema de Identificacdo Microbiana Sherlock € um sistema totalmente analitico
automatizado de cromatografia gasosa para identificar bactérias com base em seus perfis
Unicos de acidos graxos (Sasser, 2001).

A suscetibilidade a antibioticos foi avaliada em meio R2A solido pelo método Kirby-
Bauer (difusdo com disco) utilizando discos de papel filtro impregnados com concentracédo
padrdo de antibidtico. A cultura foi espalhada com swab para a aplicacdo dos discos e
observacdo da formacao de halo de inibicdo foi realizada ap6s incubacdo de 48h a 30° C. Os
antibiticos testados foram (pg por disco): Amicacina (30), Amoxicilina/Ac. Clavulanico
(20/10), Ampicilina (10), Aztreonam (30), Cefalexina (30), Cefazolina (30), Cefepima (30),
Ceftazidima (30), Ceftriaxona (30), Ciprofloxacina (5), Clindamicina (2), Cloranfenicol (30),
Doxiciclina (30), Eritromicina (15), Gentamicina (10), Imipenem (10), Meropenem (10),

Norfloxacina (10), Ofloxacina (5), Oxacilina (1), Penicilina G (10), Piperacilina +
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Tazobactam (110), Polimixina B (300), Sulfonamida (300), Tetraciclina (30) e Vancomicina
(30).

2.3.8 Sequenciamentos, montagem e analise do genoma

Para a linhagem K003 caracterizada neste capitulo, foi feita a clonagem do gene
marcador rRNA 16S, onde os fragmentos do rRNA 16S purificados foram ligados em vetor
pGEM®-T Easy, Promega, de acordo com as instrucdes do fabricante. O objetivo foi ter uma
sequéncia mais completa do gene marcador rRNA 16 para as analises filogenéticas.

A transformacdo bacteriana ocorreu em Escherichia coli DH10B por choque térmico.
As células transformadas foram espalhadas em meio de cultura R2A solido suplementado
com Ampicilina (150 pg/mL), X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indoxil-p-D-galactopiranosideo)
(0.00625% p/v) e IPTG (isopropil-B-D-tiogalactopiranosideo) (0.5 mM). As coldnias
positivas para a transformagdo com plasmideo e inserto (brancas) foram inoculadas em meio
liquido LB + Ampicilina (150 pg/mL).

O kit QlAprep Spin Miniprep Kit, Qiagen, foi utilizado para a extracdo e purificacéo
do DNA plasmidial. A transformacdo foi confirmada através da verificacdo da presenca dos
insertos apods realizacdo de digestdo com a enzima EcoR1 e avaliacdo do padrdo de bandas em
eletroforese em gel de agarose a 1% (p/v).

O DNA plasmidial dos clones foi sequenciado em plataforma Sanger na empresa
Macrogen (Seoul, Coréia do Sul) utilizando os oligonucleotideos iniciadores para 0S
promotores T7 (5> GTAATACGACTCACTATAGGGC 3°) e sp6 (5
ATTTAGGTGACACTATA 3°).

A ferramenta Asparagin (disponivel em http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/)
foi utilizada para a avaliar a qualidade Phred score e remocéo dos pares de bases provenientes
do vetor (Ewing, 1998; Togawa, 2006). As sequéncias com Phred score maior que 30 foram
mantidas para as analises seguintes. Em seguida, foi realizada a comparacdo por similaridade
com sequéncias disponiveis no GenBank do NCBI (National Center for Biotechnology
information) usando a ferramenta BLAST N. Em adicdo, foi feita a comparacdo com as
sequéncias do banco de dados Ezbiocloud. Nele, além das sequéncias de rRNA 16S de
amplicons do NCBI, sdo consideradas também sequéncias 16S extraidas dos genomas
disponiveis no NCBI, sequéncias compiladas do sequenciamento completo realizados com a
tecnologia Pacific Biosciences (PacBio) de amostras de microbiomas, sequéncias extraidas da

montagem de genomas do JGI (Joint Genome Institute ) e sequéncias de genomoespécies que
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s80 espécies provisoriamente novas suportadas por sequéncias genémicas inteiras (Yoon et
al., 2017).

O sequenciamento gendmico da linhagem K003 foi realizado em plataforma NGS
[llumina na empresa Macrogen (Seul, Coreia do Sul). A biblioteca de DNA foi preparada
usando o TruSeq Nano DNA Kit e o sequenciamento foi realizado na plataforma NextSeg500,
gerando leituras paired-end de 150 pares de bases.

A fim de melhorar a montagem do genoma, foi realizado o sequenciamento NGS
utilizando a tecnologia long reads na plataforma Oxford Nanopore Technologies (ONT)
(Oxford, Reino Unido). A biblioteca de DNA foi preparada com o Rapid Sequencing Kit
(SQK-RADO004) e o sequenciamento foi realizado em Flow cell FLO-MINSP6 no dispositivo
MinION (MIN-101B).

Os dados brutos do sequenciamento NGS Illumina passaram por limpeza com a
ferramenta Trimmomatic (Bolgeret al., 2014) para retirada de sequéncias dos adaptadores,
eliminacéo de reads forward e reverse ndo-pareados e das sequéncias com Phred score menor
do que 30 (Ewing et al., 1998). Os dados brutos do sequenciamento NGS ONT passaram pelo
processo de basecalling através do programa Guppy em modo de alta acuracia (Fraser et al.,
2020).

A montagem de novo de um rascunho do genoma da linhagem K003 foi realizada de
forma hibrida com o programa Unicycler (V. 0.5.0) (Wicket al., 2016) para confirmacédo da
identidade da linhagem. O software CheckM, por meio da plataforma Kbase, foi utilizado
para determinacdo de sequéncias contaminantes e completude dos genomas (Parks et al.,
2015). A cobertura dos reads foi determinada com o software Bowtie2 (v. 2.4.4) (Langmead
et al., 2018) e os parametros L50 e N50 foram obtidos através do Quast (Mikheenko et al.,
2016). A anotacdo do genoma foi realizada usando o software Prokka (v. 1.14.6) (Seemann,
2014). O software Artemis foi utilizado para a visualizacdo do genoma circular e suas regides

codificantes através do recurso DNAPIotter (Carver et al., 2009).

2.3.9 Analises filogenéticas

A posicdo evolutiva da linhagem foi estimada pela construcdo de arvore filogenética
pelo método Maximum-likelihood (ML) com 1000 repetices de amostragem (Bootstrap),
utilizando vinte e trés sequéncias representativas quanto rRNA 16S de espécies do género de
linhagens validas listadas em List of Prokaryotic names with Standing in Nomenclature -
LPSN e depositadas no banco de dados GenBank/EMBL/DDBJ (Felsenstein, 1985, Kimura,

1980) e um outgroup. A ferramenta clustal W foi utilizada para fazer o alinhamento das
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sequéncias (Larkin et al., 2007). A construcdo da arvore filogenética baseada na sequéncia
parcial do gene marcador molecular rRNA 16S foi realizada no programa Mega 11 (disponivel
para download em https://www.megasoftware.net/).

A classificagdo taxonémica da linhagem e a confirmagdo da identidade foram
realizadas na plataforma TYGS — DSMZ, por hibridizagéo digital de DNA (DDH) no servidor
GGDC — DSMZ (Meier-Kolthoff et al., 2022). Com base na sequéncia do rRNA 16S, séo
determindas as dez linhagens filogeneticamente mais préximas do genoma a ser analisado.
Essas onze linhagens seguem para comparacdo dos parametros gendmicos de classificacao
taxondmica, como a distancia entre genomas (GBDP).

A ANI (ldentidade Média de Nucleotideos) foi calculada na plataforma JSpeciesWS
(disponivel em: https://jspecies.ribohost.com/), onde ANIb é a identidade nucleotidica méedia
com base no célculo BLAST e a ANIm ¢ a a identidade nucleotidica média com base no
calculo MUMmer (Richter et al., 2016). O software GTDB-Tk (v. 1.7.0), disponibilizado na
plataforma Kbase também foi utilizado para o calculo da ANI (Arkin et al., 2018; Chaumeil et
al., 2019).

O alinhamento do genoma da linhagem K003 com o genoma de sua linhagem de
referéncia, M. radiotolerans JCM 2831, acronimo da linhagem M. radiotolerans CBMAI 824,
utilizada nos ensaios in vitro como referéncia, foi realizado com o pipeline PlotNucmer
(disponivel em: https://github.com/fmalmeida/plot_nucmer), que € uma automacdo do
MUMmer v3 .1 toolkit (Kurtz et al., 2004) e Ggbio (Yin et al., 2012), onde o primeiro alinha
0S genomas por comprimento e identidade, e o segundo gera uma visualizacao circular.

A arvore filogenética baseada em genes ort6logos centrais concatenados de sequéncias
genébmicas de 12 linhagens, incluindo K003, as linhagens estreitamente relacionadas de
acordo com o TYGS-DSMZ e o outgroup Enterovirga rhinocerotis disponiveis no NCBI foi
construida usando o MICROB1AL1Z3R  servidor web  (disponivel em:
https://microbializer.tau.ac.il/) (Avram et al., 2019).

A analise comparativa de pangenoma foi realizada usando Roary versdo 3.13.0
seguindo a anotacdo de Prokka, versdo 1.14.6 (Seemann, 2014), disponivel no Galaxy (Afgan
et al., 2016 ). Foram utilizadas a sequéncia do genoma de K003 e 10 sequéncias de suas
linhagens mais proximas, segundo o TYGS-DSMZ disponiveis no NCBI. A identidade
percentual minima para BLASTp de 80% foi definida para agrupar os genes que codificam
sequéncias completas de proteinas em genomas centrais (Corretto et al., 2017 ).

Todas as arvores geradas neste trabalho foram editadas no Inkscape (disponivel para

download em: https://inkscape.org/).
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2.3.10 Predicéo de genes e anotacdo funcional

As categorias funcionais baseadas na classificagdo COG de K003 foram obtidas pela
versdo on-line do eggNOG-mapper v.2 (Huerta-Cepas et al., 2017), onde vias metabdlicas e
genes de interesse foram comparados ao banco de dados Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes (KEGG) (Kanehisa et al., 2007).

O Banco de Dados de Genes de Resisténcia a Antibidticos (ARDB) foi utilizado para
anotacdo de genes potenciais responsaveis pela resisténcia a antibiéticos (Liu e Pop, 2009). A
presenca de locus CRISPR (agrupado regularmente interespacado curto repeticoes
palindromicas) foram previstos usando a ferramenta de reconhecimento CRISPRCasFinder
(Couvin et al., 2018).

O software AntiSMASH (v. 6.1.1) (Blin et al. 2021) foi utilizado para a identificagdo
de clusters génicos relacionados ao metabolismo secundario (BGCs) dos micro-organismos.
O BIG-SCAPE faz o agrupamento de similaridade de familias de BGCs com base em suas
semelhancas com sequéncias de proteinas de familias Pfam (EI-Gebali et al., 2019) e com
BGCs conhecidos disponiveis na versdo mais recente do repositorio MIBIG (v1.4) (Kautsar et
al., 2020). A fim de obter informacdes sobre a diversidade e similaridade de BCGs entre as
linhagens K003 e sua linhagem de referéncia M. radiotolerans JCM 2831, as saidas do
AntiSMASH foram agrupadas usando BiG-SCAPE em cortes de distancia de 0.3 (Navarro-
Munoz et al., 2020).

O banco de dados CAMPRr4 foi utilizado para predicdo de peptidios antimicrobianos
(AMPs) (Gawde et al., 2022). Trata-se de um banco com curadoria manual usando
informacGes disponiveis de AMPs do NCBI, PDB (RCSB Protein Data Bank - RCSB PDB),
PubMedand Lens (patent). Nele, prevé-se que a sequéncia seja antimicrobiana através de uma
pontuacdo de probabilidade (0 a 1) usando meétodos multivariados (Waghu et al.,
2014). Quanto maior a probabilidade, maior € a possibilidade de o peptideo avaliado ser

antimicrobiano.

2.3.11 Caracterizacgdo fenotipica in silico

A ferramenta de fenotipagem in silico Traitar (Microbial Trait Analyzer) foi utilizada
para prever fenotipos com base nas sequéncias do genoma de K003 de forma comparativa
com suas linhagens mais proximas de acordo com TYGS-DSMZ. Ele é capaz de prever 67
caracteristicas fenotipicas utilizando o algoritmo Prodigal para predicdo de genes e familia
Pfam para anotacdo (Weimann et al., 2016). O software usa dois modelos de predicéo, o

modelo phypat (que prevé a presenca/auséncia de proteinas encontrado no fenotipo de 234
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espécies bacterianas) e uma combinagdo de modelos phypat+PGL (que usa a informacdo de
phypat combinada com a informagdo da aquisicdo ou perda de familias de proteinas e
fendtipos através da evolugdo), para determinar as caracteristicas fenotipicas (Weimann et al.,
2016).
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2.4 RESULTADOS
2.4.1 Uso do sobrenadante de Paenibacillus elgii

A espécie P. elgii apresentou atividade antibacteriana contra B. subitilis assim como o
sobrenadante obtido de sua cultura liquida (Fig.2.1).

Figura 2.1 Atividade antibiética de P. Elgii e seu sobrenadante, demonstrando atividade da cultura indicada pela
seta vermelha (A) e do sobrenadante (300ul/L) indicada pela seta azul (B). Os ensaios foram feitos contra B.
subtillis (indicado por setas amarelas) (Carvalho, 2013).

A utilizacdo do sobrenadante permitiu o crescimento de micro-organismos. A
concentracdo do sobrenadante de P. elgii influenciou o crescimento de micro-organismos no
meio de cultura apdés indculo de amostras de solo. Os resultados demonstraram que ha
diferenca de crescimento bacteriano nas diferentes concentragdes do sobrenadante e houve
maior crescimento na menor concentracdo, logo quanto maior a concentracdo do

sobrenadante, mais seletivo é o meio enriquecido com ele (Fig. 2.2).

Figura 2.2 Crescimento de culturas a partir de amostras de solo em diferentes concentracdes de sobrenadante de

P. elgii. A placa A (300ul/L), a placa B (600 pl/L), a placa C (1ml/L) e a placa D (2ml/L). As linhagens de
interesse coletadas por possuirem zonas de inibicdo sdo indicadas por setas vermelhas. (Carvalho, 2013).
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2.4.2 Identificagdo taxondmica das linhagens bacterianas

Dentre as linhagens bacterianas crescidas a partir da cultura enriquecida com o
sobrenadante de P. elgii, trinta e cinco (35) puderam ser cultivadas isoladamente e sem o
sobrenadante. Os resultado das PCRs com os oligonucleotideos 27F e 1492R para os 35

isolados foram bem-sucedidas e podem ser visualizadas na Figura 2.3.

Figura 2.3 Gel (TBE/agarose 1% corado com brometo de etideo) com resultados da PCR das linhagens. O
marcador de referéncia de tamanho de bandas utilizado foi 0 1kb plus DNA Ladder indicado a esquerda com
algumas marcacdes de tamanho de bandas (Carvalho, 2013).

O resultado do sequenciamento do gene marcador rRNA 16S das linhagens obtidas sdo
apresentados na Tabela 2.1. A identificacgdo mostra presenca dos géneros Paenibacillus,
Pseudomonas, Enterobacter, Kitasatospora, Sphingomonas, Xanthobacter, Burkholderia e

Methylobacterium.
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Tabela 2.1 Resultados da comparacdo dos amplicons das linhagens obtidas a partir da
utilizagdo do sobrenadante de P. elgii com os bancos de dados do NCBI através do BLAST.

Linhagem N° acesso Descricéo Max Score  Total Score  Cobertura Max Ident
Al HQ236048.1  P. elgii 167 167 59% 92%
A2 JX174235.1 Enterobacter sp. 302 302 96% 95%
A3 AB739006.1  P. ehimensis 623 623 33% 92%
Ad AB739006.1  P. ehimensis 645 645 26% 98%
A5 HQ236085.1  P. elgii 1831 1831 98% 95%
Ab HMO063032.1  Paenibacillus sp. 1943 1943 99% 97%
A7 AB739006.1  P. ehimensis 287 287 96% 93%
A8 AB739006.1  P. ehimensis 248 248 95% 90%
A9 HQ236085.1  P. elgii 474 474 98% 97%
Al0 JQ735955.1  P. elgii 808 808 68% 98%
All HQ236048.1  P. elgii 1034 1034 99% 99%
Al2 JX436405.1 Pseudomonas sp. 350 350 96% 99%
Bl JF701960.1 Burkholderia sp. 512 512 36% 92%
B2 GQ895737.1  Sphingomonas sp. 760 760 34% 95%
B3 JX090597.1  P. aeruginosa 22292 22292 99% 99%
B4 GU518381.1  Uncultured bacterium 115 115 83% 80%
B5 AF247494.1  Burkholderia sp. 642 642 97% 95%
B6 JX090597.1 P. aeruginosa 1000 1000 98% 98%
B7 EU139032.1  Kitasatospora sp. 263 263 94% 92%
B8 HQ651053.1  Pseudomonas sp. 1018 1018 98% 99%
B9 AF247494.1  Burkholderia sp. 388 388 48% 97%
B10 FR872408.1  Burkholderia sp. 329 329 90% 97%
B11 DQ095878.1  P. aeruginosa 176 176 64% 91%
B12 GU191167.1  Burkholderia sp. 294 294 88% 97%
C1 JX436403.1 Pseudomonas sp. 675 675 67% 96%
C2 JX436403.1 Pseudomonas sp. 497 675 63% 94%
C3 EU912440.1  Methylobacterium sp. 453 453 66% 88%
C4 HM771642.1 P. aeruginosa 990 990 99% 93%
C5 JX178938.1  Xanthobacter sp. 425 425 27% 95%
C6 EU912444.1  Methylobacterium sp. 193 193 73% 90%
C7 JX436403.1 Pseudomonas sp. 545 545 65% 94%
C8 JQ659918.1 P. aeruginosa 156 156 94% 81%
C10 JX436405.1 Pseudomonas sp. 279 279 98% 92%
C11 GU447238.1  P. aeruginosa 2017 2017 95% 96%
C12 AF247494.1  Burkholderia sp. 887 887 97% 95%
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As linhagens cultivadas de forma isolada foram submetidas ao ensaio overlay de

atividade antibacteriana contra B. subtilis, onde todos apresentaram resultado positivo (Fig.

2.4eTab.2.2).

Figura 2.4 Ensaios overlay de atividade antibacteriana de algumas das linhagens obtidas a partir do uso de

sobrenadante de P. elgii. Os halos de inibicdo sédo bastante visiveis. (A) Linhagem A3, (B) Linhagem A9, (C)

Linhagem C5 e (D) Linhagem C12. Todos os ensaios foram realizados contra B. subtillis (Carvalho, 2013).

Tabela 2.2 Resultados de ensaios overlay de atividade antibacteriana das linhagens obtidas a
partir do uso de sobrenadante de P. elgii. Os resultados foram observados ap6s 48 h do

in6culo de B. subtilis.
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Dentre as trinta e cinco linhagens, cinco (B2, B4, B7, C3 e C6) foram selecionadas
para serem testadas contra E.coli e P. aeruginosa. A selecdo foi feita de modo a incluir ao
menos um representante de cada género encontrado, exceto Paenibacillus e Enterobacter. A
primeira por se tratar do género que originou o sobrenadante utilizado na obtengdo das
linhagens e a segunda por possuir potencial biotecnoldgico reduzido em relacdo as demais,
conforme encontrado na bibliografia sobre o género. Todas as cinco linhagens testadas
tiveram sua atividade antibacteriana confirmada sobre E. coli e apenas B7 e C6 apresentaram
atividade antibacteriana sobre P. aeruginosa. Por esse motivo, B7 e C6, pertencentes aos
géneros Kitasatospora e Methylobacterium, respectivamente, foram escolhidas para serem
caracterizadas genotipica e fenotipicamente neste trabalho e seréo a partir de agora chamadas
de K002 e K003, respectivamente. A caracterizacdo da linhagem K002 sera apresentada

capitulo 3. A caracterizacédo da linhagem K003 seré apresentada a seguir.

2.4.4 Caracterizagéo fenotipica in vitro

As linhagens K003 e M. radiotolerans CBMAI 824 apresentaram coloragdo Gram-
negativa, cresceram aerobiamente em temperaturas de 15 a 40°C em meio NB. K003 cresceu
em meio NB contendo 0-2% (p/v) de NaCl e em pH 5-9, enquanto CBMAI cresceu em 0-3%
e em pH 4-9. O crescimento 6timo de ambas as linhagens ocorreu a 30 °C, pH 8 e com 0%
(p/ v) de NaCl (Tab. 2.3). O crescimento a partir do pH 4 e em salinidade 3% distingue

CBMAI 824 de K003. Ambas as linhagens foram positivas para catalase e oxidase.

Tabela 2.3 Propriedades fenotipicas comparativas entre a linhagem Methylobacterium K003,
obtida a partir do sobrenadante de P. elgii, e a linhagem de referéncia M. radiotolerans
CBMAI 824. +, Positivo, entre parénteses, crescimento ideal.

Faixa de crescimento (ideal): K003 CBMAI
Temperatura (°C) 15-40 (30) 15-40 (30)
pH 5-9 (8) 4-9 (8)
NaCl (%) 0-2 (0) 0-3(0)
Catalase + +
Oxidase + +
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O perfil de acidos graxos das linhagens KO03 e CBMAIl 824 ¢ apresentado na Tabela
2.4. O &cido graxo mais abundante (>85%) em ambas as linhagens foi Summed Feature 8
(C18:1 w7c¢ elou Cl18:1 wb6c), j& 0os menos abundantes foram  Summed Feature 2
(possivelmente C12:0 aldeido) em K003 com 0,74% e C12:0 em CBMAI 824 com 0,67%.
Summed feature ocorre quando hd uma separacdo imperfeita do pico. Os perfis de acidos
graxos separaram claramente a linhagem K003 de CBMAI 824 pela auséncia de C12:0 e 18:0
30H.

Tabela 2.4 Composicdo de acidos graxos (%) de forma comparativa entre a linhagem
Methylobacterium K003, obtida a partir do uso do sobrenadante de P. elgii, e sua linhagem de
referéncia M. radiotolerans CBMAI 824. O perfil de acidos graxos foi obtido por
cromatografia gasosa. *O Summed Featureocorre quando ha separacdo de pico imperfeita. O
Summed Feature 2 representa possivelmente aldeido 12:0, o0 Summed Feature 3 representa
C16:1 w6c e/ou C16:1 ®7c e o Summed Feature 8 representa C18: 1 w7¢ e/ou C18: 1 w6¢. —,
ausente.

Ac. graxo Nome Tipo K003 (%) CBMAI (%)
C12:0 acido dodecandico Saturado de cadeia média - 0.67
C16:0 acido hexadecandico Saturado de Cadeia Longa 2.37 2.81
C18:0 acido octadecandico Saturado de Cadeia Longa 5.75 5.59
18:030H  &cido 3-hidroxioctadecantico  Saturado de cadeia longa com hidroxila - 0.84
Summed

Feature 2* ) 0.74 0.87
Summed

Feature 3* ) 0.76 0.90
Summed

Feature 8* - 90.39 88.33

Dentre os vinte e seis antibioticos testados quanto a suscetibilidade das linhagens,
K003 e CBMAI 824 foram resistentes 8 Amoxicilina/Ac. Clavulanico, Aztreonam,Cefazolina,
Cefepima, Clindamicina, Meropenem, Oxacilina, Polimixina B e Sulfonamida. Além destes,
K003 também foi resistente a Vancomicina. A tabela 2.5 apresenta os resultados do teste de

suscetibilidade das duas linhagens aos antibiéticos avaliados.
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Tabela 2.5 Resultados do teste de suscetibilidade a antibidticos da linhagem
Methylobacterium K003, obtida a partir do sobrenadante de P. elgii, e sua linhagem de
referéncia M. radiotolerans CBMAI 824.0 método adotado foi o de Kirby-Bauer (difusdo em
disco), onde séo utilizados discos de papel filtro impregnados com uma concentra¢do padrao
de antibidtico e observada a formagdo de um halo de inibicdo. +, Suscetivel; —, Resistente.

Antibiético (ng per disco) K003 CBMAI 824
Amicacina (30) + +
Amoxicilina/Ac. Clavulanico (20/10) - -
Ampicilina (10) + +
Aztreonam (30) - -
Cefalexina (30) + +

Cefazolina (30) - -
Cefepima (30) - -

Ceftazidima (30) + +
Ceftriaxona (30) + +
Ciprofloxacina (5) + +
Clindamicina (2) - -
Cloranfenicol (30) + +
Doxiciclina (30) + +
Eritromicina (15) + +
Gentamicina (10) + +
Imipenem (10) + +
Meropenem (10) - -
Norfloxacina (10) + +
Ofloxacina (5) +

Oxacilina (1) - -
Penicilina G (10)

Piperacilina + Tazobactam (110) +

Polimixina B (300) - -
Sulfonamida (300) - -
Tetraciclina (30) + +
Vancomicina (30) -

2.4.5 Sequenciamentos e analises filogenéticas

O sequenciamento Sanger do rRNA 16S da linhagem K003 permitiu a identificacdo da
sequéncia, onde o BLAST indicou maior similaridade (99,88%) com Methylobacterium
radiotolerans JCM 2831. O banco de dados Ezbiocloud conferiu a mesma linhagem mais
proxima com 99,35% de similaridade. A arvore filogenética baseada no gene marcador rRNA

16S de K003 esta representada na Figura 2.5.
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Figura 2.5 Arvore filogenética baseada na seqiiéncia parcial do gene 16S ribossomal rRNA obtido por clonagem
e sequenciamento de Sanger da linhagem Methylobacterium K003, obtido a partir da utilizacdo do sobrenadante
de P. elgii. A posicao evolutiva da linhagem foi estimada pela construgdo de uma arvore filogenética usando o
método Maximum-likelihood (ML) com 1000 repeticBes de amostragem (Bootstrap), usando sequéncias
representativas de 16S ribossomal rRNA de linhagens validas do género listadas na List of Prokaryotic names
with Standing in Nomenclature - LPSN.
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O genoma da linhagem K003 foi montado usando uma combinacdo de abordagens de
sequenciamento de leitura longa e curta, resultando em uma montagem 7.735.228 pb,
distribuidos em 5 contigs, com Teor de GC de 70,84%. A anotacdo no software Prokka
Galaxy Version 1.14.5 mostrou que o genoma de K003 possui 9 rRNA, 73 tRNA (RNA
transportador) e 7292 CDS (sequéncias codificadoras). (Fig. 2.6 e Tab. 2.6).

7700000

3850000

Figura 2.6 Mapa circular da montagem hibrida do genoma da linhagem Methylobacterium K003, obtida a partir
do sobrenadante de P. elgii. A ilustracdo foi gerada pelo recurso DNAPIotter do software Artemis demonstrando
as regides codificantes e o conteldo GG. De fora para o centro: CDS direto (azul escuro), CDS reverso
(vermelho), contetido de GC e inclinacdo de GC (cinza escuro e cinza claro claro).
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Tabela 2.6 Dados da montagem hibrida do genoma de Methylobacterium K003, obtida a partir
do sobrenadante de P. elgii. A montagem foi realizada a partir dos sequenciamentos de leitura
longa e curta através do programa Unicycler. A anotagdo foi realizada com o software Prokka
e 0s parametros de qualidade foram avaliados nos softwares CheckM, Bowtie2 e Quast.

Dados da montagem

Contigs 5

CDS 7292
rRNA 9
Repeatregion 0

tRNA 73
TmRNA 2

Teor de GC (%) 70.84
Contaminacao (%) 2.46
Completude (%) 100
Cobertura 400x
L50 1

N50 (pb) 5241738
Tamanho Total (bp) 7735228
Maior contig 5241738

Na plataforma TYGS — DSMZ, a avaliagdo do genoma de K003 confirmou que a
linhagem é uma Methylobacterium radiotolerans com dDDH de 90.3-94%. As arvores
filogenéticas baseadas no gene marcador 16S rRNA e no genoma calculadas pelo TYGS estéo

apresentadas nas figuras 2.7 e 2.8, respectivamente.
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Figura 2.7 Arvore filogenética gerada pela plataforma on-line TYGZ — DSMZ mostrando o posicionamento
taxondmico de Methylobacterium K003, linhagem obtida a partir do sobrenadante de P. elgii, baseada na
sequéncia do gene ribossomal rRNA 16S.
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Figura 2.8 Arvore filogenética gerada pela plataforma on-line TYGZ — DSMZ mostrando o posicionamento

taxondmico de Methylobacterium K003, linhagem obtida a partir do sobrenadante de P. elgii, baseada em seu
genoma total.

As ANIs calculadas para o genoma da linhagem K003 na plataforma JspeciesWS
foram 97.51% (ANIb) e 99.16% (ANIm), ambas em relacdo a Methylobacterium
radiotolerans. No software GTDB-tk, a ANI foi de 99.01% (Tab. 2.7). Esses valores de ANI >
95%, juntamente com o dDDH> 70%, citado anteriormente, confirmam a identidade da
linhagem KO003.
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Tabela 2.7 Identidade Média de Nucleotideos (ANI) calculadas para a linhagem M.
radiotolerans K003, obtida a partir do uso do sobrenadante de P. elgii. ANIb: ANI com base
no célculo BLAST calculada na plataforma JSpeciesWS. ANIm: ANI com base no célculo
MUMmer calculada na plataforma JSpeciesWS. ANI: calculada nosoftware GTDB-TKk.

JspeciesWS GTDB-tk
ANIb (%) ANIm (%) ANI (%)
M. radiotolerans K003 97.51 99.16 99.01

O alinhamento dos genomas de K003 e sua linhagem mais préxima M. radiotolerans
JCM 2831 mostra poucas regides desalinhadas (16.95%) indicando que 0s genomas Sao
semelhantes entre si (Fig. 2.9). Apenas o0s blocos de alinhamento do genoma com pelo menos
1.000 nucleotideos e 90% de identidade foram considerados.

M. radioltolerans K003
. M. radioltolerans JCM 2831

Figura 2.9 Visualizacdo circular do alinhamento dos genomas da linhagem M. radiotolerans K003 (em cinza) e
sua linhagem mais proxima de acordo com TYGS-DSMZ, M. radiotolerans JCM 2831 (em azul). O alinhamento
e a ilustracdo foram gerados usando o Plot Nucmer. Apenas os blocos de alinhamento do genoma com pelo
menos 1000 nucleotideos e 90% de identidade sdo mostrados. A banda externa é a escala de tamanho dos
contigs. Quando a banda azul tem duas camadas de profundidade, h& duas sequéncias na linhagem mais proxima

que se sobrepdem no mesmo local na linhagem M. radiotolerans K003.
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Expandindo a andlise de genbmica comparativa para investigar as relacbes
filogenéticas desse género, utilizamos as sequéncias do genoma de 12 linhagens (K003, 10
linhagens mais proximas e 1 outgroup) para extrair conjuntos de genes. Através do servidor
web MI1CROB1AL1Z3R, um total de 233 nicleos de genes (subconjunto de genes
compartilhados entre as 12 linhagens) foram recuperados e usados para construir uma arvore

filogenética de méaxima verossimilhanca (Fig. 2.10).

76 M. oryzae CBMB20

100 M. phyllosphaerae CBMB27

100 M. fujisawaense DSM 5686

M. radiotolerans JCM 2831
100

100 Methylobacterium sp. K003 -
99

M. tardum NBRC 103632
100

—| —— M. longum DSM 23933

M. phyllostachyos BL4T

—— M. mesophilicum NBRC 15688

100 M. brachiatum DSM 19569

M. pseudosasicola BL36

Enterovirga rhinocerotis DSM25903

Figura 2.10 Arvore filogenética de méaxima verossimilhanca baseada em 233 genes ortélogos principais
concatenados de sequéncias gendmicas de 12 linhagens de Methylobacterium, incluindo M. radiotolerans K003,
as linhagens intimamente relacionadas de acordo com 0 TYGS-DSMZ e o grupo externo Enterovirga
rhinocerotis. O servidor web M1CROB1AL1Z3R foi utilizado para concatenar os genes ort6logos e construir a

arvore filogenética.
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Foram possiveis identificar 21379 familias génicas compondo o pangenoma de K003 e
suas linhagens mais proximas e, dessas, 2806 (13.12%) estavam presentes no ndcleo do
genoma e as restantes como acessorias. Os genes raros foram representados por 12387
familias, ou seja, 57.7% do pangenoma (Fig. 2.11).

Categories

. Cloud genes
. Core genes
. Shell genes

Figura 2.11 Analise comparativa do pangenoma realizada no Roary. O genoma de M. radiotolerans K003 e os
10 genomas mais proximos a ele, de acordo com TYGS-DSMZ, foram utilizadas. Uma identidade percentual
minima para BLASTp de 80% foi definida para agrupar os genes que codificam sequéncias de proteinas
completas em genomas centrais.

Comparando apenas as linhagens K003 e JCM 2831, foram possiveis identificar 8455
familias génicas compondo o pangenoma e, dessas, 5332 (63.06%) estavam presentes no
nicleo do genoma e as restantes como acessorias. Ndo foram encontrados genes especificos
nas linhagens.

2.4.6 Caracteristicas funcionais dos genomas

A figura 2.12 apresenta a distribuicdo das proteinas do genoma da linhagem K003 nas
suas respectivas categorias COGs. A categoria S refere-se a proteinas de fungdo desconhecida
e representa 19% das proteinas do genoma de K003. A categoria unknow,representa 15%.
Dentre as categorias bem anotadas, E (9%), K (6%) e C (6%), referentes ao metabolismo de

amino&cidos, transcricdo e producdo e conversdo de energia, respectivamente, estdo entre as
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mais abundantes no genoma. Entre as menos abundantes estdo as categorias D (0.7%) e N

(0.6%) responsaveis pelo ciclo celular e motilidade celular.

201
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Figura 2.12 Proteinas preditas no genoma da linhagem M. radiotolerans K003, obtidas a partir do
sobrenadante de P. elgii, classificadas de acordo com as categorias COGs. A classificagéo foi realizada
usando o mapeador eggNOG contra o banco de dados da Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
(KEGG).

No que diz respeito a resisténcia antibioticos, foram encontradas quatro bombas de
efluxo de antibidtico da familia resisténcia-nodulacéo-diviséo celular (RND) tanto em K003
guanto em JCM 2831, todas conferindo resiténcia aos antibiéticos fluoroquinolona e

tetraciclina. As similaridades variaram de 41 a 71% (Tab. 2.8).
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Tabela 2.8 Anotacdo de genes potenciais responsaveis pela resisténcia a antibidticos da
linhagem M. radiotolerans K003, obtida a partir do uso do sobrenandate de P. elggi. A
analise foi realizada em comparacdo com o Banco de Dados de Genes de Resisténcia a
Antibidticos (ARDB).

Gene

Familia

Classe de droga Mecanismo de resisténcia

Similaridade (%)

adeF

adeF

adeF

adeF

resisténcia-nodulagéo-divisdo
celular (RND)
resisténcia-nodulagéo-divisdo
celular (RND)
resisténcia-nodulacéo-divisdo
celular (RND)
resisténcia-nodulagéo-divisdo
celular (RND)

fluoroquinolona
e tetraciclina
fluorogquinolona
e tetraciclina
fluorogquinolona
e tetraciclina
fluoroguinolona
e tetraciclina

Bomba de efluxo

Bomba de efluxo

Bomba de efluxo
Bomba de efluxo

44.59

51.05

71.52

41.93

Os cinco contigs da montagem do genoma de M. radiotolerans K003 foram analisados

quanto a presenca de CRISPR. Foram encontrados CRISPR em dois contigs (1 e 3) e um cas
Tipo 1A sem matrizes CRISPR no contig 5 (Tab.2.9).

Tabela 2.9 Resultados da analise da presenca de locus CRISPR na linhagem M. radiotolerans
K003, obtida a partir do uso do sobrenadante de P. elgii. A analise foi realizada através da
ferramenta de reconhecimento CRISPRCasFinder.

Contig 1
Elemento Inicio (pb) Fim (pb)  N° de espacadores
CRISPR 23047 23136 1
CRISPR 65942 66033 1
CRISPR 379399 379492 1
CRISPR 417660 417754 1
CRISPR 3706204 3706583 6
CRISPR 5156346 5156465 1

Contig 3
Elemento Inicio (pb) Fim (pb) N° de espacadores
CRISPR 212125 212278 2
CRISPR 212489 212581 1
CRISPR 213350 213810 7
CRISPR 213951 214041 1
CRISPR 214554 214884 5
CRISPR 276689 276901 3

Contig 5
Elemento Inicio (pb) Fim (pb)  N°de espacadores
CAS-Tipo IlIA 48893 49159 1

A anotacdo funcional dos genomas no Antismash mostrou um total de dez (10)

agrupamentos génicos para K003 (Tab. 2.10). A maioria desses agrupamentos génicos estdo

relacionados a producdo de compostos antibacterianos. A tabela 2.8 apresenta tais clusters

em comparagdo com a linhagem JCM 2831 (12 clusters). As linhagens K003 e JCM 2831 séo


https://crisprcas.i2bc.paris-saclay.fr/CrisprCasFinder/Viewing/638268707726568269
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bem similares, distinguidas apenas pela auséncia de T3PKS em K003 e por essa possuir um

cluster a menos de Homoserina lactona.

Tabela 2.10 Resultados da andlise de clusters de genes biossintéticos para metabdlitos
secundarios da linhagem M. radiotolerans K003, obtida a partir do uso do sobrenadante de P.
elgii. A andlise foi realizada por meio do software AntiSMASH (v. 6.1.1) e apresentada de
forma comparativa com alinhagem M. radiotolerans JCM 2831, acrénima de CBMAI 824.

Metabolitos secundarios

N° clusters
Tipo K003 JCM 2831
Homoserina lactona
NAPAA
NRPS
Redox-cofator
RIPP
T1PKS
T3PKS
Terpeno

Qutros
TOTAL

N

O WO R Rk RFP Rk R
O WRr R RLPRRLRRELRELPRW

[N
o
[N
N

De acordo com a anélise no BiG-SCAPE, entre BGCs detectados para as linhagens de
M. radiotolerans K003 (10) e JCM2831 (12), nove deles sdo semelhantes entre as ambas as
linhagens. Séo eles: 3 terpenos, 1 NRPS, 1 homoserina lactona, 1 NPAA, 2 RIPP e 1 T1PKS.
Entre os BGCs que distinguem as linhagens estdo 1 homoserina lactona em K003 e 2
homoserina lactona e 1 T3PKS em JCM 2831 (Fig. 2.13).
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Figura 2.13 Analise de similaridade entre as familias de clusters de genes usando BiG-SCAPE. Cada unido
representa clusters génicos semelhantes entre as linhagens M. radiotolerans K003 e JCM283. Os clusters
especificos, ou seja, sem semelhancas entre as linhagens também séo apresentados em forma isolada. N&o ha
representacdo gréafica dos clusters génicos semelhantes por se tratarem de clusters idénticos.

O banco de dados de dados CAMPrs para predicdo de peptidios antimicrobianos
(AMPs) mostrou 40 predicoes em K003. As predicbes apresentaram probabilidade superior a

0.68, com maior probabilidade de 0.75.

2.4.7 Caracterizacao fenotipica in silico

A figura 2.14 apresenta a comparacdo do fendtipo de K003 e suas linhagens mais
proximas de acordo com DSMZ. A linhagem K003 se diferencia das demais por ser positiva
para D-sorbitol. KOO3 compartilha vérias caracteristicas com M. radiotolerans JCM 2831, sua

linhagem mais préxima segundo o TYGS-DSMZ e acrdnima a CBMAI, entretanto, K003 se
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distingue por ser negativa para capnofilica e producéo de coagulase e por ser positiva para D-
sorbitol e L-arabinose.

De acordo com a predicdo fenotipica no Traitar, a linhagem mais préxima a KO03 € M.
brachiatum DSM 19569. A linhagem K003 é distinguida por ser negativa para crescimento a
42°C, capnofilica e producdo de coagulase e por ser positiva para D-sorbitol.
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Figura 2.14 Comparacdo entre as predicdes fenotipicas da montagem hibrida do genoma da linhagem M. radiotolerans K003, obtida a partir do uso do sobrenadante de P.

elgii, e dos genomas de suas linhagens mais préximas de acordo com o TYGS-DSMZ obtidas no banco de dados do NCBI. O valor zero significa que a linhagem é negativa

para o fenétipo, os valores 1 e 2 correspondem ao positivo para o fenétipo nos preditores phypat e phypat+PGL, respectivamente. O valor 3 mostra que o fenétipo foi positivo

nos dois preditores. A andlise foi realizada pelo software Traitar.
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2.5 DISCUSSAO

Algumas bactérias s6 conseguem crescer em condic¢des de laboratério quando em co-
cultivo com outro membro da comunidade, também chamada de linhagem auxiliar, que pode
ser uma bactéria filogeneticamente diferente ou até mesmo um organismo diferente
(Boilattabi et al., 2021). A co-cultura pode ser obtida por cultura direta da linhagem auxiliar
ou usando seus sobrenadantes (Stewart, 2012). O uso do sobrenadante de P. elgii enriquece o
cultivo com moléculas indutoras e compostos antimicrobianos que podem simular as relacbes
quimico-ecoldgicas que ocorrem naturalmente. 1sso pode aumentar a recupera¢do microbiana
de amostras ambientais e emergir como uma abordagem eficaz e direcionada para encontrar
novos compostos bioativos com atividade contra os patdgenos para 0S quais novos
antibioticos sdo necessarios (Turan et al., 2017; van Bergeijk et al., 2020).

Usando uma abordagem baseada no cultivo selecionado a partir do sobrenadante de P.
elgii, foram isoladas e identificadas com sucesso trinta e cinco linhagens cultivaveis de
crescimento rapido, a maioria de géneros conhecidos por possuir potencial biotecnolégico.
Sdo eles Paenibacillus, j& exposto aqui por ser fonte produtora do sobrenadante,
Pseudomonas, Enterobacter, Kitasatospora, Sphingomonas, Xanthobacter, Burkholderia que
serdo expostos a seguir e Methylobacterium, cuja a linhagem foi caracterizada neste capitulo
para ilustrar o potencial da metodologia em selecionar micro-organismos com possivel

aplicacdo biotecnologica.

Espécies pertencentes ao género Sphingomonas possuem propriedades que vao desde a
biorremediacdo de contaminacdes ambientais até a producdo de fitohormdnios altamente
benéficos. Sua atividade antibacteriana foi comprovada por Akinsanya e colaboradores (2017)
contra S. Typhimurium, P. vulgaris, K. pneumoniae, E. coli, S. aureus, S. pyogenes, B. cereus,
e C. albicans. Estudos recentes tém mostrado o papel de espécies de Sphingomonas na
degradacdo de compostos organometalicos (Asaf et al., 2020).

As bactérias endofiticas do género Xanthobacter sdo conhecidas por serem promotoras
do crescimento vegetal. Elas tem potencial interessante como biofertilizante, no controle
biolégico de ervas daninhas que competem com o cultivo de plantas e tem sido relatada como
ferramenta bioldgica atil para a biorremediacdo de aguas e solos poluidos por agentes
quimicos (Sanchez-Yafiez, 2022).

O género Kitasatospora é caracterizado como produtor de metabdlitos secundarios de

estruturas variadas, que sdo ativos inclusive contra organismos eucariéticos (Takahashi,


https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2023.1089630/full#ref226
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2017), aléem de apresentarem atividade contra patdgenos Gram-positivos e Gram-negativos
(Zhu et al., 2014) e resisténcia a diversos metais pesados (Yun et al., 2020).

O género Burkholderia é um grupo mais conhecido pelo seu papel como patdégeno. No
entanto, as diversas interacdes ambientais dessas bactérias estdo agora apontando para
multiplas propriedades benéficas que se estendem desde suas capacidades na biorremediagdo
e no controle biolégico, até seu significativo potencial biotecnol6gico como produtores de
antimicrobianos (Depoorter et al., 2016; Wang et al. 2020).

Embora o género Enterobacter seja mais conhecido como fitopatdgeno (Singh et al.,
2018), ele j& foi mencionado como um bioinoculante eficaz para arroz sob estresse de
salinidade alcalina (Sagar et al., 2020) e por possuir capacidade de degradacéo de polietileno
(Ren et al., 2019).

No que diz respeito ao potencial biotecnologico de Pseudomonas, membros
representativos da espécie foram identificados como promotores do crescimento de plantas
(Glick, 2012), agentes de biorremediagdo (Dvorak et al., 2017) e produtores de compostos
naturais como ramnolipidios, terpenoides, policetideos e peptideos ndo ribossomais
(Loeschcke e Thies, 2015), aléem de biopolimeros (Mozejko-Ciesielska et al., 2019; Salvachua
et al., 2020).

Com o resultado positivo dos testes antibacterianos feitos no sobrenadante de P. elgii e
nas linhagens obtidas através do seu uso, comprova-se a capacidade do protocolo em
selecionar linhagens com atividade semelhante ao sobrenadante. O sobrenadante de P. elggi é
rico em sideroforos e lactonas autoindutoras, além de peptideos de dupla propriedade,
autoindutora e antibacteriana (Ortega et al. 2018), o que pode justificar o estimulo de
crescimento nas diferentes concentracGes do sobrenadantes de P. elgii, a diversidade de
géneros encontrada no cultivo e a selecdo de crescimento direcionada a linhagens com
potencial biotecnoldgico.

O resultado deste estudo incluiu a caracterizacdo da linhagem K003 e um rascunho do
seu genoma explorado através da mineracdo de genoma. Essa abordagem combinatéria levou
a resultados promissores para a producdo de novos metabdlitos antimicrobianos.

Methylobacterium, género ao qual pertence a linhagem K003, contém mais espécies
do que qualquer outro género dentro da familia Methylobacteriaceae, ordem Rhizobiales,
classe Alphaproteobacteria (kelly et al., 2014). Tal género compreende 69 espécies com
publicacBes validas ( https://lpsn.dsmz.de/genus/methylobacterium em 18/01/2023) e tem

Methylobacterium organophilum como a espécie-tipo (Green, 2006).
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As espécies de Methylobacterium sdo bacilos Gram-negativos aerobios fastidiosos. O
género abriga espécies de pigmentacdo rosa e metilotroficas facultativas, isto é, que tém a
capacidade de crescer em metano ou metanol como fonte de carbono e energia, alem de
acucares e acidos organicos (Green e Bousfield, 1982).

Methylobacterium é um género de ampla distribuicdo em varios tipos de habitats
incluindo ar (Park et al., 2018), solo (Veyisoglu et al., 2013), 4gua doce (Gallego et al., 2005)
e no interior das plantas (Dourado et al., 2012).Linhagens pertencentes a
familia Methylobacteriaceae foram isoladas de diferentes locais na Estacdo Espacial
Internacional (ISS), em um experimento de rastreamento microbiano. Uma delas identificada
como Methylorubrum rhodesianume as outras classificadas como a nova espécie,
Methylobacterium ajmalii (Bijlane, 2021).

Membros do género Methylobacterium podem ter uma associacdo benéfica com
plantas e estudos mostram que exemplares do género fixam nitrogénio (Sy et al., 2001),
produzem celulase (Jayashree et al., 2011) e interagem com outros patogenos das plantas
induzindo resisténcia sistémica ( Ardanov et al., 2012). Atividades contra patdgenos também
sdo relatadas para endoéfiticos do género Methylobacterium (Wang, 2019). Assim, hd um
interesse continuo em desenvolver drogas a partir de compostos endofiticos.

Extratos brutos e parcialmente purificados do género Methylobacterium demonstram
possuir antimicrobiano, anticancer e propriedades antioxidantes (Alamgir et al., 2015,
Balachandran et al., 2012). Alguns relatos confirmaram o efeito antimicrobiano proveniente
da producéo de peptideos antimicrobianos do tipo defensina (Tejesvi et al., 2016). A atividade
antimicrobiana (bactéria e fungos) e antioxidante foi comprovada para M. radiotolerans
(Photolo et al., 2020).

Linhagens de Methylobacterium sp. apresentaram resisténcia contra radiacdes. No
entanto, as informacdes publicadas sobre essa resisténcia sdo relativamente limitadas (Kang e
Srinivasan, 2018).

A linhagem K003 obtida neste estudo, apesar de ser tratar de uma espécie ja descrita
apresenta caracteristicas proprias. Embora seja semelhante a sua linhagem de referéncia
(CBMAI 824) quanto ao alinhamento de seus genomas, pangenoma e a diversidades clusters
biossintéticos, KO03 difere de CBMAI em crescimento em pH apenas partir de 5, auséncia de
crescimento em 3% de salinidade, auséncia de certos &cidos graxos, ndo resisténcia a
vancomicina, presenca de enzimas cas Tipo IlIA, negativa para producdo de coagulase e

positiva para D-sorbitol e L-arabinose.
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Comparando-se os resultados alcangados neste trabalho com o estudo de Knief e
colaboradores (2011) com doze linhagens de Methylobacterium, o principal acido graxo
abundante é o mesmo, Summed feature 8. A linhagem K003 tolerara maior nivel de
salinidade (2%) em comparagdo as linhagens apresentadas nesse mesmo estudo, onde as
linhagens suportaram até 1% de salinidade. No que diz respeito ao pH, todas as linhagens
referidas cresceram em geral entre pH 4-5 e 8.

Alessa e colaboradores (2021) em seu estudo com sessenta e duas linhagens de
Methylobacterium observou que o tamanho do genoma das linhagens varia de 4.4 a 8.8 Mb
com CDS variando de 4171 a 8622 e GC% variando de 65.9 a 72.7%. Esses dados mostram
que a linhagem K003 esta dentro do esperado para o conteudo GC (70.84%) e entre 0s
maiores genomas do género (7.7 Mb).

Embora o teste in vitro tenha mostrado que K003 e CBMAI 824 sejam suscetiveis a
tetraciclina, o resultado anotacdo de genes potenciais responsaveis pela resisténcia a
antibioticos no ARDB detectou quatro bombas de efluxo de antibidtico da familia resisténcia-
nodulacdo-divisdo celular que conferem potencial resiténcia a tetraciclina, aléem da
fluoroquinolona.

O alto percentual (34%) das categorias S e Unknow em K003 reflete o atual nivel de
conhecimento sobre o proteoma desses micro-organismos (Galperin et al., 2021) e apontam
uma das limitacGes da anotacdo de genomas com referéncia a bancos de dados que se baseiam
em prospeccdes apenas de estruturas ja descritas.

Alessa e colaboradores (2021) verificaram que os genomas de suas linhagens eram
altamente enriquecidos no processo de metabolismo o que condiz com o observado em K003,
onde a categoria E relativa ao metabolismo de aminoécidos é a mais abundante dentre as
categorias descritas.

A presenca de sistema CRISPR em K003 representa um mecanismo de defesa de
procariotos contra invasores como virus e plasmideos (Wimmer e Beisel 2020; Qiu et
al., 2016 ). Esse fator é interessante do ponto de vista biotecnoldgico devido ao seu poder de
edicdo do DNA que favorece a engenharia genética (Sedeek et al., 2019).

Muitas classes de produtos naturais vém sendo identificadas com os terpenoides, 0s
alcal6ides, os policetideos e os peptideos ndo ribossomais (Arnison et al., 2013). Alguns deles
serdo explorados a seguir por possuirem clusters responsaveis por sua produgdo presentes no
genoma da linhagem obtida neste estudo.

O cluster NRPS (non ribosomomal peptide synthase), presente em K003, é ligado a

complexos de enzimas organizadas em mddulos especificos de aminoacidos. A NRPS usa
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aminoécidos ndo proteinogénicos, e ndo apenas 0s vinte possiveis em peptideos ribossomais
padrdo, o que aumenta o nimero de modelos possiveis para varias centenas (Fischbach e
Walsh, 2006; Ng et al., 2009). Logo seus produtos naturais exibem diversas propriedades
como atividade antiviral, antitumoral ou antibidtica contra patdgenos humanos e vegetais
(Qian et al., 2011; Qian et al., 2012) atraindo o interesse das industrias biotecnoldgicas,
farmacéuticas e agricolas (Ng et al., 2009; Cochrane e Vederas, 2016; Grady et al., 2016;
Biniarz et al., 2017; Deng et al., 2017).

As sintetases peptidicas ndo ribossomais (NRPS) produzem a maioria dos
lipopeptideos de Paenibacillus, género cujo sobrenandante foi utilizado para selecionar o
crescimento da linhagem K003. O principal modo de acéo desses lipopeptideos geralmente
envolve rompimento da membrana das células-alvo e, devido & dificuldade dessas células em
reorganizar suas membranas, sugere-se que 0 desenvolvimento de resisténcia aos
lipopeptideos pode ser lento e limitado, o que é muito interessante do ponto de vista do
desenvolvimento de novos farmacos (Finking e Marahiel, 2004, Cochrane e Vederas, 2016).

A presenca de clusters NRPS, responsaveis pela producdo das pelgipeptinas, peptideos
ndo ribossomais oriundas de P.elgii (Qian et al., 2012), em K003, pode indicar a producéo de
compostos semelhantes entre as linhagens K003 e P.elgii e, assim, corroborar a premissa de
que bactérias resistentes a certos antimicrobianos, podem produzir compostos semelhantes a
eles.

Os clusters PKS, também encontrados em K003, juntamente com NRPS, representam
dois grandes grupos de produtos naturais. Ambos possuem notavel diversidade e atividades
biologicas, como os antibidticos eritromicina, penicilina, daptomicina e vancomicina, 0S
antifangicos anfotericina e equinocandina, 0s agentes anticancerigenos epotilona e
bleomicina, o agente redutor de colesterol lovastatina, 0s imunossupressores FK506 e
ciclosporina e os antibioticos veterinarios monensina e avermectina (Wang et al., 2011).

As PKS sao classificadas em Tipos I, Il e Il (Nivina et al., 2019). Apenas Tipo | foi
encontrado em KO003. Dentro da PKS tipo | existe um grupo de produtos denominados
poliéteres ionoforos. Eles causam a morte das células-alvo, sendo de grande importancia por
sua atividade antiparasitaria, antifungica, antiviral, herbicida, anti-inflamatéria e
imunorreguladora de amplo espectro (Wang et al., 2011).

A homoserina lactona, presente em K003, esta relacionada ao quorum sensing, uma
vez que em bactérias Gram-negativas, lactonas homosserinas aciladas (acil-HSL) séo
moléculas sinais comuns que regulam diversas fungbes alvo e estdo frequentemente

envolvidos em interacbes com o hospedeiro. O quorum sensing desempenha um papel



71

fundamental no desenvolvimento de biofilmes microbianos para varias bactérias, incluindo
patdgenos humanos oportunistas. Assim, se 0s patdgenos usam sinais de acil-HSL para
estimular a expressdo do gene de viruléncia, esses sistemas representam um alvo Unico para a
descoberta de drogas (Kumar et al., 2022). Vale ressaltar que em K003, foi encontrada uma
homoserina lactona distinta de sua linhagem de referéncia JCM 2831, apesar de se tratar da
mesma espécie, 0 que pode indicar producdo de composto bioativo distinto por K003.

Poucos metabdlitos terpenoides foram encontrados em procariotos em relagcdo aos
encontrados em fungos e plantas. As primeiras moléculas encontradas nas bactérias foram os
terpenos odoriferos, principalmente a geosmina, um sesquiterpeno degradado, que fornece o
odor caracteristico de terra Umida (Cane e lkeda, 2012) Em KO03, estdo presentes
aglomerados terpenoides. Terpenos de origem microbiana tém sido usados como potentes
agentes antimicrobianos, como o pentaleno ou a terapentecina (Yamada et al., 2015).

Um dos clusters terpenoides de K003 foi identificado como caratenoide, importante
componente para lidar com ambientes hostis devido a luz UV intensa, 0 que é esperado para
Methylobacterium, visto que elas podem ser abundantes e adaptadas a filosfera, superficie de
uma planta acima do solo (Yoshida et al., 2017; Alessa et al., 2021)

O NPAA ¢ um cluster de poliaminoacidos semelhante ao Epsilon-poli-L-lisina (e-PL)
presente na linhagem KO003. O e-PL é um peptideo antimicrobiano natural com um amplo
espectro de atividade contra a deterioracdo de alimentos e bactérias de intoxicacéo alimentar
in vitro (Wang et al., 2021).

Outra grande classe de produtos naturais € formada por peptideos sintetizados
ribossomalmente e modificados apos a traducdo (RIPP). Trata-se de uma classe de produtos
naturais com atividade antimicrobiana, cujo cluster também é encontrado em KO003. As
modificacdes pos-traducionais diversificam a estrutura destes produtos naturais, o que
implica no melhor reconhecimento dos alvos e no aumento da estabilidade quimica e
metabolica, melhorando sua funcionalidade quimica (Ongpipattanakul et al., 2022).

Os resultados obtidos por meio do AntiSMASH, juntamente com os dados do
CAMPrs em K003 ilustram o potencial biotecnolégico que pode ser encontrado nas linhagens
obtidas a partir do uso do sobrenadante de P. elgii.

Dentre os clusters génicos identificados em K003, exceto por um terpeno identificado
como caratenoide, todos apresentaram baixa (<11%) ou nenhuma semelhan¢a com compostos

ja conhecidos, o que sugere a potencial producdo de novos compostos bioativos.
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2.6 CONCLUSOES

A metodologia descrita neste trabalho se mostrou eficiente para o isolamento de
linhagens de géneros distintos de bactérias de interesse biotecnolégico. Foram eles:
Paenibacillus, Pseudomonas, Enterobacter, Kitasatospora, Sphingomonas, Xanthobacter,
Burkholderia e Methylobacterium.

Todas as linhagens obtidas a partir do uso do sobrenadante de P. elgii apresentaram
atividade antibacteriana comprovada em ensaios overlay, atestando a eficiéncia do protocolo
em obter linhagens com potencial para aplicacéo biotecnoldgica.

Através dos dados de sequencimento gendmico, confirmou-se que a linhagem K003
trata-se de uma Methylobacterium radiotolerans. Apesar de se tratar de uma espécie ja
conhecida, a linhagem K003 apresentou caracteristicas proprias em relagéo a sua linhagem de
referéncia quanto ao perfil de acido graxos, resisténcia a vancomicina, cluster génico
biossintético distinto e caracteristicas fenotipicas preditas.

O rascunho do genoma de M. radiotolerans K003 ilustrou uma amostra da diversidade
biossintética que pode estar disponivel nas linhagens obtidas a partir do uso do sobrenadante
de P. elgii como mecanismo de selecéo.

Os clusters génicos encontados na linhagem KO003 podem estar relacionados a
atividade antibacteriana constatada nos ensaios overlay. O cluster NRPS responsavel pela
producdo de pelgipeptinas em P.elgii foi encontrado no genoma de K003. Esse cluster, pode
comprovar a premissa de que bactérias resistentes a certos peptideos antimicrobianos,

provavelmente produzem compostos semelhantes a eles.
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CAPITULO 3 - CARACTERIZACAO GENOMICA E FISIOLOGICA DA
LINHAGEM KITASATOSPORA SP. OBTIDA A PARTIR DO USO DO
SOBRENADANTE DE PAENIBACILLUS ELGII COMO MECANISMO DE
SELECAO.

3.1 INTRODUCAO

Os produtos naturais tém grande potencial para a descoberta de novos medicamentos e
as actinobactérias estdo entre os produtores mais prolificos de compostos naturais bioativos
(van Bergeijk et al., 2020). Pode-se dizer que os actinomicetos (Filo Actinobacteria), grupo ao
qual pertence Kitasatospora sp., sd0 um grupo especial entre 0s procariotos por sua
capacidade de produzir amplo espectro de produtos quimicos essenciais e metabolitos
secundarios potencialmente Uteis que sdo ativos inclusive contra organismos eucariéticos
(Takahashi, 2017; Srivastava et al., 2019).

A propenséo a produzir moléculas bioativas e a riqueza dos genomas bacterianos em
termos de diversidade de clusters génicos biossintéticos foram correlacionadas com
caracteristicas do organismo como morfologia complexa e formacgédo de esporos,
caracteristicas das actinobactérias. Alem disso, devido a sua regulacdo metabdlica complexa e
capacidade de usar varias fontes de nutrientes que lhes permite adaptacdo a diversos
ambientes e condicdes de crescimento, ndo € de se estranhar que as Actinobactérias sejam 0s
mais importantes produtores de compostos naturais (van Bergeijk et al., 2020).

Do ponto de vista comercial, Streptomyces sdo as Actinobactérias mais interessantes,
pois sdo a fonte de cerca de metade dos produtos bacterianos totalmente naturais com
aplicacBes biotecnoldgicas, especialmente na area médica (Hug et al., 2018 ). Dentro desse
filo, Streptomycetaceae é a familia mais diversificada quanto ao potencial para aplicacGes
biotecnoldgicas (van Bergeijk et al., 2020). Tal familia inclui os géneros: Allostreptomyces
(Huang et al., 2017), Embleya (Nouioui et al., 2018), Streptacidiphilus (Kim et al., 2003),
Streptomyces (Waksman e Henrici, 1943; Witt e Stackebrandt, 1990; Wellington et al., 1992),
Yinghuangia (Nouioui et al., 2018) e Kitasatospora (Omura et al., 1982; Zhang et al., 1997).

O género Kitasatospora foi considerado controverso por muitos anos (Omura et al.,
1982; Wellington et al., 1992; Zhang et al., 1997). Kitasatospora foi proposto por Omura e
colaboradores em 1982 para linhagens de actinomicetos que eram fenotipicamente
semelhantes as linhagens de Streptomyces, mas continham grandes quantidades dos
mesoisdmeros do &cido diaminopimélico (DAP) e galactose em hidrolisados de células

inteiras. Takahashi e colaboradores (1983) estudaram a distribuicdo dos dois isdmeros de
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DAP em células em diferentes estagios de diferenciagdo e crescimento. Descobriu-se que as
espécies de Streptomyces continham apenas LL-DAP nos micélios aéreos e vegetativos,
enquanto as espécies de Kitasatospora continham LL-DAP no micélio aéreo e meso-DAP no
micélio vegetativo. Embora as quantidades relativas dos dois isdmeros parecam variar em
diferentes experimentos e algumas espécies de Streptomyces também contenham grandes
quantidades de meso-DAP, as espécies de Kitasatospora apresentaram consistentemente uma
propor¢do muito maior de meso-DAP para LL-DAP do que as espécies de Streptomyces
(Wellington et al., 1992).

Wellington e colaboradores (1992) relataram que a sequéncia de rRNA 16S de
Kitasatospora setae mostrou 91,6% de similaridade com a sequéncia de rRNA 16s de
Streptomyces baldaccii e que uma sonda oligonucleotidica especifica para Streptomyces
poderia reconhecer todas as quatro especies vélidas de Kitasatospora. Com base nessas
observacOes e propriedades fenotipicas compartilhadas pelas espécies de Kitasatospora e
Streptomyces, esses autores propuseram que o nome Kitasatospora fosse reduzido a sinonimia
com o nome Streptomyces. Ochi e Hiranuma (1994) posteriormente apoiaram essa proposta
com base nos resultados de uma andlise das sequéncias N-terminais da proteina ribossdmica
AT-L30. No entanto, a unificacdo desses dois géneros foi equivocada (Nakagaito et al.,1992;
Kim et al.,1996; Zhang et al.,1997).

A classificacdo de Kitasatospora foi resolvida pela aplicacdo do sequenciamento do
gene marcador rRNA 16S (Labeda et al., 2012) e sequenciamento do genoma inteiro (Nouioui
et al., 2018; Li et al., 2021). Nakagaito e colaboradores (1992), utilizando os resultados de
reassociacdo DNA-DNA e estudos genéticos, constataram que espécies de Kitasatospora e
espécies originais de Streptomyces formaram dois agrupamentos distintos. Kim e
colaboradores (1996) conduziram uma analise filogenética baseada na sequéncia de rRNA 16S
de um grande nimero de espécies de Streptomyces e observaram que trés espécies de
Kitasatospora formaram um clado distante e estavel fora do clado que compreende as
espécies de Streptomyces.

A fim de esclarecer melhor a relacdo filogenética entre os géneros Kitasatospora e
Streptomyces, Zhang e colaboradores (1997) determinaram as sequéncias de nucleotideos de
genes rRNA 16S e espacadores 16S-23S rRNA de 12 linhagens de actinomicetos previamente
classificadas como Kitasatospora ou Streptomyces e com grandes quantidades de meso-DAP
em seus hidrolisados de célula inteira. Foi verificado que as espécies de Kitasatospora sempre
formavam um clado monofilético estavel. No entanto, o género Kitasatospora parece ser um

taxon irmdo do género Streptomyces ou uma linhagem que se originou dentro das espécies de
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Streptomyces. Entdo, as espécies de Streptomyces e Kitasatospora foram consistentemente
recuperadas como dois clados distintos. Assim, com base nas evidéncias filogenéticas,
quimiotaxondmicas e fenotipicas, Zhang e colaboradores (1997) propuseram que 0 género
Kitasatospora (Omura et al., 1982) devesse ser revivido.

O género Kitasatospora € distinguivel de Streptomyces com base na composi¢cdo da
parede celular, pois contém LL- e meso - DAP, glicina e galactose (Nouioui et al., 2018) e
pela resisténcia a fagos polivalentes de Streptomyces (Wellington et al., 1992) e formacéo de
esporos submersos em cultura liquida (Omura et al, 1982, 1989; Takahashi, 2017),
caracteristicas raramente observadas em espécies de Streptomyces.

O género Kitasatospora € entdo um género legitimo. Trata-se de um género de
actinobactérias aerobicas, Gram-positivas, ndo alcool-acido resistentes, que formam micélios
intensamente ramificados e ndo fragmentados (Nouioui et al., 2018). Atualmente, 0 género
contém 41 espécies validamente descritas (https://Ipsn.dsmz.de/genus/kitasatospora em
18/01/2023), cuja espécie-tipo é Kitasatospora setae.

Véarios novos produtos quimicos foram descobertos a partir de linhagens
de Kitasatospora, incluindo compostos com estruturas unicas e atividades interessantes (kim
et al., 2020). Um estudo selecionou uma cole¢cdo de mais de 800 actinomicetos usando 40
condicdes de crescimento diferentes, que identificaram, entre
outros, Kitasatospora sp. MBT66 como um produtor prolifico de antibidticos com atividade
contra patdgenos Gram-positivos e Gram-negativos (Zhu et al., 2014).

Até agora, pelo menos 50 compostos bioativos foram descobertos a partir de linhagens
de Kitasatospora (Takahashi, 2017), como as propioxatinas (inibidor da encefalinase B), a
terpentecina (atividade antitumoral) (Takahashi, 2017), a setamicina (atividade nematocida e
antifangica) e a fosalacina (atividade herbicida) (Yun et al., 2020). Antibiticos
endofenasideos também foram descobertos em Kitasatospora sp. MBT66 (Wu et al., 2015).

Em uma linhagem de Kitasatospora também foi relatada uma alta resisténcia a
diversos metais pesados por Yun e colaboradores (2020), atributo interessante em micro-
organismos que podem ser usados para biorremediacdo (Alvarez et al., 2017). Além disso,
bactérias resistentes a metais pesados isoladas de condicdes ambientais vém sendo relatadas
como fontes potenciais de novos compostos antimicrobianos (Tomova et al., 2015).

O género Kitasatospora ndo € um grupo facil de isolar como o género vizinho
Streptomyces, e, portanto, seu potencial biossintético ainda ndo foi amplamente reconhecido
(Yun et al.,, 2020). Estudos sugerem que Kitasatospora é um recurso valioso para a

descoberta de produtos naturais (Li et al., 2021). Neste capitulo, descrevemos as
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caracteristicas gendmicas e fisioldgicas de Kitasatospora sp. K002 isolada a partir do uso do
sobrenandante de P. elgii como mecanismo de selegéo e propomos sua descricdo como uma
nova espécie do género. O presente trabalho deve ampliar o conhecimento geral sobre este

téaxon.
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3.2 OBJETIVOS
3.2.1 Objetivo Geral

Caracterizar o genétipo, o fenotipo e o potencial biotecnolégico de Kitasatospora sp.
K002 selecionada a partir do uso do sobrenadante de P. elgii.

3.2.2 Objetivos especificos

I. Efetuar caracterizagdo fenotipica in vitro e in silico de Kitasatospora sp. K002.

I1. Sequenciar 0 genoma de Kitasatospora sp. K002 em Illumina e Oxford Nanopore
Technologies.

I11. Efetuar a classificacdo taxonémica de Kitasatospora sp. K002 baseada em seus
dados gendmicos.

IV. Prospectar as possiveis aplicacdes biotecnoldgicas de Kitasatospora sp. K002,

como por exemplo os genes responsaveis pela atividade antibacteriana.
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3.3 MATERIAL E METODOS
3.3.1 Caracterizagao fenotipica in vitro

As células de Kitasatospora sp. K002 foram observadas em microscopia Optica para a
determinacdo das caracteristicas de membrana, utilizando a coloracéo diferencial de Gram
(Reddy et al., 2007). A observacéo foi realizada em microscépio Leica DM750.

Para a visualizagdo em microscopia eletrénica de varredura, as celulas foram obtidas
por centrifugacdo do cultivo em meio liquido NB e lavadas por 3 vezes em tampdo salino de
fosfato (PBS). A fixacdo foi em solucdo Karnovsky (2% (v/v) paraformaldeido, 2% (v/v)
glutaraldeido, 3% (p/v) sacarose e 0.05 M de tampéo cacodilato). A segunda fixacdo foi em
solucdo de tetréxido de ésmio (1% p/v) seguida por adesdo em laminula com poli-L-lisina. As
células foram entdo desidratadas em solucdo de acetona com concentracdo crescente
(50/70/90/100%, v/v). A secagem em ponto critico foi realizada com CO> e as células foram
cobertas com uma fina camada de ouro (Souza, 2007). As imagens foram geradas em
microscopio eletrénico de varredura JEOL JSM-7001F (JEOL Ltd., Tdkio, Japao).

Para microscopia eletronica de transmissdo, as células foram lavadas e fixadas como
na microscopia de varredura e em seguida foi feita a contrastacéo in block em solu¢do aquosa
de acetato de wuranila 0.5% overnight, desidratados em série de acetona
(30/50/70/90/100/100%) e embebidos em resina Spurr’s. Cortes ultrafinos foram contrastados
com acetato de uranila e posteriormente examinados e fotografados em Microscopio
Eletrénico de Transmissdo Jeol 1011 (JEOL Ltd., Tokio, Japéo).

A temperatura 6tima de crescimento foi avaliada por uma semana em placas de NB
agar nas temperaturas de 5, 10, 15, 20, 30, 35, 40, 45, 50, 55 e 60 °C. A faixa de pH ideal para
crescimento foi examinada entre 4.0 e 10.0 em intervalos de 1.0 ap6s incubacdo a temperatura
ideal verificada por 3 dias em meio NB liquido ajustado com HCI ou NaOH contendo tampéo
citrato NazHPO450 mM (pH 4-7), tamp&o NaH2PO4/Na2HPO; 100 mM (pH 7-8) ou tampéo
NaHCO3/Na,COsz 100 mM (pH 9-10). A toleréncia ao sal foi testada em NB liquido
suplementado com NaCl (0-5% em intervalos de 1%) e incubacdo a temperatura ideal
verificada por 3 dias. Tanto salinidade quanto pH foram examinados medindo a ODeg em
SpectraMax M3 com software SoftMax Pro 6.0 (Zhu et al., 2014).

A atividade da catalase foi testada pela adicdo de 3% de perdxido de hidrogénio a
cultura cultivada em meio de cultura R2A a 30°C por 7 dias, e a efervescéncia foi monitorada
(Tindall et al., 2007).

As células de Kitasatospora sp. K002 cultivadas em meio R2A s6lido foram coletadas

apos 48h de crescimento, transferidas para tubos de vidro com tampa de teflon e entdo
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utilizadas para analises de &cidos graxos celulares, conforme descrito por Ramaprasad e
colaboradores (2015). A saponificacdo dos acidos graxos foi realizada com 1 mL de solucdo
metanol/hidroxido de sédio (150 mL agua deionizada, 150 mL metanol, 45 g NaOH) a 100°C
por 30 minutos. Dois mililitros de metano 6M em HCL foram adicionados aos tubos, que
ficaram incubados por 10 minutos a 80°C. A separacdo dos esteres metilicos dos acidos
organicos foi realizada pela adicdo de 1.25 mL de hexano/éter terc-butilico (1:1 v/v), ap6s
agitacdo por 10 minutos. A fase mais pesada foi descartada e a fase superior contendo 0s
acidos graxos metil-ésteres foi recuperada e lavada com 0.25 mol/L NaOH e estocada até a
analise (Sasser, 2001).

Os ésteres metilicos de &cidos graxos obtidos foram analisados em cromatografo
gasoso (Agilent 7890% equipado com o software Sherlock Microbial ldentification System
(Sherlock, v. 6.2) usando o a biblioteca do método RTSBAG. Os picos obtidos foram entéo
rotulados e os valores de comprimento de cadeia equivalente foram calculados pelo software
Sherlock. O Sistema de Identificacdo Microbiana Sherlock € um sistema totalmente analitico
automatizado de cromatografia gasosa para identificar bactérias com base em seus perfis
unicos de acidos graxos (Sasser, 2001).

A suscetibilidade a antibidticos foi avaliada em meio sélido pelo método Kirby-Bauer
(difus@o com disco) utilizando discos de papel filtro impregnados com concentragdo padrdo
de antibiotico e observacdo da formacdo de halo apds aplicacdo do disco sobre cultura
espalhada com swab e incubacdo de 48h a 30° C. Os antibioticos testados foram (ug per
disco): Amicacina (30), Amoxicilina/Ac. Clavulanico (20/10), Ampicilina (10), Aztreonam
(30), Cefalexina (30), Cefazolina (30), Cefepima (30), Ceftazidima (30), Ceftriaxona (30),
Ciprofloxacina (5), Clindamicina (2), Cloranfenicol (30), Doxiciclina (30), Eritromicina (15),
Gentamicina (10), Imipenem (10), Meropenem (10), Norfloxacina (10), Ofloxacina (5),
Oxacilina (1), Penicilina G (10), Piperacilina + Tazobactam (110), Polimixina B (300),
Sulfonamida (300), Tetraciclina (30) e Vancomicina (30).

3.3.2 Sequenciamentos, montagem e analise do genoma

Para a Kitasatospora sp. K002 caracterizada neste capitulo, foi feita a clonagem do
gene marcados rRNA 16S, onde os fragmentos do rRNA 16S purificados foram ligados em
vetor pPGEM®-T Easy, Promega, de acordo com as instrucdes do fabricante. O objetivo foi ter
uma sequéncia mais completa do gene marcador rRNA 16 para as analises filogenéticas.

A transformag&o bacteriana ocorreu em Escherichia coli DH10B por choque térmico.

As células transformadas foram espalhadas em meio de cultura R2A solido suplementado
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com Ampicilina (150 pg/mL), X-Gal (0,00625 % p/v) e IPTG (0,5 mM). As colbnias
positivas para a transformagdo com plasmideo e inserto (brancas) foram inoculadas em meio
liquido LB + Ampicilina (150 ug/mL).

O kit QlAprep Spin Miniprep Kit, Qiagen foi utilizado para a extragéo e purificagdo do
DNA plasmidial. A transformacdo foi confirmada através da verificacdo da presenca dos
insertos apds realizacdo de digestdo com a enzima EcoR1 e avaliagdo do padrdo de bandas em
eletroforese em gel de agarose a 1% (p/v).

O DNA plasmidial dos clones foi sequenciado em plataforma Sanger na empresa
Macrogen (Seoul, Coréia do Sul) utilizando os oligonucleotideos iniciadores para 0s
promotores T7 (5> GTAATACGACTCACTATAGGGC 3°) e sp6 (5
ATTTAGGTGACACTATA 3°).

A ferramenta Asparagin (disponivel em http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/)
foi utilizada para a avaliar a qualidade Phred score e remocéo dos pares de bases provenientes
do vetor (Ewing, 1998; Togawa, 2006). As sequéncias com Phred score maior que 30 foram
mantidas para as analises seguintes. Em seguida, foi realizada a comparacéo por similaridade
com sequéncias disponiveis no GenBank do NCBI (National Center for Biotechnology
information) usando a ferramenta BLAST N. Em adicdo, foi feita a comparacdo com as
sequéncias do banco de dados Ezbiocloud. Nele, alem das sequéncias de 16S de amplicons do
NCBI, também sdo consideradas sequéncias 16S extraidas de genomas do NCBI, sequéncias
compiladas do sequenciamento completo realizados com a tecnologia Pacific Biosciences
(PacBio) de amostras de microbiomas, sequéncias extraidas da montagem de genomas do JGI
(Joint Genome Institute) e sequéncias de genomoespécies que SA0 espécies provisoriamente
novas suportadas por sequéncias gendmicas inteiras (Yoon et al., 2017).

O sequenciamento genémico de Kitasatospora sp. K002 foi realizado em plataforma
NGS IHlumina na empresa Macrogen (Seul, Coreia do Sul). A biblioteca de DNA foi preparada
usando o TruSeq Nano DNA Kit e o sequenciamento foi realizado na plataforma NextSeg500,
gerando leituras paired-end de 150 pares de bases.

A fim de melhorar a montagem do genoma, o sequenciamento NGS foi realizado
usando a tecnologia long reads na plataforma Oxford Nanopore Technologies (ONT) (Oxford,
Reino Unido). A biblioteca de DNA foi preparada com o Rapid Sequencing Kit (SQK-
RADO004) e o sequenciamento foi realizado em Flow cell FLO-MINSP6 no dispositivo
MinlON (MIN-101B).

Os dados brutos do sequenciamento NGS Illumina passaram por limpeza com a

ferramenta Trimmomatic (Bolger et al., 2014) para retirada de sequéncias dos adaptadores,
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eliminacgéo de reads forward e reverse ndo-pareados e das sequéncias com Phred score menor
do que 30 (Ewing et al., 1998). Os dados brutos do sequenciamento NGS ONT passaram pelo
processo de basecalling através do programa Guppy em modo de alta acuracia (Fraser et al.,
2020).

A montagem de novo de um rascunho do genoma de Kitasatospora sp. K002 foi
realizada de forma hibrida com o programa Unicycler (V. 0.5.0) para confirmagdo de sua
identidade (Wick et al., 2016).0 software CheckM, por meio da plataforma Kbase, foi
utilizado para determinacdo de sequéncias contaminantes e completude dos genomas (Parks et
al., 2015). A cobertura dos reads foi determinada com o software Bowtie2 (v. 2.4.4)
(Langmead et al., 2018) e os parametros L50 e N50 foram obtidos através do Quast
(Mikheenko et al., 2016). O software Artemis foi utilizado para a visualizagcdo do genoma
circular e suas regides codificantes através do recurso DNAPIotter (Carver et al., 2009). A
anotacgdo do genoma foi realizada usando o software Prokka (v. 1.14.6) (SEEMANN, 2014).

3.3.3 Analises filogenéticas

A posicdo evolutiva de Kitasatospora sp. K002 foi estimada pela construcdo de
arvore filogenética pelo método Maximum-likelihood (ML) com 1000 repeticbes de
amostragem (Bootstrap), utilizando vinte e duas sequéncias representativas quanto rRNA 16S
de espécies do género das linhagens validas listadas em List of Prokaryotic names with
Standing in Nomenclature - LPSN e depositadas no banco de dados GenBank/EMBL/DDBJ
(Felsenstein, 1985; Kimura, 1980) e um outgroup. A ferramenta clustal W foi utilizada para
fazer o alinhamento das sequéncias (Larkin et al., 2007). A construcdo da arvore filogenética
baseada na sequéncia parcial do gene marcador molecular rRNA 16S foi realizada no
programa Mega 11 (disponivel para download em https://www.megasoftware.net/).

A classificacdo taxondmica de Kitasatospora sp. K002 e a confirmacdo da identidade
foram realizadas na plataforma TYGS — DSMZ, por hibridizacao digital de DNA (DDH) no
servidor GGDC — DSMZ (Meier-Kolthoff et al., 2022). Com base na sequéncia do rRNA 16S,
sdo determinadas as dez linhagens filogeneticamente mais préximas do genoma a ser
analisado. Essas onze linhagens seguem para comparacdo dos parametros genémicos de
classificacdo taxonémica, como a distancia entre genomas (GBDP).

A ANI (ldentidade Média de Nucleotideos) foi calculada na plataforma JSpeciesWS
(https://jspecies.ribohost.com/), onde ANIb é a identidade nucleotidica média com base no

calculo BLAST e a ANIm ¢é a a identidade nucleotidica média com base no calculo MUMmer
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(Richter et al., 2016). O software GTDB-Tk (v. 1.7.0), disponibilizado na plataforma Kbase
também foi utilizado (Arkin et al., 2018,Chaumeil et al., 2019).

O alinhamento do genoma de K002 e do genoma de sua linhagem mais proxima
segundo o TYGS-DSMZ, K. xanthocidica JCM 4862, foi realizado com o pipeline
PlotNucmer (disponivel em: https://github.com/fmalmeida/plot_nucmer), que € uma
automacdo do MUMmer v3 .1 toolkit (Kurtz et al., 2004) e Ggbio (Yin et al., 2012), onde o
primeiro faz o alinhamento dos genomas por comprimento e identidade, e 0 segundo gera uma
visualizagdo circular.

A arvore filogenética baseada em genes ortlogos centrais concatenados de sequéncias
gendmicas de doze linhagens, incluindo K002, as linhagens estreitamente relacionadas de
acordo com o TYGS-DSMZ e o outgroup Streptomyces violaceorubidus LMG 20319
disponiveis no NCBI foi construida usando o MI1CROB1AL1Z3R servidor web
(https://microbializer.tau.ac.il/) (Avram et al., 2019).

A analise comparativa de pangenoma foi realizada usando Roary verséo 3.13.0
seguindo a anotacgdo de Prokka, versdo 1.14.6 (Seemann, 2014), disponivel no Galaxy (Afgan
et al., 2016). Foram utilizadas a sequéncia do genoma de K002 e as sequéncias de suas dez
sequéncias mais proximas, segundo o TYGS-DSMZ, disponiveis no NCBI. A identidade
percentual minima para BLASTp de 80% foi definida para agrupar os genes que codificam
sequéncias completas de proteinas em genomas centrais (Corretto et al., 2017).

Todas as arvores geradas neste trabalho foram editadas no Inkscape (disponivel para

download em https://inkscape.org/).

3.3.4 Predicdo de genes e anotacdo funcional

As categorias funcionais baseadas na classificacdo COG de K002 foram obtidas pela
versdo on-line do eggNOG-mapper v.2 (Huerta-Cepas et al., 2017), onde vias metabdlicas e
genes de interesse foram comparados ao banco de dados Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes (KEGG) (Kanehisa et al., 2007).

O Banco de Dados de Genes de Resisténcia a Antibioticos (ARDB) foi utilizado para
anotacdo de genes potenciais responsaveis pela resisténcia a antibioticos (Liu e Pop, 2009).
Os locus CRISPR (agrupado regularmente interespacado curto repeticdes palindrémicas)
foram previstos utilizando a ferramenta de reconhecimento CRISPRCasFinder (Couvin et al.,
2018).

O software AntiSMASH (v. 6.1.1) (Blin et al., 2021) foi utilizado para a identificacéo

de clusters génicos relacionados ao metabolismo secundario (BCGs) dos micro-organismos.
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O BIiG-SCAPE faz o agrupamento de similaridade de familias de BGCs com base em suas
semelhangas com sequéncias de proteinas de familias Pfam (EI-Gebali et al., 2019) e com
BGCs conhecidos disponiveis na versdo mais recente dorepositorio MIBIG (v1.4) (Kautsar et
al., 2020). A fim de obter informagdes sobre a diversidade e similaridade de BCGs entre de
Kitasatospora sp. K002 e sua linhagem de referéncia, as saidas do antiSMASH foram
agrupadas usando BiG-SCAPE em cortes de distancia de 0.3 (Navarro-Munoz et al., 2020).

O servidor web BAGELA4 foi utilizado para identificar e visualizar grupos de genes em
DNA procaridtico envolvidos na biossintese de peptideos sintetizados ribossomalmente
e modificados ap6s a traducdo (RIPPs), bem como bacteriocinas (ndo modificadas) (Van Heel
et al., 2018).

O banco de dados de dados CAMPRrs foi utilizado para predicdo de peptidios
antimicrobianos (AMPs) (Gawde et al., 2022). Trata-se de um banco com curadoria manual
usando informacGes disponiveis de AMPs do NCBI (National Center for Biotechnology
Information), PDB (RCSB Protein Data Bank - RCSB PDB), Pub Medand Lens (patent).
Nele, prevé-se que a sequéncia seja antimicrobiana através de uma pontuacdo de
probabilidade (0 a 1) usando métodos multivariados (Waghu et al., 2014). Quanto maior a

probabilidade, maior é a possibilidade de o peptideo avaliado ser antimicrobiano.

3.3.5 Caracterizacao fenotipica in silico

A ferramenta de fenotipagem in silico Traitar (Microbial Trait Analyzer) foi utilizada
para prever fenotipos com base nas sequéncias do genoma de K002 de forma comparativa
com suas linhagens mais préximas de acordo com TYGS-DSMZ. Este software é capaz de
prever 67 caracteristicas fenotipicas usando o algoritmo Prodigal para predicdo de genes e
familia Pfam para anotacao (Weimann et al., 2016). O software usa dois modelos de predicéo,
o modelo phypat (que prevé a presenca/auséncia de proteinas encontrado no fenétipo de 234
espécies bacterianas) e uma combinacdo de modelos phypat+PGL (que usa a informacdo de
phypat combinada com a informacdo da aquisicdo ou perda de familias de proteinas e
fendtipos através da evolucédo), para determinar as caracteristicas fenotipicas (Weimann et al.,
2016).
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3.4 RESULTADOS
3.4.1 Caracterizacdo fenotipica in vitro

As colbnias de Kitasatospora sp. K002 eram Gram-positivas e em meio sélido R2A,
apresentaram coloracdo branco acinzentada, forma irregular e aspecto coridceo. Em
microscopia eletrdnica, foram observados micélios vegetativos e esporos submersos a partir
de sua cultura em meio liquido. Os esporos submersos brotam e se alongam formando os
micélios vegetativos sem nenhuma fragmentagcdo. Nenhum micélio aéreo e cadeia de esporos

foram observados (Fig. 3.1).

AN O )
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Figura 3.1 Micrografias eletrénicas de varredura (A e B) e de transmissdo (C e D) de Kitasatospora sp. K002,
obtida a partir do uso do sobrenadante de P. elgii. Podem ser observados micélios vegetativos (forma alongada) e

esporos submersos (forma arredondada).

O crescimento de Kitasatospora sp. KO02 ocorreu aerobiamente entre as temperaturas
de 15-40 °C em meio NB contendo 0-3% (p/v) de NaCl em pH 7-9,0, e o crescimento 6timo
ocorreu a 30 °C, pH 7.0 e com 0 % (p/ v) de NaCl. As caracteristicas fenotipicas diferenciais

entre K002 e outras espécies do género (Omura et al., 1982; Kim et al., 2020; Klaysubun et
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al., 2022) estdo resumidas na Tabela 3.1. O crescimento ideal em pH 8 distingue K002 das

demais.

Tabela 3.1 Propriedades fenotipicas que separam Kitasatospora sp. K002, obtida a partir do
uso do sobrenandante P. elgii, das espécies relacionadas do género. Linhagens: 1,
Kitasatospora K002; 2, K. setalba KM-6054; 3, K. acidiphila MMS16-C NU292T; 4,
K.azatica KCTC 9699T; 5, K.kifunensis IFO 15206T; 6, K.purpeofusca NRRL B-1817T; 7,
K.nipponensis HKI 0315T e 8, K. humi RB6PN24. +, Positivo, entre parénteses, crescimento
ideal, -, sem dados disponiveis.

Faixa de

crescimento (ideal): 1 2 3 4 5 6 7 8
15-35 22-37 15-37 10-30 10-30 10-30 10-30 15-39

Temperatura (°C) (30) (30) (30) (30) (25) (25) (25) (30)

pH 7-9(8) - 4-9(5) 5-8 (6) 59((7) 59(( 59 48()

NaCl (%) 0-3(0)  0-2(0) 0-3(0) 0-2(5) 0-1(0 0-2(.5) 0-2(0.5 0-2(0

Dentre os vinte e seis antibioticos testados, K002 foi resistente a sete. S&o eles:
Amoxicilina/Ac. Clavulanico, Aztreonam, Cefepima, Ceftazidima, Meropenem, Oxacilina e
Sulfonamida. A tabela 3.2 apresenta o0s resultados do teste de suscetibilidade de

Kitasatospora sp. K002 aos antibioticos avaliados.



https://www.microbiologyresearch.org/content/journal/ijsem/10.1099/ijs.0.066688-0#t1
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Tabela 3.2 Resultados do teste de suscetibilidade a antibidticos de Kitasatospora sp. K002,
obtida a partir do sobrenadante de P. elgii. O método adotado foi o de Kirby-Bauer (difusdo
em disco), onde s&o utilizados discos de papel filtro impregnados com uma concentracéo
padrdo de antibiotico e observada a formacdo de um halo de inibi¢do. +, Suscetivel; —,

Resistente.

Antibidtico (ug per disco)

Resultado Halo de inibicdo (cm)

Amicacina (30)

Amoxicilina/Ac. Clavulanico (20/10)

Ampicilina (10)
Aztreonam (30)
Cefalexina (30)
Cefazolina (30)
Cefepima (30)
Ceftazidima (30)
Ceftriaxona (30)
Ciprofloxacina (5)
Clindamicina (2)
Cloranfenicol (30)
Doxiciclina (30)
Eritromicina (15)
Gentamicina (10)
Imipenem (10)
Meropenem (10)
Norfloxacina (10)
Ofloxacina (5)
Oxacilina (1)
Penicilina G (10)

Piperacilina + Tazobactam (110)

Polimixina B (300)
Sulfonamida (300)
Tetraciclina (30)
Vancomicina (30)

+

o+ o+ o+ o+ o+ o+

+ + 4+

=+

1.5

2

2.5
1.5

O perfil de &cidos graxos de Kitasatospora sp. K002 e de outras espécies do género

(Kim et al., 2020) é apresentado na Tabela 3.3 . Dentre os acidos graxos mais abundantes
(>15%) estdo anteiso-C15:0 (27.07%) e iso-C16:0 (18.44%), ja os menos abundantes foram
C18:0 (0.52%) e Summed Feature 8 (0.57%). Os perfis de &cidos graxos separaram

claramente a linhagem K002 do restante devido aos componentes iso-C18:0, C18:0 e Summed

Feature 8.
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Tabela 3.3 Composigdo de acidos graxos (%) de Kitasatospora sp. K002, obtida a partir do uso do sobrenadante de P. elgii, em comparacéo a outras espécies
do género. *Summed Feature ocorre quando hd uma separacdo imperfeita do pico. Summed feature 3 representa C16:1 w6¢ e/ou C16:1 o7c, summed feature 8
representa C18:1 @7c e/ou C18:1 w6c, summed feature 9 representa iso-C17 : 1 w9c e /ou C16:0 10-methyl. Linhagens: 1, Kitasatospora K002; 2, K. setalba
KM-6054; 3, K. acidiphila MMS16-C NU292T; 4, K.azatica KCTC 9699T; 5, K.kifunensis IFO 15206T; 6, K.purpeofusca NRRL B-1817T and 7,
K.nipponensis HKI 0315T,

Percentual
Acido graxo ) Nome Tipo 1 2 3 4 5 6
is0-C14:0 Acido 12-metil tridecanoico Saturado de Cadeia Longa 268 20 25 36 11 28
C14:0 acido tetradecanoico Saturado de Cadeia Longa 109 0 0 25 20 O
is0-C15:0 acido 13-metiltetradecandico Cadeia longa saturada 1311 17.4 12.9 14.7 13.8 17.7
acido 12-metiltetradecandico Acido graxo ramificado, ramificado metilico, &cido graxo saturado e
anteiso-C15:0 derivados. 27.07 29.0 17.6 25.3 18.8 21.9
is0-C16:1 H - cadeia longa saturada 072 0 25 0 0 16
is0-C16:0 acido 14-metilpentadecandico Saturado de Cadeia Longa 1844 148 17.9 6.8 17.0 6.2
C16:0 acido hexadecanoico Saturado de Cadeia Longa 10.07 6.6 164 16.5 23.8 9.2
Acido (72)-13-Metil-7- Saturado de Cadeia Longa
anteiso-C17:1 w9c Hexadecendico 154 29 27 12 10 20
is0-C17:0 acido heptadecandico Saturado de Cadeia Longa 326 40 25 12 38 30
anteiso-C17:0 Acido 14-metil-hexadecan6ico Metil Ramificado Saturado 1198 119 56 3.1 7.0 5.76
Acido cis-9,10- Cadeia longa saturada com um anel de ciclopropano em C9 e C10
cyclo-C17:0 metilenohexadecanoico 451 46 34 142 49 1.1
is0-C18:0 acido 16-metil-heptadecandico Metil ramificado 112 0 0 0 0 0
C18:0 acido octadecandico Saturado de Cadeia Longa 052 0 0 0 0 0
Summed Feature 3* - - 149 0 93 6.1 108 86
Summed Feature 8* - - 057 0 0 0 0 0
Summed Feature 9* - - 183 31 43 22 3.07 6.7
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3.4.2 Sequenciamentos e anélises filogenéticas

O sequenciamento Sanger do rRNA 16S de Kitasatospora sp. K002 permitiu a
confirmacéo da identidade da sequéncia, onde o BLAST indicou maior similaridade (99.24%)
com Kitasatospora kifunensis JCM 9081. Ja o banco de dados Ezbicloud apontou maior
similaridade (99.44%) com Kitasatospora xanthocidica NBRC13469. A arvore filogenética

baseada no rRNA 16S de K002 esta representada na Figura 3.2.

K. aureofaciens JCM 4624

K. psammotica NBRC 13971

K. viridis 52108a

K. xanthocidica NBRC 13469
Kitasatospora sp. K002 o
. kifunensis IFO15206

. herbaricolor NBRC 12876

. indigofera NBRC 12878
purpeofusca LMG 20283

. azatica NBRC 13803

. putterlickiae F18-98
. cystarginea IFO 14836

. cochleata IFO 14768
a3 . griseola AM9660

. cheerisanensis YC75
phosalacinea KA-338
. cineracea SK-3255

. setae KM6054

. gansuensis HKI 0314

. mediocidica NBRC 14789

. paracochleata IFO 14769

. cinereorecta NBRC 15395
100

X X X X X X X X X XXX X X X XX X X

9 . misakiensis IFO

99 Streptomyces violaceorubidus LMG 20319

Figura 3.2 Arvore filogenética baseada na seqiiéncia parcial do gene 16S ribossomal rRNA obtido por
clonagem e sequenciamento de Sanger de Kitasatospora sp. K002, obtida a partir da utilizacdo do sobrenadante
de P. elgii. A posicao evolutiva da linhagem foi estimada pela construgdo de uma arvore filogenética usando o
método Maximum-likelihood (ML) com 1000 repeticBes de amostragem (Bootstrap), usando sequéncias
representativas de 16S ribossomal rRNA de linhagens validas do género listadas na List of Prokaryotic names
with Standing in Nomenclature - LPSN.


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1756710245

89

O genoma de Kitasatospora sp. K002 foi montado usando uma combinacdo de
abordagens de sequenciamento de leitura longa e curta, resultando em uma montagem
totalizando 7.951.960 pb, distribuidos em 14 contigs, com Teor de GC de 72.8%. A anotacdo
no software Prokka Galaxy Versionl.14.5 mostrou que no genoma de K002 h& cerca de
7.951.960 bp, 19 rRNA, 90 tRNA e 6708 CDS (sequéncias codificadoras). (Tab.3.4 e Fig.
3.3).

Tabela 3.4 Dados da montagem hibrida do genoma de Kitasatospora K002, obtida a partir do
sobrenadante de P. elgii. A montagem foi realizada a partir dos sequenciamentos de leitura
longa e curta através do programa Unicycler. A anotacgdo foi realizada com o software Prokka
e os parametros de qualidade foram avaliados nos softwares CheckM, Bowtie2 e Quast.

Dados da montagem

Contigs 14
CDS 6708
RRNA 19
Repeatregion 11
TRNA 90
TmRNA 1
Teor de GC (%) 72.8
Contaminacao (%) 1.32
Completude (%) 99.47
Cobertura 300x
L50 4
N50 (pb) 761556
Tamanho Total (bp) 7951960

Maior contig 1713370
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Figura 3.3 Mapa circular da montagem hibrida do genoma de Kitasatospora sp. K002, obtida a partir do
sobrenadante de P. elgii. A ilustracéo foi gerada pelo recurso DNAPIotter do software Artemis demonstrando as
regides codificantes e o contelido GG. De fora para o centro: CDS direto (azul escuro), CDS reverso (vermelho),

contetdo de GC e inclinagdo de GC (cinza escuro e cinza claro claro).
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A avaliacdo da montagem do do genoma de Kitasatospora sp. K002 realizada na
plataforma TYGS — DSMZ confirmou que a linhagem mais proxima a sua é uma
Kitasatospora xanthocidica com dDDH 32.8-37.8%. A conclusdo do protocolo automatizado
da plataforma indica que K002 é potencialmente uma nova espécie. As arvores filogenéticas
baseadas no rRNA 16S e no genoma propostas pela plataforma estdo apresentadas nas figuras

3.4 e 3.5, respectivamente.

61 —— K. indigofera JCM4646

39 L K. herbaricolor JCM4138

48

K. purpeofusca NRRLB-1817

8 K. gansuensis DSM44786

6 ————— Kitasatospora sp. K002 -«

83 L—— K xanthocidica JCM4862

K. kifunensis DSM41654

K. viridis DSM44826

K aureofaciens NRRLB34471

60

K. aureofaciens ATCC10762

26

% K. psammoticaJCM4434

48 L——————— K. aureofaciens NRRLB2657

K. griseola JCM3339

96 L———— K. niigatensis DSM44781
Figura 3.4 Arvore filogenética gerada pela plataforma on-line TYGZ — DSMZ mostrando o posicionamento

taxondmico de Kitasatospora K002, linhagem obtida a partir do sobrenadante de P. elgii, baseada na sequéncia

do gene ribossomal rRNA 16S.
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38 — K. psammotica JCM4434

18 L K aureofaciens ATCC10762

e K. aureofaciens NRRLB-2657

100 K. aureofaciens NRRLB3447

100 ——— Kitasatospora sp. KOD2 -«
100 b———— K. xanthocidica JCM4862

54

K. purpeofusca NRRLB-1817

K. gansuensis DSM44786

K. indigofera JCM4646

39

100 Y——— K. herbaricolor JCM4138
K. viridis DSM44826

100 Y——— K. kifunensis DSM41654
K. grisecla JCM3339

100 ——— K. niigatensis DSM44781
Figura 3.5 Arvore filogenética gerada pela plataforma on-line TYGZ — DSMZ mostrando o posicionamento

taxondmico de Kitasatospora K002, linhagem obtida a partir do sobrenadante de P. elgii, baseada em seu

genoma total.

As ANIs (Average Nucleotide Identity) calculadas para o genoma de Kitasatospora sp.
K002 na plataforma JspeciesWS foram 86.86% (ANIb: Identidade meédia de nucleotideos com
base no BLAST+) e 90.09% (ANIm: Identidade média de nucleotideos com base em
MUMmer), ambas em relacdo a Kitasatospora xanthocidica. No software GTDB-tk, a ANI foi

de 93.41% em relacdo a Kitasatospora sp. (Tab. 3.5).

Tabela 3.5 Identidade Média de Nucleotideos (ANI) calculadas para Kitasatospora sp. K002,
obtida a partir do uso do sobrenadante de P. elgii. ANIb:ANI com base no céalculo BLAST
calculada na plataforma JSpeciesWS. ANIm:ANI com base no calculo MUMmer calculada na
plataforma JSpeciesWS. ANI: calculada nosoftware GTDB-TK.

JspeciesWS GTDB-tk
ANIb (%) ANIm (%) ANI (%)
Kitasatospora sp. K002 86.86 90.09 93.41

O alinhamento dos genomas de K002 e sua linhagem mais préxima K. xanthocidica
JCM 4862 mostra um nimero consideravel de regides desalinhadas (53.45%) indicando que
0s genomas sao divergentes entre si (Fig. 3.6). Apenas os blocos de alinhamento do genoma

com pelo menos 1.000 nucleotideos e 90% de identidade foram considerados.
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Kitasatospora sp. KOD2
. K. xanthocidica JCMAR62

Figura 3.6 Visualizagao circular do alinhamento dos genomas de Kitasatospora sp. K002 (em cinza) e sua
linhagem mais préxima de acordo com TYGS-DSMZ, K. xanthocidica JCM 4862(em azul). O alinhamento e a
ilustracdo foram gerados usando o PlotNucmer. Apenas os blocos de alinhamento do genoma com pelo menos

1000 nucleotideos e 90% de identidade sdo mostrados. A banda externa é a escala de tamanho dos contigs.
Quando a banda azul tem duas camadas de profundidade, ha duas sequéncias na linhagem mais préxima que se

sobrepdem no mesmo local em Kitasatospora sp. K002.

Expandindo a analise de gendmica comparativa para investigar as relacdes
filogenéticas desse género, utilizamos as sequéncias do genoma de 12 linhagens (K002, 10
espécies mais proximas segundo o TYGS-DSMZ e 1 outgroup) para extrair conjuntos de
genes ortélogos. Usando o servidor web M1CROB1AL1Z3R, um total de 520 nucleos de
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genes (subconjunto de genes compartilhados entre as 12 linhagens) foram recuperados e

usados para construir uma arvore filogenética de maxima verossimilhanca (Fig. 3.7).

64 K. aureofaciens NRRL B-2657

>/ K. aureofaciens NRRL B-3447

100
K. aureofaciens JCM 4434

100 | L K aureofaciens ATCC 10762

— K. xanthocidica JCM 4862
100

61 L Kijtasatospora sp. K002 -

100
K. purpeofusca NRRL B-1817

—— K. gansuensis DSM 44786

| 100 K. herbaricolor JCM 4138

100 K. indigofera JCM 4646

K. viridis DSM 44826

Streptomyces violaceorubidus ASM71799v1

Figura 3.7Arvore filogenética de maxima verossimilhanca baseada em 520 genes ort6logos principais
concatenados de sequéncias gendmicas de 12 linhagens de Kitasatospora, incluindo Kitasatospora sp. K002, as
linhagens intimamente relacionadas de acordo com 0 TYGS-DSMZ e o grupo externo Streptomyces
violaceorubidus. O servidor web M1CROB1AL1Z3R foi utilizado para concatenar os genes ortélogos e construir

a arvore filogenética.
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Foram identificadas 36568 familias génicas compondo o pangenoma de K002 e suas
linhagens mais proximas e, dessas, 1383 (3.7%) estavam presentes no nucleo do genoma e as
restantes como acessorias. Os genes raros foram representados por 23308 familias, ou seja,
63.73% do pangenoma (Fig. 3.8).

Categories

. Cloud genes
. Core genes
. Shell genes

Figura 3.8 Analise comparativa de pangenoma realizada no Roary. O genoma de Kitasatospora sp. K002e os 10
genomas mais proximos a ele, de acordo com TYGS-DSMZ, foram utilizadas. Uma identidade percentual
minima para BLASTp de 80% foi definida para agrupar os genes que codificam sequéncias de proteinas
completas em genomas centrais.

3.4.3 Caracteristicas funcionais do genoma

A figura 3.9 apresenta a distribuicdo das proteinas do genoma do isolado K002 nas
suas respectivas categorias COGs. A categoria S refere-se a proteinas de funcdo
desconhecida. Aproximadamente 17% das proteinas do genoma de K002 foram atribuidas a
esse grupo. A categoria unknow (13%) representa as proteinas que ndo foram anotadas em
nenhuma das categorias COG. Entre as categorias COG bem anotadas no genoma de K002, as
categorias K (11%), E (7%) e Q (5%), referentes a transcricdo, ao metabolismo de
aminodacidos e biossintese/catabolismo de metabdlitos secundarios, respectivamente, estdo

entre as mais abundantes no genoma.
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Figura 3.9 Proteinas preditas no genoma de Kitasatospora sp. K002, obtidas a partir do sobrenadante de P. elgii,
classificadas de acordo com as categorias COGs. A classificagdo foi realizada usando o mapeador eggNOG

contra o banco de dados da Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG).

No que diz respeito a resisténcia antibiéticos, foram encontradas uma RNA polimerase
do tipo helicase (81.32% de simlaridade) e uma Rifampicina glicosiltransferase (77.7% de
similaridade) em K002, ambos conferindo resiténcia a rifamicina. Os mecanismos de
resisténcia foram protecdo e inativacdo do antibidtico, respectivamente. Uma bomba de

efluxo de antibiético também foi detectada com 44.23% de similaridade (Tab. 3.6).
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Tabela 3.6 Anotacdo de genes potenciais responsaveis pela resisténcia a antibioticos de
Kitasatospora sp. K002, obtida a partir do uso do sobrenandate de P. elggi. A analise foi
realizada em comparacdo com o Banco de Dados de Genes de Resisténcia a Antibidticos
(ARDB).

Mecanismo de Similaridade

Gene Familia Classe de droga resisténcia (%)
Protec¢do de alvo
HelR RNApolimerase RNA tipo helicase Rifamicina antibiético 81.32
Inativacdo de
rgtl438  Rifampicina glicosiltransferase Rifamicina antibidtico 7.7
Bomba de de pequena resisténcia a Agentes desinfetantes e
gacJ multiplas drogas (SMR) antissépticos Bomba de efluxo 44.23

Os catorze contigs de Kitasatospora sp. K002 foram analisados quanto a presenca de
CRISPR. Foram encontrados CRISPR em seis contigs (1, 2, 3, 7, 8 e 9) e no contig 8 também

foram encontradas proteinas cas Tipo IE (Tab. 3.7).
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Tabela 3.7 Resultados da analise da presenca de locus CRISPR em Kitasatospora sp. K002,
obtida a partir do uso do sobrenadante de P. elgii. A analise foi realizada através da

ferramenta de reconhecimento CRISPRCasFinder.

Contig 1
Elemento Inicio (pb) Fim (pb)  N° de espacadores
CRISPR 342676 342949 3
CRISPR 606097 606188 1
CRISPR 901808 901904 1
CRISPR 1515073 1516077 4

Contig 2
Elemento Inicio (pb) Fim (pb)  N° de espacadores
CRISPR 226307 226383 1
CRISPR 484355 484448 1

Contig 3
Elemento Inicio (pb) Fim (pb)  N° de espacadores
CRISPR 875621 875706 1

Contig 7
Elemento Inicio (pb) Fim (pb) N° de espacadores
CRISPR 298093 299098 16

Contig 8
Elemento Inicio (pb) Fim (pb) N° de espacadores
CAS-TypelE 38089 46348 6
CRISPR 175343 175614 4
CRISPR 178426 178699 4
CRISPR 200917 201982 17
CRISPR 228377 228956 9
CRISPR 230591 231351 12
CRISPR 232885 233584 11
CAS-TypelE 298659 306442 5
CRISPR 306661 306994 5
CRISPR 310217 310794 9

Contig 9
Elemento Inicio (pb) Fim (pb) N° de espacadores
CRISPR 241749 241865 1

Um total de 60 clusters génicos biossintéticos de 22 tipos diferentes foram detectados

através do AntiSMASH em Kitasatospora sp. K002. Dentre eles destaca-se NRPS, o mais

abundante (23), lantipepetideos de 4 classes diferentes, PKS dos 3 tipos, entre outros.

A tabela 3.8 apresenta os clusters de K002 em comparacdo aos presentes em K.

xanthocidica JCM 4862, onde 76 clusters génicos de 26 tipos diferentes foram detectados, em
K. acidiphila MMS16-CNU292T (Kim et al., 2020), onde 43 clusters génicos de 11 tipos
diferentes foram detectados, e em Kitasatospora sp. MMS16-BHO015 (Yun et al., 2020), onde

38 clusters génicos de 14 tipos diferentes foram detctados. Ao todo 217 clusters génicos


https://crisprcas.i2bc.paris-saclay.fr/CrisprCasFinder/Viewing/638268744995488162
https://crisprcas.i2bc.paris-saclay.fr/CrisprCasFinder/Viewing/638268744995488162
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foram identificados nos 4 genomas de Kitasatospora. Embora existam clusters especificos,
todos possuem NRPS, terpeno e pelo menos um tipo de lantipeptideo e PKS. A presenca dos
clusters Betalactona e Betalactamico distingem de Kitasatospora sp. K002 das demais.



100

Tabela 3.8 Resultados da analise de clusters de genes biossintéticos para metabodlitos
secundarios de Kitasatospora sp. K002, obtida a partir do uso do sobrenadante de P. elgii. A
analise foi realizada por meio do software AntiSMASH (v. 6.1.1) e apresentada de forma
comparativa com outras linhagens do género. Linhagens: 1, Kitasatospora K002; 2, K.
xanthocidica JCM 4862; 3, K. acidiphila MMS16-CNU292T; 4, Kitasatospora sp. MMS16-
BHO15.

Metabolitos secundarios

N° clusters
2

Aminoglicosideo/Aminaciclitol
Bacteriocina
Betalactona
Betalactdmico
Butirolactona

CDPS

Ectoina

Furano

Guanidinotitas
Homaosserina lactona
Indol

Ladderano
Lantipeptideo classe |
Lantipeptideo classe Il
Lantipeptideo classe 111
Lantipeptideo classe IV
Lantipeptideo classe V

P O O Fr OF P P P OO OOk OONPF PP O F |
N P P NN NMNMNNMNNPFEPE OO PP PR MMOOODO

OOU‘IbONNOONOO}GOOI—‘OOONO@I—‘I—‘OOOOOOOOOO00
W o1l PN 0P OO O WPk 0O O OO OO0 OO MMOOPFP, OO O ONOOLPRF P |-

LAP

Lassopeptideo

Melanina

NPAA

NRPS 23 20
Nucleosideo 0 0
Outro 1 2
PKS 1 0
Rantipeptideo 0 1
RIPP )
Sideroforo 1 2
T1PKS 7 9
T2PKS 1 2
T3PKS 2 1
Terpeno 7 8
Tiopeptideo 1 1
TransAT-PKS 2 1 0

TOTAL 60 76 43 38
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De acordo com a anélise no BiG-SCAPE, foram detectados 81 familias de BCGs para
as linhagens de Kitasatospora K002 e K. xanthocidica JCM 4862, onde apenas nove s&o
semelhantes entre as ambas as linhagens. S&o elas: 4 terpenos, 2 NRPS, 1 T3PKS, 1

siderdforo e 1 butirolactona (Fig. 2.10).
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Figura 3.10 Analise de similaridade entre as familias de clusters de genes usando BiG-SCAPE. Cada unido
representa clusters génicos semelhantes entre as linhagens Kitasatospora K002 e K. xanthocidica JCM 4862. Os
clusters especificos, ou seja, sem semelhangas entre as linhagens também séo apresentados em forma isolada. A

representacdo gréafica dos clusters génicos semelhantes também € apresentada.
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O banco de dados de dados CAMPrs para predicdo de peptidios antimicrobianos
(AMPs) mostrou 59 predicOes, em K002. Nele, prevé-se que a sequéncia seja antimicrobiana
através de uma pontuacdo de probabilidade (0 a 1) (Waghu et al., 2014). Quanto maior a
probabilidade, maior é a possibilidade do peptideo ser antimicrobiano. As predicdes de K002
apresentaram probabilidade superior a 0.68, com maior probabilidade de 0.78.

No genoma de K002, oito areas potenciais ligadas a producdo de bacteriocinas
sintetizadas ribossalmente foram encontradas através do BAGEL4, sdo elas: um cluster
génico ligado a producdo de zoocina A (bacteriocina classe I11), um cluster génico ligado a
producdo de peptideos lineares contendo azol (LAPS) (bacteriocinas de classe 1), um cluster
génico putativo relacionado a biossintese de bacteriocinas de classe ndo identificada, trés
clusters génicos relacionados com a biossintese de lantibioticos (bacteriocina classe I) e dois

clusters génicos associados a producéo de sactipeptideos (bacteriocina classe 1) (Tab. 3.9).

Tabela 3.9 Resultados da analise de genes envolvidos na biossintese de peptideos de
Kitasatospora sp. K002, obtida a partir do uso do sobrenadante de P. elgii. A analise foi
realizada por meio do servidor Bagel4.

Inicio (bp) Fim (bp) Classe
141602 161902 Zoocin A
362141 382141 LAPs
770112 790871 PutativeBacteriocinfamilyprotein
62228 82228 Lanthipeptideclass IV
647639 667639 Lanthipeptideclass Il
43982 63982 Lanthipeptideclass |
131183 151183 Sactipeptides
239900 259900 Sactipeptides

3.4.4 Caracterizacao fenotipica in silico

A figura 3.11 apresenta a comparacdo do fenotipo de K002 e suas linhagens mais
proximas de acordo com DSMZ. A Kitasatospora sp. K002 se diferencia das demais por ser
negativa para fermentacdo de glicose. K002 compartilha vérias caracteristicas com
Kitasatospora xanthocidica JCM 4862, sua linhagem mais proxima segundo o DSMZ,
entretanto, K002 difere por ser negativa para pigmento amarelo, para crescimento em DNASse,
tartarato, fermentacdo de glicose, celobiose, | -arabinose, | -ramnose, melibiose, o -nitrofenil-
B- D -galactopiranosido (B-galactosidase), rafinose e salicina, e positiva para arginina

dehidrolase.
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De acordo com a predicdo fenotipica no Traitar, as linhagens mais proximas a K002
séo Kitasatospora aureofaciens JCM4434 e NRRLB3447. A Kitasatospora sp. K002 difere
das demais por ser positiva para oxidase, d -xilose, d -Manitol e indol, e por ser negativa para
pigmento amarelo, crescimento em tartarato e fermentacdo de glicose. K002 difere apenas de
NRRLB3447 por ndo crescer em DNAse e por crescer em mio-inositol. E difere apenas de
JCM4434 por oxidar glicose.
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Kitasatospora purpeofusca NRRLB—IBI?-.I IIII..IIIII.IIII..IIIIII ]| ]

Kitasatospora xanthocidica JCM862- III

Figura 3.11Comparacéo entre as predi¢Bes fenotipicas da montagem hibrida do genoma de Kitasatospora sp. K002, obtida a partir do uso do sobrenadante de P. elgii, e dos genomas de suas

linhagens mais préximas de acordo com o TYGS-DSMZ obtidas no banco de dados do NCBI. O valor zero significa que a linhagem ¢ negativa para o fen6tipo, os valores 1 e 2 correspondem

ao positivo para o fendtipo nos preditores phypat e phypat+PGL, respectivamente. O valor 3 mostra que o fenétipo foi positivo nos dois preditores. A analise foi realizada pelo software

Traitar.
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A tabela 3.10 mostra a predicdo fenotipica de K002 no Traitar em comparagdo com as
caracteristicas de outras linhagens do género (Kim et al., 2020). Kitasatospora sp. K002
difere das demais por ser positiva para Arginina dehidrolase, producgéo de indol e utilizacdo de
citrato e maltose.

Tabela 3.10 Comparacgdo entre as predi¢des fenotipicas da montagem hibrida do genoma de
Kitasatospora sp. K002, obtida a partir do uso do sobrenadante de P. elgii, e dos genomas de
outras linhagens do género. Linhagens: 1, Kitasatospora K002; 2, K. acidiphila MMS16-C
NU292T; 3, K.azatica KCTC 9699T; 4, K.kifunensis IFO 15206T; 5, K.purpeofusca NRRL
B-1817T e 6, K.nipponensis HKI 0315T.+, Positivo; —, negativo, w, fraco.

Carcacteristicas 1 2 3 4 5 6
Hidrolise:

Caseina + o+ - - -+
DNA - - - + + -
Amido + + + + 4+ 0+
Enzima:

Producéo de acido a partir da glicose
Arginina dehidrolase
B-Galactosidase

Liquefacdo de gelatina

+ w - + + 4+
B-Glucosidase (hidrolise de esculina) + - o+ - o+ 4
Producéo de indol . - - _ _ _
Reducéo de nitrato - - o _ _
Urease + - - - -

Fosfato alcalino
Lipase

Crescimento em fontes Unicas de
carbono:
Arabinose

Citrato

Glicose
Maltose
Manitol

Manose
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3.5 DISCUSSAO

A familia Streptomycetaceae é caracterizada por um intrincado ciclo de vida micelial e
caracteristicas marcantes de multicelularidade (Flardh e Buttner, 2009; Claessen et al., 2014).
E ao contrdrio da maioria dos Streptomycetos, o género Kitasatospora produz esporos
submersos com micelios em cultura liquida verificado nas micrografias de KO002. A
morfologia variada em micrografias de Kitasatospora sp. como observada também em K002
ja foi questionada gerando duvida se havia contamina¢do ou ndo, mas por fim foi confirmado
a variedade de tipos de células encontradas em culturas liquidas deste género (Takahashi,
2017).

A analise de acidos graxos por cromatografia gasosa tem sido rotineiramente usada na
identificacdo de bactérias com base em seus perfis Gnicos de &cidos graxos. Mais de 300
acidos graxos e compostos relacionados foram encontrados em bactérias analisadas no MIDI
Research and Development Laboratory. A riqueza de informagdes contidas nesses compostos
pode ser estimada considerando ndo apenas a presenca ou auséncia de cada &cido, mas
também usando os dados de forma quantitativa (Sasser, 2001). O perfil de acidos graxos de
K002 concordam com o relatado por Kampfer (2012) e verificado em Kim e colaboradores
(2020) em K. acidiphilae por Klaysubun e colaboradores (2022) em K. humi, onde &cidos
graxos iso e anteiso predominam em linhagens do género Kitasatospora.

Quanto a atividade antibacteriana, os resultados alcangados nesse trabalho concordam
com os achados de Srivastava e colaboradores (2019), onde extratos de Kitastospora
apresentaram atividade antibacteriana contra B. subtilis e E.coli.

Embora a analise do gene rRNA 16S de K002 através do BLAST tenha indicado
grande similaridade (99,24%) com K. Kkifunensis, a analise gendmica indicou maior
similaridade com K. xanthocidica concordando com o banco de dados Ezbiocloud para rRNA
16S. Os valores de ANI < 95% e 0 dDDH < 70% calculados para K002, de acordo com 0s
parametros genémicos OGRI (Overall Genome Related Index) para o delineamento de novas
espécies, indicam que se trata de uma espécie distinta do género Kitasatospora (Chun et al.,
2018).

Por se tratar de uma nova espécie, é possivel que o enriquecimento do cultivo com
moléculas indutoras a partir do uso do sobrenadante de P. elgii tenha favorecido a
recuperacdo microbiana, ja que algumas bactérias s conseguem crescer em laboratorio
qguando em co-cultivo com outro membro da comunidade (Boilattabi et al.,2021). Assim, o
sobrenadante funcionou como uma co-cultura (Stewart, 2012), simulando algumas das

relacbes quimico-ecoldgicas que ocorreriam naturalmente (Turan et al., 2017).


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1756710245
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2023.1089630/full#ref27
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2023.1089630/full#ref226
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De acordo com o estudo de quarenta e cinco linhagens de Kitasatospora feito por Li e
colaboradores (2021), o tamanho dos genomas de Kitasatospora variam em tamanho de 6.3 a
12.36 Mbp, com tamanho médio de 8.7 + 1.0 Mbp. Isso mostra que K002 ndo esta entre os
maiores genomas do género (7.9 Mbp). O estudo também mostra que o contetdo de GC do
género varia entre 71.2 e 74.5% com média de 73.1 % (Li et al., 2021), logo K002
corresponde a média com 72.8%. O mesmo trabalho mostra nimero de sequéncias
codificantes por genoma de Kitasatospora varia entre 5482 e 9863 e K002 apresenta 6708.

No estudo pangendmico feito também por Li e colaboradores (2021), o genoma
central desse género foi estimado em 1.476 familias de genes e a semelhanga com os valores
de K002 (1383) sugere que K002 retém os componentes essenciais do genoma central de
Kitasatospora. Li e colaboradores (2021) em sua anélise verificaram que o genoma central era
formado 2.7% das familias, enquanto K002 possui 3.7% das familias em seu genoma central e
que os genes raros representavam 70.5% do pangenoma, enquanto em K002 representa
63.73%. Esses resultados indicam que o contetdo génico do género € altamente divergente.

Assim como em Kitasatospora sp. MMS16-BHO015, K. griseola, K. mediocidica, K.
setae e Kitasatospora sp. OK780, onde foram relatados mais de 20% de proteinas
desconhecidas (Yun et al., 2020) classificadas nas categorias S e Unknow, em K002 ambas
fracbes das categorias somam 30% e apontam uma das limitacGes da anotacdo de genomas
com referéncia em bancos de dados, ja que eles baseiam suas prospeccdes apenas em
estruturas ja descritas.

No geral, todos os genomas de Kitasatospora exibem perfil COG semelhante para as
proteinas conhecidas, embora algumas diferencas sutis tenham sido observadas. Em
comparacdo com o genoma de Kitasatospora sp. MMS16-BHO015, as categorias K e E
também sdo relatadas como mais abundantes assim como em K002, entretanto a terceira
categoria mais abundante em Kitasatospora sp. MMS16-BHO015 é a G relativa a transporte e
metabolismo de carboidratos. A abundancia da categoria Q (terceira mais abundante em
K002) concorda com o observado em genomas de Streptomyces (Bentley et al., 2002; Ikeda
et al.,2003; Wang et al., 2013; Zaburannyi et al., 2014), género intimamente relacionado a
Kitasatospora, onde o metabolismo secundario representa uma porcao significativa do
genoma. Vale ressaltar que categoria T, a quinta mais abundante em K002 (4,76%) relativa a
transducdo de sinal é conhecida por seus papéis reguladores na biossintese de antibidticos em
actinomicetos (Rodriguez et al., 2013 ).

Um locus CRISPR-Cas consiste em matrizes agrupadas de repeti¢cGes palindromicas

curtas regularmente interespacadas (CRISPR) e proteinas Cas adjacentes associadas ao


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC8545861/#B31
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fbioe.2021.740722/full#B31
https://link.springer.com/article/10.1007/s00253-021-11659-3#ref-CR82
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CRISPR (Koonin e Makarova, 2019). A linhagem Kitasatospora sp. K002 codificou um
locus CRISPR-Cas completo. As células procaridticas usam esses locus como um sistema
imunolégico adaptativo para se proteger de virus e outros elementos genéticos mdveis
potencialmente prejudiciais (Wimmer e Beisel 2020; Qiu et al., 2016 ). A presenca de uma
provavel matriz CRISPR sugere capacidade de aceitar DNA estranho. Esse fator gera
entusiasmo em relagdo ao sistema CRISPR-Cas quanto ao seu poder de edicdo do DNA que
favorece a engenharia genética (Sedeeket al., 2019). Isso pode oferecer uma abordagem
revolucionaria para a criacdo de novos tratamentos para uma ampla gama de doencas
genéticas (Huang et al., 2022).

Embora Streptomyces seja 0 modelo da fisiologia bacteriana e um importante recurso
para a descoberta de antibioticos, seus parentes proximos como Kitasatospora ainda nao
foram amplamente estudados (Li et al., 2021). Entretanto, varios novos produtos quimicos ja
foram descobertos a partir de linhagens de Kitasatospora, incluindo compostos com estruturas
Unicas e atividades interessantes (kim et al., 2020). Kitasatospora sp. MBT66 foi identificada
como um produtor prolifico de antibiéticos com atividade contra patdgenos Gram-positivos e
Gram-negativos (Zhu et al., 2014). Espécies de Kitasatospora tambem foram caracterizadas
como produtoras de novos metabdlitos secundarios de estruturas variadas, que séo
principalmente ativos contra organismos eucariéticos (Takahashi, 2017).

Dentre os sessenta clusters génicos identificados em K002, vinte e dois clusters
apresentaram baixa semelhanca (<10%) com compostos ja conhecidos, 0 que sugere a
potencial producdo de novos compostos bioativos. Sdo eles: T1PKS (1), T3PKS (1),
Butirolactona (2), NRPS (7), LAP (1), Tiopeptideo (1), RIPP (2), Sideréforo (1), NPAA (1),
Terpeno (3), Lantipeptideo de classe 1V (1) e Betalactamico (1). A média para as sequéncias
de referéncia de Kitasatospora é cinquenta e quatro clusters (Zin et al., 2021) e ilustra como
K002 esta acima da média, mesmo ndo estando entre os maiores genomas do género. O baixo
namero de familias clusters génicos similares entre Kitasatospora sp. K002 e sua linhagem de
referéncia, reforca o fato de K002 se tratar de uma espécie distinta.

De acordo com Li e seus colaboradores (2021), clusters biossintéticos de
Kitasatospora podem ser agrupados em oito classes biossintéticas principais: RIPPs, NRPS,
terpeno, PKS-NRP hibridos, outras PKS, PKS tipo I, sacarideo e de ndo classificaveis. Exceto
por sacarideos, todos os clusters estdo presentes em K002,

A presenca de vias biossintéticas da sintase peptidica ndo ribossomal (NRPS) e da
sintase de policetideo (PKS) em uma Actinobactéria esta altamente relacionada com o seu

potencial biossintético (Amim et al., 2020). Os clusters PKS e NRPS, ambos encontrados em


https://link.springer.com/article/10.1007/s00253-021-11659-3#ref-CR49
https://link.springer.com/article/10.1007/s00253-021-11659-3#ref-CR111
https://link.springer.com/article/10.1007/s00253-021-11659-3#ref-CR78
https://www.frontiersin.org/people/u/675725
https://doi.org/10.1601/nm.7356
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K002, representam dois grandes grupos de produtos naturais. Eles possuem notavel
diversidade e atividades bioldgicas como os antibidticos eritromicina, penicilina, daptomicina
e vancomicina, os antifingicos anfotericina e equinocandina, 0s agentes anticancerigenos
epotilona e bleomicina, o agente redutor de colesterol lovastatina, 0s imunossupressores
FK506 e ciclosporina e os antibidticos veterinarios monensina e avermectina (Wang et al.,
2011).

As PKS séo classificadas em Tipos I, 11 e 111, todos encontrados dentre os clusters de
K002 (Hopwood, 1997). Dentro das PKS tipo | encontra-se um grupo de produtos chamados
poliéteres ion6foros. Eles causam a morte das células alvo, sendo de alta importancia por sua
atividade antiparasitaria, antifungica, antiviral, herbicida, anti-inflamatéria e
imunorreguladora (Wang et al., 2011). No género Streptomyces, pertencente a mesma familia
que Kitasatospora, identifica-se uma via biossintética de PKS dos tipos Il e Il para a
producdo de um pigmento caracteristico dos esporos (Funa et al., 2005).

Enquanto as vias NRPS e PKS sdo bem documentadas em actinomicetos, existem
muitos aglomerados de genes biossintéticos, que precisam ser desvendados para a producao
de metabolitos potencialmente novos (Becerril et al., 2018). Os esforcos de sequenciamento
do genoma da primeira década do século 21 revelaram que uma grande classe de produtos
naturais é formada por peptideos sintetizados ribossomalmente e modificados apos a tradugédo
(RIPP). Trata-se de uma classe de produtos naturais com atividade antimicrobiana, cujo
cluster é encontrado em KO002. As modificacbes pos-traducionais diversificam a estrutura
destes produtos naturais, o que implica no melhor reconhecimento dos alvos e no aumento da
estabilidade quimica e metabdlica, melhorando sua funcionalidade quimica. Eles s&o
categorizados em cerca de vinte classes diferentes como LAPS, lantipeptideos e tiopeptideos,
cujos clusters especificos também estdo presentes em K002 (Arnison et al., 2013). LAPs
constituem uma grande classe de RIPPs e até o0 momento, sdo conhecidos dezessete LAPSs, a
maioria dos quais apresenta atividade citolitica (Ex. estreptolisina S, clostridiolisina S,
listeriolisina S) ou atividades antibacterianas (Travin et al., 2020).

O cluster Betalactona, presente em K002, refere-se a um inibidor de protease contendo
B-lactona. As P-lactonas sdo estruturas encontradas em muitos produtos naturais. Elas
geralmente tém propriedades anticancerigenas ou antibidticas. Eles sdo uma fonte rica para
pesquisa de novas drogas, mas costumam ser ofuscadas pelos B-lactamicos, também presentes
em K002, assim seu potencial terapéutico permanece pouco explorado em relacdo aos -
lactamicos, que compreendem mais de 50% dos antibidticos no mercado hoje (Robinson et
al., 2018).
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O cluster Furano, encontrado em KO002, refere-se ao anel furano, substancia
biologicamente ativa com altas propriedades terapéuticas, dentre elas: antibacterianos,
antivirais, antiinflamatdrios, antifungicos, antitumorais, anti-hiperglicémicos, analgésicos,
anticonvulsivantes, entre outros (Koca et al., 2005; Kirilmis et al., 2008).

Dentre outras propriedades, os sideréforos, cujo cluster também estd presente em
K002 tém sido relacionados a mecanismos de viruléncia em microorganismos. Além disso,
eles tém aplicacbes biotecnoldgicas, sendo usados como fertilizantes de solo e agentes de
biocontrole, tratamento de anemias e malaria, além de ser usado na administracdo seletiva de
antibiéticos em bactérias resistentes. Essa € uma aplicacdo potencialmente poderosa que usa
as habilidades de transporte de ferro dos sideréforos para transportar drogas para as células
por meio da preparagdo de conjugados entre sideroforos e agentes antimicrobianos (Saha et
al., 2016).

O cluster Butirolactona relacionado a producéo de butirolactonas pode se relacionar
com atividade antibiotica de K002. Moléculas sinalizadoras chamadas y-butirolactonas sdo
produzidas por espécies de Streptomyces, género irmdo a Kitasatospora, nas quais regulam a
producdo de antibidticos (Takano,2006). Estas moléculas sdo produzidas pela maioria de
Streptomyces e outras actinobactérias e estdo envolvidas na ativacdo do metabolismo
secundario (Bibb, 2005).

Poucos metabolitos terpenoides tém sido detectados em procariotos em relacdo aos
encontrados em fungos e plantas. As primeiras moléculas encontradas em bactérias foram os
terpenos odoriferos, principalmente, a geosmina, um sesquiterpeno degradado, que
proporciona o odor caracteristico de terra hdimida. Em K002, estdo presentes clusters
terpenoides. Terpenos de origem microbiana tém sido usados como potentes agentes
antimicrobianos como o pentaleneno ou a terapentecina (Cane e lkeda, 2012; Ikeda et al.,
2003; Yamada et al., 2015).

Aminoéacidos ndo proteinogénicos (NPAAS) sdo aqueles que ndo ocorrem naturalmente
no cddigo genético de um organismo, porém possuem importancia bioldgica, pois muitos sdo
utilizados como intermediarios metabolicos ou sdo encontrados em proteinas com
modificacdes pos-traducionais. O NPAA é um cluster de poliaminoacidos semelhantes a
Epsilon-poli- L - lisina (e-PL) presente no isolado KO002. A &-PL é um um peptideo
antimicrobiano natural com um amplo espectro de atividade contra a deterioragcdo de
alimentos e bactérias de intoxicacéo alimentar in vitro (Chang et al., 2010; Ongpipattanakul et
al., 2022) .



111

A busca por antibidticos valiosos comega com a triagem de bactérias para detectar a
melhor fonte de novos metabolitos bioativos. Dessa forma, a analise funcional de genes
biossintéticos feitas neste trabalho confirma o género Kitasatospora como uma importante
fonte de compostos com potencial para aplicacdo biotecnolégica. O uso do sbrenandante de P.
elgii na selecdo de crescimento de Kitasatospora sp. KO02 mostrou-se uma abordagem eficaz
e direcionada para encontrar novos potenciais produtores de compostos bioativos com
atividade contra os patdgenos para 0s quais novos antibioticos sdo necessarios (van Bergeijk
et al., 2020).


https://link.springer.com/article/10.1007/s00253-021-11659-3#ref-CR107
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3.6 CONCLUSOES

Os resultados das andlises filogenéticas e das caracteristicas morfofisioldgicas
permitem afirmar que Kitasatospora sp. K002 pertence ao género Kitasatospora. No entanto,
que K002 representa uma nova espécie do género, para a qual o nome Kitasatospora
brasiliensis sp. nov. € proposto.

Os resultados desse trabalho indicam que o genoma de K002 abriga varios genes
responsaveis pela producao biossintética de metabdlitos secundarios confirmando o potencial
do género em ser uma valiosa fonte de compostos bioativos, 0o que € consistente com seu
fendtipo de atividade antibacteriana constatada nos ensaios overlay do capitulo anterior.

A obtengéo de K002 a partir do uso do sobrenadante de P. elgii atesta a eficiéncia do
protocolo em obter linhagens com potencial biotecnolégico. Além disso, pode indicar que a
metodologia favorece o isolamento de novas espécies bacterianas, visto que se trata de uma
espécie ainda ndo descrita.

O genoma de K002 apresenta diversos clusters génicos que podem estar relacionados
a resisténcia ao sobrenandante de P. elgii. O cluster NRPS responsavel pela producdo de
pelgipeptinas em P.elgii e clusters de lantipeptideos, responsaveis pela producéo de elgicinas
em P. elgii podem comprovar a premissa do primeiro capitulo de que bactérias resistentes a
certos peptideos antimicrobianos, provavelmente produzem compostos semelhantes a eles.

Este trabalho amplia o entendimento geral e reforca o interesse biotecnolégico sobre

este taxon.
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4 CONCLUSAO GERAL

O enriquecimento de meios de cultura com o sobrenadante de P. elgii como
mecanismo de selecdo para obtengdo de linhagens com potencial para aplicacdo
biotecnologica se mostrou eficiente. Linhagens de géneros distintos de bactérias foram
isoladas, onde todos ja sdo conhecidos por seu interesse biotecnolégico em diversas areas.
Uma destas, que foi o foco deste trabalho, foi a atividade antibacteriana comprovada em todos
os isolados através dos ensaios overlay.

A metodologia utilizada neste trabalho podera ser utilizada com diferentes meios,
concentracdes e amostras a fim de refinar e otimizar o protocolo, ampliar as cole¢des de
linhagens com potencial biotecnolégico e até permitir o isolamento de linhagens néo
descritas.

A caracterizacdo taxondmica polifasica de Kitasatospora sp. K002 permitiu sua
identificacdo como uma nova espécie do género Kitasatospora. A caracterizacdo da linhagem
K003, apesar de se tratar da espécie ja conhecida M. radiotolerans, também foi importante,
pois permitiu ampliar o conhecimento sobre a espécie no que diz respeito ao seu potencial
para producdo de compostos bioativos.

A anotacdo funcional de K002 e K003, onde varios genes responsaveis pela producao
biossintética de metabolitos secundarios foram encontrados, permitiu a comprovacdo do
potencial para producdo de compostos de interesse biotecnoldgico das linhagens obtidas a
partir do uso do sobrenadante de P. elgii.

O isolamento das culturas puras permitird maior exploracdo do potencial dessas
linhagens. Os compostos antimicrobianos poderdo ser caracterizados por espectrometria de
massa e purificados para futura caracterizacdo de suas estruturtas, bem como sua comparagao
com compostos ja caracterizados para P. elgii, espécie utilizada na selecdo da linhagem.

A identificacdo e isolamento de metabdlitos poderd ser guiado pela percepcao
genébmica das origens biossintéticas de seus metabolitos potenciais obtidos neste estudo.
Ensaios in vivo e in vitro poderdo ser realizados para avaliar o potencial de aplicacdo dos
antimicrobianos obtidos como produtos viaveis para a inddstria farmacéutica.

Assim, este estudo mostrou a eficiéncia do uso do sobrenadante de P. elgii em
selecionar micro-organismos com potencial para aplicacdo biotecnolégica e em favorecer o
isolamento de novas espécies bacterianas. A maioria dos clusters de genes biossintéticos das
linhagens obtidas ndo possuiam similaridade com clusters publicados e, portanto, representam

uma nova fonte de produtos farmaceuticamente relevantes.
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Abstract

One of the main biotechnological demands of the industry for bioactive compounds refers to
the production of antimicrobial compounds due to the need for alternatives to products
already present on the market which a variety of bacteria have already become resistant.
Classical cultivation techniques for prospecting microorganisms make it difficult to discover
new antimicrobial producers. Thus, this study describes a protocol for the selection of
bacterial strains with biotechnological potential from Paenibacilluselgii supernatant. Culture
media were enriched with the supernatant which is rich in signal molecules and antimicrobial
peptides. Soil samples were inoculated in these media in order to select only bacteria resistant
to that supernatant and, therefore, with potential for the production of similar compounds.
Bacterial strains obtained through this protocol had their antibacterial capacity demonstrated.
Furthemore the functional annotation of the genome of one of the strains obtained through the

protocol, gene clusters of biotechnological interest were detected for the strain isolated in this
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study. This study attested to the efficiency of using the supernatant in the selection of growth
of microorganisms with potential for biotechnological application.
Keywords: prospecting, supernatant, antibacterial activity

Introduction

After the emergence of molecular techniques in the 1970s, such as PCR, next
generation sequencing and more particularly metagenomics and the enormous amount of
information provided by them, the cultivation of bacteria may have been neglected (Gutleben
et al., 2018). However, culture media remain a fundamental tool for microbiologists since
both methods, culture-dependent or not, can complement each other (Lagier et al. 2015).

The pace of bacterial DNA sequencing surpasses the isolation of new species and can
reveal interesting physiological capacities in microorganisms and thus direct cultivation
efforts (Wilson et al. 2019). Cultivation, on the other hand, provides data through its well-
annotated genomes for predictions used in genomic and metagenomic analyzes (Choi et al.
2017; Liu et al. 2022).

Technology associated cultivation in combination with information provided by
culture independent experimental approaches offers the chance to access unexplored bacterial
diversity that offers fundamental new insights into biological principles (Overmann et al.
2017). Many of the underexplored bacterial strains probably present new biosynthetic
pathways and unknown biochemical characteristics, suggesting the high biotechnological
potential to be discovered from the metabolites and enzymes of these microorganisms and
potential applications for biotechnology Gutleben et al. 2020).

One of the main biotechnological demands of the industry for bioactive compounds
refers to the production of antimicrobial compounds, due to the need for alternatives to
products already present on the market which a variety of bacteria have already become
resistant (Laws et al. 2019). Many of the antimicrobials described have their origin in bacteria
that produce them by competition in the environment or even communication with other
microorganisms (Durand et al. 2018). However, one of the main obstacles in studying
prokaryotes and discovering new compounds produced by them is the inability to cultivate
most of the environmental diversity under laboratory conditions (Overmann et al. 2017).

Certain groups of bacteria require specific growth conditions, so there is a need for
refinement of existing strategies for growing microorganisms, as well as the development of
new techniques and methods that are more effective in obtaining previously uncultivated

microorganisms and/or of biotechnological interest. Improvements in culture techniques may
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include: use of restrictive culture media and use of antimicrobials in growth selection, for
example (Overmann 2013). Other possibilities for improving cultivation techniques include
the use of co-cultures, diffusion chambers, membrane systems and bioreactors (Boilattabi et
al. 2021; Pascual et al. 2017; van Dorst et al. 2016; Chaudhary et al. 2017). Thus, specific
enrichments can be used to build substantially larger collections of microorganisms of interest
(Bachmann et al. 2014).

In their natural environment, bacteria live in communities and have sophisticated
communication networks based on metabolic changes that influence basal behavior processes
such as reproduction, sporulation, biofilm formation and antimicrobial expression (Xiao et al.
2022). A particular type of chemical interaction is the exchange of signaling compounds.
Signaling molecules may be essential for the growth of microorganisms, since some
microorganisms may not grow in vitro, as they are not in their native communities and,
therefore, do not receive signaling from this community through this intercellular
communication called quorum sensing (Nichols et al. 2008).

Among known signaling molecules, acylhomoserine lactones represent the best
understood compounds used by many Gram-negative bacteria (Babenko et al. 2022; Papenfort
and Bassler 2016). Whereas,autoinductive peptides are involved in intercellular
communication in Gram-positive bacteria and may have a dual function, acting as an
antimicrobial and signaling molecule (Verbeke et al. 2017). Siderophores, whose biosynthesis
is controlled by a quorum sensing system, can also stimulate bacterial growth (Soares 2022).
Paenibacilluselgii is known to produce peptides, self-inducing lactones and siderophores,
signal molecules that can stimulate bacterial growth (da Costaet al. 2022; Ortega, et al. 2018).

Antimicrobial producing organisms are expected to contain self resistance
mechanisms against their own bioactive molecules. Generally, antibiotic producing bacteria
encode resistance genes that protect them from their antimicrobials (Mak et al. 2014). It is
expected that bacterial strains resistant to P. elgii have intrinsic resistance because they also
produce antimicrobial compounds. Therefore, in this work, we used a bacterial culture
methodology based on the use of P. elgii supernatant as a selection mechanism for the growth
of bacterial strains of biotechnological interest. Furthermore, a strain obtained through this
methodology was characterized in order to illustrate the potential for biotechnological

application of the obtained strains.

Material and methods

Obtaining the Supernatant
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To produce the supernatant, an inoculum of P. elgii was made in LB Broth (NaCl,
5 g/L; Tryptone, 10 g/L; Yeast Extract, 5 g/L) culture medium. Growth was overnight under
200 rpm agitation at 28°C. After growth, the supernatant was subjected to 4°C overnight to
induce sporulation. Then, the culture was centrifuged and filtered through a 0.22um syringe.
The filtered supernatant was inoculated onto plates with LB Broth medium and incubated for

48 h to confirm the absence of P. elgii colonies.

Preparation of culture media with Paenibacilluselgii supernatant

Plates containing different concentrations of the supernatant were prepared: 300ul/L,
600ul/L, 1ml/L and 2ml/L of supernatant. The culture media used for the tests were
Middlebrook agar (Casein enzymatic hydrolysate, 1(g/L); Ammonium sulfate, 0.5(g/L);
Monopotassium phosphate, 1.5(g/L); Disodium phosphate, 1.5(g/L); Sodium citrate, 0.4(g/L);
Magnesium sulfate, 0.05(g/L); L-Glutamic acid, 0.5(g/L); Ferric ammonium citrate,
0.04(g/L); Pyridoxine, 0.001(g/L); Biotin, 0.0005(g/L); Malachite green, 0.001(g/L); Agar,
15.0(g/L) and R2A agar (agar, 1.9 g/L; 15 g/L; casein acid hydrolysate, 0.5 g/L; dextrose,
0.5 g/L; dipotassium phosphate, 0.3 g/L; magnesium sulfate, 0.024 g/L; proteose peptone,
0.5 g/L; sodium pyruvate, 0.3 g/L; starch soluble, 0.5 g/L; yeast extract, 0.5 g/L).

Processing of environmental samples in the laboratory

Soil samples were collected using an aluminum pipe with a 15cm depth indication in a
native area of the Cerrado biome, Brasilia, Federal District, Brazil. The pipe was introduced
with the aid of a rubber mallet into the ground until reaching the 15 cm mark. Ten collection
holes were made and the entire sampled content was sieved through a 2 mm mesh and mixed
in a single properly identified plastic bag.

Environmental soil samples were previously dissolved in liquid Middlebrook medium
at the rate of 1g of soil in 50 ml of medium (this was considered undiluted). Soon after, they
were diluted in 1:20 and inoculated in culture medium plates enriched with P. elgii

supernatant.

DNA extraction and 16S ribosomal rRNA analysis of the obtained strains

The DNA extractions of the bacterial strains obtained from the use of the P.elgii
supernatant were performed with the commercial kit 'GenElute Bacterial Genomic DNA Kit',
Sigma-Aldrich, according to the manufacturer's instructions both for the analysis of the rRNA

marker 16S and for genomic sequencing. The extraction efficiency was evaluated in agarose
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gel (1% v/v). DNA quantification was performed with a Qubit fluorometer (Invitrogen, USA)
using the dsSDNA BR Quant-it assay kit (Invitrogen).

Polymerase chain reaction (PCR) (DNA) for amplification of 16S rRNA was
performed with primers 27F and 1492R. Purification of the PCR product was performed with
the Thermo Scientific purification kit (Gene Jet PCR Purification Kit). Bidirectional
sequencing was performed on Macrogen's Sanger platform (Seoul, South Korea). Comparison
by similarity with sequences available in the GenBank of the NCBI (National Center for
Biotechnology Information) was performed using the BLAST N tool.

Antimicrobial Activity Analysis Protocol.

An overlay test was performed to confirm the antibiotic capacity of P. elgii and its
supernatant. Antibacterial activity tests were performed in minimal culture media (R2A or
Middlebrook). The P. elgii strain and its supernatant were inoculated in the center of the
plates and placed in growth at room temperature for a period of 6 days. On the seventh day of
growth, a soft-agar inoculum with Bacillus subtilis was prepared and poured on to the plate,
in order to form a thin and homogeneous layer. This was the cover or overlay. After the
addition of soft-agar, growth of B. subtilis was expected for up to 48 hours at room
temperature.

Bacterial strains isolated from the use of P. elgii supernatant were also submitted to
the overlay assay against B. subtilis, and some against Escherichia coli and Pseudomonas

aeruginosa.

In vitro phenotypic characterization

The CBMAI 824 strain of Methylobacterium radiotolerans (CBMAI) will be used to
perform the phenotypic and physiological analyzes in a comparative way with the K003 strain
of Methylobacterium.

Cells were observed under light microscopy to determine membrane characteristics
using differential Gram staining (Reddy et al. 2007). Observation was performed using a
Leica DM750 microscope. The optimum growth temperature was evaluated for one week on
NB agar (Beef extract, 1 g/L; Yeast Extract, 2 g/L; Peptone, 5 g/L; Sodium Chloride, 5 g/L;
agar, 15 g/L) plates at temperatures of 5, 10, 15, 20, 30, 35, 40., 45, 50, 55 and 60°C. The
optimum pH range for growth was examined between 4.0 and 10.0 in intervals of 1.0 after
incubation in NB (Beef extract, 1 g/L; Yeast Extract, 2 g/L; Peptone, 5 g/L; Sodium Chloride,
5 g/L) at 30°C for 3 days in liquid medium adjusted with HCI or NaOH containing 50 mM
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citrate/Na2HPO4 buffer ( pH 4-7), 100 mM NaH2PO Buffer 4 /Na 2 HPO 4 (pH 7-8) or 100
mM NaHCO 3 /Na 2 CO 3 buffer (pH 9-10). Salt tolerance was tested in NB in liquid
medium supplemented with NaCl (0-5% in 1% intervals) and incubation at 30°C for 3 days.
Both salinity and pH were examined by measuring the OD600 in SpectraMax M3 with
SoftMax Pro 6.0 software (Zhu et al. 2014).

Physiological characterization

Catalase activity was observed by the formation of bubbles after application of a 3%
(v/v) hydrogen peroxide solution (Raney and Oren 2011). Oxidase activity was checked using
Oxidase Strips 40560 (Millipore).

K003 and CBMAI cells were cultured in solid R2A medium and collected after 48h of
growth, transferred to glass tubes with teflon lids and then used for cellular fatty acid analysis,
as described by Ramaprasad et al. 2015. Esters Fatty acid methyl concentrations (FAME)
obtained were analyzed on a gas chromatograph (Agilent 7890%) equipped with the Sherlock
Microbial Identification System software (Sherlock, v. 6.2) using the RTSBA6 method library
(Sasser 2001).

The susceptibility to antibiotics was evaluated in solid medium by the Kirby-Bauer
method (diffusion with disc) using filter paper discs impregnated with a standard
concentration of antibiotic and observation of halo formation after application of the disc on a
culture spread with swab and inoculated for 48h at 30° C. The antibiotics tested were (ug per
disc): Amikacin (30), Amoxicillin/Clavulanic acid (20/10), Ampicillin (10), Aztreonam (30),
Cephalexin (30), Cefazolin (30), Cefepime (30), Ceftazidime (30), Ceftriaxone (30),
Ciprofloxacin (5), Clindamycin (2), Chloramphenicol (30), Doxycycline (30), Erythromycin
(15), Gentamicin (10), Imipenem (10), Meropenem (10), Norfloxacin (10), Ofloxacin (5),
Oxacillin (1), Penicillin G ( 10), Piperacillin + Tazobactam (110), Polymyxin B (300),
Sulfonamide (300), Tetracycline (30) and Vancomycin (30).

Genome sequencing and assembly

Whole sequencing of the KO03 NGS Illumina genome was performed at Macrogen
(Seoul, South Korea). The DNA library was prepared using the TruSeq Nano DNA Kit and
sequencing was performed on the NextSeq500 platform, generating paired-end reads of 150
base pairs.

In order to improve genome assembly, NGS sequencing was performed using long

reads technology on the Oxford Nanopore Technologies (ONT) platform (Oxford, UK). The
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DNA library was prepared with the Rapid Sequencing Kit (SQK-RADO004) and the
sequencing was performed in Flow cell FLO-MINSP6 in the MinlON device (MIN-101B).

The de novo assembly of a draft genome of the strain obtained from the use of the
supernatant was performed in a hybrid way with the Unicycler program (V. 0.5.0) (Wick et al.
2016). The CheckM software, through the Kbase platform, was used to determine
contaminating sequences and genome completeness (Parks et al. 2015). The coverage of the
Illumina reads was determined using the Bowtie2 software (v. 2.4.4) (Langmead et al. 2018)
and the L50 and N50 parameters were obtained using Quast (Gurevich et al. 2013). Artemis
software was used to visualize the circular genome and its coding regions through the
DNAPIotter resource (Carver et al. 2009). Genome annotation was performed using Prokka
software (v. 1.14.6) (Seemann 2014).

Phylogenetic analyzes

The taxonomic classification of the strain and identity confirmation were performed
on the TYGS — DSMZ platform, by digital DNA hybridization (DDH) on the GGDC — DSMZ
server (Meier-Kolthoff et al. 2022). The ANI (Average Nucleotide Identity) was calculated on
the JSpecieWS platform (Richter et al. 2016).

Alignment of the genome of K003 and the genome of its reference strain, M.
radiotolerans JCM 2831, was performed with the Plot Nucmer (available in:
https://github.com/fmalmeida/plot_nucmer), which is an automation of MUMmer v3.1 toolkit
(Kurtz et al. 2004) and Ggbio (Yin et al. 2012), where the first aligns filtering by length and
identity, and the second generates a circular visualization. It is noteworthy that M
.radiotolerans JCM 2831is an acronym for M. radiotolerans CBMAI 824.

A phylogenetic tree based on concatenated central orthologous genes from genomic
sequences of 12 strains, including the K003 strain the closely related strains according to the
TYGS-DSMZ and the Enterovirgarhinocerotis outgroup available at the NCBI was
constructed using the MICROB1AL1Z3R web server (https:/ /microbializer.tau.ac.il/) (Avram
et al. 2019).

Comparative pan-genome analysis was performed using Roary version 3.13.0
following Prokka annotation, version 1.14.6 (Seemann, 2014), available from Galaxy ( Afgan
et al. 2016 ). Complete genome sequences of K003 and its 10 closest sequences were used,
according to TYGS-DSMZ. The minimum percentage identity for blastp of 80% (Corretto et
al. 2017) was defined to group the genes that encode complete sequences of proteins in

central genomes
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Gene prediction and functional annotation

Functional categories based on the COG (Clusters of Orthologous Groups)
classification were obtained using the online version of eggNOG-mapper v.2 (Huerta-Cepas
et al. 2017), where metabolic pathways and genes of interest were compared to the Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) database (Kanehisa et al. 2007).

The Antibiotic Resistance Gene Database (ARDB) was used for annotation of
potential genes responsible for antibiotic resistance (Liu and Pop, 2009). The CRISPR
(Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats) loci were predicted using the
CRISPRCasFinder recognition tool (Couvin et al. 2018).

Two online software were used in the in silico analysis of the biotechnological
potential: AntiSMASH (v. 6.1.1) (Blin et al. 2021) to identify genes and gene clusters related
to secondary metabolism and CAMPRA4 to predict antimicrobial peptides ( AMPs) (Gawde et
al. 2022), where the sequence is predicted to be antimicrobial through a probability score (0 to
1). The higher the probability, the greater the possibility that the peptide is antimicrobial
(Waghu et al. 2014).

In silico phenotypic characterization

The insilico phenotyping tool Traitar (Microbial Trait Analyzer) (Weimann et al.
2016) was used to predict phenotypes based on K003 genome sequences in a comparative
way with its closest strains according to TYGS-DSMZ. This software is able to predict sixty
seven phenotypic traits using Prodigal for gene prediction and Pfam family for annotation
(Weimann et al. 2016). The software uses two prediction models, the phypat model (which
predicts the presence/absence of proteins found in the phenotype of 234 bacterial species) and
a combination of phypat+PGL models (which uses the phypat information combined with the
acquisition or loss of protein families and phenotypes through evolution), to determine

phenotypic traits (Weimann et al. 2016).

Results
Efficiency of using Paenibacilluselgii supernatant

The species P. elgii showed antibacterial activity against B. subtilis, as well as the
supernatant obtained from its liquid culture (Supplementary Figure 1). The use of the
supernatant was efficient in stimulating the growth of microorganisms. The concentration of

the P. elgii supernatant influenced the growth of microorganisms in the culture medium after
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inoculum of soil samples. The results demonstrated that there is a difference in bacterial
growth in the different concentrations of the supernatant (Supplementary Figure 2).
Taxonomic identification of strains

Among the bacterial strains grown from the supernatant rich culture of P. elgii, thirty-
five (35) could be grown alone and without the supernatant. The results of the 16S gene
sequencing of the strains obtained are presented in Table 1. Identification shows the presence
of the genus Paenibacillus, Pseudomonas, Enterobacter, Kitasatospora, Sphingomonas,
Xanthobacter, Burkholderia and Methylobacterium.

In vitro antibacterial activity of the prospected strains

The cultivated strains were submitted to the overlay assay of antibacterial activity
against B. subtilis, where all showed a positive result (Supplemetary Figure 3 and
Supplemetary Table 1).

Among the thirty-five strains, five (B2, B4, B7, C3 and KO003) were selected to be
tested against E.coli and P. aeruginosa. The selection was made in order to include at least
one strain of each genus found, except for Paenibacillus and Enterobacter. The first because
it is the genus that originated the supernatant used to obtain the strains and the second because
its has lower biotochnological potential than the others strains. All had their antibacterial
activity confirmed against E. coli. And B7 and K003 also showed antibacterial activity on P.
aeruginosa.

The K003 strain, belonging to the genus Methylobacterium, was selected for genomic
analysis. This genus is known to promote plant growth (Grossi et al. 2020), show resistance
against radiation (kim et al. 2020) and have antimicrobial (bacteria and fungi), antioxidant
(Photolo et al. 2020) and against bacterial endophytes (Wang, 2019).

In vitro phenotypic characterization

Strain KOO3 and its reference strain were grown aerobically at temperatures from 15 to
40°C in NB medium. K003 grew in NB medium containing 0-2% (w/v) NaCl, while CBMAI
grew in 0-3%. K003 grew at pH 5-9 and CBMAI at pH 4-9. Optimum growth of both strains
occurred at 30 °C, pH 8 and 0 % (w/v) NaCl (Tab. 2). Growth from pH 4 distinguishes
CBMAI from K003. Both strains were positive for catalase and oxidase.

The fatty acid profile of strain KOO3 compared to CBMAI is shown in Table 3. The
most abundant fatty acid (>85%) in both strains was Summed Feature 8, while the least
abundant were Summed Feature 2 (0.74%) at KOO3 and C12:0 (0.67%) on CBMAI. The fatty
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acid profiles clearly separated the CBMAI and K003 strain by the absence of C12:0 and 18:0
30H.

Among the twenty-six antibiotics tested for susceptibility of the strains, KO03 and
CBMAI were resistant to amoxicillin/Ac. Clavulanic, Aztreonam, cefazolin, cefepime,
clindamycin, meropenem, oxacillin, polymyxin B and sulfonamide. In addition to these,
CBMAI was also resistant to vancomycin. Table 4 shows the list of antibiotics tested and their

susceptibility.

Sequencing and phylogenetic analysis

Sanger sequencing of the 16S rRNA of K003 strain allowed the identification of the
sequence, where the blast indicated greater similarity (99.88%)  with
Methylobacteriumradiotolerans. The phylogenetic tree based on the 16S rRNA of K003 and
the Enterovirgarhinoceotis outgroup is represented in Figure 1.

The genome sequence of the K003 strain was assembled using a combination of long
and short reading sequencing approaches, resulting in an assembly of 7735228 bp, distributed
in 5 contigs, with a GC Content of 70.84% (Tab. 5 and Fig. 2).

On the TYGS — DSMZ platform, the genome evaluation of KOO3 confirmed that the
strain is a Methylobacteriumradiotolerans with dDDH of 90.3-94%. The ANI (Average
Nucleotide Identity) calculated for the genome on the JspeciesWS platform was 97.51%.

The alignment of the genomes of K003 and its closest strain M. radiotolerans
JCM2831 shows few misaligned regions (16.95%) indicating that the genomes are similar to
each other (Fig. 3). Only genome alignment blocks with at least 1000 nucleotides and 90%
identity are considered.

Expanding comparative genomic analysis to investigate the phylogenetic relationships
of this genus, we used the genome sequences of 12 strains (strain K003, 10 closest species
and the Enterovirgarhinocerotis outgroup) to extract sets of orthologous genes. Using the
M1CROB1AL1Z3R web server, a total of 233 gene cores (subset of genes shared among the
12 strains) were retrieved and used to construct a maximum likelihood phylogenetic tree (Fig.
4).

It was possible to identify 21379 gene families composing the pan-genome of K003
and its closest strains and, of these, 2806 (13.12%) were present in the nucleus of the genome
and the rest as accessories. Rare genes were represented by 123387 families, that is, 57.7% of

the pan-genome (Fig. 5).
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Comparing only the K003 and JCM 2831 strains, it was possible to identify 8455 gene
families composing the pan-genome and, of these, 5332 (63.06%) were present in the nucleus
of the genome and the rest as accessories. No rare genes were found among them.

Functional features of genomes

Figure 6 shows the distribution of proteins in the genome of the K003 strain in their
respective COG categories. The S category refers to proteins of unknown function and
represents 19% of the proteins in the KOO3 genome and the unknow category, 15%. Among
the well-noted categories, E (9%), K (6%) and C (6%), referring to amino acid metabolism,
transcription and energy production and conversion, respectively, are among the most
abundant in the genome. Among the least abundant are categories D (0.7%) and N (0.6%)
responsible for the cell cycle and cell motility.

With regard to antibiotic resistance, four resistance nodulation cell division (RND)
antibiotic efflux pumps were found in both KOO3 and JCM 2831, all conferring resistance to
fluoroquinolone and tetracycline antibiotics. Similarities ranged from 41 to 71%.

Two CRISPR matrices with 11 and 19 spacers, respectively, and a Type IlIA case
without CRISPR matrices were found at K003. No complete CRISPR-cas system was
detected. While in CBMAI, two CRISPR matrices with 1 and 6 spacers, respectively, were
also found, but no cas was found.

The functional annotation of genomes in Antismash showed a total of ten (10) gene
clusters, for KOO3 (Tab. 6). Most of these gene clusters are related to the production of
antibacterial compounds. Table 6 presents such clusters in comparison with the JCM 2831
strain (12 clusters), acronym to K003, and the ME94 strain (8 clusters) isolated from
medicinal plant leaves in India (Webster et al. 2020). K003 and JCM 2831 are very similar,
distinguished only by the absence of T3PKS in K003 and the fact that it has one less cluster of
Hserlactone. ME94 presents only Hserlactone, TIPKS and Terpene among the clusters in
common with K003 and JCM 2831, in addition it presents two unidentified clusters.

The CAMPR4 database for predicting antimicrobial peptides (AMPs) showed 40
predictions in KO003. The predictions had a probability greater than 0.68, with a greater
probability of 0.75.

In silico phenotypic characterization
Figure 7 shows the comparison of the phenotype of K003 and its closest strains

according to DSMZ. The K003 strain differs from the others by being positive for d-sorbitol.
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K003 shares several characteristics with M. radiotolerans JCM 2831, its closest strain
according to the DSMZ and acronym to CBMAI, however, K003 is distinguished by being
negative for capnophilica and coagulase production and positive for d-sorbitol and I-
arabinose.

According to the phenotypic prediction in Traitar, the closest strain to K003 is M.
brachiatum DSM 19569. The K003 strain is distinguished by being negative for growth at
42°C, capnophilic and coagulase production and by being positive for D-sorbitol.

Discussion

For years, the scientific community considered microorganisms only as self-sufficient
individual beings and incapable of communicating or organizing themselves in groups
(Njoroge and Sperandio, 2009). However, it is now known that bacteria and other prokaryotes
have a communication system carried out through different processes that involve production,
release, detection and responses to chemical compounds called autoinducers, small molecules
similar to hormones that allow the microorganism to access the density cell of a local
population and coordinate gene regulation in a population (Gray et al. 2013).

Cell-to-cell communication systems called quorum sensing involve the density-
dependent formation of autoinducing acylhomoserine lactone (AHL) molecules or short
peptides and control light production, expression of virulence factors, swarming, biofilm
formation, cell aggregation and genetic competence (Papenfort and Bassler, 2016). Known
metabolic interactions also involve compounds participating in central metabolism, for
example, siderophores (Soares, 2022).

Most soil microorganisms resist cultivation under laboratory conditions and therefore
represent an enormous gap of biochemical diversity. To unlock this potential, it is necessary
that simulate the ecological context in which bacteria live, as this may allow us to access this
still untapped source of natural products (Kapinusova et al. 2023).

In a traditional culture, bacteria are normally grown in isolation with ample nutrients
and resources, which is in stark contrast to their complex natural habitat (Ho et al. 2017).
Complex environments, such as soil, shelter diverse microorganisms (Bahram et al. 2018) that
create conditions that allow the growth of other microorganisms by sharing metabolites and
essential substances for growth (Schink, 2002). These molecules include those that play a role
in quorum sensing and the community (Jacoby et al. 2017). The absence of neighbors in pure

culture reduces microbial recovery (Pande and Kost, 2017).
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Some bacteria can only grow under laboratory conditions when in co-culture with
another member of the community, which may be another bacterium or even another
microorganism (Boilattabi et al. 2021). Coculture can be obtained by directly culturing the
microorganisms together or using supernatants (Stewart, 2012). The use of P. elgii
supernatant enriches the culture with inducer molecules and antimicrobial compounds that can
mimic naturally occurring chemical-ecological relationships. This may enhance microbial
recovery from environmental samples (Turan et al. 2017) and emerge as an effective and
targeted approach to finding new bioactive compounds with activity against the pathogens for
which new antibiotics are needed (van Bergeijk et al. 2020).

Using a culture-selected approach from P. elgii supernatant, 35 fast-growing cultivable
strains were successfully isolated and identified, most from genera known to have
biotechnological potential. They are Paenibacillus, already exposed here for being the base of
the supernatant, Pseudomonas, Enterobacter Kitasatospora, Sphingomonas, Xanthobacter,
Burkholderia that will be exposed below and Methylobacterium, whose strain was
characterized in this work to illustrate the potential of the methodology in selecting
microorganisms with possible biotechnological application.

Species belonging to the genus Sphingomonas have properties ranging from the
bioremediation of environmental contamination to the production of highly beneficial
phytohormones. Its antibacterial activity was proven by Akinsanya et al. (2017) against S.
Typhimurium, P. vulgaris, K. pneumoniae, E. coli, S. aureus, S. pyogenes, B. cereus, and C.
albicans. Recent studies have shown an intriguing role of Sphingomonas species in the
degradation of organometallic compounds (Asaf et al. 2020).

Endophytic bacteria of the genus Xanthobacter are known to promote plant growth. It
has interesting potential as a biofertilizer, in the biological control of weeds that compete with
plant cultivation, and has been reported as a useful biological tool for the bioremediation of
water and soil polluted by chemical agents (Sanchez-Yafiez, 2022).

The genus Kitasatospora is characterized as a producer of new secondary metabolites
of varied structures, which are active even against eukaryotic organisms (Takahashi 2017), in
addition to showing activity against Gram-positive and Gram-negative pathogens (Zhu et al.
2014) and resistance to several heavy metals (Yun et al. 2020).

The genus Burkholderia is a more congruent group known for its role as a pathogen.
However, the diverse environmental interactions of these bacteria are now pointing to

multiple beneficial properties that extend from their capabilities in bioremediation and
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biological control, to their significant biotechnological potential as antimicrobial producers
(Depoorter et al. 2016; Cain et al. ., 2000; Wang et al. 2020).

Although the genus Enterobacter is known as a phytopathogen (Singh et al. 2018), it
has already been mentioned as an effective bioinoculant for rice under alkaline salinity stress
(Sagar et al. 2020) and for having the ability to degrade polyethylene (Ren et al. 2019).

With regard to the biotechnological potential of Pseudomonas, representative
members of the species have been identified as plant growth promoters (Sah et al 2021),
bioremediation agents (Ojewumi et al. 2018 ) and producers of natural compounds such as
rhamnolipids, terpenoids, polyketides and peptides non-ribosomal (Loeschcke and Thies,
2015) and biopolymers (Mozejko-Ciesielska et al. 2019 ; Salvachua et al. 2020).

The supernatant of P. elggi is rich in siderophores and self-inducing lactones, in
addition to peptides with dual properties, self-inducing and antibacterial (Ortega, et al.
2018),which may explain the growth stimulus at different concentrations of P. elgii
supernatants, the diversity of genus found in cultivation and selection of growth directed to
strains with biotechnological potential.

With the positive result of the antibacterial tests performed on the supernatant of P.
elgii and on the strains obtained through its use, the protocol's ability to select strains with
activity similar to the supernatant is demonstrated.

The result of this study included the characterization of the K003 strain and a draft of
its genome explored through genome mining. This combinatorial approach has led to
promising results of new antimicrobial metabolites. The K003 strain obtained in this study,
despite being a previously described species, has its own characteristics. Although it is similar
to its reference strain (CBMAI) regarding the alignment of its genomes, pangenome and the
diversity of biosynthetic clusters, K003 differs from CBMAI in growth in pH only from 5,
absence of certain fatty acids, non-resistance to vancomycin, presence from a Type IIIA case,
negative for coagulase production and positive for d-sorbitol and I-arabinose.

Comparing our results with the study by Knief et al. (2012) with 12 strains of
Methylobacterium, the main fatty acid summed feature 8 agrees with what they observed. Our
strains tolerated a higher salinity level (2% - K003 and 3% - CBMAI) compared to the same
study, where the strains only tolerated 1% salinity. With regard to pH, all strains mentioned
grew in general between pH 4-5 and 8.

Alessa et al. (2021) in their study with sixty-two strains of Methylobacterium and
Methylorubrum observed that the genome size of the strains ranges from 4.4 to 8.8 Mb with
CDS ranging from 4171 to 8622 and GC% ranging from 65.9 to 72.7 %. These data show that
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the K003 strain is within the expected range for GC content (70.84%) and among the largest
genomes described (7.7 Mb).

Although the in vitro test showed that K003 and CBMAI are susceptible to
tetracycline, the result annotation of genes potentially responsible for antibiotic resistance in
the ARDB detected four resistance-nodulation-cell division (RND) antibiotic efflux pump that
confer resistance to tetracycline in addition to fluorogquinolone.

The high percentage (34%) of categories S and Unknown in K003 reflects the current
level of knowledge about the proteome of these microorganisms (Galperin et al. 2021) and
points out one of the limitations of annotation of genomes with reference in databases that are
based on prospecting only the structures already described. Alessa et al. (2021) verified that
the genomes of their sixty-two strains analyzed were highly enriched in the metabolism
process, which is consistent with what was observed in K003, where category E related to
amino acid metabolism is the most abundant among the described categories.

The presence of the CRISPR system in K003, which represents a defense mechanism
of prokaryotes against invaders such as viruses and plasmids (Wimmer and Beisel 2020) is
interesting from a biotechnological point of view due to its DNA editing power that favors
genetic engineering (Sedeek et al. 2019).

Many classes of natural products have been identified, including terpenoids, alkaloids,
polyketides and non-ribosomal peptides (Arnison et al. 2013). Some of them will be explored
below because they have clusters responsible for their production are present in the genome of
the strain obtained in this study.

The NRPS (nonribosomal peptide synthase) cluster, present at K003, is linked to
enzyme complexes organized into specific amino acid modules. NRPS uses non-
proteinogenic amino acids, not just the twenty possible in standard ribosomal peptides, which
increases the number of possible models to several hundred (Ding et al. 2020). Soon its
natural products exhibit several properties such as antiviral, antitumor or antibiotic activity
against human and plant pathogens (Huang et al. 2021) and attracting the interest of
biotechnological, pharmaceutical and agricultural industries (Biniarz et al. 2017).

Non-ribosomal peptide synthetases (NRPS) produce the majority of lipopeptides from
Paenibacillus, the genus whose supernatant was used to select for growth of the K003 strain.
The main mode of action of these lipopeptides usually involves disruption of the target cell
membrane and due to the difficulty of these cells to reorganize their membranes, it is

suggested that the development of resistance to lipopeptides may be slow and limited, which
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is very interesting from the point of view point of view of the development of new drugs
(Cochrane and Vederas, 2016).

PKS clusters, together with NRPS, also found in K003, represent two large groups of
natural products with remarkable diversity and biological activities, such as the antibiotics
erythromycin, penicillin, daptomycin and vancomycin, the antifungals amphotericin and
echinocandin, the anticancer agents epothilone and bleomycin , the cholesterol-lowering agent
lovastatin, the immunosuppressants FK506 and cyclosporine, and the veterinary antibiotics
monensin and avermectin (Wang et al. 2011).

PKS are classified into Types I, Il and Ill. Only Type | was found in KO03. Within
type | PKS there is a group of products called polyethers ionophores that cause the death of
target cells, being of great importance for their antiparasitic activity and antifungal, antiviral,
herbicide, anti-inflammatory and broad-spectrum immunoregulatory action (Nivina et al.
2019).

The Hserlactone cluster, present at K003, refers to a homoserine lactone and is related
to quorum sensing, since in Gram-negative bacteria, acylated homoserine lactones (acyl-HSL)
are common signal molecules that regulate several target functions and are often involved in
interactions with the host. Quorum sensing plays a key role in the development of microbial
biofilms for various bacteria, including opportunistic human pathogens. Thus, if pathogens
use acyl-HSL signals to stimulate virulence gene expression, these systems represent a unique
target for drug discovery (Kumar et al. 2022).

Fewer terpenoid metabolites have been found in prokaryotes compared to those found
in fungi and plants. The first molecules found in bacteria were odoriferous terpenes, mainly
geosmin, a degraded sesquiterpene, which provides the characteristic odor of damp earth
(Cane and lkeda, 2012) In K003, terpenoid clusters are present. Terpenes of microbial origin
have been used as potent antimicrobial agents, such as pentalene or therapentecin (Yamada et
al. 2015).

One of the K003 terpenoid clusters was identified as a carotenoid, an important
component to deal with hostile environments due to intense UV light, which is expected for
Methylobacterium, since they can be abundant and adapted to the phyllosphere (Yoshida et al.
2017 and Alessa et al. 2021).

NPAA is a cluster of polyamino acids similar to Epsilon-poly-L-lysine (e-PL) present
in KOO3. e-PL is a natural antimicrobial peptide with a broad spectrum of activity against food

spoilage and food poisoning bacteria in vitro (Wang et al. 2021).
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Another large class of natural products is formed by ribosomally synthesized and post-
translationally modified peptides (RIPP). This is a class of natural products with antimicrobial
activity, whose cluster is also found in K003. Post-translational modifications diversify the
structure of these natural products, which implies better recognition of targets and increased
chemical and metabolic stability, improving their chemical functionality (Ongpipattanakul et
al. 2022).

The results obtained using AntiSMASH, together with data from CAMPR4 in K003
illustrate the biotechnological potential that can be found in the strains obtained from the use
of P. elgii supernatant.

The presence of NRPS clusters, responsible for the production of pelgipeptins, non-
ribosomal peptides originating from P.elgii (Qian, et al. 2012), in K003, may indicate the
production of similar compounds between the K003 and P.elgii strains and, like this,
corroborate the premise that bacteria resistant to certain antimicrobials can produce
compounds similar to them.

Among the gene clusters identified in K003, except for a terpene identified as a
carotenoid, all showed little (<11%) or no similarity with known compounds, which suggests

the potential production of new bioactive compounds.

Conclusions

The methodology tested in this work proved to be efficient for the isolation of
different genus of bacteria of biotechnological interest, such as: Paenibacillus, Pseudomonas,
Enterobacter  Kitasatospora, = Sphingomonas,  Xanthobacter, = Burkholderia  and
Methylobacterium.

This methodology can be used with different media, concentrations and samples in
order to refine and optimize the protocol, expand collections of strains with biotechnological
potential and even allow the isolation of strains that have not been cultivated so far.

All strains obtained from the use of P. elgii supernatant demonstrate antibacterial
activity in overlay assays, attesting to the efficiency of the protocol in obtaining strains with
biotechnological potential. The isolation of pure cultures will allow future exploration of the
potential of these strains.

Genomic  sequencing data confirmed that the K003 strain is a
Methylobacteriumradiotolerans. The draft genome of K003 allowed a sample about the
biosynthetic diversity that may be available in the strains obtained in this work. Future work

in identifying and isolating KOO3 metabolites can be guided by genomic insight into the
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biosynthetic origins of its potential metabolites. Most of the biosynthetic gene clusters did not
have homology with published clusters and therefore represent a new source of
pharmaceutically relevant products.
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Table 1 Results of the comparison of the amplicons of the strains obtained from the use of the
supernatant of P. elgii with the databases of the NCBI (National Center for Biotechnology
Information) through BLAST. Sequencing was performed by Macrogen in South Korea.
Table 2 Comparative phenotypic properties between the Methylobacterium K003 strain,
obtained from the use of P. elgii supernatant, and the M. radiotolerans CBMAI 824 strain. +,
Positive.

Table 3 Composition of fatty acids (%) in a comparative way between the Methylobacterium
K003 strain, obtained from the use of the supernatant of P. elgii, and its reference strain M.
radiotolerans CBMAI 824. The fatty acid profile was obtained through gas chromatography.
*Summed Feature occurs when there is imperfect peak separation. Summed feature 2
represents possibly 12:0 aldehyde, Summed feature 3 represents C16:1 w6c¢ and/or C16:1 o7c
and summed feature 8 represents C18 : 1 m7c and/or C18 : 1 w6c. —, absent.

Table 4 Results of the antibiotic susceptibility test of the strains obtained from the
supernatant of P. elgii. The method adopted was the Kirby-Bauer (disc diffusion), where filter
paper discs impregnated with a standard concentration of antibiotic are used and the formation
of an inhibition halo is observed. +, Positive; —, negative.

Table 5 Data from the hybrid assembly of the genome of the Methylobacterium K003 strain,
obtained from the supernatant of P. elgii. The assembly was performed from the long and
short reading sequencing through the Unicycler program. The annotation was performed with
Prokkasoftware and the quality parameters were evaluated in CheckM, Bowtie2 and Quast
software.

Table 6 Results of the analysis of clusters of biosynthetic genes for secondary metabolites of
the M. radiotolerans K003 strain, obtained from the use of the supernatant of P. elgii. The
analysis was performed using the AntiSMASH software (v. 6.1.1) and presented in a shared
way with the JCM 2831 and ME94 strains of M. radiotolerans.

Figure 1 Phylogenetic tree based on the partial sequence of the 16S ribosomal rRNA gene

obtained by cloning and Sanger sequencing of the Methylobacterium K003 strain, obtained
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from the use of P. elgii supernatant. The evolutionary position of the strain was estimated by
constructing a phylogenetic tree using the Maximum-likelihood (ML) method with 1000
sampling repetitions (Bootstrap), using representative 16S ribosomal rRNA sequences from
valid strains of the genus listed in List of Prokaryotic names with Standing in Nomenclature -
LPSN.

Figure 2 Circular map of the hybrid assembly of the genome of the M. radiotolerans K003
strain, obtained using the supernatant of P. elgii. The illustration was generated by the
DNAPIotter feature of the Artemis software demonstrating the coding regions and the GG
content. Outside to center: Forward CDS (dark blue), Reverse CDS (red), GC content and GC
slope (dark gray and light light gray).

Figure 3 Circular visualization of the alignment of the genomes of the M. radiotolerans K003
strain (in gray) and its closest strain according to TYGS-DSMZ, M. radiotolerans JCM2831
(in blue). Alignment and illustration were generated using Plot Nucmer. Only genome
alignment blocks with at least 1000 nucleotides and 90% identity are shown. The outer band
is the size scale of the contigs. When the blue band is two layers deep, there are two
sequences in the closest strain that overlap at the same location in the KOO3 strain.

Figure 4 Maximum likelihood phylogenetic tree based on 233 core orthologous genes
concatenated from genomic sequences of 12 Methylobacterium strains, including K003, the
closely related strains according to the TYGS-DSMZ and the Enterovirgarhinocerotis
outgroup. The M1CROB1AL1Z3R web server was used for concatenating the orthologous
genes and building the phylogenetic tree.

Figure 5 Comparative pan-genome analysis performed on Roary. Sequences of the complete
genome of M. radiotolerans K003 and the 10 closest sequences to it, according to TYGS-
DSMZ, were used. A minimum percent identity for blastp of 80% was defined to cluster the
genes encoding complete protein sequences in core genomes.

Figure 6 Proteins predicted in the genome of the M. radiotolerans K003 strain, obtained from
the use of the supernatant of P. elgii, classified according to the categories COGs.
Classification was performed using the eggNOG mapper against the Kyoto Encyclopedia of
Genes and Genomes (KEGG) database.

Figure 7 Comparison between the phenotypic predictions of the hybrid assembly of the
genome of the M. radiotolerans K003 strain, obtained from the use of the supernatant of P.
elgii, and the genomes of their closest strains according to the TYGS-DSMZ obtained from
the NCBI database. The zero value means that the strain is negative for the phenotype, the

values 1 and 2 correspond to the positive for the phenotype in the phypat and



940
941
942
943
944
945
946
947
948
949
950
951
952
953
954
955
956
957
958

163

phypat+PGLpredictors, respectively. The value 3 shows that the phenotype was positive in
both predictors. The analysis was performed using the Traitar software.

Supplemetary Table 1 Results of overlay assays of antibacterial activity of strains obtained
from the use of P. elgii supernatant. After the growth of the strains, a soft-agar inoculum with
B. subtilis was poured onto the plate and its growth was observed for up to 48 hours at room
temperature.

Supplementary Figure 1 Efficiency test of the antibiotic capacity of P. elgii and its
supernatant, demonstrating activity of the culture indicated by the red arrow (A) and of the
supernatant (300ul/L) indicated by the blue arrow (B). Assays were done against B. subtillis
(indicated by yellow arrows)

Supplementary Figure 2 Growth of cultures from soil samples in different concentrations of
P. elgii supernatant. The A plate (300ul/L), the B plate (600 pl/L), the C plate (Iml/L) and the
D plate (2ml/L). Strains of interest collected because they have zones of inhibition are
indicated by red arrows.

Supplementary Figure 3 Overlay assays of antibacterial activity of some of the strains
obtained from the use of P. elgii supernatant. The inhibition halos are quite visible. (A) Strain
A3, (B) Strain A9, (C) Strain C5, and (D) Strain C12. All assays were performed against B.
subtillis. The backgrounds for obtaining the images were different due to the difficulty of

viewing some halos.



Table 1

Strain Access number Description

Max Score Total Score Query Coverage Max Ident

Al
A2
A3
A4
A5
A6
AT
A8
A9
Al10
All
Al2
Bl
B2
B3
B4
B5
B6
B7
B8
B9
B10
Bl1
B12
C1
Cc2
C3
C4
C5
K003
c7
C8
C10
Cl11
C12

HQ236048.1
IX174235.1
AB739006.1
AB739006.1
HQ236085.1
HM063032.1
AB739006.1
AB739006.1
HQ236085.1
JQ735955.1
HQ236048.1
IX436405.1
JF701960.1
GQ895737.1
JX090597.1
GU518381.1
AF247494.1
JX090597.1
EU139032.1
HQ651053.1
AF247494.1
FR872408.1
DQ095878.1
GU191167.1
IX436403.1
IX436403.1
EU912440.1
HM771642.1
JX178938.1
EU912444.1
IX436403.1
JQ659918.1
JX436405.1
GU447238.1
AF247494.1

P. elgii
Enterobacter sp.
P. ehimensis

P. ehimensis

P. elgii
Paenibacillus sp.
. ehimensis

. ehimensis

. elgii

. elgii

. elgii
Pseudomonas sp.
Burkholderia sp.
Sphingomonas sp.
P. aeruginosa
Unculturedbacterium
Burkholderia sp.
P. aeruginosa
Kitasatospora sp.
Pseudomonas sp.
Burkholderia sp.
Burkholderia sp.
P. aeruginosa
Burkholderia sp.
Pseudomonas sp.
Pseudomonas sp.

U U U U T

Methylobacterium sp.

P. aeruginosa
Xanthobacter sp.

Methylobacterium sp.

Pseudomonas sp.
P. aeruginosa
Pseudomonas sp.
P. aeruginosa
Burkholderia sp.

167
302
623
645
1831
1943
287
248
474
808
1034
350
512
760
22292
115
642
1000
263
1018
388
329
176
294
675
497
453
990
425
193
545
156
279
2017
887

167
302
623
645
1831
1943
287
248
474
808
1034
350
512
760
22292
115
642
1000
263
1018
388
329
176
294
675
675
453
990
425
193
545
156
279
2017
887

59%
96%
33%
26%
98%
99%
96%
95%
98%
68%
99%
96%
36%
34%
99%
83%
97%
98%
94%
98%
48%
90%
64%
88%
67%
63%
66%
99%
27%
73%
65%
94%
98%
95%
97%

92%
95%
92%
98%
95%
97%
93%
90%
97%
98%
99%
99%
92%
95%
99%
80%
95%
98%
92%
99%
97%
97%
91%
97%
96%
94%
88%
93%
95%
90%
94%
81%
92%
96%
95%
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Table 2
Growth range (optimum): K003 CBMAI
Temperature (°C) 15-40 (30) 15-40(30)
PH 5-9 (8) 4-9 (8)
NaCl (%) 0-2 (0) 0-3(0)
Catalase + +
Oxidase + +
Table 3
K003 CBMAI
Fattyacid Name Typesoffattyacid (%) (%)
C12:0 Dodecanoicacid MediumchainSaturated - 0.67
C16:0 Hexadecanoicacid LongchainSaturated 2.37 2.81
C18:0 Octadecanoicacid LongchainSaturated 5.75 5.59
Long chain Saturated with a
18:0 30H 3-Hydroxyoctadecanoic acid hydroxyl - 0.84
SummedFeature 2 - - 0.74 0.87
SummedFeature 3 - - 0.76 0.90
SummedFeature 8 - - 90.39 88.33




Anibiético (ug per disco)

CBMAI

K003

Amikacin (30)

Amoxicillin/Clavulanicacid (20/10)

Ampicillin (10)
Aztreonam (30)
Cephalexin (30))
Cefazolin (30)
Cefepime (30)
Ceftazidime (30)
Ceftriaxone (30)
Ciprofloxacin (5)
Clindamycin (2)
Chloramphenicol (30)
Doxycycline (30)
Erythromycin (15)
Gentamicin (10)
Imipenem (10)
Meropenem (10)
Norfloxacin (10)
Ofloxacin (5)
Oxacillin (1)
Penicillin G (10)
Piperacillin + Tazobactam (110)
Polymyxin B (300)
Sulfonamide (300)
Tetracycline (30)
Vancomycin (30)

+

+ + +

+ + + + +

+ + + + + + + +

+
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Table 5
Assembly data
Contigs 5
CDSs 7292
RRNA 9
Repeatregion 0
TRNA 73
TmRNA 2
GC content (%) 70,84
Contamination (%) 2,46
100
Completeness (%)
400x
Coverage
L50 1
N50 (pb) 5241738
Total Size (bp) 7735228
5241738

Major contig
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Table 6

Secondarymetabolites

No. of clusters

Type K003 JCM 2831 ME9%4
Hserlactone 2 3 2
NAPAA 1 1 0
NRPS 1 1 0
Redox-cofator 1 1 0
RIPP 1 1 0
T1PKS 1 1 1
T3PKS 0 1 0
Terpeno 3 3 3
Others 0 0 2
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Figure 3

- ‘M. radioltolerans K003
- ‘M. radioltolerans JCM 2831




100

100

100

99

100

Figure 4

76 M. oryzae CBMB20

M. phyllosphaerae CBMB27

M. fujisawaense DSM 5686

M. radiotolerans JCM 2831

100 Methylobacterium sp. K003

M. tardum NBRC 103632

M. longum DSM 23933

M. phyllostachyos BL47

—— M. mesophilicum NBRC 15688

100

M. brachiatum DSM 19569

» M. pseudosasicola BL36

Enterovirga rhinocerotis DSM25903

172



173

Figure 5
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Figure 7
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Supplemetary Table 1

Strain Inhibition halo (cm)  Strain Inhibition halo (cm)
Al 2 B7 1
A2 3 B8 2
A3 2 B9 2
A4 3 B10 2
A5 3 B11 3
A6 2 B12 3
A7 2 C1 1
A8 3 C2 1
A9 3 C3 1
Al0 3 C4 1
All 3 C5 1
Al12 3 K003 2
Bl 2 C7 1
B2 2 C8 1
B3 3 C10 3
B4 3 C11 2
B5 1 C12 2
B6 1

Supplentary Figure 1
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Supplementary Figure 2
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Abstract

An actinobacterial strain called Kitasatospora sp. K002 was isolated from Cerrado soil, a
well-known Brazilian biome. It was characterized and its potential for producing secondary
metabolites was studied. The strain is aerobic, non-motile, Gram-positive, which produces
grayish-white mycelium on solid culture. In liquid culture it produced submerged spores and
vegetative mycelia. The strain showed antibacterial potential through in vitro assays against
Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa and Escherichia coli. Based on sequence
similarity of the 16S rRNA gene, the strain showed the greatest similarities to
Kitasatosporaaureofaciens (98.9%). Genome evaluation showed that the closest strain to
K002 is Kitasatosporaxanthocidica JCM4862 with dDDH of 32.8-37.8% and ANI of 86.86%.
Pan-genome analysis identified high numbers of rare genes. A total of 60 gene clusters of 22

different types were detected by AntiSMASH and among them, 22 clusters showed low
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similarity (<10%) with known compounds, which suggests the potential production of new
bioactive compounds. The phylogenetic analyzes and morphophysiological characteristics
allowed distinguishing K002 from related species, so the isolate should be recognized as a
new species of the genus Kitasatospora, for which the name Kitasatosporabrasiliensis sp.
nov. (strain type= K002) is proposed.

Keywords:Kitasatospora, new specie, secondary metabolites, antimicrobial potential.

Introduction

Natural products have great potential for new drug discovery and actinobacteria are
among the most prolific producers of bioactive natural compounds [1]. It can be said that the
actinomycetes (Phylum Actinobacteria), the group to which Kitasatospora sp. belongs, are a
special group among prokaryotes for their ability to produce a broad spectrum of essential
chemicals and potentially useful secondary metabolites that are active even against eukaryotic
organisms. [2- 3].

The propensity to produce bioactive molecules and the richness of bacterial genomes
in terms of diversity of biosynthetic gene clusters were correlated with organism
characteristics such as complex morphology and spore formation, characteristics of
Actinobacteria. Furthermore, thanks to their complex metabolic regulation and ability to use
various nutrient sources that allow them to adapt to diverse environments and growth
conditions, it is not surprising that Actinobacteria are the most important producers of natural
compounds [1].

Within this phylum, Streptomycetaceae is the most diverse family in terms of potential
for biotechnological applications [1]. Such a family includes the genera: Allostreptomyces,
Embleya, Streptacidiphilus, Streptomyces, Yinghuangia and Kitasatospora [4].

The genus Kitasatospora was considered controversial for many years [5-7].
Kitasatospora was proposed by Omura et al. in 1982 for actinomycete strains that were
phenotypically similar toStreptomyces strains but contained large amounts of the mesoisomers
of diaminopimelic acid (DAP) and galactose in whole cell hydrolysates [5]. However,
Wellington et al. [6], based on phenotypic properties shared by the species of Kitasatospora
and Streptomyces, proposed that Kitasatospora be reduced to synonymy with the name
Streptomyces. However, the unification of these two genres was mistaken [8]. The
classification of Kitasatospora was resolved by applying 16S rRNA sequencing [9] and whole

genome sequencing [4,8].



69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102

180

The genus Kitasatospora is also distinguishable from Streptomyceson the basis of cell
wall composition [10] and by resistance to Streptomyces polyvalent phages [6] and
formation of submerged spores in liquid culture [2,5], characteristics rarely observed in
Streptomyces species.

So, Kitasatospora is a legitimate genus distinct from Streptomyces, based on
phenotypic and genetic differences. It is a genus of aerobic, Gram-positive, non-alcohol-acid
resistant actinobacteria that form intensely branched and non-fragmented mycelia [4].
Currently, the genus contains 41 validly described species
(https://lpsn.dsmz.de/genus/kitasatospora on  01/18/2023), whose type species s
Kitasatospora setae.

So far, at least 50 bioactive compounds have been discovered from strains of
Kitasatospora, propioxatins (enkephalinase B inhibitor), terpentecin (antitumor activity) [2],
setamicin (nematocidal and antifungal activity) and fosalacin (herbicide activity) [11].
Endophenasideantibioticswerealsodiscovered in Kitasatospora sp. MBT66 [12].

The genus Kitasatospora is not an easy group to isolate like the neighboring genus
Streptomyces, and therefore its biosynthetic potential has not yet been widely recognized [11].
Studies suggest that Kitasatospora is a valuable resource for natural product discovery [8]. In
this work, we describe the genomic and physiological characteristics of a strain of
Kitasatospora isolated from the soil of a Brazilian biome, known as Cerrado, and propose its
description as a new species of the genus. The present work should expand the general

knowledge about this taxon.

Material and methods
Sampling and isolation

Soil samples were collected using an aluminum pipe with a 15 cm depht indication in
a native area of the Cerrado biome, Brasilia, Federal District, Brazil. The pipe was introduced
with the aid of a rubber mallet into the ground until reaching the 15 cm mark. Environmental
soil samples were previously dissolved in Middlebrook medium (Casein enzymatic
hydrolysate, 1(g/L); Ammonium sulfate, 0.5(g/L); Monopotassium phosphate, 1.5(g/L);
Disodium phosphate, 1.5(g/L); Sodium citrate, 0.4(g/L); Magnesium sulfate, 0.05(g/L); L-
Glutamic acid, 0.5(g/L); Ferric ammonium citrate, 0.04(g/L); Pyridoxine, 0.001(g/L); Biotin,
0.0005(g/L); Malachite green, 0.001(g/L); Agar, 15.0(g/L) liquid in the ratio of 1g of soil in
50 ml of medium and then diluted in 1:20 and inoculated in plates of culture medium. After

one week, the cultures were transferred to R2A medium (agar, 1.9 g/L; 15 g/L; casein acid
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hydrolysate, 0.5 g/L; dextrose, 0.5 g/L; dipotassium phosphate, 0.3 g/L; magnesium sulfate,
0.024 g/L; proteose peptone, 0.5 g/L; sodium pyruvate, 0.3 g/L; starch soluble, 0.5 g/L; yeast
extract, 0.5g/L), using the standard scratched plate technique to obtain pure cultures,
including the K002 strain studied here.

In vitro phenotypic characterization

Cells of the K002 strain were observed under optical microscopy to determine the
characteristics of the membrane, using differential Gram staining [13]. Observation was
performed using a Leica DM750 microscope.

For visualization in scanning electronic microscopy, the cells were obtained by
centrifugation of the culture in NB liquid medium (steak extract, yeast extract, peptone and
sodium chloride) and washed 3 times in phosphate saline buffer (PBS). Fixation was in
Karnovsky solution (2% (v/v) (paraformaldehyde, 2% (v/v) glutaraldehyde, 3% (w/v) sucrose
and 0.05 M cacodylate buffer). The second fixation was in solution of osmium tetroxide (1%
w/v) followed by adhesion on coverslips with poly-L-lysine The cells were then dehydrated in
acetone solution with increasing concentration (50/70/90/100%, v/v). Critical-point drying
was performed with CO> and the cells were covered with a thin layer of gold [14]. The images
were generated using a JEOL JSM-7001F scanning electron microscope (JEOL Ltd., Tokyo,
Japan).

For transmission electron microscopy, the cells were washed and fixed as in scanning
microscopy, and then in block staining was performed in an aqueous solution of uranyl
acetate 0.5% for 2h, dehydrated in acetone series (30-100%) and embedded in Spurr's resin.
Ultrathin sections were stained with uranyl acetate and subsequently examined and
photographed in a Jeol 1011 Transmission Electron Microscope (JEOL Ltd., Tokyo, Japan)
[14].

The optimum growth temperature was evaluated for one week on NB agar plates at
temperatures of 5, 10, 15, 20, 30, 35, 40., 45, 50, 55 and 60 °C. The optimum pH range for
growth was examined between 4 and 10 in intervals of 1 after incubation in NB at 30°C for 3
days in liquid medium adjusted with HCI or NaOH containing citrate buffer/Na;HPO4 50 mM
(pH 4-7), 100 mM NaH2PO4Na2HPO4 buffer (pH 7-8) or 100 mM NaHCO3/Na>COs buffer
(pH 9-10). Salt tolerance was tested in NB in liquid medium supplemented with NaCl (0-5%
in 1% intervals) and incubation at 30°C for 3 days. Both salinity and pH were examined by
measuring the OD600 in SpectraMax M3 with SoftMax Pro 6.0 software [15].
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Physiological characterization

Catalase activity was observed by the formation of bubbles after application of a 3%
(v/v) hydrogen peroxide solution [16].

K002 cells grown in solid R2A medium were collected after 48h of growth,
transferred to glass tubes with teflon lids and then used for cellular fatty acid analysis, as
described by Ramaprasad et al. [17].Fatty acids (FAME) obtained were analyzed on a gas
chromatograph (Agilent 7890%) equipped with the Sherlock Microbial Identification System
software (Sherlock, v. 6.2) using the RTSBAG6 method library [18].

The susceptibility to antibiotics was evaluated in solid medium by the Kirby-Bauer
method (disk diffusion) using filter paper discs impregnated with a standard concentration of
antibiotic and observation of halo formation after application of the disc on a culture spread
with a swab and inoculated for 48h at 30° C. The antibiotics tested were (ug per disc):
Amikacin (30), Amoxicillin/Clavulanic acid (20/10), Ampicillin (10), Aztreonam (30),
Cephalexin (30), Cefazolin (30), Cefepime (30), Ceftazidime (30), Ceftriaxone (30),
Ciprofloxacin (5), Clindamycin (2 ), Chloramphenicol (30), Doxycycline (30), Erythromycin
(15), Gentamicin (10), Imipenem (10), Meropenem (10), Norfloxacin (10), Ofloxacin (5),
Oxacillin (1), Penicillin G ( 10), Piperacillin + Tazobactam (110), Polymyxin B (300),
Sulfonamide (300), Tetracycline (30) and Vancomycin (30).

Antimicrobian activity.

An overlay test was performed to prove the antibacterial capacity of KO02. The tests
were done in minimal culture media (R2A or Middlebrook). The isolate was inoculated in the
center of the plates and placed in growth at room temperature for a period of 6 days. On the
seventh day of growth, soft-agar inoculums were prepared with the Gram-positive strain
Bacillus subtilis and with the Gram-negative Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa
which were poured separately on plates containing the isolate, in order to form a thin and
homogeneous layer. This was the cover or overlay. After the addition of soft-agar, it was

expected to grow for up to 48 hours at room temperature.

DNA extraction, sequencing and genome assembly

DNA extraction was performed with the commercial 'GenElute Bacterial Genomic
DNA Kit',
Sigma-Aldrich, both for the analysis of the 16S rRNA marker and for genomic sequencing.

The extraction efficiency was evaluated in agarose gel (1% v/v). DNA quantification was
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performed with a Qubit fluorometer (Invitrogen, USA) using the dsDNA BR Quant-it assay
kit (Invitrogen).

Polymerase chain reaction (PCR) (DNA) for amplification of 16S rRNA was
performed with primers 27F and 1492R. Purification of the PCR product was performed with
the Thermo Scientific purification kit (Gene Jet PCR Purification Kit). Bidirectional
sequencing was performed on a Sanger platform by Macrogen (Seoul, South Korea).
Comparison by similarity with sequences available in the GenBank of the NCBI (National
Center for Biotechnology Information) was performed using the BLAST N tool.

Complete sequencing of the NGS Illumina genome of K002 was performed at
Macrogen (Seoul, South Korea). The DNA library was prepared using the TruSeq Nano DNA
Kit and sequencing was performed on the NextSeq500 platform, generating paired-end reads
of 150 base pairs.

In order to improve genome assembly, NGS sequencing was performed using long
reads technology on the Oxford Nanopore Technologies (ONT) platform (Oxford, UK). The
DNA library was prepared with the Rapid Sequencing Kit (SQK-RADO004) and the
sequencing was performed in Flow cell FLO-MINSP6 in the MinlON device (MIN-101B).

The de novo assembly of the genome was performed in a hybrid way with the
Unicycler program (V. 0.5.0) [19].The CheckM software, through the Kbase platform, was
used to determine contaminating sequences and genome completeness [20]. The coverage of
the Illumina reads was determined using the Bowtie2 software (v. 2.4.4) [21]and the L50 and
N50 parameters were obtained using Quast [22]. Artemis software was used to visualize the
circular genome and its coding regions through the DNAPIotter resource [23]. Genome

annotation was performed using Prokka software (v. 1.14.6) [24].

Phylogenetic analyzes

The evolutionary position of the strain was estimated by constructing a phylogenetic
tree using the Maximum-likelihood (ML) method with 1000 sampling repetitions (Bootstrap),
using representative sequences for 16S rRNA of valid species of the genus of the strain listed
in the List of Prokaryotic names with Standing in Nomenclature - LPSN and deposited in the
GenBank/EMBL/DDBJ database (Felsenstein, 1985, Kimura, 1980). For sequence alignment
and construction of the phylogenetic tree based on the partial sequence of the 16S rRNA
molecular marker gene, the Mega 11 program was used (available for download at

https://www.megasoftware.net/). Clustal tool W was used to perform the alignment [25].
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The taxonomic classification of the strain and identity confirmation were performed on
the TYGS — DSMZ platform, by digital DNA hybridization (DDH) on the GGDC — DSMZ
server [26] The ANI (Average Nucleotide Identity) was calculated on the JSpecieWS
platform [27].

The alignment of the genome of K002 and the genome of its closest strain according
to TYGS-DSMZ, K. xanthocidica JCM 4862, was performed with Plot Nucmer (available at:
https://github.com/fmalmeida/plot_nucmer), which is an automation of MUMmer v3 .1
toolkit [28] and Ggbio [29], where the former aligns filtering by length and identity, and the
latter generates a circular view.

A phylogenetic tree based on concatenated central orthologous genes from genomic
sequences of twelve strains, including the K002 strain, the closely related strains according to
the TYGS-DSMZ, and the Streptomyces violaceorubidusLMG 20319 outgroup available at
the NCBI was constructed using the MI1CROB1AL1Z3R web server (https:
/Imicrobializer.tau.ac.il/) [30].

Comparative pan-genome analysis was performed using Roary version 3.13.0
following Prokka annotation, version 1.14.6 [24], available from Galaxy [31]. Complete
genome sequences of K002 and its 10 closest sequences were used, according to TYGS-
DSMZ. The minimum percentage identity for blastp of 80% [32] was defined to group the

genes that encode complete sequences of proteins in central genomes.

Functional annotation and Gene prediction

Functional categories based on the COG classification (Clusters of Orthologous
Groups) were obtained using the online version of eggNOG-mapper v.2 [33], where
metabolic pathways and genes of interest were compared to the database of Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) data [34].

The Antibiotic Resistance Gene Database (ARDB) was used for annotation of
potential genes responsible for antibiotic resistance [35]. The CRISPR (clustered regularly
interspaced short palindromic repeats) loci were predicted using the CRISPRCasFinder
recognition tool [36].

Three online software were used in the in silico analysis of the biotechnological
potential: AntiSMASH (v. 6.1.1) [37]to identify genes and gene clusters related to secondary
metabolism, BAGEL4 to detect the presence of antimicrobial peptides synthesized
ribosomally and modified post -translationally (RiPPs) [38] and CAMPR4 for predicting

antimicrobial peptides (AMPs) [39], where the sequence is predicted to be antimicrobial
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through a probability score (0 to 1). The higher the probability, the greater the possibility that
the peptide is antimicrobial [40].

In silico phenotypic characterization

The in silico phenotyping tool Traitar (Microbial Trait Analyzer) was used to predict
phenotypes based on K002 genome sequences in a comparative way with its closest strains
according to TYGS-DSMZ. This software is able to predict 67 phenotypic traits using
Prodigal for gene prediction and Pfam family for annotation. The software uses two
prediction models, the phypat model (which predicts the presence/absence of proteins found
in the phenotype of 234 bacterial species) and a combination of phypat+PGL models (which
uses the phypat information combined with the acquisition or loss of protein families and
phenotypes through evolution), to determine phenotypic traits [41].

Results
In vitro phenotypic characterization

Colonies of K002 on solid medium showed grayish-white color, irregular shape and
leathery appearance. K002 cells were Gram positive. In electronic microscopy, vegetative
mycelia and submerged spores were observed from the culture in liquid medium. Submerged
spores sprout and elongate forming vegetative mycelia without any fragmentation (Fig. 1). No
aerial mycelium and spore chains were observed (Fig. 1).

The strain grow up aerobically at temperatures of 15-35 °C in NB medium containing
0-3% (w/v) NaCl at pH 7-9.0, and optimal growth occurred at 30 °C, pH 7.0 and with 0%
(w/v) NaCl. The differential phenotypic characteristics of the K002 strain and other species of
the genus [5, 42-43] are summarized in Table 1. Optimal growth at pH 8 distinguishes K002
from the others.

The fatty acid profile of strain K002 is shown in Table 2 in comparison to other
species of the genus [42]. Among the most abundant fatty acids (>15%) are anteiso-C15:0
(27.07%) and iso-C16:0 (18.44%), whereas the least abundant were C18:0 (0.52%) and
Summed Feature 8 (0.57%). The fatty acid profiles clearly separated the K002 strain from the
rest due to the iso-C18:0, C18:0 and Summed Feature 8 components.

Among the twenty-six antibiotics tested, K002 was resistant to seven. They are:
Amoxicillin/Clavulanic acid, Aztreonam, Cefepime, Ceftazidime, Meropenem, Oxacillin and
Sulfonamide. Table 3 shows the list of antibiotics tested, susceptibility and measurements of

the zone of inhibition, when it occurred.
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The K002 strain was submitted to an overlay assay of antibacterial activity against
Gram-positive and Gram-negative prokaryotes, which all showed positive results. They are:B.
subtilis, E. coli and P. aeruginosa.

Sequencing and phylogenetic analysis

Sanger sequencing of the 16S rRNA of isolate KO02 allowed the identification of the
sequence, where the blast indicated greater similarity (99.24%) with Kitasatospora kinufensis
JCM9081. The phylogenetic tree based on the 16S rRNA of K002 and the Streptomyces
violaceorubidus LMG 20319 outgroup is represented in Figure 2.

The genome sequence of the K002 strain was assembled using a combination of long
and short reading sequencing approaches, resulting in an assembly totaling 7,951,960 bp,
distributed in 14 contigs, with a GC Content of 72.8% (Tab.4 and Fig. 3). On the TYGS —
DSMZ platform, genome evaluation showed that the closest strain to K002 is Kitasatospora
xanthocidica JCM4862 with dDDH of 32.8-37.8%. Completion of the platforms automated
protocol indicates that KOO2 is potentially a new species. The ANI (Average Nucleotide
Identity) calculated for the KOO2 genome on the JspeciesWS platform was 86.86%.

The alignment of the genomes of K002 and its closest strain K. xanthocidica JCM4862
shows a considerable number of misaligned regions (53.45%) indicating that the genomes are
divergent from each other (Fig. 4). Only genome alignment blocks with at least 1,000
nucleotides and 90% identity were considered.

Expanding comparative genomic analysis to investigate the phylogenetic relationships
of this genus, we used the genome sequences of 12 strains (strain K002, 10 closest species
according to TYGS-DSMZ and the Streptomyces violaceorubidus LMG 20319 outgroup) to
extract sets of orthologous genes. Using the M1CROB1AL1Z3R web server, a total of 520
gene cores (subset of genes shared among the 12 strains) were retrieved and used to construct
a maximum likelihood phylogenetic tree (Fig. 5).

It was possible to identify 36568 gene families that make up the Pan-genome of K002
and its closest strains and, of these, 1383 (3.7%) were present in the nucleus of the genome
and the rest as accessories. Rare genes were represented by 23308 families, that is, 63.73% of

the pan-genome (Fig. 6).

Functional features of genomes
The figure 7 shows the distribution of proteins in the genome of the K002 isolate in

their respective COG categories. Category S refers to proteins of unknown function.
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Approximately 17% of the proteins in the K002 genome have been assigned to this group.
The unknow category (13%) represents proteins that were not annotated in any of the COG
categories. Among the well-annotated COG categories in the K002 genome, categories K
(11%), E (7%) and Q (5%), referring to transcription, amino acid metabolism and
biosynthesis/catabolism of secondary metabolites, respectively, are among the most abundant
in the genome.

With regard to antibiotic resistance, a helicase-like RNA polymerase (81.32%
similarity) and a rifampin glycosyltransferase (77.7% similarity) were found in K002, both
conferring resistance to rifamycin. Resistance mechanisms are antibiotic target protection and
antibiotic inactivation, respectively. An antibiotic efflux pump was also detected with 44.23%
similarity. Only 1 CRISPR-cas loci complete with 71 spacers and a Type IE cas protein were
found in KOO2. However, 8 CRISPR systems were found without associated cas proteins and
with spacers ranging in number from 1 to 22.

A total of sixty (60) gene clusters of twenty-two (22) different types were detected by
AntiSMASH for isolate KO02. Among them, NRPS stands out, the most abundant (23),
lantipeptides of 4 different classes, PKS of the 3 types, among others. The table 5 presents
such clusters in comparison to those present in K. acidiphila [42], where 43 gene clusters of
11 different types were detected, and Kitasatospora sp. MMS16-BHO015 [11], where 38 gene
clusters of 14 different types were detected. Altogether 141 gene clusters were identified in
the 3 genomes of Kitasatospora. While there are specific clusters, all have NRPS, terpene and
at least one type of lanpeptide and PKS.

The CAMPR4 database for predicting antimicrobial peptides (AMPs) showed fifty-
nine (59) predictions, in KOO2. In it, the sequence is predicted to be antimicrobial through a
probability score (0 to 1) [40]. The higher the probability, the greater the possibility that the
peptide is antimicrobial. KO02's predictions had a probability greater than 0.68, with a higher
probability of 0.78. In the K002 genome, eight (8) potential areas linked to the production of
ribosally synthesized bacteriocins were found, they are: a gene cluster linked to the
production of zoocin A (bacteriocin class 111), a gene cluster linked to the production of linear
azole-containing peptides (LAPS) (class | bacteriocins), a putative gene cluster related to the
biosynthesis of bacteriocins of unidentified class, three gene clusters related to the
biosynthesis of lantibiotics (class | bacteriocins) and two gene clusters associated with the
production of sactipeptides (class | bacteriocins) ( Tab. 6).

In silico phenotypic characterization
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The figure 8 shows the comparison of the phenotype of K002 and its closest strains
according to DSMZ. The K002 strain differs from the others by being negative for glucose
fermentation. K002 shares many characteristics with K. xanthocidica JCM862, its closest
strain according to the DSMZ, however, K002 differs in that it is negative for yellow pigment,
negative for growth in DNase, tartrate, glucose fermentation, cellobiose, I-arabinose, I-
rhamnose, melibiose, -nitrophenyl-p-D-galactopyranoside (p-galactosidase), raffinose and
salicin, and positive for arginine dihydrolase.

According to the phenotypic prediction in Traitar, the closest strains to K002 are
K.aureofaciens JCM4434 and NRRLB3447. The K002 strain differs from the others for being
positive for oxidase, d-xylose, d-Mannitol and indole, and for being negative for yellow
pigment, growth in tartrate and glucose fermentation. K002 differs only from NRRLB3447 in
that it does not grow on DNase and that it grows on myo-inositol. And it differs only from
JCM4434 by oxidizing glucose. The table 7 shows the phenotypic prediction of K002 in
Traitar compared to the traits of other strains of the genus [42]. The K002 strain differs from
the others by being positive for Arginine dihydrolase, indole production and utilization of

citrate and maltose.

Discussion

The Streptomycetaceae family is characterized by an intricate mycelial life cycle and
marked characteristics of multicellularity [44-45]. And unlike most Streptomycetes, the genus
Kitasatospora produces submerged spores with mycelia in liquid culture seen in micrographs
of K002. The varied morphology in micrographs of Kitasatospora sp. as observed in K002, it
has already been questioned, raising doubts about whether there was contamination or not, but
finally the variety of cell types found in liquid cultures of this genus was confirmed [2].

Gas chromatographic fatty acid analysis has been routinely used to identify bacteria
based on their unique fatty acid profiles. More than 300 fatty acids and related compounds
have been found in bacteria analyzed at the MIDI Research and Development Laboratory.
The wealth of information contained in these compounds can be estimated considering not
only the presence or absence of each acid, but also using the data quantitatively [18]. The
fatty acid profile of K002 agree with what was reported by Kampfer [46] and verified in Kim
et al. [42] in K. acidiphila and by Klaysubun et al. [43] in K. humi, where iso and anteiso
predominate in strains of the genus Kitasatospora.

As for antibacterial activity, our results agree with the findings of Srivastava et al. [3],

where Kitastospora extracts showed antibacterial activity against B. subtilis and E.coli.
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Although analysis of the K002 16S rRNA gene through the blast indicated great
similarity (99.24%) with K. kifunensis, genomic analysis indicated greater similarity with K.
xanthocidica. The values of ANI < 95% and dDDH< 70% calculated for K002, according to
the genomic parameters OGRI (Overall Genome Related Index) for the delineation of new
species, indicate that it is a different species of the genus Kitasatospora [47].

According to the study of 45 strains of Kitasatospora carried out by Li et al. [8], the
size of Kitasatospora genomes vary in size from 6.3 to 12.36 Mbp, with an average size of 8.7
+ 1.0 Mbp. This shows that K002 is not among the largest genomes of the genus (7.9 Mbp).
The study also shows that the GC content of the gender varies between 71.2 and 74.5% with
an average of 73.1% [8], so K002 corresponds to the average with 72.8%. The same work
shows the number of coding sequences per genome of Kitasatospora varies between 5,482
and 9,863 and K002 has 6,708.

In the pangenomic study also carried out by Li et al. [8], the core genome of this genus
was estimated at 1476 gene families and the similarity with the values of K002 (1383) suggest
that K002 retains the essential components of the core genome of Kitasatospora. Li et al. [8]
in their analysis found that the central genome formed 2.7% of families, while KO02 has 3.7%
of families in its central genome and that rare genes represented 70.5% of the pangenome,
while in KOO2 it represents 63.73%. These results indicate that the gene content of the genus
is highly divergent.

As well as in Kitasatospora sp. MMS16-BHO015, K. griseola, K. mediocidica, K. setae
and Kitasatospora sp. OK780, where more than 20% of unknown proteins were reported [11]
classified in categories S and Unknow, in K002 both fractions of categories add up to 30%
and point out one of the limitations of annotation of genomes with reference in databases,
they prospects are based only on structures already described.

Overall, all Kitasatospora genomes exhibit similar COG profiles for known proteins,
although some subtle differences were observed. In comparison with the genome of
Kitasatospora sp. MMS16-BHO015, categories K and E are also reported to be more abundant
as well as in K002, however the third most abundant category in Kitasatospora sp. MMS16-
BHO15 is the G for carbohydrate transport and metabolism. The abundance of category Q
(third most abundant in K002) agrees with what was observed in Streptomyces genomes [48-
50] genus closely related to Kitasatospora, where secondary metabolism represents a
significant portion of the genome. It is noteworthy that category T, the fifth most abundant in
K002 (4.76%) related to signal transduction, is known for its regulatory roles in the

biosynthesis of antibiotics in actinomycetes [51].
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A CRISPR-Cas locus consists of clustered arrays of regularly interspaced short
palindromic repeats (CRISPR) and adjacent CRISPR associated proteins (Cas) [52]. The
strain K002 encoded a complete CRISPR-Cas loci. Prokaryotic cells use the CRISPR-Cas
system as an adaptive immune system to protect themselves from viruses and other potentially
harmful mobile genetic elements [53-54]. The enthusiasm for the CRISPR-Cas system also
lies in its DNA editing power and its discovery favors genetic engineering in plants [55] and,
due to its programming and simplicity, it offers a revolutionary approach to creating new
treatments for a wide range of genetic diseases [56].

Although Streptomyces is the model of bacterial physiology and an important resource
for the discovery of antibiotics, its close relatives such as Kitasatosporaare still poorly studied
[8]. Several new chemicals have been discovered from strains of this genus, including
compounds with unique structures and interesting activities [42]. Kitasatospora sp. MBT66
has been identified as a prolific producer of antibiotics with activity against Gram-positive
and Gram-negative pathogens [12]. Kitasatospora species have also been characterized as
producing new secondary metabolites of varied structures, which are mainly active against
eukaryotic organisms [2].

Among the sixty gene clusters identified in K002, twenty-two clusters showed low
similarity (<10%) with known compounds, which suggests the potential production of new
bioactive compounds. They are: T1PKS (1), T3PKS (1), butyrolactone (2), NRPS (7), LAP
(1), Thiopeptide (1), RIPP (2), sideraphore (1), NPAA (1), terpene ( 3), class IV lantipeptide
(1) and beta-lactam (1). The average for Kitasatosporareference sequences is 54 clusters and
illustrates that KOO2 is above average, even though it is not among the largest genomes of the
genus [57].

According to Li et al. [8], Kitasatospora biosynthetic clusters can be grouped into 8
main biosynthetic classes: RiPPs, NRPS, terpene, PKS-NRP Hybrids, “PKS other”, type 1
PKS, saccharide and unclassified. Except for saccharides, all clusters are present in K002,
Compared to Streptomyces, Kitasatospora is significantly richer in RiPPs, NRPS and “other
PKS”, but poorer in unclassifiables” [8].

The presence of NRPS and PKS in an Actinobacterium is highly related to its
biosynthetic potential [58]. The PKS and NRPS clusters, both found in K002, represent two
large groups of natural products with remarkable diversity and biological activities such as the
antibiotics erythromycin, penicillin, daptomycin and vancomycin, the antifungals

amphotericin and echinocandin, the anticancer agents epothilone and bleomycin, the agent
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cholesterol-lowering drug lovastatin, the immunosuppressants FK506 and cyclosporine, and
the veterinary antibiotics monensin and avermectin [59].

PKS are classified into Types I, Il and Ill, all found within the K002 clusters[60].
Within type | PKS there is a group of products called ionophore polyethers that cause the
death of target cells, being of high importance for their antiparasitic activity and broad
spectrum antifungal, antiviral, herbicide, anti-inflammatory and immunoregulatory action
[59]. In the genus Streptomyces, belonging to the same family as Kitasatospora (K002), a
biosynthetic pathway of PKS types Il and Il1 is identified for the production of a pigment
characteristic of spores [61].

While non-ribosomal peptide synthetase (NRPS) and polyketide synthase (PKS)
biosynthetic pathways have been well documented in actinomycetes, there are many clusters
of biosynthetic genes that need to be unraveled to induce the production of potentially novel
metabolites [62].

Genome sequencing efforts of the first decade of the 21% century have revealed that a
large class of natural products is formed by ribosomally synthesized and post-translationally
modified peptides (RiPP). It is a class of natural products with antimicrobial activity, whose
cluster is found in KO002. Post-translational modifications diversify the structure of these
natural products, which implies better target recognition and increased chemical and
metabolic stability, improving their chemical functionality. They are categorized into about 20
different classes such as LAPs, lantipeptides and thiopeptides, whose specific clusters are also
present in KOO2 [63]. LAPs constitute a large class of RiPPs and to date, 17 LAPs are known,
most of which have cytolytic activity (eg streptolysin S, clostridiolysin S, listeriolysin S) or
antibacterial activities [64].

The Betalactone cluster, present in K002, refers to a protease inhibitor containing f-
lactone. B-lactones are structures found in many natural products. They often have anticancer
and/or antibiotic properties. They are a rich source for new drug research, but they are often
overused each by B-lactams, also present in K002 (Blactam), so their therapeutic potential
remains underexplored in relation to p-lactams, which comprise more than 50% of antibiotics
on the market today [65].

The Furan cluster, found in K002, refers to the furan ring, a biologically active
substance with high therapeutic properties, including: antibacterial, antiviral, anti-
inflammatory, antifungal, antitumor, antihyperglycemic, analgesic, anticonvulsant, etc. [66-
67].
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Among other properties, siderophores, whose cluster is also present in K002, have
been related to virulence mechanisms in microorganisms. In addition, they have
biotechnological applications, being used as soil fertilizers and biocontrol agents, treatment of
anemia and malaria, in addition to being used in the selective administration of antibiotics in
resistant bacteria. This is a potentially powerful application that uses the iron transport
abilities of siderophores to transport drugs into cells through the preparation of conjugates
between siderophores and antimicrobial agents [68].

The Butyrolactone cluster related to the production of butyrolactones may be related to
the antibiotic activity of K002, since signaling molecules called gamma-butyrolactones are
produced by species of Streptomyces, sister genus to Kitasatospora (K002), in which they
regulate the production of antibiotics [69]. These molecules are produced by most
Streptomyces and other actinobacteria and are also involved in the activation of secondary
metabolism [70].

Fewer terpenoid metabolites have been detected in prokaryotes compared to those
found in fungi and plants. The first molecules found in bacteria were odoriferous terpenes,
mainly geosmin, a degraded sesquiterpene, which provides the characteristic odor of damp
earth. In K002, terpenoid clusters are present. Terpenes of microbial origin have been used as
potent antimicrobial agents such as pentalenene or therapentecin [71-73].

Non-proteinogenic amino acids (NPAAS) are those that do not occur naturally in the
genetic code of an organism, but have biological importance, as many are used as metabolic
intermediates or are found in proteins with post-translational modifications. NPAA is a cluster
of polyamino acids similar to Epsilon-poly-L-lysine (e-PL) present in isolate KO0O2. &-PL is a
natural antimicrobial peptide with a broad spectrum of activity against food spoilage and food
poisoning bacteria in vitro [74-75].

The search for valuable antibiotics begins with screening bacteria to detect the best
source of new bioactive metabolites. So the functional analysis of biosynthetic genes made in
this work confirms the genus Kitasatospora as an important source of compounds with

potential for biotechnological application.

Conclusions

The results of the phylogenetic analyzes and the morpho-physiological characteristics
allow us to affirm that the K002 strain belongs to the genus Kitasatospora. However, it is
clear that strain K002 represents a new species of the genus, for which the name

Kitasatosporabrasiliensis sp. nov. is proposed.
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Our findings indicate that the genome of the K002 strain harbors several genes
responsible for the biosynthetic production of secondary metabolites, confirming the potential
of the genus to be a valuable source of bioactive compounds, which is consistent with its
phenotype.

This work broadens the general understanding and reinforces the biotechnological

interest in this relatively peculiar taxon.

Description of Kitasatospora brasiliensis sp. nov. (brasilien’sis N.L. masc./fem.
adj. brasiliensis refer of or pertaining to the country from where the type strain was isolated,
Brazil).

Aerobic, non-motile, Gram-stain-positive actinobacteria that produce grayish-white
mycelium in R2A. Producessubmergedsporesandvegetativemycelia in liquidculture. The
temperature range for growth is 15-35 °C (optimum, 30 °C), the pH range is pH 7-9
(optimum, pH 8), and the NaCl range is 0-3% (optimum, 0%). Catalase and oxidase are
positive. Positive for gelatin liquefaction, indole production, arginine dihydrolase, esculin
hydrolysis, urease, but negative for glucose fermentation, nitrate reduction and p-
galactosidase. Glucose, acetate, citrate, maltose, mannitol and mannose are used as the sole
carbon source, but not arabinose. The most abundant fatty acids (>15%) are anteiso-C15:0

and iso-C16:0. The type strain is K002, which was isolated from Cerrado soil.
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The type strain is K002, isolated from Cerrado soil, Brasilia, Brazil. The K002
GenBank accession number for the draft genome sequence is JAUOOWO00000000.
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Table 1 Phenotypic properties that separate the KitasatosporaK002strain from related species
in the genus. Strains: 1, K002; 2, K. setalba KM-6054; 3, K. acidiphila MMS16-C NU292T,
4, K. azatica KCTC 9699T; 5, K. kifunensis IFO 15206T; 6, K. purpeofusca NRRL B-1817T;
7, K. nipponensis HKI 0315T and 8, K. humi RB6PN24.—, no data.

Table 2 Fatty acid composition (%) of the Kitasatospora K002 strain compared to other
species of the genus. *Summed Feature occurs when there is imperfect peak separation.
Summed feature 3 represents C16:1 w6c and/or C16:1 w7c, summed feature 8 represents C18
: 1 o7c and/or C18 : 1 w6c, summed feature 9 represents iso-C17 : 1 w9c and/or C16 : 0 10-
methyl. Strains: 1, Kitasatospora sp. K002; 2, K. setalba KM-6054; 3, K. acidiphila MMS16-
C NU292T; 4, K. azatica KCTC 9699T; 5, K. kifunensis IFO 15206T; 6, K. purpeofusca
NRRL B-1817T and 7, K. nipponensis HKI 0315T.

Table 3 Results of the antibiotic susceptibility test of the Kitasatospora K002 strain. The
method adopted was the Kirby-Bauer method (disk diffusion), where filter paper discs
impregnated with a standard concentration of antibiotic are used and the formation of an
inhibition halo is observed. +, Positive; —, negative.

Table 4 Data from the hybrid assembly of the genome of Kitasatospora K002. The assembly
was performed from the long and short reading sequencing through the Unicycler program.
The annotation was performed using the Prokka software and the quality parameters were
evaluated using the CheckM, Bowtie2 and Quast software.

Table 5 Results of cluster analysis of biosynthetic genes for secondary metabolites of the
Kitasatospora K002 strain. The analysis was performed using the AntiSMASH software (v.
6.1.1) and presented in a comparative way with other strains of the genus.

Table 6 Results of the analysis of genes involved in the biosynthesis of peptides from the
Kitasatospora K002 strain. The analysis was performed using the Bagel4 server.

Table 7 Comparison between the phenotypic predictions of the hybrid assembly of the
genome of the Kitasatospora K002 strain and the genomes of other lineages of the genus.
Strains: 1, Kitasatospora sp. K002; 2, K. acidiphila MMS16-C NU292T; 3, K. azatica KCTC
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9699T,; 4, K. kifunensis IFO 15206T; 5, K. purpeofusca NRRL B-1817T and 6, K.
nipponensis HKI 0315T. +, Positive; —, negative; w, weak.

Figure 1 Scanning (A and B) and transmission (C and D) electron micrographs of the
Kitasatospora K002 strain. Vegetative mycelia (elongated shape) and submerged spores
(rounded shape) can be observed.

Figure 2 Phylogenetic tree based on the partial sequence of the 16S ribosomal rRNA gene
obtained by cloning and sequencing of Sanger strain Kitasatospora K002. The evolutionary
position of the strain was estimated by constructing a phylogenetic tree using the Maximum-
likelihood (ML) method with 1000 repetitions of sampling (Bootstrap), using representative
16S ribosomal rRNA sequences from valid strains of the genus listed in the List of Prokaryotic
names with Standing in Nomenclature - LPSN.

Figure 3 Circular map of the hybrid genome assembly of the Kitasatospora K002 strain. The
illustration was generated by the DNAPIotter feature of the Artemis software demonstrating
the coding regions and the GG content. Outside to center: forward CDS (dark blue), reverse
CDS (red), GC content and GC slope (dark gray and light light gray).

Figure 4 Circular visualization of the genome alignment of the Kitasatospora K002 strain (in
gray) and its closest lineage according to TYGS-DSMZ, K. xanthocidica JCM4862 (in blue).
The alignment and illustration were generated using Plot Nucmer. Only genome alignment
blocks with at least 1000 nucleotides and 90% identity are shown. The outer band is the size
scale of the contigs.

Figure 5 Maximum likelihood phylogenetic tree based on 520 major orthologous genes
concatenated from genomic sequences of 12 Kitasatospora strains, including Kitasatospora
K002, the closely related lineages according to the TYGS-DSMZ, and the outgroup
Streptomyces violaceorubidus. The M1CROB1AL1Z3R web server was used to concatenate
the orthologous genes and build the phylogenetic tree.

Figure 6 Comparative pangenome analysis performed on Roary. The genome of
Kitasatospora K002 and the 10 genomes closest to it, according to TYGS-DSMZ, were used.
A minimum percentage identity for blastp of 80% was defined to cluster the genes that encode
complete protein sequences in core genomes.

Figure 7 Predicted proteins in the genome of the Kitasatospora K002 strain, classified
according to COG categories. Classification was performed using the eggNOG mapper
against the Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) database.

Figure 8 Comparison between the phenotypic predictions of the hybrid assembly of the

genome of the Kitasatospora K002 strain and the genomes of its closest strains according to
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the TYGS-DSMZ obtained from the NCBI database. The zero value means that the strain is
negative for the phenotype, the values 1 and 2 correspond to the positive for the phenotype in
the phypat and phypat+PGL predictors, respectively. The value 3 shows that the phenotype
was positive in both predictors. The analysiswasperformedusingtheTraitar software.
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Table 1
Growth range
(optimum): 1 2 3 4 5 6 7 8
Temperature 15-35 22- 15-37 10-30 10-30 10-30 10-30 15-39
(°C) (30) 37(30) (30) (30) (25) (25) (25) (30)
PH 7-9 (8) 4-9(5) 5-8(6) 5-9(7) 5-9(7) 5-9(7) 4-8(7)

0-2 0-2

NaCl (%) 0-3(0) 0-2(0) 0-3(0) 0-2(0.5) 0-1(0) (0.5) (0.5) 0-2 (0)
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Table 2
Percent
Fattyacid Name Typesoffattyacid 1 2 3 4 5 &6
12-Methyl Tridecanoic 26 2. 2. 3. 1. 2
iso-C14:0 Acid LongchainSaturated 8 0 5 6 1 8
1.0 2. 2.
C14:0 Tetradecanoicacid LongchainSaturated 9 0 0 5 0 O
13-Methyltetradecanoic 13. 17 12 14 13 17
iso-C15:0 acid Longchainsaturated 1 4 9 7 8 7
anteiso-  12-Methyltetradecanoic Branched fatty acid, methyl branched, 27. 29 17 25 18 21
C15:0 acid saturated fatty acid and derivatives. 07 0 6 3 8 .9
iso-C16:1 0.7 2. 1.
H longchainsaturated 2 0 5 0 0 6
14-
Methylpentadecanoic 18. 14 17 6. 17 6.
is0-C16:0 acid LongchainSaturated 4 8 9 8 0 2
10. 6. 16 16 23 9.
C16:0 Hexadecanoicacid LongchainSaturated 07 6 4 5 8 2
anteiso-
Cl7:1 (72)-13-Methyl-7- 15 2. 2. 1. 1. 2
w9c Hexadecenoic acid LongchainSaturated 4 9 7 2 0 O
32 4. 2. 1. 3. 3
iso-C17:0 Heptadecanoicacid LongchainSaturated 6 0 5 2 8 0
14-
anteiso- Methylhexadecanoic 11. 11 5. 3. 7. 5.
C17:0 acid MethylBranchedSaturated 98 9 6 1 0 76
Cis-9,10-
cyclo- Methylenehexadecanoi  Long chain saturated bearing a cyclopropane 4.5 4. 3. 14 4. 1.
C17:0 c acid ring at C9 and C10 1 6 4 2 9 1
16-
Methylheptadecanoic 1.1
iso-C18:0 acid Methylbranched 2 0 0 0 0 O
0.5
C18:0 Octadecanoicacid LongchainSaturated 2 0 0 0 0 O
SummedF 1.4 9. 6. 10 8.
eature 3* - - 9 0 3 1 8 6
SummedF 0.5
eature 8* - - 7 0 0 0 0 O
SummedF 18 3. 4. 2. 3. 6.
eature 9* - - 3 1 3 2 07 7




Antibiotic (ug per disc) Result  Inhibition halo (cm)
Amikacin (30) + 1,5
Amoxicillin/Clavulanicacid (20/10) - -
Ampicillin (10) + 2
Aztreonam (30) - -
Cephalexin (30)) + 2,5
Cefazolin (30) 1,5
Cefepime (30) - -
Ceftazidime (30) - -
Ceftriaxone (30) + 2
Ciprofloxacin (5) + 3
Clindamycin (2) + 1
Chloramphenicol (30) + 1,5
Doxycycline (30) + 3,5
Erythromycin (15) + 4
Gentamicin (10) + 1,5
Imipenem (10) + 5
Meropenem (10) - -
Norfloxacin (10) + 1,5
Ofloxacin (5) + 2,5
Oxacillin (1) - -
Penicillin G (10) + 1,3
Piperacillin + Tazobactam (110) + 2,5
Polymyxin B (300) + 0,8
Sulfonamide (300) - -
Tetracycline (30) + 2
Vancomycin (30) 2
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Table 4
Assembly data
Contigs 14
CDS 6708
RRNA 19
Repeatregion 1
TRNA 90
TmRNA 1
GC content (%) 72,8
Contamination (%) 1,32
Completeness (%) 99,47
Coverage 300x
L50 4
N50 (pb) 761556
Total Size (bp) 7951960
1713370

Major contig
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Table 5
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Secondarymetabolites

No. of clusters

Type

KitasatosporaK002 K. acidiphila MMS16-CNU292T

Kitasatospora sp. MMS16-BH015

Amglyccicl
Bacteriocin
Betalactone
Blactam
Butyrolactone
Furan
Homoserinelactone
Indole
Ladderane
Lantipeptideclass |
Lantipeptideclass Il
Lantipeptideclass 111
Lantipeptideclass 1V
LAP
Lassopeptide
NPAA
NRPS
Nucleoside
Outro
PKS
RIPP
Siderophore
T1PKS
T2PKS
T3PKS
Terpene
Thiopeptide
TransAT-PKS
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Table 6

Start (bp) End (bp) Class
141602 161902 Zoocin A
362141 382141 LAPs
770112 790871 PutativeBacteriocinfamilyprotein
62228 82228 Lanthipeptideclass IV
647639 667639 Lanthipeptideclass Il
43982 63982 Lanthipeptideclass |
131183 151183 Sactipeptides
239900 259900 Sactipeptides
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Table 7
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Characteristics

Hydrolysisof:

Casein

DNA

Starch

Enzyme:

Acid productionfrom glucose
Argininedihydrolase
B-Galactosidase
Gelatinliquefaction

B-Glucosidase (aesculinhydrolysis)

Indoleproduction
Nitratereduction
Urease
Alkalinephosphate
Lipase

Growth on sole carbon sources:
Arabinose

Citrate

Glucose

Maltose

Mannitol

Mannose

+ 4+ + 4+ o+
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Figure 1




Figure 2
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Figure 3
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Figure 4

Kitasatospora sp. K002
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Figure 5
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Figure 6
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Figure 7

A
L mouyun
FN

15 -

10 -

juadiagd

5

0.

Categories



218

Figure 8
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6.3 Artigo completo publicado em periddico

Science of the Toul Bavironment 879 (2023) 163256

Cootents lists available at SclenceDirect
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6.4 Resumos publicados em anais de eventos

FERREIRA, I.C.C., VIZZOTTO, C.S., FREDERICO, T. D., KRUGER, R.H. Genotypic
characterization of bacterial isolates obtained from the use of pelgipeptins as a selection
mechanism: preliminary results. In: XI Simposio do Programa de Pds-Graduacdo em Biologia
Molecular, 2022, Brasilia.

FERREIRA, I. C. C., FREITAS, M. A. M., LEAL, C. V., THOMPSON, F., KRUGER, R.
H. Description of the nutritional profile of microbiomes associated with marine sponges from
Antarctica and Chilean Patagonia. In: X Simposio do Programa de Po6s-Graduagdo em
Biologia Molecular, 2021, Brasilia.

FERREIRA, I. C. C., ARAUJO JR, S.D., KRUGER, R. H. Prospeccédo de antimicrobianos
em isolados bacterianos de solo do Cerrado. In: IX Simposio do Programa de PsGraduacéo

em Ciéncias Bioldgicas (Biologia Molecular), 2019, Brasilia.

6.5 Participacdo em eventos

AANCchor - Biotec Bioinformatics tools and applications workshop. 2022.

X1 Simposio do Programa de Pds-Graduacdo em Biologia Molecular, 2022, Brasilia.

X Simposio do Programa de Pos-Graduacdo em Biologia Molecular, 2021, Brasilia.

IX Simpédsio do Programa de PdsGraduacdo em Ciéncias Bioldgicas (Biologia Molecular),
2019, Brasilia.

6.6 Capitulo de livro a ser publicado
SILVEIRA, C., FERREIRA, I.C.C. , KRUGER, R.H. Recifes de corais. In:
MICROBIOMAS DA AMAZONIA AZUL. Org. Thompson, F. L. e Thompson, C. C. Status:

aguardando publicacéo.

6.7 Organizacdo de evento
KRUGER, R. H.; GONCALVES, P. L.; SOUSA, J. F.; FREDERICO, D. T.; FERREIRA, I.
C. C.; PEIXOTO, J.; NEVES, C.; FIGUEIREDO, D. Comissdo organizadora doAANchor -

BiotecBioinformatics tools andapplications workshop. 2022.


http://lattes.cnpq.br/1607481162397179
http://lattes.cnpq.br/1607481162397179
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FERREIRA, I. C. C. Comissao organizadora dolX Simposio do Programa de Pés-Graduacéo
em Ciéncias Biologicas (Biologia Molecular), realizado na Universidade de Brasilia, de 27 a
29 de Novembro de 2019.

6.8 Atividades relevantes
Treinamento Pré-antartico (TPA). Carga horaria: 60 h. Marinha do Brasil, MB, Brasil. 2019.

Participacdo na OPERANTAR XXXVIIlI a bordo do Navio Polar Maximiano, na area
maritima entre Punta Arenas-Chile e Antartica, no periodo de 16 de janeiro a 04 de fevereiro
de 2020, tendo navegado 1487 milhas nauticas e completando 18 dias no mar. Nesta
expedicao foram realizadas coletas em campo de amostras de agua e poriferos, processamento

das amostras, isolamento e cultivo de bactérias e extragcdes de DNA.
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