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RESUMO

A producédo agricola global tem sido impactada por uma ampla gama de doencas
causadas por fitopatogénicos, responsaveis por 42% das perdas nas plantacbes e 0
uso de defensivos quimicos ainda € o principal método utilizado na agricultura para o
controle de doencas. Portanto, torna-se importante a busca por alternativas como o
controle biologico, que apresenta a vantagem de minima ou nenhuma toxicidade
residual e contaminacdo ambiental. Microrganismos produtores de moléculas
antifngicas, como, as bactérias do género Streptomyces, podem ser um recurso
natural utilizado no controle biolégico, bem como uma fonte de novas moléculas
aplicadas a agricultura. A selecdo de microrganismos com atividade antag6nica contra
fitopatogenos, aliada as analises in silico de genomas completos por ferramentas de
bioinformatica tem facilitado a caracterizacdo de potenciais biocontroladores e a
prospecc¢ao de produtos naturais por meio da identificacdo dos genes envolvidos em
vias metabdlicas relacionadas ao metabolismo secundéario, conhecidas como
“biosynthetic gene clusters” (BGCs). Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi
avaliar quatro isolados de Streptomyces quanto ao potencial antagonista contra
patégenos de interesse agricola, atividade citotoxica e realizar a prospeccdo de
metabdlitos secundarios por meio de mineracdo genémica. A analise filogendmica dos
isolados MPUR-31.3 e SOL 159 com base nos valores de dDDH revelou que ambos
apresentam dDDH menor que 70% e representam novas espécies, ja para os isolados
MPUR-28.3 pertence a espécie Streptomyces glomeratus (dDDH 87,9 %) e MPUR-
51.7 Streptomyces albidoflavus (dDDH 88,2 %). A atividade antagonista in vitro contra
13 fitopatdgenos indicou que isolado MPUR-28.3 apresentou inibigcdo contra todos os
fitopatdgenos, sendo a maior contra Colletotrichum guaranicola INPA 2939 (85,2 %).
Ja os isolados MPUR-31.3 e MPUR-51.7 inibiram 10 dos 13 fitopatdgenos, com a
maior inibicdo foi contra Rhizoctonia sp. INPA 2943 (90,2 %) e Colletotrichum scovillei
INPA 2910 (65,9 %) respectivamente. Enquanto o SOL-159 inibiu apenas 5
fitopatégenos dos 13 avaliados, sendo a melhor inibicdo contra Colletotrichum
guaranicola INPA 2939 (42 %). Os testes preliminares da atividade citotéxica dos
extratos obtidos dos quatros isolados de Streptomyces contra as linhagens de células
de carcinoma de co6lon humano (HCT116) e carcinoma hepatocelular humano
(HepG2) apresentam resultados abaixo de 75% nao sendo considerados promissores.
A mineragao gendmica identificou em S. limosus (MPUR-28.3) 39 BGCs e 45 BGCs
em S. albidoflavus (MPUR-51.7), nas novas espécies foram identificados 55 BGCs na
linhagem MPUR-31.3 e 24 BGCs em SOL-159. Com base nos BGCs foi possivel
predizer a biossintese de diversas biomoléculas com amplas atividades, destacando-
se as anticancerigenas, antifungicas, antibacterianas, antioxidantes, as quais sdo de
importancia industrial, agricola, ambiental, médica, veterinaria e de alimentos.

Palavras-chave: Bioinformatica; Biomoléculas; Biotecnologia; Actinobactéria;
Metabalitos secundarios.



ABSTRACT

Global agricultural production has been impacted by a wide range of diseases caused
by phytopathogens, responsible for 42% of losses in crops, and the use of chemical
pesticides remains the primary method used in agriculture for disease control.
Therefore, the search for alternatives such as biological control becomes important,
which presents the advantage of minimal or no residual toxicity and environmental
contamination. Microorganisms producing antifungal molecules, such as bacteria of
the genus Streptomyces, can be a natural resource used in biological control, as well
as a source of new molecules applied to agriculture. The selection of microorganisms
with antagonistic activity against phytopathogens, combined with in silico analyses of
complete genomes by bioinformatics tools, has facilitated the characterization of
potential biocontrol agents and the prospecting of natural products through the
identification of genes involved in secondary metabolism pathways, known as
biosynthetic gene clusters (BGCs). In this context, the objective of this work was to
evaluate four Streptomyces isolates for their potential antagonistic activity against
agricultural pathogens, cytotoxic activity and to prospect secondary metabolites
through genomic mining. Phylogenomic analysis of isolates MPUR-31.3 and SOL 159
based on dDDH values revealed that both have dDDH lower than 70% and represent
new species, while isolates MPUR-28.3 belong to the species Streptomyces
glomeratus (dDDH 87.9%) and MPUR-51.7 Streptomyces albidoflavus (dDDH 88.2%).
The in vitro antagonistic activity against 13 phytopathogens indicated that isolate
MPUR-28.3 inhibited all phytopathogens, with the highest inhibition against
Colletotrichum guaranicola INPA 2939 (85.2%). Isolates MPUR-31.3 and MPUR-51.7
inhibited 10 out of 13 phytopathogens, with the highest inhibition against Rhizoctonia
sp. INPA 2943 (90.2%) and Colletotrichum scovillei INPA 2910 (65.9%), respectively.
While SOL-159 inhibited only 5 out of the 13 evaluated phytopathogens, with the best
inhibition against Colletotrichum guaranicola INPA 2939 (42%). Preliminary tests of
cytotoxic activity of extracts obtained from the four Streptomyces isolates against
human colon carcinoma (HCT116) and human hepatocellular carcinoma (HepG2) cell
lines showed results below 75%, not considered promising. Genomic mining identified
39 BGCs in S. limosus (MPUR-28.3) and 45 BGCs in S. albidoflavus (MPUR-51.7),
while 55 BGCs were identified in the new species lineage MPUR-31.3 and 24 BGCs
in SOL-159. Based on the BGCs, it was possible to predict the biosynthesis of several
biomolecules with broad activities, highlighting anticancer, antifungal, antibacterial,
antioxidant activities, which are of industrial, agricultural, environmental, medical,
veterinary, and food importance.

Keywords: Bioinformatics; Biomolecules; Biotechnology; Actinobacteria; Secondary
metabolites.
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1 INTRODUCAO

O Brasil é reconhecido como um dos paises mais ricos em diversidade de
espécies no planeta, abrigando mais de 15% da biota global. Essa caracteristica
inspirou o0 conceito de um pais megadiverso, apoiado por sua extensao territorial
continental e pela vasta variedade de habitats terrestres e aquaticos. O pais é
composto por seis importantes biomas: Amazoénia, Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica,
Pampa e Pantanal, e possui o maior sistema fluvial do mundo (ICMBIO, 2018; VALLI,
RUSSO, BOLZANI, 2018).

A Amazonia corresponde a aproximadamente 5 milhdes de quildbmetros
guadrados, o que equivale a 58,9% do territério brasileiro (MELLO, 2015; PEREIRA
et al., 2017; CMBIO, 2018; Embrapa, 2020; ARAGON, 2018; IBGE, 2021). Esse
ecossistema, abriga milhares de espécies desconhecidas, além disso, estima-se que
existam cerca de 30 milh8es de espécies. No entanto, nem todas foram encontradas
e estudadas pelos cientistas, principalmente tratando-se de espécies de
microrganismos (PEREIRA et al., 2017; ICMBIO, 2018; VALLI, RUSSO, BOLZANI,
2018).

Os microrganismos existentes na Amazlnia representam recursos e
patrimdénios de inestimavel importancia e de alto valor para o pais, devido a vasta
diversidade de espécies e ao potencial genético que eles apresentam. Logo, a
conservacao desse imenso patriménio de biodiversidade e diversidade genética torna-
se essencial para assegurar a protecdo e a sustentabilidade desse valioso recurso
(ICMBIO, 2018; VAL et al., 2021).

A Bacia Hidrografica Amazénica com area aproximada de 6,9 milhdes de
quildmetros quadrados, representa 16% da agua doce na Terra e 70% da agua doce
no territorio brasileiro e desempenha um papel essencial no equilibrio do clima global
e funcionamento da vida na terra (HIRATA, 2003; ANA, 2015; PEREIRA et al., 2017).

As aguas da Bacia Amazoénica podem ser classificadas em trés tipos distintos:
aguas brancas, ricas em nutrientes e material em suspensdo, com pH préximo de
neutro; aguas pretas, com baixa quantidade de nutrientes e menor turbidez,
apresentando pH mais baixo devido a uma quantidade superior de acidos humicos; e
as aguas claras, com baixa concentracdo de nutrientes e particulas, possuindo pH
proximo a 7 (SIOLI, 1984, CASTELO et al., 2013).
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Ao longo dos anos, as aguas da Bacia Amazénica foram passando por grandes
variaces dos niveis das aguas, resultando no desenvolvimento de um ambiente rico
em biodiversidade. Esses processos naturais contribuiram para valorizacdo desse
ecossistema, tornando-o a maior reserva biolégica do mundo. Essa regiao tem sido
fonte de descobertas de novos microrganismos que produzem diversas moléculas de
importancia biotecnolégica (PEREIRA et al., 2017; ASTOLFI-FILHO, 2001; BECKER,
2005; MALHI et al., 2008; MELLO, 2015; SOUSA et al., 2020; GUALBERTO et al.,
2021; SOUZA et al., 2022; DA SILVA et al., 2023; SENABIO et al., 2023; SOUSA et
al., 2023).

A diversidade microbiana dos sistemas aquaticos, especialmente em
sedimentos de rios amazonicos, ainda ndo foi exaustivamente estudada. Esses
ambientes abrigam nichos ecoldgicos com alta biodiversidade, o que aumenta a
probabilidade de isolamento de novos microrganismos e biomoléculas com amplo
potencial biotecnoldgico. Além disso, ha um conhecimento limitado sobre a ocorréncia
e a diversidade genética de Streptomyces spp. na regido da Amazoénica. Sendo esse
género bacteriano de extrema importancia para a agricultura, medicina e producéo de
alimentos (SEIPKE, KALTENPOTH, HUTCHINGS, 2012; OKUDA et al.,, 2014,
AMALFITANO et al., 2014; DOHERTY et al., 2017; PEREIRA et al., 2017; GOHAIN et
al., 2020; LIMA et al., 2021).

Nas ultimas décadas, as pesquisas biotecnoldgicas voltadas para a exploracéo
do potencial microbiolégico presente na Amazonia tém apresentado um notavel
crescimento. Pois, grande parte desse ambiente permanece inexplorada, tornando os
microrganismos amazonicos uma fonte promissora para o desenvolvimento de novos
processos industriais e tecnologias inovadoras (DOHERTY et al., 2017; PEREIRA et
al., 2017; VALLI, RUSSO, BOLZANI, 2018).

Dentre as inUmeras espécies de microrganismos encontradas, muitas estao
envolvidas em processos bioativos, incluindo a produgdo de novas moléculas com
potencial de aplicacdo em diversas areas. Esses bioprodutos podem ser utilizados
para inibir o desenvolvimento de fitopatdgenos e até mesmo contribuir para a cura de
varias doencas, elevando, assim, a qualidade de vida e oferecendo solucdes para
problemas atuais e futuros que possam afetar a humanidade (ASTOLFI-FILHO, 2001,
PROCOPIO et al., 2012; VALLI, RUSSO, BOLZANI, 2018; SANTIAGO et al., 2022).
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Diante desse cenario, a microbiota amazbnica podera ser valiosa para o
desenvolvimento de solucfes inovadoras e sustentaveis para 0s problemas atuais e
futuros. Embora apresente alto potencial, sdo necessarios mais investimentos e
estudos para caracterizar e desvendar o potencial biotecnoldgico dos microrganismos
Amazonicos, seja por estratégia dependente de cultivo ou por abordagens
metagendmicas. Entretanto, estima-se que menos de 1% dos microrganismos Sao
cultivaveis em condi¢cOes laboratoriais. E mesmo aqueles que sao cultivaveis, nem
sempre sao capazes de expressar todo seu potencial genémico in vitro (TORSVIK,
OVREA, 2002). (PEREIRA et al., 2017; ICMBIO, 2018; VALLI, RUSSO, BOLZANI,
2018).

Um dos principais problemas da humanidade atualmente € o desenvolvimento
da resisténcia dos microrganismos aos farmacos, principalmente de acao
antibacteriana nos mais diversos tratamentos (SILVA, AQUINO, 2018; ABADI et al.,
2019). Essa problematica implica a preocupante possibilidade de escassez de
medicamentos efetivos para o tratamento de doencas infecciosas (COOPER,
SHLAES, 2011; KIM, 2021).

Segundo Cooper, Shlaes (2011) e Kim (2021) a pesquisa por novas especies
de Streptomyces e a descoberta de novas moléculas bioativas ou mais eficazes para
combater diversos patdogenos sdo de extrema importancia, especialmente
considerando o aumento de patdégenos resistentes a farmacos nos ultimos anos.

Em paralelo, a producéo agricola global tem sido afetada por uma ampla gama
de doencas, sendo os fungos responséveis por imensos prejuizos financeiros. A
crescente resisténcia dos fitopatdgenos aos mecanismos de defesa das plantas e aos
defensivos agricolas, incluindo fungicidas, aumenta o risco de contaminacao quimica
na cadeia alimentar e nos ecossistemas. Em busca de alternativas ndao quimicas, o
controle biolégico com microrganismos antagonistas tem sido cada vez mais proposto
como uma alternativa promissora e sustentavel no manejo de doencas agricolas, pois
apresentam vantagens como baixa ou nenhuma toxicidade residual e impacto
ambiental (UMESHA, SINGH, SINGH, 2018; YAN et al., 2018; LE et al., 2022).

O género Streptomyces (WAKSMAN, HENRICI, 1943) é considerado o de
maior importancia biotecnolégica, pois dos 100 mil metabdlitos secundarios (MS)
produzidos por microrganismos cerca de 35 mil sdo produzidos por actinobactérias, e
70% é obtido dos Streptomyces spp. (ARASU et al., 2009; BERDY, 2012; GOHAIN et
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al., 2020; TERRA, et al., 2021). As bactérias desse género apresentam atividade
biolégica variada, além de serem importantes para regulacdo do ciclo hidrolégico
(RODRIGUES et al., 2006, PROCOPIO et al., 2012; GOHAIN et al., 2020; TERRA, et
al., 2021; MA, KARTHIK, 2022).

Nas ultimas décadas, o desenvolvimento de novos farmacos diminuiu, logo,
existe a necessidade crescente de buscar microrganismos que atuam no controle
direto de fitopatdgenos, na promocao de crescimento vegetal e na producédo de
compostos bioativos. Esse recurso natural de relevancia biotecnologica tem seus
resultados potencializados pela abordagem interdisciplinar das pesquisas (HARVEY,
EDRADA-EBEL, QUINN, 2015; DEBENEDICTIS et al., 2022).

Em contrapartida, o avanco tecnolégico e cientifico nos ultimos anos, tem
possibilitado o sequenciamento completo de genomas, onde as analises in silico,
conduzidas por meio de ferramentas de bioinformatica, surgem como aliadas a
estudos in vitro, permitindo a caracterizagdo de novos isolados em nivel morfoldgico,
fisiologico e gendémico (CHANDRA, CHATER, 2014; ZHAO et al., 2020; KIM, 2021).

Com o acesso ao genoma completo dos Streptomyces spp. e por intermédio
das diversas ferramentas de bioinformatica tem-se descoberto novas biomoléculas
pois, através das analises dos “Biosynthetic Gene Clusters” (BGCs), em portugués,
Agrupamento de Genes Biossintéticos ha uma caracterizacdo mais completa dessas
bactérias e de seus metabolitos secundarios. Essas analises revelam todo o vasto
potencial biotecnoldgico que os microrganismos apresentam, pois em uma unica
bactéria do género Streptomyces pode possuir de 20 a 50 BGCs diferentes, os quais
ocupam mais de 15% do genoma desses microrganismos. (HOPWOOD, 1999;
BENTLEY et al., 2002; BERDY, 2012; CHANDRA, CHATER, 2014; ZHAO et al., 2020;
KIM, 2021; ALAM et al., 2022).

Ressalta-se que mais de 90% dos BGCs nédo sao expressos em condicdes
laboratoriais, devido principalmente pela complexidade nutricional e as interacdes
biolégicas. Para desbloquear esses clusters e termos acesso a todo potencial
biotecnoldgico do genoma bacteriano faz-se necessario o uso de técnicas, tais como,
expressao heteréloga e One Strain-Many Compounds (OSMAC), em portugués, um
isolado, muitos compostos (HOPWOOD, 1999; NGUYEN, 2020; KIM, 2021; ALAM et
al., 2022).
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Portanto, a Amazonia € uma regiao com potencial imensuravel para isolamento
de novas bactérias, em especial as bactérias do género Streptomyces. Esses
microrganismos sintetizam diversos metabolitos secundarios de interesse
biotecnolégico. As principais aplicagbes incluem os antibidticos, antifungicos,
antibacterianos, antiparasitarios, antitumorais, inseticidas, imunossupressores e além
de produzirem enzimas de interesse industrial como celulases, amilases, lipases,
xilanases (CHALLIS, HOPWOOD, 2003; FLARDH, BUTTNER, 2009; AMALFITANO
etal., 2014; FERREIRA, 2017; DOHERTY et al., 2017; PEREIRA et al., 2017; ANWAR
ZWAR, SOUZA, 2020; KIM, 2021; LIMA et al., 2021).
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar o potencial biotecnoldgico de quatro isolados de Streptomyces obtidos
de sedimentos dos rios Purus e Solimdes, quanto a habilidade para biocontrole,

citotoxicidade e producéo de metabdlitos secundarios

2.2 Especificos

1 - Avaliar in vitro o potencial antagonista dos isolados de Streptomyces contra
13 diferentes fitopatdgenos de interesse agricola;

2 - Identificar e caracterizar as vias de biossintese para metabdlitos secundarios
(BGCs) com base no rascunho genoma completo dos isolados MPUR-28.3, MPUR-
31.3, MPUR-51.7 e SOL-159;

3 - Obter extratos com base na abordagem OSMAC (One Strain-Many
Compounds) visando avaliar potencial citotoxico dos metabdlitos produzidos pelas
linhagens MPUR-28.3, MPUR-31.3, MPUR-51.7 e SOL-159.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Fitopatogenos de interesse agricola

Os fitopatdgenos de interesse agricola sdo agentes bioldgicos responsaveis por
causar danos significativos a saude das culturas, dependendo do grau de severidade,
pode causar a morte. As doencas em cultivos sdo consideradas o resultado da
complexa interacao entre o hospedeiro, o agente causal e o ambiente, a qual acarreta
prejuizos significativos a agricultura. Os organismos responsaveis pelos danos nas
plantacbes podem ser de origem bacteriana, fangica, nematoide, entre outros
patdgenos (MICHEREFF, 2001).

As doencas de plantas constituem um dos principais fatores que impactam
negativamente na quantidade e qualidade da producdo agricola, pois resultam na
perda que varia de 10 a 42 % das principais colheitas do mundo, e cerca de 70 a 80
% sédo causadas por fungos patogénicos (RISTAINO et al., 2021; PENG et al., 2021).
De acordo com a Organizacdo das Na¢des Unidas para a Alimentacao e a Agricultura
(FAO), os fungos fitopatogénicos sdo responsaveis anualmente por US$ 220 bilhdes
dos custos agricolas da economia global.

Apesar da baixa produtividade de cultivos na regido Amazbnica, 0s
fitopatdogenos avaliados no presente estudo apresentam grande valor para a economia
regional (BENTES, BARRETO, 2004; HOMMA et al., 2020). Esses fitopatégenos
fungicos apresentam ampla distribuicdo geogréfica e importancia agricola nacional e
mundial. Entre os diversos patdgenos que causam danos as plantas incluem o
Colletotrichum guaranicola, Colletotrichum scovillei, Colletotrichum siamense,
Colletotrichum spaethianum, Corynespora cassiicola, Fusarium decemcellulare,
Moniliophthora perniciosa, Neopestalotiopsis formicarum, Rhizoctonia sp. e
Sclerotium rolfsii.

O Colletotrichum guaranicola é altamente especializado em infectar plantas do
género Paullinia, causando a antracnose, que gera danos significativos nas lavouras
de guarana. Os fitopatbgenos do género Colletotrichum podem causar danos
expressivos e irreversiveis em diversas outras culturas, tais como: soja, feijao, milho,
sorgo, café, abacaxi, uva, banana, mamao e tomate (ALBUQUERQUE, 1960;
BENTES, BARRETO, 2004).
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O Corynespora cassiicola € conhecido por causar infecgdo que pode resultar
em sintomas como manchas foliares, lesdes necroticas, cloroses e desfolha
prematura. As perdas significativas na producao agricola incluem diversas culturas de
importancia agricola, tais como: soja, feijao, ervilha, lentilha, batata-doce, abdbora,
tabaco, algoddo, amendoim, girassol (JONES, 1961; RONDON, LAWRENCE, 2021).

O género Fusarium possui caracteristicas especificas de patogenicidade e
preferéncia por hospedeiros, que varia de acordo com a espécie. No entanto, 0s
principais sintomas das doengas incluem o superbrotamento, murchamento, necrose,
descoloracéo e apodrecimento de raizes, caules e tecidos vegetais. Os danos podem
ocorrer em uma ampla gama de culturas agricolas, como guarana, banana, milho,
trigo, feijdo, tomate, alface, batata, cenoura, pimentéo, morango e algodéo (SNYDER,
HANSEN, 1940; QUEIROZ et al., 2020; NIKITIN et al., 2023).

Moniliophthora perniciosa é um fitopatdgeno que causa uma doenca conhecida
como vassoura-de-bruxa do cacaueiro, é considerada uma das mais devastadoras
para essa cultura, em especial a espécie Theobroma cacao. O fungo ataca os brotos,
flores e frutos, resultando em deformacdes nas partes afetadas, como a formacao de
vassouras escuras (estruturas fungicas). Embora a ocorréncia seja em menor grau,
este fungo também pode causar danos as culturas de cupuacgu, murici, bacaba e buriti
(PEREIRA et al., 1989; SANTOS et al., 2023).

Neopestalotiopsis formicarum € um fitopatégeno que tem despertado interesse
crescente entre os cientistas e agricultores devido ao seu potencial como agente
causador de doengas. Os sintomas caracteristicos sdo manchas foliares que lembram
antracnose, lesdes necroticas, murcha e queda prematura de frutos que causam
danos significativos em plantas, como a goiaba, maméo, manga, abacate, graviola,
caqui, café. Recentemente o Pseudopestalotiopsis gilvanii foi identificado no guarana
(STEYAERT, 1949; GUALBERTO et al., 2021).

Os fitopatdégenos do género Rhizoctonia sdo considerados um dos principais
causadores de doencas radiculares e de colo. O principal sintoma é o
estrangulamento parcial dos caules, podendo originar outros sintomas, tais como:
atraso no desenvolvimento da planta, pigmentacdes parpuras nas folhas, deformacéo
e descoloracdo dos caules, necrose do tecido vascular, tombamento e até morte da

plantula. Este fungo é altamente versatil e possui um amplo espectro de hospedeiros,
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afetando uma variedade de culturas agricolas, como a alface, milho, arroz, trigo,
batata, feijdo, soja, algodao, cana-de-ac¢uUcar entre outras (AKBER et al., 2023).

O Sclerotium rolfsii € um fitopatégeno conhecido também como "mofo branco”
ou "podriddo de Sclerotium”. Este fungo € um dos mais destrutivos em diversas
culturas agricolas. Os sintomas tipicos incluem o aparecimento de lesdes necréticas
no caule, raizes e colo da planta, além da formacgéo de estruturas de resisténcia
chamadas esclerédios, que sao densos e duros e podem persistir no solo por longos
periodos. Por ser amplamente distribuido em vérias regides tropicais e subtropicais
do mundo, pode causar danos em diversas culturas, como a soja, feijdo, arroz,
amendoim, milho, batata-doce, tomate, algodao, alface, alho, cebola, couve, ervilha
(PUNJA, 1985; O'SULLIVAN, BELT, THATCHER, 2021).

Os defensivos agricolas ainda contribuem no controle dos fitopatdgenos na
agricultura atual, porém sdo de natureza toxica e representam riscos agudos para a
saude humana e para o meio ambiente (BERNARDES et al., 2015; TUDI et al., 2021).
Nesse sentido, pesquisas que visem o controle eficiente das doencas causadas pelos
fitopatdgenos e com menor ou nenhum impacto ambiental sdo essenciais e urgentes
na agricultura, tal como o biocontrole por agentes biolégicos antagonistas (LATA et
al., 2021; GIEHL et al., 2023; PRIYASHANTHA et al., 2023).

Na agronomia, os bioprodutos que agem no controle de fungos patogénicos
sdo conhecidos como biopesticidas ou biofungicidas e sdo alternativas sustentaveis
aos defensivos quimicos. Os produtos obtidos de bactérias do género Streptomyces
tém sido utilizados como agentes bioldgicos para o controle de fitopatdgenos em
plantacfes, incluem o Mycostop® (Streptomyces griseoviridis K61) usado para o
controle de Rhizoctonia solani, Fusarium sp. entre outros. Actinovate® SP
(Streptomyces lydicus WYEC 108) usado para o controle de Rhizoctonia sp., Fusarium
sp., Phytophthora sp. e outros (Embrapa, 2012; KAMARA, GANGWAR, 2015).

A caréncia de produtos obtidos a partir de Streptomyces spp. ressalta
importancia de pesquisas cientificas voltadas para descobrir o potencial
biotecnoldgico desses microrganismos. Os Streptomyces spp. possuem um arsenal
metabdlico que pode garantir a protecéo e a sustentabilidade dos sistemas agricolas,
buscando mitigar os impactos negativos causados pelos fitopatbgenos e garantir uma

producédo agricola saudavel e sustentavel no Brasil e no mundo.
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3.2 Género Streptomyces

O género Streptomyces foi inicialmente descrito por Waksman e Henrici em
1943, sdo bactérias Gram-positivas, filamentosas, formadoras de esporos e aerébias
(WAKSMAN, HENRICI, 1943; WILLIAMS et al., 1983; FLARDH, BUTTNER, 2009).
Eles, sdo mesdfilos, com temperatura 6tima de crescimento variando 25 °C a 35 °C
(WILLIAMS et al., 1983; GOHAIN et al., 2020), embora existam organismos que
suportam temperaturas extremas (NUNEZ-MONTERO, 2019; ARIFIYANTO et al.
2021). O potencial hidrogenibnico (pH) dos Streptomyces spp. varia de 6 até 9, e o
crescimento das col6nias é lento, quando comparado a Bacillus (WILLIAMS et al.,
1983; GOHAIN et al., 2020; MA, KARTHIK et al., 2022).

O genoma dos Streptomyces spp. € composto por um Unico Cromossomo
linear, com uma média de tamanho de aproximadamente 8 Mb. No entanto, existem
relatos na literatura de genomas com tamanhos variando de 6.8 Mb a 11.9 Mb. Seu
DNA é caracterizado por apresentar um alto conteddo de guanina e citosina (G+C),
com uma meédia de 70%, porém pode variar de 69% a 78%. Essa caracteristica
distingue-os de outras bactérias, como Staphylococcus e Bacillus, que possuem um
contetido G+C em torno de 50% (WILLIAMS et al., 1983; HOPWOOD, 2006; FLARDH,
BUTTNER, 2009; CHANDRA, WANG, et al., 2013; CHATER, 2014; ZABURANNUI, et
al., 2014).

Essas caracteristicas fisiolégicas e genéticas sdo fundamentais para a
compreensdo e exploracdo desse importante grupo de microrganismos, que
desempenham papéis cruciais na producdo de compostos bioativos e na

biotecnologia.

3.3 Importéancia biotecnoldgica de Streptomyces spp.

Atualmente a resisténcia antimicrobiana € uma das maiores preocupacoes e
ameaca a saude publica mundial, devido ao uso indiscriminado de grandes
guantidades de antibi6ticos para controlar infec¢des, seja em humanos, animais, ou
plantas, criando condicbes sem precedentes para a mobilizagdo de elementos
resistentes em populacdes microbianas. Tal fato, tem contribuido para o aumento da

morbidade e mortalidade, associados a microrganismos multirresistentes (BROWN,
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WRIGHT, 2016; MANTECA, YAGUE, 2019; SIVALINGAM et al., 2019; HUTCHINGS,
TRUMAN, WILKINSON, 2019). Além da resisténcia antimicrobiana, o cancer também
€ uma das preocupacdes mundiais, pois trata-se de uma das doencas mais complexa
da atualidade, que exige novos medicamentos sem ou com o minimo de efeito
colateral, e para isso, é necessario novos medicamentos ou medicamentos mais
eficientes para o tratamento dessa doenca (SIVALINGAM et al., 2019).

A descoberta da penicilina em 1928 foi 0 marco da era de ouro dos antibioticos,
perpetuando até meados da década de 1950 (MANTECA, YAGUE, 2019). Apds a
década de 50 houve um declinio gradual na descoberta e desenvolvimento de novos
antibioticos. Enquanto isso, nas Uultimas décadas, novos fungos patogénicos
multirresistentes estdo causando grande preocupacdo, como € o caso da Candida
auris, resistente a fluconazol, equinocandinas e até mesmo a anfotericina B.
(HUTCHINGS, TRUMAN, WILKINSON, 2019). De acordo com Newman e Cragg
(2020), apesar do alto potencial de producédo de bioativos por microrganismos, desde
2006 ndo ha relatos de novos compostos antifingicos relacionados a produtos
naturais industrialmente comercializados.

Streptomyces é 0 género mais versatil para aplicacbes biotecnologicas
amplamente utilizado como plataforma na produc¢éo de novos antibiéticos (SALWAN,
SHARMA, 2020; BARBUTO-FERRAIUOLO et al., 2021). Este grupo produz
compostos bioativos importantes com propriedades antibacterianas, antifungicas,
anticancer, antioxidantes, anti-helmintico, antimalarico, anti-inflamatério e
imunossupressores (BERDY, 2005; SHARMA et al., 2020; SALWAN, SHARMA, 2020;
NAH et al., 2021). Estes compostos possuem papéis importantes nos mais diversos
setores, como na agricultura, medicina, industrias farmacéuticas, cosméticas e
alimenticias, com muitos benéficos e valor bioeconémico (SHARMA et al., 2020;
EBRAHIMI-ZARANDI, 2021; KHUSHBOO et al., 2022).

A produgcdo dos metabdlitos secundarios nesses microrganismos acontece
durante a fase vegetativa, ocasionado em resposta a perda de nutrientes ou sinais
ambientais de estresse (PROCOPIO et al., 2012; CHATER, 2016; BARKA et al.,
2015). Além disso, essas bactérias, podem também realizar reacdes de bioconverséo
enzimaticas especificas que sdo interessantes como drogas, como no caso de
esteroides. O uso do potencial biotecnoldgico de Streptomyces spp. pode variar de

acordo com as diferentes fases de crescimento em relacéo as aplicacGes pretendida
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ou aos tipos de moléculas que devem ser produzidas. Isto porque, durante o inicio do
crescimento vegetativo, as células produzem enzimas e vitaminas que podem também
serem interessantes para fins comerciais e utilizadas em industrias farmacéuticas,
cosmeéticas, téxtil e alimenticias, como as amilases, celulases e proteases (BARKA et
al., 2015; HARIR et al., 2018; BARBUTO-FERRAIUOLO et al., 2021).

A estreptomicina foi o primeiro antibiético isolado de Streptomyces, essencial
para o tratamento de tuberculose. Atualmente, mais de 70% dos compostos
biologicamente ativos séo sintetizados por bactérias do género Streptomyces. Destes
compostos, destacam-se 0s aminoglicosideos (gentamicina, neomicina), 0S
glicopeptideos (vancomicina), as antraciclinas (doxorrubicina), os macrolideos
(eritromicina, azitromicina), os B-lactamicos (cefamicina), os polienos (nistatina) e as
tetraciclinas (terramicina) (RAJIVGANDHI et al., 2018; KHUSHBOO et al., 2022;
KURNIJASANTI, SUDJARWO, 2022).

Esses antibidticos sdo compostos quimicos que inibem o crescimento
bacteriano sem prejudicar os organismos eucarioticos, podendo agir diretamente nas
estruturas funcionais dos microrganismos patogénicos. Os principais mecanismos de
acdo envolvem a biossintese da parede celular, replicacdo de DNA e sintese proteica
(LO-GRASSO, CHILLURA-MARTINO, ALDUINA, 2016).

Podemos destacar ainda a producdo de compostos antitumorais, tais como,
antraciclinas, salinomicina, antramicina, arenimicina (HARIR et al. 2018). Vale
ressaltar que a busca por novos compostos € continua. Nesse sentido, Son et al.
(2018), conseguiu através de analises de mineracdo gendmica elucidar um novo
peptideo, denominados Ulleungdin, isolado de Streptomyces, onde esse composto
apresentou atividades inibitorias significativas contra a invasao e migracao de células
cancerigenas, reforcando o potencial de espécies desse género para producao de um
novo composto bioativo com efeito antitumoral.

Cada vez mais novos ambientes estdo sendo explorados, assim novos
microrganismos e novas biomoléculas estdo sendo descobertas, como os desertos,
gue que abrigam uma diversidade de actinobactérias, incluindo os Streptomyces spp.
(SIVALINGAM et al., 2019; ABDELMOTELEB, GONZALEZ-MENDOZA, 2020; XIE,
PATHOM-AREE, 2021). Assim como, os ambientes frios que resultam na expresséo
de novos metabdlitos por conta das condi¢des climaticas extremas (ZHANG et al.,
2016; KAMJAM et al., 2018; SIVALINGAM et al., 2019).
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Além de ambientes indspitos, estudos realizados por Wang et al. (2020),
demonstraram que nos ultimos 40 anos, a principal fonte de exploracéo de metabdlitos
secundarios de actinobactérias foi de ambientes marinhos, oriundos de sedimentos,
esponjas, animais, mangue, algas, plantas maritimas.

Na agricultura, o aumento da utiliza¢éo de produtos quimicos tomou proporgdes
assustadoras e o uso indevido desses produtos vem causando diversos problemas a
populacdo e ao meio ambiente, como por exemplo, o desenvolvimento de
fitopatdgenos resistentes, exigindo desta forma, o desenvolvimento de alternativas
eficientes e seguras (SADEGHIAN, BONJAR, SIRCHI, 2016).

Nesse contexto, os Streptomyces spp. sdo foco de muitas pesquisas na
atualidade, pois sdo capazes de produzir uma ampla gama de metabdlitos
secundarios bioativos. Essas bactérias, compdem uma fracdo notavel da biomassa
microbiana do solo, e desempenham papel fundamental para o equilibrio ecoldgico.
Eles ainda apresentam relacdo simbibtica com as plantas, sendo capazes de proteger
contra pragas, doencas em plantas, e induzir mecanismos de defesa. Além dessas
funcdes, também podem degradar polimeros complexos de vegetais e animais,
resultando em sinteses de enzimas extracelulares como lignase, protease, lipase,
celulase, xilanase, quitinase, pectinase, queratinase, amilase (BHATTI et al., 2017
VAN-DER-MEIJ et al., 2017; OLANREWAJU, OLUBUKOLA, 2019; JING et al., 2020;
EBRAHIMI-ZARANDI et al.,, 2021; PACIOS-MICHELENA et al., 2021). Logo, 0s
isolados de Streptomyces sao fortes candidatos ao biocontrole de microrganismos
fitopatogénicos.

O Streptomyces neotropsis, isolado de solo desértico, tem potencial para ser
empregado como bioproduto agricola, pois estudos demonstram o potencial para
promocdo de crescimento em plantas, assim como a inibicdo dos fitopatégenos:
Macrophomina phaseolina, Fusarium oxysporum, Fusarium solani, Fusarium equiseti,
Botrytis cinerea, Alternaria alternata e Colletotrichum gloeosporioides, através de
ensaios in vitro (ABDELMOTELEB, GONZALEZ-MENDOZA, 2020).

O Streptomyces griseocarneus, isolado de raizes e sementes de Guarana
(Paulinia cupana K.), conseguiu controlar o desenvolvimento de antracnose em frutos
de Capsicum annuum, e promoveu crescimento da planta (LIOTTI et al., 2018). Zhou
et al. (2022), realizou uma triagem antifingica com o Streptomyces sp. HSL-9B contra

o fitopatdégeno Colletotrichum gloeosporioides, agente causal de doencas em diversas
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culturas agricolas e em frutos pdés-colheita, no qual o isolado indicou (63,21%)
potencial contra o fitopatdgeno testado. Sadeghian Bonjar, Sirchi (2016), corroboram
que o Colletotrichum gloeosporioides € um dos principais agentes causais de
antracnose em diversas plantas e frutos, e estudos preliminares com Streptomyces
sp. para producao de biocontrole, mostraram atividade antagonista contra o referido
fitopatdégeno, diminuindo os sintomas de podriddo amarga em macas.

Outro potencial dos Streptomyces spp. aplicado a agricultura séo os herbicidas,
visto que ha uma necessidade de novos modelos de perfis toxicoldégicos e ambientais
mais seguros para manejar a evolugao de plantas daninhas resistentes aos herbicidas
comerciais (MYRONOVSKY!I et al., 2020). De acordo com Bo et al. (2019) compostos
herbicidas bioativos produzidos por microrganismos do solo podem ser usados para
criar um bioherbicida e diminuir o crescimento de plantas daninhas. Albucidina € um
exemplo de bioherbicida isolado de Streptomyces albus subsp. chlorinus fundamental
para uma agricultura sustentavel (HAHN et al., 2009).

Atualmente, diversas biomoléculas ja foram obtidas de isolados de
Streptomyces, porém, acredita-se que menos de 30% dos compostos produzidos por
estas bactérias sdo elucidados (HARIR et al., 2018; KURNIJASANTI, SUDJARWO,
2022). Isso ocorre porque h& muitas vias de metabdlitos secundérios que em
condicbes de laboratorio estdo silenciados ou ndo sao expressos, neste caso
conhecidos como cripticos (MANTECA, YAGUE, 2019; ALAM et al., 2022).

Portanto, a combinagdo do sequenciamento e da mineragdo do genoma
completo representa uma abordagem revoluciondria nas pesquisas de novas
biomoléculas ou biomoléculas com melhor potencial biotecnoldgico. Logo, o presente
estudo surge como uma alternativa promissora para impulsionar a bioeconomia
através dos compostos bioativos inovadores, com potencial terapéutico e aplicacédo

pratica em diversas areas da agricultura e saude.

3.4 Mineracdo genémica e abordagem OSMAC no género Streptomyces

Os metabdlitos secundarios sdo produzidos por uma légica biossintética, na
qual as enzimas que fazem parte desse processo estdo codificadas em genes
espacialmente proximos nos genomas, denominados em inglés de Biosynthetic Gene
Clusters (BGCs) (CIMERMANCIC et al., 2014).
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Os BGCs contém genes principais que codificam as enzimas que atuardo na
formacdo do esqueleto principal da molécula como as policetideos sintases (PKS),
sintases de peptideos néo-ribossomais (NRPS) e sintases de peptideos
ribossomalmente sintetizados e modificados pés-traducdo (RiPPs), entre outras
enzimas relacionadas a diferentes classes de moléculas. Os BGCs ainda podem
conter genes relacionados a transporte e fatores de transcricdo, bem como genes
adicionais, 0s quais codificam enzimas que atuam na incorporacdo de grupos
funcionais no esqueleto principal da molécula, tais como: metiltransferases, redutases,
halogenases e mono-oxigenases (WEBER et al.,, 2015; ZIEMERT, ALANJARY,
WEBER, 2016; LEE et al., 2020).

Em Streptomyces spp. o estabelecimento de estudos genéticos para entender
a logica biossintética da producdo de moléculas bioativas comecaram em 1976 com
a descoberta de um plasmideo (pSV1) que é responsavel pela biossintese de
metilenomicina A e resisténcia a esse antibiético em Streptomyces coelicolor A3,
usando técnicas classicas de transferéncia por conjugacao de plasmideos em culturas
mistas (WRIGHT, HOPWOOD, 1976). Posteriormente, a biossintese de
metilenomicina A foi relacionada a dois grandes transcritos (6,6 kb e 9,5 kb) além de
um fragmento upstream na qual estava envolvido com a regulacdo negativa de
metilenomicina A por meio de clonagem mutacional (SENO, CHATER et al., 1983).

Entrando, no novo milénio, o genoma completo de S. coelicolor A3 foi obtido
por meio de sequenciamento de bibliotecas de cosmideos, sendo este o primeiro
genoma obtido para o género. O sequenciamento do genoma completo de S.
coelicolor A3 permitiu a identificacdo de 20 clusters de genes relacionados a
biossintese de metabdlitos secundarios e revelou o potencial escondido dos isolados
de Streptomyces, além de proporcionar a descoberta de novos farmacos por
engenharia genética (BENTLEY et al., 2002). Ademais, estudos complementares tém
sido realizados para analisar os genomas desse microrganismo (FADDETTA et al.,
2022; DULERMO et al., 2023; KRONHEIM et al., 2023).

Com o advento e consolidacdo do sequenciamento de nova geracdo (NGS), a
possibilidade de se explorar genomas completos com custo mais reduzido, levou a
busca guiada por novos produtos naturais para uma nova era, ao passo em que a
bioinformatica voltada a gendémica fornece ferramentas poderosas para analises de

genes relacionados ao metabolismo secundario (HU et al., 2021).
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Atualmente, a descoberta de novas moléculas bioativas e diversos outros
produtos naturais € guiada por analises genébmicas combinadas com as técnicas
classicas de fermentacdo, espectrometria de massas e ressonancia magnética
nuclear (RMN), também chamada de metabologenémica (EISENHOFER et al., 2017;
Ql et al., 2021). Sendo assim, com a obten¢é&o de genomas completos, impulsionado
pelo NGS, permite o acesso a essa biodiversidade genética e consequentemente a
uma variedade de BGCs, os quais estédo disponiveis para serem descobertos. Com
base no Genbank, consultado em julho de 2023, ha 652 genomas sequenciados
disponiveis para o género Streptomyces (disponivel em: <www.ncbi.nlm.nih.gov
/genome/?term=streptomyces>).

A disponibilidade de genomas completos ou rascunhos de genomas tem
permitido a andlise in silico do potencial para producéo de produtos naturais por meio
de plataformas como a antiSMASH. Essa ferramenta realiza a identificacdo e andlise
de clusters génicos biossintéticos, por intermédio do repositorio Minimum Information
about a Biosynthetic Gene Cluster (MIBIG) que traz informacdes minimas sobre os
BGCs. Essa ferramenta de bioinformatica faz parte da revolugcédo da era genémica na
busca por produtos naturais em microrganismos (MEDEMA et al., 2011; EPSTEIN et
al., 2018; KAUTSAR et al., 2020; BLIN et al., 2021).

Os dados relacionados a BGCs identificados e caracterizados por
pesquisadores de todo o mundo sdo depositados no MIBIG e esse conjunto de
informacdes permite o avan¢o do conhecimento sobre a légica biossintética pela qual
0s metabdlitos secundarios sdo produzidos. Isso permitiu o desenvolvimento de
diversas abordagens, entre elas a mineracdo genémica direta e reversa (LEE et al.,
2020).

A mineracdo gendmica direta nada mais € do que a predicdo da estrutura de
um determinado metabdlito partindo da andalise dos genes que compdem o BGC e
geralmente é usada para guiar a busca. Essa abordagem de mineracdo gendmica
levou ao desenvolvimento dos produtos naturais sintéticos baseado em bioinformatica
também chamados de Synthetic Bioinformatic Natural Products (syn-BNPs) e a
descoberta de novos antibiéticos bioativos contra linhagens multirresistentes de
patégenos humanos baseados apenas na predicdo estrutural de moléculas via
identificacdo dos genes de biossintese e andlises de bioinformatica (CHU et al., 2020;

LEE et al., 2020; LI, 2023). Essa abordagem € considerada promissora, tendo em
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vista, a independéncia de técnicas de isolamento, manutencéo e fermentagcdo para
descoberta e producdo de moléculas. E tem sido aplicada com sucesso em dados
metagendmicos (LI, 2023; SMITH, 2023).

A mineracdo gendmica reversa é a abordagem que a partir do metabdlito
secundario é possivel identificar os genes responsaveis pela sua biossintese
(DUNCAN et al., 2015; LEE et al., 2020). A abordagem reversa permite a identificagao
de BGCs ativos em determinadas condicdes de laboratério, no entanto, € de
conhecimento que muitos dos BGCs se encontram silenciados ou séo cripticos (LUO
et al., 2013; REEN et al., 2015; SAHA et al., 2017; NGUYEN et al., 2020; LEE et al.,
2020; UNNO et al., 2020). A caracterizacao de BGCs via mineracdo gendmica reversa
fornece aos bancos de dados informacdes necessarias para o melhoramento da
mineracdo gendmica direta (LI, 2023; SMITH, 2023).

Em Streptomyces spp. a mineragdo gendmica vem guiando a descoberta de
novos produtos naturais bioativos, como em Streptomyces olivaceus SCSIO T05 com
a identificacdo de novos compostos chamadas de olimicinas A e B (SUN et al., 2018).
Paralelamente, em Streptomyces atratus SCSIO ZH16 foi descoberta a atratumicina
gue é ativa contra Mycobacterium tuberculosis (SUN et al., 2019), e em Streptomyces
sp. SCSIO 40010 isolado de ambientes marinhos foi descoberto de novos tetramatos
macrolactamicos citotéxicos contra linhagens de células cancerigenas (LIU et al.,
2019).

Esses exemplos demonstram que apesar dos produtos naturais de isolados de
Streptomyces serem estudados a muitos anos, o desenvolvimento de técnicas 6micas
permite explorar seu incrivel arsenal metabdlico e mostrar também que o género ainda
€ um grande reservatério de novos produtos naturais bioativos a serem investigado.

Uma das estratégias que tem sido empregada para o desbloqueio de BGCs
cripticos e/ou silenciados identificados via mineragdo de genoma € a expressao em
hospedeiros heterdlogos (MYRONOVSKY!I et al., 2019). A escolha do hospedeiro é
um fator chave para o sucesso da expressao, esse hospedeiro deve corresponder ao
uso de cdédons e a producdo de precursores para a biossintese. Em Streptomyces
spp. a expressao heter6loga de BGCs tem sido realizada principalmente nos
hospedeiros S. coelicolor, S. lividans, e S. albus, no entanto, o BGC expresso nesses
hospedeiros pode ainda ter seus produtos alterados pela composicdo de genes

adicionais contidos nos BGC do hospedeiro (KANG et al., 2021). Para minimizar esse
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problema a linhagem mutante de S. albus livre de BGCs foi desenvolvida para
melhorar a detec¢ao do produto do BGC heter6logo (MYRONOVSKY!I et al., 2018).

A expressao heterdloga de um cluster criptico de Streptomyces leeuwenhoekii
C34 levou a descoberta de uma nova familia de lassopeptideos denominadas
leupeptina (GOMEZ-ESCRIBANO et al., 2019), em Streptomyces prunicolor o
desbloqueio levou a descoberta de um novo peptideo biciclico denominado
prunipeptina (UNNO et al., 2021). Diversos estudos mostram que a combinacgao
dessas técnicas é eficaz para a descoberta de novos compostos em espécies de
Streptomyces (QUIAN et al., 2019; LASCH et al., 2020; LIU et al., 2021; CHEN et al.,
2022).

Outra estratégia de desbloqueio de BGCs silenciados ou cripticos, que a priori
€ independente de ferramentas de biologia molecular, € a abordagem denominada
One Strain-Many Compounds (OSMAC), também tem sido muito empregada para o
desbloqueio de produtos naturais em Streptomyces spp. (NGUYEN et al., 2020). Esta
metodologia baseia-se na utilizacdo de diferentes condi¢cdes durante o cultivo do
microrganismo, como temperatura, pH, mudancas nas fontes de carbono e/ou
nitrogénio, uso de xenobioticos e co-cultivo (WEI et al., 2010; ROMANO et al., 2018;
PAN et al., 2019).

A estratégia OSMAC foi utilizada para Streptomyces sp. RKND004 por meio
do uso de diferentes meios de cultivo e possibilitou a descoberta de novas moléculas
com potencial antibiético e citotoxico contra linhagens de células cancerigenas,
denominadas de terrosamycina A e B (SPROULE et al.,, 2019). Ja o cultivo de
Streptomyces peucetius em diferentes temperaturas revelou a producdo de um novo
composto induzido sob temperatura de 18°C, denominada peucemycina, na qual
exibe alta citotoxicidade em diferentes linhagens de células cancerigenas (PHAM, et
al.,, 2021). Em uma pesquisa realizada por Wu et al. (2018), com um isolado de
Streptomyces, o cultivo em diferentes meios de cultivo levou a producédo de
inthomycina B, um poderoso herbicida e antimicrobiano. Esses exemplos demonstram
gque a abordagem OSMAC pode ser uma alternativa para producdo de novos
metabdlitos e/ou metabdlitos bioativos ja conhecidos.

Nesse contexto, a prospeccdo de genomas de Streptomyces spp. isolados de
ambientes inexplorados, como os sedimentos dos rios amazonicos pode representar

recursos genéticos para producdo de novos compostos ou moléculas com ampla
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aplicacdo biotecnologica. A utilizagdo de técnicas recentes para prospeccao dessas
moléculas como a mineracdo de genoma pode auxiliar no desenvolvimento futuro de

novos produtos e processos ambientalmente sustentaveis.
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4 METODOLOGIA

4.1 Microrganismos

Nesse estudo, foi avaliado o potencial biotecnolégico de quatro isolados de
Streptomyces, sendo trés oriundos de sedimentos do rio Purus e um do rio Solimdes
(Tabela 1). Esses isolados foram previamente selecionados pelo grupo de pesquisa
da Embrapa Amazoénia Ocidental com base na habilidade de reducdo do crescimento
in vitro de pelo menos um patdégeno de interesse agricola.

Também foram utilizados neste trabalho, 13 fungos fitopatégenos isolados de
plantas de interesse agricola (Tabela 2) visando confirmar e ampliar o nimero de
patdgenos que podem ser utilizados no processo de desenvolvimento de solucdes

para o controle biolégico a partir das quatro linhagens de Streptomyces.

Tabela 1 - Streptomyces spp. isolados de rios do Amazonas

N° Cddigo da Colecao Identificacdo Origem Local

1 MPUR-28.3 Streptomyces sp. Sedimentos Rio Purus
2 MPUR-31.3 Streptomyces sp. Sedimentos Rio Purus
3 MPUR-51.7 Streptomyces sp. Sedimentos Rio Purus
4 SOL-159 Streptomyces sp. Sedimentos Rio Solimdes

Fonte: O autor (2023).

Nota: Os isolados de Streptomyces mencionados na tabela foram coletados através da parceria da
Embrapa Amazoénia Ocidental com o Instituto de Pesos e Medidas do Amazonas (Ipem/AM), 6rgao
delegado do Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia (Inmetro).

Tabela 2 - Fitopatégenos isolados de hospedeiros de interesse agricola

N© Cédigo da Fitonats H dei
Colecéo itopatogeno ospedeiro
1 INPA 2939 Colletotrichum Guaranazeiro (folha)
guaranicola
2 INPA 2910 Colletotrichum scovillei Pimenta de cheiro (fruto)
3 Coll 2N Colletotrichum siamense Botéo-de-ouro (folha)
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4 INPA 2973 Colletotrichum sp. Mamao (fruto)

5 INPA 2908 ol Cebolinha
spaethianum

6 INPA 2671 Corynespora cassicola Tomate (folha)
7 CPAA Fdc307 Fusarium decemcellulare Guaranazeiro (folha)
8 CPAA MCT 10621 Fusarium sp. Tomate (fruto)
9 CPAA Mp01 Moniliophthora perniciosa Cupuagu (fruto)

Neopestalotiopsis

10 CPAA 609 formicarum Guaranazeiro (folhas)
11 INPA 2943 Rhizoctonia sp. Alface

12 INPA 2942 Rhizoctonia sp. Feijao (raiz)

13 INPA 2941 Sclerotium rolfsii Tomate (folha)

Fonte: O autor (2023).
Nota: INPA - Instituto Nacional de Pesquisas da Amazoénia. CPAA - Embrapa Amazénia Ocidental.

4.1.1 Reativacao e manutencao das amostras

A cultura estoque dos isolados de Streptomyces preservados sob
congelamento a -80° C, em caldo de cultura ISP2 + glicerol a 20% (v/v) foram
reativados a partir da adicdo de 100 pL do estoque preservado em 25 mL de caldo de
cultura ISP2 em tubos Falcon de 50 mL, incubados por 5 dias, a 28° C, e a 150 rpm.

Os isolados bacterianos reativados foram cultivados em triplicata em placas de
Petri por técnica de estrias de esgotamento em meio de cultura ISP2 (Tabela 3) e
incubadas por 7 dias em estufa bacteriolégica a 28° C.

Os fitopatdogenos foram reativados pela inoculacdo de plugs de micélios
preservados a -80° C em meio BDA enriquecido (Tabela 3). Em seguida, as placas
foram incubadas por 7 dias em estufa bacteriologica a 25° C. Repiques periodicos
foram realizados para garantir a manutencao de todos os isolados usados no presente

estudo.
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Tabela 3 - Composicdo dos meios de cultura

Meio de Cultura Composicéao

4 g extrato de levedura, 10 g extrato de malte, 4 g

ISP2 .
S dextrose, 20 g agar, 1000 mL de agua destilada, pH 7,2

4 g extrato de levedura, 10 g extrato de malte, 4 g

ISP2 dextrose, 1000 mL de agua destilada, pH 7,2
300 g batata, 10 g dextrose, 2 g extrato de levedura, 2 g
BDA (enriquecido) peptona, 1,5 g caseina, 16 g agar, 1000 mL de agua

destilada

300 g batata, 10 g dextrose, 2 g extrato de levedura, 2 g
BD* (enriquecido) peptona, 1,5 g caseina, 1000 mL de agua destilada, pH
para 7,2

20 g de amido soluvel, 5 g extrato de levedura, 5g

e .
Simplificado A peptona, 10 g glicose, 1000 mL de agua destilada, pH 7,2

4 g extrato de levedura, 10 g extrato de malte, 4 dextrose,

*
GYM 1000 mL de agua destilada, pH 7,2

2,7 g extrato de levedura, 7,2 g extrato de malte, 9 g

YM*
peptona, 20 g de sacarose, pH 7,2

Fonte: O autor (2023).

Nota: O asterisco (*) representa caldo de cultura. International Streptomyces Project Medium 2 (ISP2).
Batata Dextrose Agar (BDA). Batata Dextrose (BD). Glucose Yeast Maltose (GYM). Yeast Maltose
(YM).

4.2 Analise morfoldgica e filogenémica das linhagens de Streptomyces

4.2.1 Microscopia eletronica de varredura

A forma, o arranjo, a presenca de esporos e de flagelos dos isolados
bacterianos foram realizadas por microscopia eletrénica de varredura, no Centro
Multiusuario para Analise de Fendmenos Biomédicos (CMABI0), na Escola Superior
de Ciéncias da Saude da Universidade do Estado do Amazonas (ESA-UEA) conforme
0 protocolo estabelecido (SOUZA, 2007).

Para andlises por microscopia eletronica de varredura, os isolados de

Streptomyces foram cultivados em meio de cultura ISP2, por 7 dias a 28° C e deste
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cultivo foram retirados fragmentos de 0,5 cm? e transferidos para uma placa de 24
pocos. Em seguida, foi realizada a fixacdo por meio da submersdo das amostras em
fixador Karnovsky modificado (glutaraldeido 2,5 %, paraformaldeido 2,5 % em tampé&o
cacodilato de sédio 0,05 M pH 7.2) por 24 horas, em temperatura ambiente.

Apds esses processos, iniciou-se a lavagem, onde foram feitas 4 lavagens
sucessivas em tampao fosfato de potassio (0,05 M pH 7.2), por 10 min cada. Logo
apos, ocorreu a pos-fixacdo, onde as amostras foram submersas por 2 h em solucao
de tetréxido de 6smio 1 % em tampéo fosfato de potassio 0,1 M pH 7,3, ao abrigo da
luz, coberto com folha de aluminio. Sendo necessario a lavagem poés-fixagdo, onde o
excesso de 6smio foi lavado trés vezes com o tampéo fosfato de potassio 0,05 M.

A desidratacdo das amostras foi com solugdes de etanol a 30 %, 50 %, 70 %,
80 %, 90 % e 100 %, mantendo-as submersas em cada uma das solu¢des por 20 min
(este processo sera repetido trés vezes na etapa do etanol 100 %). Logo apés, foi
realizada a secagem em ponto critico por 1 h 30 min (Leica EM CPD300).

Apoés todos esses processos, foi realizada a metalizacdo, onde as amostras
foram fixadas em fitas de carbono a tubos e submetidas a 4 min de metalizacdo com
ouro, no metalizador JEOL Smart Coater.

As andlises e as microfotografias foram realizadas em microscopio eletrdnico
de varredura (MEV) (Jeol JSM-IT500HR).

4.2.2 Obtencéao de rascunho e montagem do genoma

Os isolados MPUR-28.3, MPUR-31.3, MPUR-51.7 e SOL-159 foram cultivados
em caldo ISP2 por 5 dias a 28 °C, 150 rpm. As células bacterianas foram coletadas
por centrifugacdo e o DNA gendmico (gDNA) foi extraido utilizando o kit DNeasy®
blood and tissue (Qiagen, USA) de acordo com as recomendac¢fes do fabricante.
Posteriormente, o gDNA foi analisado em gel de agarose 1 % e quantificado no Qubit®
2.0 fluorometer (Life Technologies).

O gDNA dos quatros isolados foi sequenciado através plataforma lllumina —
HiSegX — PE 150 cycle, com read length (comprimento de leitura) de 2 x 150 (Paired
End), e com cobertura estimada de 100x.

A montagem do genoma dos quatros isolados foi gerada pela combinagéo de

dados de sequenciamento de Illlumina — HiSegX usando o fluxo de trabalho SPAdes,
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seguido de curadoria manual por meio do mapeamento das leituras Illlumina nos

contigs originados.

4.2.3 Analise filogendmica das linhagens

A identificacdo dos isolados foi realizada por filogendmica utilizando a
plataforma  Type Strain Genome  Server (TYGS), disponivel em:
<https://tygs.dsmz.de/>, no dia 07 de marc¢o de 2023.

A analise no TYGS permitiu a identificacgdo dos quatro isolados de
Streptomyces com base no célculo de dDDH (digital DNA-DNA hybridization), em
relacdo as subespécies e espécies tipos. Para tanto, os genomas sdo comparados
contra todos os genomas de linhagens tipo disponiveis no banco de dados TYGS, por
meio do algoritmo MASH, sendo essas distancias usadas para determinar os 10
genomas de linhagem tipo mais préximo para cada um dos genomas dos isolados
(MEIER-KOLTHOFF, GOKER, 2019; MEIER-KOLTHOFF et al., 2022).

Foram realizadas andlises complementares para corroborar com a identificacao
das linhagens e predicdo de novas espécies, também foi realizado o céalculo do
Genome-to-Genome Distance Calculator (GGDC) 3.0, uma plataforma de andlise
baseada na web, disponivel em: <ggdc.dsmz.de>. Esse algoritmo permite o célculo
do dDDH com base na Férmula 2 (dDDH d2) do GGDC que €& mensurado
independente do comprimento do genoma, o calculo é baseado na divisdo das
identidades encontradas em segmentos e néo pelo comprimento da sequéncia inteira
(MEIER-KOLTHOFF, GOKER, 2019; MEIER-KOLTHOFF et al., 2022).

O score gerado pelo GGDC com base no calculo da distancia intergenémica
entre dois organismos para determinar a relacdo entre as espécies utilizando a
metodologia baseada no programa Genome Blast Distance Phylogeny (GBDP) (HENZ
et al.,, 2005). Com este resultado calcula-se um escore que é convertido no valor
esperado, caso fosse realizado em bancada de laboratério o DDH entre as duas
espécies analisadas, onde o valor final sera o DDH digital (dDDH) entre ambos os
organismos, com o threshold (limite de corte) para espécie igual ao DDH, de 70 % e
guanto a subespécie este limiar € de 79 %, além disso, fornece diferencas no contetdo
de G-C%. (MEIER-KOLTHOFF et al., 2013).

O escore calculado pelo GGDC, usado para delimitacdo de espécie através da
determinacao da distancia entre os dois genomas, apresenta um limite para valores
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iguais ou inferiores a 0,044~0,045 e pode variar entre 0 para mais similar, e 1 para
mais distante (AUCH et al., 2010).

O TYGS também utilizou o valor de & (delta), uma matriz estatistica para inferir
a distancia filogenética. O calculo do valor de & no servigo de construgédo de arvores
envolve a inferéncia de filogenias do GBDP para genomas e para o gene 16S rRNA
através da ferramenta FastME 2.1.4. Valores de & altos tornam os dados menos
semelhantes, logo, essas sequéncias gendmicas sédo removidas do conjunto de dados
(HOLLAND et al., 2002; MEIER-KOLTHOFF, GOKER, 2019).

A andlise do comprimento das subunidades menores do RNA ribossémico
(SSUrRNA) foi realizada pela ferramenta rDNA extractor, que extraiu a sequéncia 16S
rRNA do genoma dos isolados bacterianos de interesse através do programa
RNAmmer. Em seguida, a ferramenta Pairwise SSU BLASter realizou o alinhamento
da sequéncia 16S rRNA dos isolados com sequéncias do banco de dados através da
corrida do NCBI BLAST+. Automaticamente, os genomas que produzem os hits do
BLAST com os 50 bitscores mais altos do BLAST sé&o selecionadas para o célculo da
distancia do GBDP. A ferramenta SSU distance calculator fez a analise da distancia
GBDP entre as sequéncias selecionadas. Neste processo, 0 GBDP utilizou a férmula
d5 para selecdo das espécies tipo com as menores distancias entre a sequéncia do
genoma de interesse e 0os genomas do banco de dados. A arvore filogenémica obtida
no TYGS baseou-se no célculo do GBDP inferido pelos algoritmos da plataforma. Os
resultados foram replicados 100 vezes por meio do pseudo-bootstrap, fornecendo um
intervalo de confianca para os resultados de dDDH (MEIER-KOLTHOFF et al., 2013;
MEIER-KOLTHOFF, GOKER, 2019).

Concomitantemente, foram realizadas analises complementares de genémica
comparativa por meio de diferentes Overall genome relatedness index (OGRI), em
para corroborar e validar os resultados das metodologias anteriores. Essas analises
incluiram o calculo de AAIl (average aminoacid identity), OrthoANI (orthologous
average nucleotide identity), ANI (average nucleotide identity), e BLAST ANI (ANIb),
MUMmer ANI (ANIm). Todas as meétricas sdo internacionalmente validadas em
estudos filogenéticos e de taxonomia microbiana para avaliar a relagdo genética entre
diferentes microrganismos.

O célculo do Average Nucleotide Identity (ANI) foi realizado através da

plataforma de analise baseada na web, disponivel em: <https://www.ezbiocloud.net/to
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ols/ani>. Utilizou-se os parametros padrdes e o pipeline da plataforma que permite
comparar a similaridade genética entre duas sequéncias de DNA. As sequéncias
gendmicas sao alinhadas uma contra a outra para identificar regides homologas
através do Basic Local Alignment Search Tool (BLAST). O calculo é realizado apés o
alinhamento das sequéncias de nucleotideos através da formula: ANI = (nimero de
nucleotideos idénticos nas regiées homologas / comprimento total das regides
homologas) x 100.

O célculo do Orthologous Average Nucleotide Identity (OrtoANI) foi realizado
através do software Orthologous ANI Tool (OAT), disponivel em: <https://www.ezbiocl
oud.net/tools/orthoani>. Utilizou-se os parametros padrdes e o pipeline do programa
gue permite identificar os genes ortélogos entre os genomas comparados. O algoritmo
gue realiza o calculo entre os genomas consiste em trés etapas. Primeiramente,
ambas as sequéncias do genoma séo fragmentadas em 1.020 pb de comprimento,
em seguida, todos os fragmentos sao pesquisados e as identidades dos nucleétidos
sao calculadas utilizando o programa BLASTn. Por fim, os fragmentos ortélogos entre
dois genomas séo identificados quando mostraram melhor similaridade reciproca com
base nas pesquisas do BLASTn.

O calculo do Average Aminoacid Identity (AAl) foi realizado através da
plataforma de analise baseada na web, disponivel em: <http://enve-omics.ce.gatech.
edu/aai/>. Utilizou-se os parametros padrdes e o pipeline da plataforma que permite
comparar a semelhanca entre as sequéncias de aminoacidos de proteinas dos
isolados de Streptomyces com as espécies mais relacionadas. As sequéncias de
proteinas sdo alinhadas através do Basic Local Alignment Search Tool for Proteins
(BLASTP) para identificar regides conservadas (sequéncias semelhantes) e regibes
variaveis (sequéncias diferentes). O calculo é realizado ap6s o alinhamento das
sequéncias de proteinas através da férmula: All = (nimero de aminoacidos idénticos
/ comprimento total das sequéncias) x 100. O valor acima do threshold > 95 % indica
uma maior similaridade genética, enquanto o valor abaixo indica maior divergéncia
entre as espécies analisadas (RODRIGUEZ-R, KONSTANTINIDIS, 2014).

O calculo do Average Nucleotide Identity by BLAST (ANIb) e do Average
Nucleotide Identity by MUMmer (ANIm) foi realizado através da plataforma de analise
baseada na web, disponivel em: <https://jspecies.ribohost.com/jspeciesws/>. Utilizou-

se 0s parametros padrdes e o pipeline da plataforma que permite avaliar a similaridade
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genética entre o genoma da espécie de interesse contra 0 genoma da espécie de
referéncia. Para ANIb as sequéncias genémicas sdo alinhadas através do BLAST que
identifica regides homologas e para ANIm as sequéncias gendémicas sao alinhadas
através através do Maximal Uniqgue Matches (MUMmer) que identifica regides de
sequéncia Unica em cada genoma, bem como regides de similaridade entre eles. O
célculo do ANIb é realizado com base no alinhamento BLAST através da formula:
ANIb = (numero de pares de nucleotideos idénticos nas regides homologas /
comprimento total das regides homélogas) x 100 e o ANIm foi calculado a partir do
alinhamento do MUMmer através da féormula: ANIm = (nidmero de pares de
nucleotideos idénticos nas regiées homologas / comprimento total das regides
homologas) x 100.

Todos os algoritmos acima apresentam como ponte de corte para
determinacdo de novas espécies um valor de threshold > 95~96 %, ou seja, O
equivalente ao valor de 70% relativo ao dDDH. Indicando, portanto, que o genoma
analisado pertence a mesma espécie quando >96%, enquanto o valor abaixo indica
potencialmente nova a espécie se comparado a todos os tipos mais relacionados
(RICHTER, ROSSELLO-MORA, 2009; RICHTER et al., 2015, LEE et al., 2016, YOON
et al., 2017).

4.3 Avaliacao da atividade antifungica por meio de pareamento de cultura

Visando avaliar a potencial atividade antagonista, os quatros isolados de
Streptomyces foram testados através do método de culturas pareadas contra 13
fitopatdégenos (Tabela 2).

Para cada placa teste um plug micelial de 0,5 cm de cada fitopatégeno foi
inoculado no centro da placa de Petri contendo o meio BDA enriquecido.
Posteriormente, através da técnica de estria simples os isolados de Streptomyces
foram inoculados a 3 cm de distancia do disco micelial do patdgeno por uma estria de
3 cm (Figura 1a). Como controle negativo, foram utilizados somente o patégeno no
centro da placa de Petri (Figura 1b). Todas as placas de Petri foram mantidas a
temperatura de 25 °C durante 15 dias. Foram realizadas avaliagbes das mensuragoes

com paquimetro e as medi¢des da distancia do crescimento dos fitopatdgenos no 5°,
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10° e 15° dia foram anotadas. O experimento foi conduzido em triplicata (ANITH,
NYSANTH, NATARAJAN, 2021).

Figura 1 - Representagdo esquematica do ensaio in vitro

(b)
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e
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>
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Fonte: O autor (2023).

Nota: Ensaio in vitro de cultura dupla (fitopatégeno e isolados de Streptomyces). (a) placa de teste. (b)
placa de controle. CR1 e CR2: raio da colbnia do fitopatdgeno na placa de teste. TR1 e TR2: raio da
coldnia do fitopatdgeno na placa controle. I1 e 12: zona de inibicdo. As linhas azuis representam a estria
bacteriana. Os circulos marrons séo os plugs dos fitopatdgenos. As linhas verdes correspondem as
medidas. Fonte: adaptado de Anith, Nysanth, Natarajan, 2021.

Apo6s os periodos estabelecidos, foi calculada a porcentagem de inibicao
adotando o parametro formular | = C — T / C x 100, onde: | = porcentagem (%) de
inibicdo; C = é a distancia do crescimento radial (mm) do micélio do patégeno na
auséncia do antagonista (controle), e T = é a distancia do crescimento radial (mm) do
patégeno em direcdo ao antagonista (teste), conforme descrito por (BHAI et al., 2016).

4.4 Mineracado gendmica e anotacao génica

4.4.1 Identificacdo de clusters génicos biossintéticos e prospeccao de metabdlitos
secundarios

Os Biosynthetic Gene Clusters (BGCs) ou clusters de genes biossintéticos
relacionados a producdo de metabdlitos secundarios foram preditos utilizando a
ferramenta de mineracdo gendmica Secondary Metabolites Analysis Shell
(antiSMASH) Bacterial, versdo 6.1, uma plataforma de analise baseada na web,
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disponivel em <https://antismash.secondarymetabolites.org>. Foram utilizados os
parametros padrdes e seguindo o pipeline da plataforma que pode identificar até 70
grupos de classes de moléculas. Cada BGC foi classificado conforme o tipo de produto
natural codificado dentro do grupo de gene (MEDEMA et al., 2011; BLIN et al., 2021).

Os BGCs foram classificados de acordo com a similaridade apresentada com
vias de biossintese j4 caracterizadas e disponiveis na base de dados Minimum
Information about a Biosynthetic Gene Cluster (MIBiG), onde alta similaridade
corresponde a = 70 %, moderada similaridade & de 30 - 69 %, baixa similaridade é de
1 - 29 % e auséncia de similaridade é igual 0 %.

Paralelamente, foi realizada a andlise de sintenia utilizando a ferramenta
Clinker, uma plataforma baseada na web (BioPython) e Clustermap.js, uma biblioteca
de visualizacao (JavaScript) complementar, disponivel em <https://cagecat.bioinforma
tics.nl>. As ferramentas foram usadas em conjunto para gerar numeros de

comparacao de cluster de genes precisos, interativos (CAMERON, YIT-HENG, 2021).

4.4.2 Anotacdo de genes e classificacdo em subsistemas

A anotacao estrutural e funcional de genes foi realizada utilizando a ferramenta
Rast Annotation using Subsystem Technology (RAST), uma plataforma de andlise
baseada na web, disponivel em <https://rast.nmpdr.org/>.

Foram seguidos os parametros padrées do pipeline da plataforma, que utiliza
como base para comparacdo o0 banco de dados SEED disponivel em
<http://pubseed.theseed.org/>, onde os dados foram organizados em subsistemas.
Essa classificacao corresponde aos conjuntos de fungcdes logicamente relacionadas,
para gerar informa¢cdes sobre taxonomia, tamanho, numero de contigs, nimero de
sequéncias de codificagdo e RNA’s e contagens de anotagdes genéticas nao
hipotéticas e hipotéticas (AZIZ et al., 2008; MEYER et al., 2008).
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4.5 Abordagem OSMAC e obtencao de extratos para avaliacao de

citotoxicidade

4.5.1 OSMAC

O pré-inoculo foi preparado em caldo ISP2, com correcdo do pH para 7,2, onde
50 mL de caldo meio de cultura foi adicionado em um Erlenmeyer com capacidade
para 125 mL, em seguida foi adicionado 0,5 mL da cultura bacteriana reativada.

A producdo de metabdlitos de cada isolado foi realizada por meio da
abordagem OSMAC, que consiste em cultivar uma linhagem em diferentes condic¢des,
e nesse caso, a abordagem OSMAC usada foi com diferentes fontes de nutrientes.
Foi usado como caldo nutritivo o ISP2, Simplificado A, BD enriquecido, GYM e YM
(Tabela 3).

Cada linhagem foi cultivada nos diferentes meios de cultura em triplicata, sendo
o volume final do OSMAC de 300 mL, onde 298 mL consistiu do caldo nutritivo
especifico e 2 mL consistiu do cultivo do pré-indculo de cada isolado de Streptomyces.
O volume final do OSMAC foi distribuido em trés Erlenmeyer com capacidade para
250 mL, contendo 100 mL de cultivo em cada. Todos os Erlenmeyers contendo os
indculos foram incubados durante 7 dias, a 28° C, 7,2 pH a 150 rpm em camara
incubadora com agitacao orbital.

Ap6s o cultivo em meio liquido dos isolados Streptomyces, a biomassa foi
separada do sobrenadante por centrifugacao por 15 min, a 7.000 rpm, 8 °C (Centrifuge
Eppendorf 5430 R). Em seguida, todas as amostras foram filtradas em papel de filtro
GR40 Whatman de 150 mm de diametro e o sobrenadante foi coletado para posterior
liofilizacéo.

ApoOs o processo de liofilizagdo, as amostras foram levadas a Central de
Andlises Programa de Mestrado em Biotecnologia e Recursos Naturais (MBT) na
Escola Superior de Ciéncias da Saude da Universidade do Estado do Amazonas
(ESA-UEA) para a realizacéo da extracao dos metabdlitos.

A extracdo dos metabdlitos foi realizada pelo processo de maceracdo em 60
mL de Alcool Metilico P.A (SYNTH). As amostras foram submetidas a sonicagéo em
banho de ultrassom, durante 20 min, 40 kHz (MyLabor SSul5L), para melhor

dissolucéo e desprendimento da amostra incrustadas na vidraria.
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Em seguida, as amostras foram filtradas em papel de filtro GR40 Whatman de
150 mm de didametro e a fase organica foi coletada em baldo de 250 mL. A fase
organica foi levada ao evaporador rotativo a vacuo a 50 rpm, 500 mmHg, 35° C
(Fisatom 803).

Os extratos brutos foram colhidos, armazenados em frascos de penicilina e
nomeados com a identificacao do isolado e do respectivo meio em que foi cultivado,
e permaneceram no dessecador até secagem e evaporacao de todo solvente.

Os extratos brutos foram submetidos a prévia avaliacao da atividade citotoxica.

4.5.2 Avaliagdo do potencial citotoxico

As analises preliminares de citotoxicidade em linhagens de células tumorais in
vitro foram realizadas no Centro de Pesquisas Gongalo Moniz da Fundagdo Oswaldo
Cruz (FIOCRUZ), Bahia. Os ensaios foram conduzidos pela equipe do pesquisador
Dr. Daniel Pereira Bezerra. Ressaltamos que as analises fazem parte de um screening
inicial para determinar o potencial anticancer das amostras.

As amostras foram pesadas na quantidade de 1 mg, posteriormente foram
diluidas em dimetilsulféxido (DMSO) na concentracéo de 10 mg/mL (para extratos) ou
5 mg/mL (para compostos puros). As células utilizadas nos testes foram células de
carcinoma de colon humano (HCT116) e carcinoma hepatocelular humano (HepG2).

O cultivo das células foi realizado em garrafas para cultura de células e o0 meio
utilizado foi o RPMI 1640 suplementados com 10 % de soro fetal bovino. As células
foram mantidas em incubadoras com atmosfera de 5 % de CO2 a 37 °C e diariamente
foi acompanhado o crescimento celular com a utilizacdo de microscépio de inversao.
O meio foi trocado sempre que o crescimento celular atingiu confluéncia necesséria
para renovagdo de nutrientes. Para manutencdo das células aderidas foi utilizada
tripsina (0,25 %) para que as células se desprendam das paredes das garrafas. As
culturas se apresentavam negativas para microplasma, conforme avaliado pela
coloracdo com Hoechst (Mycoplasma Stain Kit, Cat. MYC1, Sigma-Aldrich®, St Louis,
MO, USA).

Para avaliar a citotoxicidade das substancias, o ensaio do Alamar Blue foi
realizado apo6s 72 h de exposicdo aos extratos bacterianos. O Alamar Blue,
identificado como resazurina (O'BRIEN et al., 2000), é um indicador fluorescente-

colorimétrico com propriedades redox. Assim, com os sais de tetrazolio, o Alamar Blue
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se reduz em células em proliferacdo. A forma oxidada é azul (n&o fluorescente/célula
nao viavel) e a forma reduzida é résea (fluorescente/célula viavel). A reducédo do
Alamar Blue reflete a proliferacdo celular. Este foi inicialmente utilizado para indicar
crescimento e/ou viabilidade celular no monitoramento de proliferacdo de linfécitos
(AHMED et al., 1994) e atualmente apresenta varias aplicacoes.

Inicialmente, as células foram plaqueadas em placas de 96 pocos (100 pL/poco
de uma solucdo de 0,3 x 10° células/mL para células em suspensédo e 0,7 x 10°
células/mL para células aderidas). Apdés 24 h de incubacao, as substancias testes
dissolvidas em DMSO foram adicionadas em cada pogo e incubadas por 72 h. A
doxorrubicina foi utilizada como controle positivo. O controle negativo recebeu a
mesma quantidade de DMSO. Quatro horas antes do final do periodo de incubacéo,
20 pL da solucdo estoque (0,312 mg/mL) de Alamar Blue (resazurina) foram
adicionados em cada pogo.

As absorbancias foram mensuradas nos comprimentos de onda de 570 nm
(reduzido) e 595 nm (oxidado) utilizando uma leitora de placa (AHMED et al., 1994).
A porcentagem de inibicdo foi calculada e registrada a porcentagem de inibicdo x log
da concentracdo para determinado suas IC50 realizado a partir de regressao nao-
linear utilizando o programa Prisma verséo 5.0 (GraphPad Software).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacdo morfoldgica das linhagens de Streptomyces

Com base na avaliacdo morfoldgica dos isolados MPUR-28.3, MPUR-31.3,
MPUR-51.7 e SOL-159, constatou-se que todos apresentavam caracteristicas
macroscopicas e microscopicas similares. Essas caracteristicas incluiam a coloracéo
predominantemente branca das hifas aéreas e dos micélios vegetativos, assim como
a forma das col6nias (Figura 2) quando cultivadas em meio de cultura ISP2 apés 7
dias de crescimento a 28 °C. Através da microscopia eletronica de varredura (MEV),
observou-se hifas filamentosas septadas, caracteristica tipica do género
Streptomyces spp. (SIDDIQUE et al., 2014; AYED, 2018; AREFA, SARKER,
RAHMAN, 2021; KONWAR, BASAK, DEVI, 2023).

No que se refere ao isolado MPUR-31.3, observou-se variagdo na cor do
substrato quando foram submetidos aos testes de antagonismo contra 0s
fitopatogenos (Figura 26). Pode-se predizer que essa variacdo de coloracdo é
resultado da liberacao de metabdlitos de defesa no meio de cultura, onde diferentes
condi¢des de cultivo ou a mudanca de apenas um parametro, como a luminosidade,
poderia influenciar no crescimento, na coloracdo dos micélios e na sintese de
metabolitos desses microrganismos.

As condic¢des de luz, (claro ou escuro) desempenham um papel significativo no
crescimento de Streptomyces spp. e na producdo de pigmentos (KOYAMA et al.,
1976; BOUKAEW et al., 2021). Takano et al., (2005) relatou pela primeira vez que a
inducéo de luz azul foi capaz de atuar como fator de desbloqueio de um gene que
direciona a transcricdo do cluster para a biossintese de carotendides por S. coelicolor
A3.
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Figura 2 - Caracteristicas morfologicas e a microscopia eletrénica de varredura

Fonte: O autor (2023).

Nota: (a) e (b) MPUR-28.3, (c) e (d) MPUR-31.3, (e) e (f) MPUR-51.7 e (g) e (h) SOL-159, representam,
respectivamente as caracteristicas morfoldgicas e microscopicas (escala de ampliagdo: 5 um) dos
isolados cultivados em meio ISP2.
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5.2 Sequenciamento e montagem do genoma

Os genomas dos isolados MPUR-28.3, MPUR-31.3, MPUR-51.7 e SOL-159
foram sequenciados por meio da plataforma llumina e informagdes sobre tamanho do
genoma, CDS’s, RNA, conteudo de G+C, distribuicdo dos contigs, N50 e L50 foram
obtidas para cada isolado. O termo N50 e L50 sdo medidas usadas para descrever a
gualidade e a fragmentacdo de um genoma. O N50 indica o tamanho médio dos
contigs ou scaffolds maiores que representam metade do tamanho do genoma e o
L50 é o numero de contigs ou scaffolds necessarios para atingir o valor do N50
(PRASAD, LORENZEN, WESTBURY, 2021). Portanto, quanto maior o valor do N50
e menor o valor do L50, melhor € a qualidade da montagem. Esses dados sao
relevantes para compreender a estrutura e a composicao genética das amostas.

O tamanho do genoma do isolado MPUR-28.3 é de 7.409.550 pares de bases
(pb), com 639 contigs, valor de N50 e L50 sdo 23.506 e 92, respectivamente, e
conteudo de G+C é de 73,12%. Foram identificadas 7.090 sequéncias codificantes
(CDS’s) e 90 RNA’s (Tabela 4). Para o isolado MPUR-31.3 o tamanho do genoma é
de 8.646.630 pb, 3.841 contigs, valor de N50 é 6.589 e o de L50 €& 354,
respectivamente, e o conteldo de G+C é de 71,28%. Foram identificadas 10.396
CDS’s e 88 RNA’s (Tabela 4).

Tabela 4 - Montagem dos genomas dos isolados de Streptomyces MPUR-28.3,
MPUR-31.3, MPUR-51.7 e SOL-159

Caracteristicas MPUR-28.3 MPUR-31.3 MPUR-51.7  SOL-159

Tamanho do genoma (pb) 7.409.550 8.646.630 6.994.977 8.122.866

Contetdo G+C (%) 73.12 71.28 73.19 72.24
Contigs 639 3.841 959 147
N50 23.506 6.589 14.128 92.707
L50 92 354 144 25
CDS’s 7.090 10.396 6.962 7.787
RNA’s 90 88 78 78

Fonte: O autor (2023).
Nota: Sequéncias Codificantes (CDS'’s).

O isolado MPUR-51.7 possui o tamanho do genoma de 6.994.977 pb, 959

contigs, valor de N50 e L50 séo 14.128 e 144, respectivamente, e o conteudo de G+C
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é de 73,19%. Foram identificadas 6.962 CDS’s e 78 RNA’s (Tabela 4). Ja o tamanho
do genoma do isolado SOL-159 é de 8.122.866 pb, 147 contigs, valor de N50 é de
92.707 e o de L50 é de 25, respectivamente, e o conteudo de G+C é de 72,24%.
Foram identificadas 7.787 CDS’s e 78 RNA’s (Tabela 4).

5.3 Identificacdo filogendémica das linhagens de Streptomyces

A identificacdo filogendmica dos isolados MPUR-28.3, MPUR-31.3, MPUR-
51.7 e SOL-159 foi realizada por meio de comparacédo dos valores de dDDH com os
10 genomas de espécies tipo mais proximamente relacionados, disponiveis no banco
de dados Type Genome Server (TYGS). Também foi obtida uma arvore filogendmica
dos isolados com os seus representantes filogeneticamente mais proximos (MEIER-
KOLTHOFF e GOKER, 2019).

Com base nos valores de dDDH férmulas d0, d4, dé6 e GGDC (férmulas d2),
em relacdo a espécie tipo filogeneticamente mais proxima, neste trabalho foram

identificadas duas novas espécies de Streptomyces (Tabela 5).

Tabela 5 - Identificacdo filogenémica das linhagens de Streptomyces MPUR 28.3,
MPUR 31.3, MPUR 51.7 e SOL 159

) dDDH **dDDH dDDH dDDH G+C content
! i e )
Isolados Tipo (d0, in %) (d2, in %) (d4, in %) (d6, in %) lefﬁ;)e)nce
i Streptomyces limosus NBRC
MPUR-28.3 12790 T 88,6 87,9 87,9 91,2 0,34
MPUR-31.3 sUcptomyces glomeratus 37,7 34,9+ 34,9* 36,2 0,36
7Y DSM 41457 T ' ' ' ’ '
Streptomyces albidoflavus
MPUR-51.7 NRRL B-1271 T 88,2 88,2 88,2 90,9 0,24
Streptomyces roseicoloratus
SOL-159 42,1 34,0* 34,0* 39,5 0,38

TRM 44457 T

Fonte: O autor (2023).

Nota: valores de dDDH obtidos a partir da comparacao dos isolados de Streptomyces e espécies tipo
estreitamente relacionadas identificada pela ferramenta TYGS. digital DNA-DNA hybridization (dDDH)
> 70 %, mesma espécie. (*) potencial nova espécie. (**) férmula calculada pelo GGDC. (T) representa
a espécie tipo. A férmula dDDH (d2) foi calculada utilizando o servidor GGDC 2.1, disponivel em:
<http://ggdc.dsmz.de/ggdc.php#> (MeierKolthoff et al. 2013). As analises de dDDH foram realizadas
em marcgo de 2023.

A andlise filogendmica revelou que o isolado MPUR-28.3 pertence a espécie

Streptomyces limosus, visto que os valores de dDDH s&o maiores que 70%. Quando
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comparados MPUR-28.3 e Streptomyces limosus os valores de dDDH foram de 88,6
% (d0), 87,9 % (d2 e d4) e 91,2 % (d6) e a diferenca no conteudo de G+C em relacao
a espécie de referéncia € de 0,34 %, conforme apresentado (Tabela 5).

O isolado MPUR-51.7 foi identificado como Streptomyces albidoflavus, dDDH
88,2 % (d0, d2 e d4) e 90,9 % (d4). A diferenca no contetdo de G+C em relacdo a
espécie tipo € de 0,24 % (Tabela 5).

A espécie tipo mais relacionada com o isolado MPUR-31.3 foi Streptomyces
glomeratus DSM 414570, contudo os valores de dDDH foram de 37,7 % (d0), 34,9 %
(d2 e d4) e 36,2 % (d6) e contetudo de G+C em relacdo a espécie de referéncia é de
0,36 % (Tabela 5). Ja o isolado SOL-159 também apresentou valores de dDDH abaixo
do ponto de corte quando comparado com Streptomyces roseicoloratus TRM 44457 a
espécie tipo mais relacionada sendo 42,1 % (d0), 34,0% (d2), 34,0 % (d4) e 39,5 %
(d6) (Tabela 5). Os valores de dDDH obtidos indicam que segundo este critério 0s
isolados representam duas novas espécies.

A reconstrucdo da arvore filogenémica do isolado MPUR-28.3 em relacédo a 15
espécies mais relacionadas mostrou valores médios de suporte de ramificacdo de
67,0 % com base nos pseudo-bootstraps. Embora o isolado MPUR-28.3 apresente
valores de dDDH 87.9 %, calculado por meio das férmulas d2 e d4 (Tabela 5), indicam
gue pertencem a mesma espécie Streptomyces limosus, diferente do esperado a
linhagem MPUR 28.3 formando um clado distinto (Figura 3).

Complementarmente, o isolado MPUR-28.3 também foi comparado com as
espécies de referéncia, onde os valores de 6 (delta) variaram de 0,038 a 0,09, com
média de 0,064, indicando a variacdo da distancia gendmica entre 0s microrganismos
comparados. A porcentagem de conteudo GC variou de 70,63 a 73,18, enquanto o
tamanho dos genomas variou de 6.501.945 a 9.222.591 pb, com numeros de
proteinas codificadas entre 5.631 e 8.531. O comprimento das subunidades menores
do RNA ribossémico (SSUrRNA) variou de 891 a 1.515 pb.

Importante destacar que & € um indicador da distancia genémica entre os
microrganismos comparados. Quanto menor o valor de delta, maior € a precisao da
avaliacdo. Cabe também ressaltar, que para a andlise dos comprimentos das
sequéncias SSUrRNA, devido as baixas divergéncias intraespecificas e a alta pressao
seletiva, geram topologias muito robustas, tornando essa regido uma excelente

ferramenta para calcular distancias genéticas e inferir na construcdo de arvores
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filogenémicas com base nas diferencas das sequéncias de nucleotideos (FARRIS,
1972; LE-FORT, DESPER, GASCUE, 2015; ANTONY-BABU et al., 2017).

Figura 3 - Arvore filogendmica da sequéncia gendmica do isolado MPUR-28.3
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Fonte: O autor (2023).

Nota: Arvore filogendmica baseada no TYGS mostrando a relagéo entre o isolado MPUR-28.3 e as
espécies de referéncia inferida com FastME 2.1.6.1 do GBDP e as distancias calculadas a partir de
sequéncias gendmicas. Os comprimentos dos ramos sao dimensionados em termos de féormula de
distancia GBDP d5. Os niumeros acima ramificacdes sdo valores de suporte a pseudo-bootstrap GBDP
> 60 % de 100 replicagbes, com um suporte médio de ramificacédo de 67,0 %. A arvore estava enraizada
no ponto médio. A tonalidade das cores refere-se as caracteristicas similares compartilhadas entre as
linhagens. Deste modo, as linhagens de bactérias podem ser agrupadas entre elas de acordo ao nivel
de espécie (1), subespécie (2), quanto ao conteddo GC (3), valor & (4), tamanho do genoma (5), NUmero
de proteinas (6). O simbolo da cruz em (7) indica a posi¢éao do isolado MPUR-28.3.

A reconstrucdo da arvore filogenémica do isolado MPUR-31.3 em relacéo as
10 espécies mais relacionadas (Figura 4) mostrou valores médios de suporte de
ramificacao de 95,6 % com base nos pseudo-bootstraps. MPUR-31.3 formou um clado
irm&o com Streptomyces glomeratus DSM 41457, contudo o valor de dDDH entre eles
€ baixo, 34,9 %, calculado por meio das formula d2 e d4 (Tabela 5).

Complementarmente, o isolado MPUR-31.3 também foi comparado com as
espécies de referéncia, onde os valores & variam de 0,081 a 0,166 com média de
0.113, indicando a variacdo da distancia gendmica entre 0S microrganismos
comparados. A porcentagem de conteudo GC variou de 69,90 a 72,62, enquanto o

tamanho dos genomas variou de 6.772.233 a 9.680.787 pb, com numeros de
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proteinas codificadas nos genomas entre 5.859 a 10.092. O comprimento das
SSUrRNA variou de 1.119 a 1.515 pb.

Figura 4 - Arvore filogenémica da sequéncia genémica do isolado MPUR-31.3
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Fonte: O autor (2023).

Nota: Arvore filogendmica baseada no TYGS mostrando a relaco entre o isolado MPUR-28.3 e as
espécies de referéncia inferida com FastME 2.1.6.1 do GBDP e as distancias calculadas a partir de
sequéncias gendmicas. Os comprimentos dos ramos sdo dimensionados em termos de féormula de
distancia GBDP d5. Os nimeros acima ramificagdes séo valores de suporte a pseudo-bootstrap GBDP
> 60 % de 100 replicacdes, com um suporte médio de ramificacéo de 95,6 %. A arvore estava enraizada
no ponto médio. A tonalidade das cores refere-se as caracteristicas similares compartilhadas entre as
linhagens. Deste modo, as linhagens de bactérias podem ser agrupadas entre elas de acordo ao nivel
de espécie (1), subespécie (2), quanto ao conteddo GC (3), valor & (4), tamanho do genoma (5), NUmero
de proteinas (6). O simbolo da cruz em (7) indica a posi¢édo do isolado MPUR-31.3.

A reconstrucao da arvore filogenémica para o isolado MPUR-51.7 em relacdo
as 16 espécies selecionadas (Figura 5) mostrou valores médios de suporte de
ramificacdo de 67,9 % com base nos pseudo-bootstraps. Embora o isolado MPUR-
51.7, tenha formado um clado distinto com um valor de dDDH 88.2 %, calculado por
meio das formulas d2 e d4 (Tabela 5), pode-se predizer que este isolado possui alta
relacdo com seu representante mais proximo o Streptomyces albidoflavus NRRL B-
1271, pois apresentam um threshold para subespécie acima 79 %. Ademais, forma
um agrupamento com as espécies S. albidoflavus DSM 40455, S. coelicolor DSM
40233, S. limosus NBRC 12790 e S. sampsonii NBRC 13083, convergindo para um
ancestral comum.

Complementarmente, o isolado MPUR-51.7 também foi comparado com as
espécies de referéncia, onde os valores de d variam de 0.025 a 0.094 com média de
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0.056, indicando a variagdo da distancia genbmica entre 0S microrganismos
comparados. A porcentagem de conteddo GC variou de 70.69 a 73.65, enquanto o
tamanho dos genomas variou de 6.501.945 a 9.222.591 pb e com numeros de
proteinas dos genomas entre 5.631 a 8.531. O comprimento das SSUrRNA variou de
891 a 1.515 pb.

Figura 5 - Arvore filogenémica da sequéncia genémica do isolado MPUR-51.7
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Fonte: O autor (2023).

Nota: Arvore filogendmica baseada no TYGS mostrando a relacéo entre o isolado MPUR-51.7 e as
espécies de referéncia inferida com FastME 2.1.6.1 do GBDP e as distancias calculadas a partir de
sequéncias gendbmicas. Os comprimentos dos ramos sdo dimensionados em termos de férmula de
distancia GBDP d5. Os numeros acima ramificagdes sao valores de suporte a pseudo-bootstrap GBDP
> 60 % de 100 replicacdes, com um suporte médio de ramificacéo de 67,9 %. A arvore estava enraizada
no ponto médio. A tonalidade das cores refere-se as caracteristicas similares compartilhadas entre as
linhagens. Deste modo, as linhagens de bactérias podem ser agrupadas entre elas de acordo ao nivel
de espécie (1), subespécie (2), quanto ao conteddo GC (3), valor & (4), tamanho do genoma (5), NUmero
de proteinas (6). O simbolo da cruz em (7) indica a posi¢ao do isolado MPUR-51.7.

O isolado SOL-159 em relacdo as 15 espécies mais relacionadas (Figura 6),
mostrou valores médios de suporte de ramificacdo de 97,6 % com base nos pseudo-
bootstraps. O isolado SOL-159, formou um clado irmdo com Streptomyces
roseicoloratus TRM 44457T. Contudo, como mostrado anteriormente o valor dDDH
34,0 % calculado por meio das férmulas d2 e d4 (Tabela 5).

Complementarmente, o isolado SOL-159 também foi comparado com as
espécies de referéncia, onde os valores & variam de 0,126 a 0,287 com média de

0.173, indicando a variacdo da distancia gendmica entre 0S microrganismos
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comparados. A porcentagem de conteudo GC variou de 71.2 a 73.86, enquanto o
tamanho dos genomas variou de 7.010.414 a 9.380.839 pb, com numeros de
proteinas codificadas nos genomas entre 6.327 a 8.522. O comprimento das
SSUrRNA variou de 965 a 1.514 pb.

Figura 6 - Arvore filogenémica da sequéncia genémica do isolado SOL-159
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Fonte: O autor (2023). 1 2 3456

Nota: Arvore filogendmica baseada no TYGS mostrando a relagdo entre o isolado SOL-159 e as
espécies de referéncia inferida com FastME 2.1.6.1 do GBDP e as distancias calculadas a partir de
sequéncias gendmicas. Os comprimentos dos ramos sao dimensionados em termos de formula de
distancia GBDP d5. Os nimeros acima ramificacdes sdo valores de suporte a pseudo-bootstrap GBDP
> 60 % de 100 replicagbes, com um suporte médio de ramificacéo de 97,6 %. A arvore estava enraizada
no ponto médio. A tonalidade das cores refere-se as caracteristicas similares compartilhadas entre as
linhagens. Deste modo, as linhagens de bactérias podem ser agrupadas entre elas de acordo ao nivel
de espécie (1), subespécie (2), quanto ao conteido GC (3), valor & (4), tamanho do genoma (5), Numero
de proteinas (6). O simbolo da cruz em (7) indica a posi¢ao do isolado SOL-159.

Com o intuito de confirmar os resultados obtidos pelos célculos de dDDH
obtidos para a identificacao filogenémica, outros algoritmos como AAI, OrthoANI, ANI,
ANIb, ANIm também foram obtidos para efeito de comparacao.

Conforme descrito por Lee et al. (2016), o célculo do ANI, mede a identidade
média de nucleotideos entre dois genomas bacterianos e tem sido amplamente
utilizado para identificar e classificar taxonomicamente as espécies bacterianas.
Afirmam ainda que a ferramenta € internacionalmente aceita pela comunidade
cientifica. Assim como o dDDH, o ANI também usa as informacfes de genomas

completos ou rascunhos de genomas para a inferéncia.
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Tabela 6 - Analise genémica comparativa por valores de ANI, OrtoANI, AAI, ANIb e
ANIm dos isolados de Streptomyces MPUR 28.3, MPUR 31.3, MPUR 51.7 e SOL 159

Isolados ANI OrthoANI AAl ANIb ANIm
(%) (%) (%) (%) (%)

MPUR-28.3 98,68 96,68 98,35 98,07 98,68

MPUR-31.3 87,88 88,14 85,29 86,79 89,19

MPUR-51.7 98,69 98,77 98,31 98,33 98,71

SOL-159 87,09 87,84 85,34 87,07 89,27

Fonte: O autor (2023).

Nota: Analise gendmica comparativa do isolado MPUR-28.3 com a espécie de referéncia Streptomyces
limosus NBRC 12790, isolado MPUR-31.3 com Streptomyces glomeratus DSM 41457, MPUR-51.7 com
Streptomyces albidoflavus NRRL B-1271, SOL-159 com Streptomyces roseicoloratus TRM 44457T.
Identidade Média de Nucleotideos (ANI), OrthoANI, Blast+ (ANIb) e MUMmer (ANIm). Como ponto de
corte para pertencer a mesma espécie valores > 95~96 %; ldentidade Média de Amino&cidos (AAl) >
95 %; Os acessos as plataformas foram realizados no periodo de marco a abril de 2023.

A tabela 6 mostra os valores da identidade gendmica comparativa entre 0s
isolados bacterianos e as espécies de referéncia para cada métrica, além disso,
fornece informagdes importantes sobre a classificagdo taxondmica desses isolados.
Essas andlises podem subsidiar futuras analises taxondémicas e evolutivas para
isolados de Streptomyces, em especial de rios amazbnicos.

Os resultados confirmam os dados obtidos com base no dDDH, onde os
isolados MPUR-28.3 e MPUR-51.7 representam espécies ja conhecidas, e os valores
obtidos com os diferentes algoritmos estdo acima do valor de corte quando
comparado com a espécie mais relacionada, o Streptomyces limosus NBRC 12790, e
Streptomyces albidoflavus NRRL B-1271 (Tabela 6).

Por outro lado, os isolados MPUR-31.3 e SOL-159 apresentaram valores
abaixo do threshold nos diferentes métodos quando comparado com as espécies mais
relacionadas, o Streptomyces glomeratus DSM 41457 e Streptomyces roseicoloratus
TRM 44457T respectivamente. Para ambos os isolados todos os valores obtidos nos
diferentes algoritmos foram baixo 90% (Tabela 6), sendo indicativo de novas espécies
e corroborando com os dados de dDDH. Contudo, além da abordagem gendmica
realizada, outras andlises como testes de resisténcia, caracterizacdo da parede
celular e analises bioquimicas sdo complementares para confirmacédo dessas duas

novas especies.
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5.4 Anotacgéo de genes e classificagdo em subsistemas

A anotacdo automatica dos genomas dos isolados MPUR-28.3, MPUR-31.3,
MPUR-51.7 e SOL-159 foi realizada pela plataforma RAST, e inferida pelo algoritmo
RASTK, no dia 24 de abril de 2023.

Os genes anotados foram classificados em duas categorias principais: "in
subsystem” e "not in subsystem”. A primeira categoria significa que os genes foram
associados a subsistemas funcionais especificos, como transporte de ions,
biossintese de aminoacidos, metabolismo de carboidratos, entre outros. Ja a segunda
categoria indica que os genes ndo foram associados a nenhum subsistema funcional
especifico. Isso pode ocorrer devido a genes ndo caracterizados ou funcées nao
mapeadas, bem como a genes nao codificantes (OVERBEEK et al., 2014). Essa
classificagao fornece insights importantes sobre a funcionalidade dos genes anotados
e auxilia na compreensdao dos processos bioldgicos relacionados aos genomas
desses isolados.

No genoma do isolado MPUR-28.3, foram preditas 7.090 sequéncias
codificantes (CDS’s). Dentre essas, 5.730 CDS’s (80 %) foram classificados como "not
iIn subsystem”, ou seja, ndo foram associados a nenhum subsistema funcional
especifico. Por outro lado, 1.360 CDS’s (20 %) foram classificados como "in
subsystem”, indicando que foram associados a subsistemas funcionais especificos.
Além disso, foram identificados 90 genes de RNA’s (Tabela 4, Figura 7).

As sequéncias codificadoras mais representativas do genoma do isolado foram
classificadas em diversas categorias funcionais, incluindo aminoacidos e derivados
(404), carboidratos (337), metabolismo de proteinas (251), cofatores, vitaminas,
grupos prostéticos e pigmentos (184), acidos graxos, lipidios e isoprendides (166).

Além disso, dos 7.090 genes codificadores identificados, 25 foram associados
a degradacdo proteica, 44 a aquisicdo e metabolismo de ferro, sendo 36 deles
relacionados a sideréforos. ldentificou-se 23 genes relacionados ao metabolismo
secundario, incluindo 12 envolvidos na sintese de tiazol/oxazol, e 11 genes de
lantionina sintetases. Adicionalmente, foram encontrados 25 genes relacionados ao
metabolismo do nitrogénio, 60 genes associados a resposta ao estresse, com 15
desses genes envolvidos em respostas osméticas, 23 em respostas oxidativas e 20

sem subcategorias especificas. Foram também identificados 9 genes relacionados ao
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metabolismo do enxofre, 23 genes relacionados ao metabolismo do fésforo e 47 genes

associados a viruléncia, doenca e defesa.

Figura 7 - Anotagéo funcional do isolado MPUR-28.3

Cobertura do Subsistema Distribuicdo de categoria de subsistema Contagens de recursos do subsistema
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Fonte: O autor (2023).

Nota: A anotagéo proposta pelo RAST apresenta a diversidade genética e a classifica os CDS’s em
subsistemas de acordo com o grupo funcional. As categorias sao expansiveis até o gene especifico e
0s 23 subsistemas mais abundantes sdo representados por uma cor especifica indicada na coluna da
direita e com sua respectiva contagem.

No genoma da linhagem MPUR-31.3 foram preditas 10.396 sequéncias
codificadoras. Dentre essas, 8.259 CDS’s (79 %) foram classificados como "not in
subsystem”, ou seja, ndo foram associados a nenhum subsistema funcional
especifico. Por outro lado, 2.137 CDS’s (21 %) foram classificados como "in
subsystem”, indicando que foram associados a subsistemas funcionais especificos.
Adicionalmente, foram identificados 88 genes de RNA’s (Tabela 4, Figura 8).

As sequéncias codificadoras mais representativas do genoma do isolado
MPUR-31.3 foram classificadas em diversas categorias funcionais, incluindo
aminoacidos e derivados (667), carboidratos (554), metabolismo de proteinas (374),
cofatores, vitaminas, grupos prostéticos e pigmentos (267), acidos graxos, lipidios e
isoprendides (246).

Além disso, dos 8.259 genes codificadores identificados, 44 foram associados
a degradacédo proteica, 63 a aquisicdo e metabolismo de ferro, sendo 41 deles
relacionados a sideroforos. ldentificou-se também 20 genes relacionados ao
metabolismo secundério, incluindo 12 envolvidos na sintese de tiazol/oxazol, e 27
genes de metabolismo do nitrogénio. Adicionalmente, foram encontrados 84 genes

associados a resposta ao estresse, com 9 desses genes envolvidos em respostas
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osmoéticas, 17 em respostas oxidativas e 49 sem subcategorias especificas. Foram
identificados também 14 genes relacionados ao metabolismo do enxofre, 43 genes
relacionados ao metabolismo do fosforo e 71 genes associados a viruléncia, doenga

e defesa.

Figura 8 - Anotacao funcional do isolado MPUR-31.3

Cobertura do Subsistema Distribuicdo de categoria de subsistema Contagens de recursos do subsistema
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Fonte: O autor (2023).

Nota: A anotagéo proposta pelo RAST apresenta a diversidade genética e a classifica os CDS’s em
subsistemas de acordo com o grupo funcional. As categorias sdo expansiveis até o gene especifico e
0s 24 subsistemas mais abundantes sdo representados por uma cor especifica indicada na coluna da
direita e com sua respectiva contagem.

O genoma do isolado MPUR-51.7 apresentou a previsao de 6.962 sequéncias
codificadoras. Dentre essas, 5.565 CDS’s (79 %) foram classificados como "not in
subsystem”, ou seja, ndo foram associados a nenhum subsistema funcional
especifico. Por outro lado, 1.397 CDS’s (21 %) foram classificados como "in
subsystem”, indicando que foram associados a subsistemas funcionais especificos.
Adicionalmente, foram identificados 78 genes de RNA'’s (Tabela 4, Figura 9).

As sequéncias codificadoras mais representativas do genoma do isolado
MPUR-51.7 foram classificadas em diversas categorias funcionais, incluindo
aminoéacidos e derivados (412), carboidratos (332), metabolismo de proteinas (264),
cofatores, vitaminas, grupos prostéticos e pigmentos (189), acidos graxos, lipidios e
isoprendides (160).

Além disso, dos 6.962 genes codificadores identificados, 24 foram associados
a degradacédo proteica, 50 a aquisicdo e metabolismo de ferro, sendo 41 deles

relacionados a sideroforos. Identificou-se também 23 genes relacionados ao
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metabolismo secundario, incluindo 12 envolvidos na sintese de tiazol/oxazol, e 11
genes de lantionina sintetases. Adicionalmente, foram encontrados 27 genes
associados ao metabolismo do nitrogénio, 65 genes associados a resposta ao
estresse, com 13 desses genes envolvidos em respostas osméticas, 24 em respostas
oxidativas e 26 sem subcategorias especificas. Foram também identificados 10 genes
relacionados ao metabolismo do enxofre, 23 genes relacionados ao metabolismo do

fésforo e 55 genes associados a viruléncia, doenca e defesa.

Figura 9 - Anotacao funcional do isolado MPUR-51.7

Cobertura do Subsistema Contagens de recursos do subsistema

@ W Cofatores, Vitaminas, Grupos Prostéticos, Pigmentos (189)
@ W Parede celular e capsula (34)
@ W Viruléncia, Doenca e Defesa (55)

Distribuigao de categoria de subsistema

@ W Metabolismo de potassio (11)

@ W Fotossintese (0)

2] Diversos (29)

@ W Fagos, Profagos, Elementos transponiveis, Plasmideos (0)
@ W Transporte de Membrana (52)

@ M Aquisigdo e metabolismo de ferro (50)

] Metabolismo do RNA (58)

= W Nuclecsidos e Nucleotidos (107)

B Metabolismo de Proteinas (264)

@ W Divisdo Celular e Ciclo Celular (0)

] Motilidade e Quimiotaxia (Q)

@ M Regulacdo e sinalizacdo celular (30)

® Metabolismo Secundario (23)

] Metabolismo do DNA (107)

@ W Acidos Graxos, Lipidios e Isoprendides (160)
= W Metabolismo do Nitrogénio (27)

@ W Dorméncia e esporulacdo (1)

@ M Respiracao (135)

@ M Resposta ao Estresse (65)

® Metabolismo de Compostos Arométicos (34)
@ Aminoéacidos e Derivados (412)

] Metabolismo do Enxofre (10)

@ " Metabolismo do Fosforo (23)

@ Carboidratos (332)

Fonte: O autor (2023).

Nota: A anotacao proposta pelo RAST apresenta a diversidade genética e a classifica os CDS’s em
subsistemas de acordo com o grupo funcional. As categorias sdo expansiveis até o gene especifico e
os 23 subsistemas mais abundantes séo representados por uma cor especifica indicada na coluna da
direita e com sua respectiva contagem.

O genoma da linhagem SOL-159 apresentou a previsao de 7.787 sequéncias
codificadoras. Dentre essas, 6.380 CDS’s (81 %) foram classificados como "not in
subsystem”, ou seja, ndo foram associados a nenhum subsistema funcional

especifico. Por outro lado, 1.407 CDS’s (19 %) foram classificados como "in
subsystem", indicando que foram associados a subsistemas funcionais especificos.
Adicionalmente, foram identificados 78 genes de RNA'’s (Tabela 4 e Figura 10).

As sequéncias codificadoras mais representativas do genoma da linhagem
SOL-159 foram classificadas em diversas categorias funcionais, incluindo
aminoacidos e derivados (432), carboidratos (306), metabolismo de proteinas (240),
cofatores, vitaminas, grupos prostéticos e pigmentos (194), acidos graxos, lipidios e

isoprendides (171).
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Além disso, dos 6.380 genes codificadores identificados, 29 foram associados
a degradacdo proteica, 37 a aquisicdo e metabolismo de ferro, sendo 26 deles
relacionados a sideroforos. Identificou-se também 24 genes relacionados ao
metabolismo secundario, incluindo 7 envolvidos na sintese de tiazol/oxazol, e 10
genes de lantionina sintetases. Adicionalmente, foram encontrados 31 genes
associados ao metabolismo do nitrogénio, 47 genes associados a resposta ao
estresse, com 7 desses genes envolvidos em respostas osmaticas, 14 em respostas
oxidativas e 24 sem subcategorias especificas. Foram identificados também 11 genes
relacionados ao metabolismo do enxofre, 27 genes relacionados ao metabolismo do

fésforo e 53 genes associados a viruléncia, doenca e defesa.

Figura 10 - Anotacao funcional do isolado SOL-159

Cobertura do Subsistema Distribuicdo de categoria de subsistema Contagens de recursos do subsistema

@ W Parede Celular e Capsula (58)

@ W Viruléncia, Doenca e Defesa (53)
@ M Metabolismo de potassio (12)

@ M Fotossintese (0)

@ [ Diversos (32)

19%

@ W Transporte de Membrana (50)

@ M Aquisigdo e metabolismo de ferro (37)

@ Metabolismo de RNA (52)

® W Nucledsidos e Nucleotidos (110)

@ W Metabalismo de Proteinas (240)

@ M Divisdo Celular e Ciclo Celular (0)

@ Motilidade e Quimiotaxia (0)

@ M Regulacdo e sinalizacdo celular (18)

@ Metabolismo Secundario (24)

@ Metabolismo do DNA (104)

@ M Acidos Graxos, Lipidios e Isoprendides (171)
@ W Metabolismo do Nitrogénio (31)

@ M Dorméncia e esporulagio (8)

@ M Respiracao (116)

@ M Resposta ao Estresse (47)

@ Metabolismo de Compostos Aromaticos (57)
@ Aminoacidos e Derivados (432)

@ Metabolismo do Enxofre (11)
2]
2]

81%

Metabolismo do Fosforo (27)
Carboidratos (306)

Fonte: O autor (2023).

Nota: A anotagéo proposta pelo RAST apresenta a diversidade genética e a classifica os CDS’s em
subsistemas de acordo com o grupo funcional. As categorias sdo expansiveis até o gene especifico e
0s 24 subsistemas mais abundantes sdo representados por uma cor especifica indicada na coluna da
direita e com sua respectiva contagem.

A anotacao funcional das categorias dos subsistemas mais representativos em
todos os isolados apresentou majoritariamente os mesmos grupos funcionais. Os
principais foram os aminoacidos e derivados, carboidratos, metabolismo de proteinas,
cofatores, vitaminas, grupos prostéticos, pigmentos, acidos graxos, lipidios e
isoprendides, respectivamente nessa ordem, variando apenas na quantidade de
genes entre os isolados.

A classificacao funcional dos genes codificadores oferece insights significativos

sobre as principais vias metabdlicas e processos hioldgicos presentes no genoma dos
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isolados estudados. Esses resultados sdo de extrema importancia para a
compreensao da funcionalidade e das possiveis caracteristicas adaptativas desses
microrganismos. Além do mais, abre caminho para estudos mais detalhados acerca
de suas caracteristicas genémicas e seus potenciais para aplica¢cdes na biotecnologia,
em especial, as pesquisas relacionadas a agricultura e a saude.

E relevante ressaltar que, embora todos os isolados de Streptomyces
apresentam genes agrupados no subsistema de "viruléncia, doenca e defesa”, &
importante mencionar que esses genes estdo, na verdade, relacionados a resisténcia
a antibioticos e compostos toxicos, e nenhum estdo associados a caracteristicas de
viruléncia ou doenca.

Além disso, a anotacao funcional dos genomas revelou que os isolados MPUR-
28.3, MPUR-31.3, MPUR-51.7 e SOL-159 possuem genes relacionados ao
metabolismo do fosforo, enxofre e & resposta ao estresse. Esses genes séo de
particular importancia para o desenvolvimento de plantas de interesse agricola, uma
vez que estdo envolvidos em processos fundamentais para o crescimento, aumento
da produtividade e para saude das plantas.

O fésforo é um nutriente essencial para o crescimento e desenvolvimento das
plantas, desempenhando um papel fundamental em processos como a sintese de
ATP (adenosina trifosfato), a transferéncia de energia, o metabolismo de carboidratos,
proteinas e lipidios, além de estar envolvido na formacdo de acidos nucléicos e
fosfolipidios das membranas celulares (SOETAN, OLAIYA, OYEWOLE, 2010;
PANDEY, 2018). As plantas com acesso adequado ao fésforo exibem um crescimento
vigoroso, maior producéo de graos e frutos, além de apresentarem maior resisténcia
a doencas e estresses ambientais (PANDEY, 2018).

O enxofre é outro elemento essencial para o crescimento das plantas e esta
presente em aminoacidos, vitaminas, coenzimas e em compostos antioxidantes
importantes para o estresse oxidativo (PANDEY, 2018). O enxofre é especialmente
importante na sintese de cisteina e metionina, que sdo aminoacidos essenciais para
a formacédo de proteinas (KOPRIVA, MALAGOLI, TAKAHASHI, 2019; STIPANUK,
2020). Além disso, o enxofre estd envolvido na sintese de fitoalexinas, que séo
compostos de defesa produzidos pelas plantas em resposta a infecgbes por
patégenos (TIKU, 2020). A regulacdo genética do metabolismo do enxofre é

fundamental para garantir que as plantas tenham acesso suficiente a esse nutriente e
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possam sintetizar 0s compostos necessarios para o seu desenvolvimento e protecéo
contra estresses biéticos e abibticos (KOPRIVA, MALAGOLI, TAKAHASHI, 2019).

Embora as plantas possuam mecanismos de resposta e adaptacéo, elas estao
sujeitas a uma série de estresses ambientais, altas temperaturas, salinidade,
fitopatégenos e insetos que podem afetar seu crescimento, desenvolvimento e
sobrevivéncia. Os Streptomyces spp. podem estabelecer uma relagdo simbiotica
benéfica com as plantas, contribuindo e potencializando a nutricdo, saude e
resisténcia dos vegetais aos diversos tipos de estresses (WINDY, HUEY-WEN, 2020;
PANG, SOLANKI, WANG, 2022).

Outro aspecto relevante € a presenca, em todos os isolados, de genes
relacionados ao subsistema do "metabolismo secundario”, incluindo genes
associados a microcinas modificadas por sintese de tiazol/oxazol (TOMM) e lantionina
sintetases (exceto MPUR-31.3). Esses genes desempenham um papel importante na
producdo de compostos secundarios, que podem ser de interesse em estudos
biotecnoldgicos e na busca por novos produtos naturais com potenciais aplicacdes
terapéuticas ou industriais.

Os TOMM’s, constituem um subtipo de peptideos sintetizados
ribossomalmente e modificados pés-traducao (RiPPs). Essas moléculas apresentam
atividade antimicrobiana e tém sido associadas a ganhos funcionais em clusters
génicos biossintéticos. Isso inclui beneficios como maior absorcdo de nutrientes e
producdo de compostos benéficos para simbiose. De forma notavel, os TOMMs
formam uma classe diversa de produtos naturais, com uma vasta gama de fungbes
estruturais e biolégicas (MELBY, NARD, MITCHELL, 2011; MELBY, LI, MITCHELL,
2014).

Dentre as fungdes conhecidas, destacam-se alguns exemplos, como a
goadsporina, que atua como indutor do metabolismo secundario, a yersiniabactina,
um siderdéforo, a tiostreptona, um inibidor do ribossomo 50S, o Ritonavir, inibidor da
protease do HIV-1, a trunkamida, com potencial anti-cancer, e a microcina B17, um
inibidor da DNA girase. Apesar dessa diversidade de funcdes ja conhecidas, ainda ha
muitos TOMMs cujas propriedades e aplicagcdes necessitam de investigacoes
experimentais para serem completamente compreendidas e exploradas (COLLINS,
MAXWELL, 2019; KALIA, et al., 2022; COSTA et al., 2022). Nesse contexto, essas
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moléculas bioativas possuem um grande potencial de aplicacdo em diversas areas na
biotecnologia, como a medicina, a agricultura e a industria.

As lantioninas sintetases sdo enzimas que desempenham um papel importante
na biossintese de peptideos contendo lantionina, um aminoacido modificado
encontrado em algumas classes de peptideos bacterianos conhecidos como
lantibioticos. Os lantibidticos sdo RiPPs conhecidos por exibir atividade antimicrobiana
contra uma ampla variedade de bactérias, especialmente contra as Gram-positivas,
incluindo bactérias patogénicas, como, Staphylococcus aureus (infec¢des da pele,
infecgbes do trato respiratorio e infecgbes hospitalares - nisina e a epidermicina),
Streptococcus pneumoniae (infec¢des respiratérias, incluindo pneumonia, sinusite e
otite média - mutacina e a pneumocandina), Enterococcus faecium e Enterococcus
faecalis (patdogenos oportunistas que podem causar infeccdes graves, especialmente
em ambientes hospitalares - nisina e a gallidermina) (GOTO, et al., 2010; BAINDARA,
NAYUDU, KORPOLE, 2019; JOSHI et al., 2023).

Os lantibidticos tém sido estudados e explorados como potenciais agentes
terapéuticos para combater infeccdes bacterianas em humanos e animais. No entanto,
a utilizacdo dos lantibiéticos no controle de doencas em plantas ainda carece de
estudos mais aprofundados. Apesar disso, antimicrobianos tém sido empregados
contra doencas em varias culturas agricolas, como tomateiros, pimentdo (para
controle do cancro citrico causado por Xanthomonas campestris), feijdo e arvores
frutiferas (para controle de manchas foliares causadas por Pseudomonas syringae),
bem como tomateiros, batateiras e bananeiras (para controle da murcha causada por
Ralstonia solanacearum) (MANSFIELD et al., 2012).

Nesse contexto, a utilizacdo desta molécula para controle de doencas em
plantas representa uma area promissora de pesquisa que pode trazer beneficios
significativos para a agricultura, auxiliando no manejo de doengas que afetam culturas
agricolas importantes.

E de suma importancia destacar que a anotacdo permite uma compreensao
cada vez mais precisa das fun¢cdes génicas do genoma bacteriano, ademais, € um
procedimento complexo e em continua evolugdo. Com o auxilio de ferramentas
bioinformaticas, como o RAST, a medida que novas informag¢des e dados séo
produzidos, as anota¢gbes podem ser revisadas e aprimoradas, resultando em uma

compreensao mais aprofundada das funcdes genéticas e dos sistemas bacterianos.
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Portanto, os resultados da anotacdo dos genomas dos isolados MPUR-28.3,
MPUR-31.3, MPUR-51.7 e SOL-159 indicam que esses microrganismos Sao
promissores candidatos para pesquisas futuras e na descoberta de novos compostos
bioativos e novas terapias, especialmente nas areas relacionadas a agricultura e a

saude.

5.5 Identificacdo de clusters génicos biossintéticos (BGCs)

A partir da analise do genoma completo dos isolados bacterianos pela
plataforma antiSMASH foram identificados 39 BGCs para MPUR-28.3 (Apéndice A),
55 BGCs para MPUR-31.3 (Apéndice B), 45 BGCs para MPUR-51.7 (Apéndice C) e
24 BGCs para SOL-159 (Apéndice D).

Quanto a distribuicdo das diferentes classes de BGCs, no isolado MPUR-28.3
foram identificados 14 clusters (36 %) relacionados com vias de biossintese de NRPS,
6 PKS, sendo 4 (10 %) T1PKS, 1 (3 %) T2PKS e 1 (3 %) T3PKS, 5 (13 %) Terpeno, 4
(10 %) Hibridos, 5 (13 %) RiPP, 2 (5 %) Sideréforo, 1 (3 %) Ectoina e 2 (5 %)
Lantipeptideo (Figura 11).

Dos 39 BGCs preditos na linhagem MPUR-28.3, sete (18 %) exibiram 100 %
de similaridade com BGCs caracterizados no MIBIG, sete (18 %) apresentaram
similaridade moderada, 10 (26 %) tiveram baixa similaridade e 15 (38 %) néo
apresentaram nenhuma similaridade (Apéndice A).

Com base nos BGCs que apresentaram 100 % de similaridade foi possivel
indicar que o isolado MPUR-28.3 possui todos 0s genes para a biossintese das
seguintes moléculas: Antimicina (Figura 15), Albaflavenona (Figura 16),
Desferrioxamina B (Figura 17) e Ectoina (Figura 18), Geosmina (Figura 19), SGR
PTMs (Figura 20) e Naringenina (Figura 21).
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Figura 11 - Distribuicdo das classes de BGCs preditos no genoma da linhagem
MPUR-28.3

(5%)
(3%) 2

14

3 (36%)

(13%)

(3%) 1

(3%) 1

4
(10%)

5
00
p (13%)

(10%)
= NRPS m Terpeno Hibrido = T1PKS T2PKS
T3PKS = RiPP m Sideréforo Ectoina Lantipeptideo

Fonte: O autor (2023).

Nota: Hibrido refere-se a BGCs hibridos compostos por genes pertencentes a mais de uma classe de
moléculas. Sintases de peptideos ndo-ribossomais (NRPS), policetideo sintase tipo 1 (T1PKS),
policetideo sintase tipo 2 (T2PKS), policetideo sintase tipo 3 T3PKS, sintases de peptideos
ribossomalmente sintetizados e modificados pos-traducéo (RiPP).

Na linhagem de Streptomyces MPUR-31.3 foram identificados 24 clusters (44
%) relacionados com vias de sintese de NRPS, 5 PKS, sendo 3 (5 %) T1PKS, 1 (2 %)
T2PKS e 1 (2 %) T3PKS, 4 (7 %) RiPP, 4 (7 %) Siderdforo, 4 (7 %) Terpeno, 4 (7 %)
Butirolactona, 3 (5 %) Hibridos, 2 (4 %) Ladderano, 1 (2 %) Ectoina, 1 (2 %) Lap, 1 (2 %)
Lassopeptideo, 1 (2 %) RRE e 1 (2 %) Melanina (Figura 12).

Dos 55 BGCs preditos para esse isolado, 5 (9 %) exibiram alta porcentagem de
similaridade com BGCs disponiveis no banco de dados do MIBIG, 6 (11 %)
apresentaram similaridade moderada, 19 (35 %) tiveram baixa similaridade e 25 (45 %)
nao apresentaram nenhuma similaridade (Apéndice B) com os clusters ja descritos.

Apenas 5 clusters apresentaram 100 % de similaridade (Apéndice B) com
BGCs ja caracterizados e disponiveis no banco de dados do MIBiG. Predizendo que

este isolado €é geneticamente capaz de sintetizar as seguintes moléculas:
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Albaflavenona (Figura 16), Ectoina (Figura 18), Geosmina (Figura 19), Polilisina (-
Poly-L-lysine) (Figura 23) e Hidrocarboneto (1-heptadeceno) (Figura 24).

Figura 12 - Distribuicdo das classes de BGCs preditos no genoma da linhagem
MPUR-31.3

(4%) (2%)
2 1

2%) 14
(2%) 1.

(2%) 1 Qs
< 24
44%
(7%) 4 4%
(7%) 4
(2%) 1 ¢
(2%) 1
(5%) 3
(5%) (7%)
m NRPS m Terpeno Hibrido = T1PKS = T2PKS
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Fonte: O autor (2023).

Nota: Hibrido refere-se a BGCs hibridos compostos por genes pertencentes a mais de uma classe de
moléculas. Sintases de peptideos ndo-ribossomais (NRPS), policetideo sintase tipo 1 (T1PKS),
policetideo sintase tipo 2 (T2PKS), policetideo sintase tipo 3 T3PKS, sintases de peptideos
ribossomalmente sintetizados e modificados pés-traducdo (RiPP), Cluster contendo elemento RRE,
peptideo linear contendo azol ou azolina (Lap).

Na linhagem de Streptomyces MPUR-51.7 foram identificados 13 clusters (29
%) relacionados com vias de sintese de NRPS, 9 PKS, sendo 7 (16 %) T1PKS, 1 (2
%) T2PKS e 1 (2 %) T3PKS, 6 (13 %) Terpeno, 5 (11 %) Hibrido, 4 (9 %) RiPP, 3 (7
%) Sideroforo, 1 (2 %) Ectoina, 1 (2 %) Lantipeptideo, 1 (2 %) Lap, 1 (2 %)
Lassopeptideo e 1 (2%) RRE (Figura 13).

Dos 45 BGCs preditos no Streptomyces MPUR-51.7, 11 (24 %) exibiram alta
porcentagem de similaridade com BGCs disponiveis no banco de dados do MIBIG, 6

(13 %) apresentaram similaridade moderada, 9 (20 %) tiveram baixa similaridade e 19
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(42 %) nao apresentaram nenhuma similaridade (Apéndice C) com os clusters ja
descritos.

Apenas 6 clusters apresentaram 100 % de similaridade (Apéndice C) com
BGCs ja caracterizados e disponiveis no banco de dados do MIBIG, predizendo assim,
gue este isolado é geneticamente capaz de sintetizar as seguintes moléculas:
Antimicina (Figura 15), Albaflavenona (Figura 16), Ectoina (Figura 18), Geosmina
(Figura 19), SGR PTMs / SGR PTM Composto b / SGR PTM Composto ¢/ SGR PTM
Composto d (Figura 20) e Naringenina (Figura 21).

Figura 13 - Distribuicdo das classes de BGCs preditos no genoma da linhagem
MPUR-51.7
9%)(2%
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Lap = Lacopeptideo = RRE

Fonte: O autor (2023).

Nota: Hibrido refere-se a BGCs hibridos compostos por genes pertencentes a mais de uma classe de
moléculas. Sintases de peptideos ndo-ribossomais (NRPS), policetideo sintase tipo 1 (T1PKS),
policetideo sintase tipo 2 (T2PKS), policetideo sintase tipo 3 T3PKS, sintases de peptideos
ribossomalmente sintetizados e modificados pés-traducdo (RiPP), Cluster contendo elemento RRE,

peptideo linear contendo azol ou azolina (Lap).

Quanto a distribuicdo das diferentes classes de BGCs, no isolado SOL-159

foram identificados 3 clusters (13 %) relacionados com vias de sintese de NRPS, 1 (4 %)
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PKS, sendo apenas uma T3PKS, 3 (13 %) Terpeno, 5 (21 %) Hibridos, 1 (4 %) RiPP,
3 (13 %) Sideroforo, 1 (4 %) Ectoina, 1 (4 %) Lantipeptideo, 1 (4 %) Lassopeptideo, 1
(4 %) Tiopeptideo, 1 (4 %) Indol, 1 (4 %) CDPS, 2 (8 %) Melanina (Figura 14).

Dos 24 BGCs preditos para esse isolado, 5 (21 %) exibiram alta porcentagem
de similaridade com BGCs disponiveis no banco de dados do MIBIG, destes 3 clusters
apresentaram 100 % de similaridade (Apéndice D). Predizendo que este isolado é
geneticamente capaz de sintetizar as seguintes moléculas: Desferrioxamina B (Figura
17), Citrulassina D (Figura 22), e Malacidina A - Malacidina B (Figura 25). J& os demais
BGCs 5 (21%) apresentaram similaridade moderada, 13 (54%) tiveram baixa
similaridade e 1 (4%) n&o apresentou nenhuma similaridade (Apéndice D).

Figura 14 - Distribuicdo das classes de BGCs preditos no genoma da linhagem SOL-
159
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Fonte: O autor (2023).

Nota: Hibrido refere-se a BGCs hibridos compostos por genes pertencentes a mais de uma classe de
moléculas. Sintases de peptideos nédo-ribossomais (NRPS), policetideo sintase tipo 3 T3PKS, sintases
de peptideos ribossomalmente sintetizados e modificados pos-traducéo (RiPP), ciclodipeptideos
sintases dependentes de RNAt (CDPS).
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Os BGCs que nao apresentaram nenhuma similaridade com os clusters
disponiveis no banco de dados MIBIG, podem indicar que os genomas dos
Streptomyces spp. estudados estdo relacionados com a biossintese de novos
produtos naturais ou estao relacionados com moléculas ja conhecidas quimicamente,
mas que nao possuem vias de biossintese elucidadas até o momento.

Clusters génicos biossintéticos que codificam novos produtos bioativos séo de
grande importancia industrial, ambiental e agricola, e com base na alta similaridade
de alguns clusters com ortélogos disponiveis em bancos de dados podemos predizer
diversas biomoléculas (ALVAREZ-ALVAREZ, et al., 2015; KHUSHBOO et al., 2022).
Contudo, em condi¢des de laboratdrio, a maioria dos BGCs podem estar silenciadas
ou ndo sao expressas devido a auséncia das condicdes minimas necessarias, seja
nutricional, fisioldgicos ou em resposta a elicitores (MANTECA, YAGUE, 2019; ALAM
et al., 2022).

Nesse contexto, os diversos BGCs identificados nos genomas dos isolados
podem ser uma fonte para prospeccdo de novos produtos naturais. Aléem disso, os
clusters que possuem atividade antifingica reportada na literatura, podem estar
envolvidos na atividade antagonista dos isolados em andlises in vitro. Deste modo,
os BGCs fornecem informagdes valiosas sobre o potencial dessas linhagens para o

biocontrole.

5.5.1 Atividade biolégica de moléculas relacionadas a BGC’s identificados por
mineragao direta

A atividade biolégica das moléculas relacionadas aos BGCs identificados por
mineracao direta nos isolados MPUR-28.3, MPUR-31.3, MPUR-51.7 e SOL-159 séao
diversificadas. Os BGCs preditos com 100% de similaridade com moléculas
disponiveis no banco de dados sdo responsaveis pela biossintese de Antimicina,
Albaflavona, Desferrioxamina B, Ectoina, Geosmina, SGR PTMS (compostos b, c e
d), Naringenina, Citrulassina D, Polilisina, hidrocarboneto 1-heptadeceno e Malacidina
AeB.

O BGC relacionado a biossintese de Antimicina foi identificado nas linhagens
MPUR-28.3 e MPUR-51.7. Os primeiros estudos com o antibidtico antimycin (ANT)
datam de 1960 (TAPPEL, 1960). No entanto, o agrupamento de genes que codifica a
biossintese da Antimicina foi descoberto apenas em 2011, onde revelou uma ampla
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familia de produtos naturais com 44 compostos distintos. Este antibiotico é sintetizado
principalmente por microrganismos do género de Streptomyces. (YAN et al., 2012,
JOYNT, SEIPKE, 2018; WENHAO et al., 2022). A presenca de genes biossintéticos
responsaveis pela producdo do composto bioativo da Antimicina foi confirmada por
meio da analise de sintenia (Figura 15).

A molécula é sintetizada a partir de linhas de montagem hibridas das classes
NRPS e PKS. S&o caracterizadas por um nucleo de dilactona de 9 membros, com
variacdes em C7 e C8, que é conectado por uma ligagdo amida a uma porcao de acido
3-formamidosalicilico (JOYNT, SEIPKE, 2018; BECERRIL, et al., 2018; BILYK et al.,
2020).

A Antimicina A tem como modo de acéo a inibicdo do citocromo C redutase na
cadeia de transporte de elétrons, assim interrompe a respiracdo mitocondrial e esgota
0s niveis celulares de ATP. Ela é amplamente utilizada como piscicida na indastria de
criagdo de bagres e possui potente atividade contra insetos, acaros, nematoides,
fungo e fitopatdégenos (JOYNT, SEIPKE, 2018).

Através de analise metabolémica e gendmica, Li et al., (2022) identificaram no
isolado Streptomyces NBU3104 oito novos analogos de Antimicina, os quais exibiram
excelentes atividades inibitérias contra os fungos fitopatogénicos Candida albicans,
Penicillium expansum, Penicillium citrinum e Botrytis cinerea.

Diversos estudos revelam que a Antimicina age como um inibidor potente e
seletivo das proteinas antiapoptéticas mitocondriais Bcl-2 e Bcl-xL as quais séo super
produzida em células cancerigenas que sdo resistentes a agentes quimioterapicos
indutores de apoptose, podendo também ser usada em combinacdo com
guimioterapicos existentes. (TZUNG et al., 2001; JOYNT, SEIPKE, 2018; WENHAO
et al., 2022).
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Figura 15 - Sintenia de genes responsaveis pela sintese de Antimicina A

Streptomyces sp. S4
BGC0000958 (reversed):24626-1

MPUR-28.3 (BGC 4.1)

c00001_Mpur28_..:30826-59088

MPUR-51.7 (BGC 25.1)
c00001_Mpur51_..:1-27919

0 Identity (%) 100

@® BaeS (histidine kinase) Caic (AMP-binding)

® PIdB (AB_hydrolase6) Crotonyl CoA carboxylase/reductase

® Trp_dioxygenase T1PKS: PksD

@ FabG (SRD) NRPS: AMP-binding

® PA_Coa_Oxy5: oxidoreductase FAD-binding Unknown function

® PA_Coa_Oxy4: phenylacetate-CoA ® Unknown function
PA_Coa_Oxy3: PaaA/PaaC ® PapAS5 (policetideo A5)
PA_Coa_Oxy2: PaaB ® RNApol: RpoE_sigma70
PA_Coa_Oxy1: PaaA ® DUF3592
PP-bindina: ACP Unknown function

OH IIJ

Fonte: O autor (2023).

Nota: Analise de sintenia para identificacdo dos genes presentes nos BGCs responsaveis pela sintese
de Antimicina A. (a) Streptomyces sp. S4 (BGC0000958). (b) MPUR-28.3 (BGC 4.1). (c) MPUR-51.7
(BGC 25.1). (d) Biomolécula de Antimicina A (férmula molecular: C2sH40N209). As linhas paralelas e
verticais indicam a similaridade entre os genes de acordo com a escala. Os genes na cor cinza,
representam genes ndo homologos ou com funcdo nado conhecida. Figura gerada em Clinker
(https://cagecat.bioinformatics.nl/). Acesso em: julho de 2023.

O BGC relacionado a biossintese de Albaflavona foi identificado nas linhagens
MPUR-28.3, MPUR-31.3 e MPUR-51.7. Esta molécula é um antibiotico
sesquiterpénico triciclico, biossintetizado por diversas espécies de bactérias do
género Streptomyces (MOODY et al., 2012), tal como, S. coelicolor (CIHAK et al.,
2017), Streptomyces sp. Strain BSE7F (HANDAYANI et al., 2018), S. seoulensis
(SHIN et al., 2020). A presenca de genes biossintéticos responsaveis pela producao
do composto bioativo da Albaflavona foi confirmada por meio da analise de sintenia
(Figura 16).
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Segundo Dewick (2002) e Kelly, Kelly (2013), as vias biossintéticas para muitos
antibioticos em bactérias sdo frequentemente associadas a presenca de citocromo
P450 (P450), o qual foi identificado na Albaflavona. Ademais, essas enzimas
biotecnologicamente valiosas desempenham um papel importante no metabolismo de
drogas e na biossintese de esterdides, lipidios, vitaminas, antibidticos e outros
metabdlitos secundarios naturais.

Zhang et al. (2016), avaliou a atividade citotoxica de dois compostos
terpendides contra quatro linhagens de células tumorais humanas e mesmo que em
baixas concentracdes, os compostos mostraram citotoxicidade contra as linhagens

HCT116 e HepG2 de células tumorais humanas.

Figura 16 - Sintenia de genes responsaveis pela sintese de Albaflavona

(a)  Streptomyces coelicolor A3 (2)
BGC0000660:1-2468

(b) MPUR-28.3 (BGC 127.1)

c00001_Mpur28_.. (reversed):14999-1

MPUR-51.7 (BGC 18.1)
(C) c00001_Mpur51_.:1-15061

q MPUR-31.3 (BGC 172.1)
( ) c00001_MPUR31_..:1-9906

0 Identity (%) 100

® Terpene_syn: cyclase-like_2 Ribonucleoside-diphosphate_red
® Cytochrome P450 » GntR (transcriptional regulator)
® LcrH_SycD (tetratricopeptide repeat) ® RsrA (anti sigma-R factor - mycothiol)
® Peptide_deformylase ® RNApol: RpoE_sigma-70
NrdF (ribonucleotide_reduct_small) @® NSL3/Tex30 (AB_hydrolase)

NrdA (ribonucleoside-diphosphate_red) ® RpfG (cyclic di-GMP phosphodiesterase)
MngR (transcriptional regulator)

O

(e) \

’,
J
J‘fl

Fonte: O autor (2023).
Nota: Analise de sintenia para identificacdo dos genes presentes nos BGCs responsaveis pela sintese
de Albaflavona. (a) Streptomyces coelicolor A3 (2) (BGC0000660). (b) MPUR-28.3 (BGC 127.1). (c)
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MPUR-51.7 (BGC 18.1). (d) MPUR-31.3 (BGC 172.1). (e) Biomolécula de Albaflavona (férmula
molecular: C1sH2201). As linhas paralelas e verticais indicam a similaridade entre os genes de acordo
com a escala. Os genes na cor cinza, representam genes ndo homodlogos ou com fungdo nao
conhecida. Figura gerada em Clinker (https://cagecat.bioinformatics.nl/). Acesso em: julho de 2023.

O BGC relacionado a biossintese de Desferrioxamina B foi identificado nas
linhagens MPUR-28.3 e SOL-159. A Desferrioxamina B € um importante produto
natural pertencente a uma ampla familia de desferrioxaminas. E um sideréforo
hidroxamato ndo peptidico e atuam no transporte de ferro. Os principais géneros
responsaveis pela sintese desses compostos sdo 0s Streptomyces, Nocardia e
Micromonospora (KEBERLE, 1964; SCHUPP et al., 1987; ARULPRAKASAM E
DHARUMADURAI, 2021).

A presenca de genes biossintéticos responsaveis pela producdo do composto
bioativo da Desferrioxamina B foi confirmada por meio da analise de sintenia (Figura
17).

Challis (2014), analisou a sequéncia do genoma do S. coelicolor A3 e propos
gue um grupo de quatro genes (sco2782-sc02785) direcionam a biossintese da
Desferrioxamina B. Conclui-se que as desferrioxaminas funcionam como sideréforos
em S. coelicolor e para ocorrer a biossintese da biomolécula, primeiramente deve
ocorrer a descarboxilagédo da L-lisina.

Chouyia, Ventorino e Pepe (2022) relataram diversos isolados de Streptomyces
como produtores de sideroforos, incluindo a Desferrioxamina B. Os estudos
conduzidos em casa de vegetacdo demonstraram que esses microrganismos, quando
inoculados no vegetal, promovem significativamente o crescimento de plantas de
arroz e feijao. Portanto, sdo extremamente importantes para a agricultura e podem ser
aplicados como biofertilizante potencialmente seguro e ambientalmente correto para
a agricultura.

A Desferrioxamina B também pode ser utilizada para o tratamento da
sobrecarga de ferro em humanos. Essa biomolécula comercializada como Desferal,
tem sido usada clinicamente para o tratamento de patologias em varias condi¢des,
como sobrecarga de ferro transfusional em pacientes com talassemia ou anemias
sideroblasticas. Além disto, consideravel atencdo tem sido dedicada a importancia
nutricional, regulagdo genética, fator de viruléncia e funcdo de absor¢do dessas

moléculas. Ademais, compreender esses processos pode facilitar o desenvolvimento
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de potenciais novas biomoléculas, tais como agentes antibacterianos (BARONA-
GOMEZ et al. 2004; CHIANI et al. 2010).

Figura 17 - Sintenia de genes responsaveis pela sintese de Desferrioxamina B

(a) Streptomyces griseus NBRC 13350
BGC0000941:1-6127

(b) MPUR-28.3 (BGC 177.1)

c00001_Mpur28_..:1-7707

©) SOL-159 (BGC 12.1)
c00001_SOL159 .. (reversed):11830-1
— |
25kb 0 dentity (%) 100
@ Siderophore: lucA/lucC ® ViuB (ferredoxin reductase-SIP)
® MbtK (lysine N-acyltransferse) @ Beta-hexosaminidase
MbtG (L-lysine 6-monooxygenase) Unknown function

©® GadA (aspartate aminotransferase)

(d) (@] OH O o]
H \
HRN/\/\/\NMN\/\/\/NN\mWNk
Cl)H o] (o] C‘)H

Fonte: O autor (2023).

Nota: Analise de sintenia para identificacdo dos genes presentes nos BGCs responsaveis pela sintese
de Desferrioxamina B. (a) Streptomyces griseus NBCR 13350 (BGC0000941). (b) MPUR-28.3 (BGC
177.1). (c) SOL-159 (BGC 12.1). (d) Biomolécula de Desferrioxamina B (férmula molecular:
Ca2sHsNsOs). As linhas paralelas e verticais indicam a similaridade entre os genes de acordo com a
escala. Os genes na cor cinza, representam genes ndo homélogos ou com fung¢do ndo conhecida.
Figura gerada em Clinker (https://cagecat.bioinformatics.nl/). Acesso em: julho de 2023.

O BGC relacionado a biossintese de Ectoina foi identificado nas linhagens
MPUR-28.3, MPUR-31.3 e MPUR-51.7. A presenca de genes biossintéticos
responsaveis pela producédo do composto bioativo da Ectoina foi confirmada por meio
da analise de sintenia (Figura 18). A biossintese de ectoina ocorre a partir do aspartato
e é realizada por catalise sequencial das enzimas (ONO et al., 1999).

Moléculas da classe das ectoina, sdo capazes de proteger enzimas,
membranas e células inteiras contra estresses hiperosmético causados por exposicao
ao sal, aguecimento, congelamento e dessecacao. Também é usada como hidratante
em cosmeéticos e produtos para cuidados com a pele (LIPPERT, GALINSKI, 1992;

MOTITSCHKE et al., 2000).
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O derivado hidroxilado da ectoina, o hidroxiectoina, atua como um agente
protetor de proteinas e enzimas sensiveis que, em diferentes aplicacdes, tal como, na
estabilizacdo enzimatica da desidrogenase lactica e fosfofrutoquinase, possui
propriedades superiores as da ectoina. Além disso, possuem atividade
termoestabilizante enzimética para protecdo contra aquecimento, congelamento e
secagem celular. (CANOVAS et al., 1989; LIPPERT, GALINSKI, 1992; PRABHU et
al., 2004).

A ectoina tornou-se um produto importante e de alta demanda devido as
diversas aplicacdes biotecnoldgicas. Sheikhpour et al. (2019) realizou um estudo in
vitro apoptotico em células de cancer de pulméo que obtiveram pela primeira vez que
tanto a ectoina e hidroxiectoina inibiram o rapido e irregular crescimento das células
cancerigenas.

Liu et al. (2021) demonstrou a importancia da a ectoina e a hidroxiectoina para
indastria  biotecnolégica. Essas moléculas s&do excelentes estabilizadores
biofuncionais, protetores cutaneos e potenciais farmacos para doencas, como

Alzheimer e rinoconjuntivite.

Figura 18 - Sintenia de genes responsaveis pela sintese de Ectoina

(a) Streptomyces anulatus
BGC0000853 (reversed):3366-1

@® CsdA (oxidoreductase)

(b) MPUR-51.7 (BGC 340.1) ® MarR (transc_regulator)

c00001_Mpur51_..:1-6520

(c) MPUR-28.3 (BGC 246.1)

c00001_Mpur28_..:1-7877

(d)

® FadH (alkene reductase)
PhyH (phytanoyl-Coa dioxygenase)
Ectoine_synth: cupin_RmIC
GabT (aspartate aminotransferase)
® EctA (acetyltransferase-GNAT)
® DsbA (oxidoreductase)
@® DUF1349

MPUR-31.3 (BGC 234.1) @® RimL (acetyltrar?sferase—GNAT)
c00001_MPUR31_.:1-7938 Unknown function
s H
25kb 07 gentity ) 100 HOOC N \'/
) ’

N

Fonte: O autor (2023).

Nota: Analise de sintenia para identificacdo dos genes presentes nos BGCs responsaveis pela sintese
de Ectoina. (a) Streptomyces anulatus (BGC0000853). (b) MPUR-51.7 (BGC 340.1). (c) MPUR-28.3
(BGC 246.1). (d) MPUR-31.3 (BGC 234.1). (e) Biomolécula de Ectoina (formula molecular: CeH10N205).
As linhas paralelas e verticais indicam a similaridade entre os genes de acordo com a escala. Os genes
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na cor cinza, representam genes ndo homélogos ou com funcdo ndo conhecida. Figura gerada em
Clinker (https://cagecat.bioinformatics.nl/). Acesso em: julho de 2023.

O BGC relacionado a biossintese de Geosmina foi identificado nas linhagens
MPUR-28.3, MPUR-31.3 e MPUR-51.7. A presenca de genes biossintéticos
responsaveis pela producdo do composto bioativo da Geosmina foi confirmada por
meio da andlise de sintenia (Figura 19).

O terpeno geosmina, descoberto em 1965, € um metabdlito volatil responsavel
pelo cheiro caracteristico do solo Umido, da terra recém-arada. Também é
responsavel pelos sabores desagradaveis na agua potavel e nos alimentos
(GERBEREH, LECHEVALIER, 1965; JIANG et al., 2007).

A geosmina é produzida por varios microrganismos, incluindo a maioria dos
isolados de Streptomyces, algumas espécies de cianobactérias e fungos. A deteccao
e eliminacdo deste metabdlito é de consideravel importancia econdmica devido a sua
associacdo com mofo ou sabores indesejados na agua potavel, vinho, peixe entre
outros alimentos (GERBEREH, LECHEVALIER, 1965; LA-GUERCHE et al., 2005).

Garbeva et al., (2023), realizaram uma revisdo sobre as aplicacbes da
geosmina e demonstraram que devido sua ampla distribuicdo nos microrganismos,
sugere que este composto tem uma importante fungéo ecoldgica. As funcdes incluem
sinalizacdo (atrativo ou repelente) ou como um metabdlito especializado protetor
contra estresses (bidticos ou abioticos). Ademais, também pode fornecer informacgdes
sobre a disponibilidade de agua para as plantas. No entanto, para a agricultura, até o
momento, ndo ha nenhum estudo que tenha explorado o efeito da geosmina no

desenvolvimento das plantas e das raizes.
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Figura 19 - Sintenia de genes responsaveis pela sintese de Geosmina

(@) Streptomyces coelicolor A3 (2)
BGC0001181:1-2181

(b) MPUR-31.3 (BGC 387.1)
c00001_MPUR31_.. (reversed):6150-1

© MPUR-51.7 (BGC 46.1) «
c00001_Mpur51_.. (reversed):17301-4520 &

(d) MPUR-28.3 (BGC 52.1)

c00001_Mpur28_..4651-17181

25kb o |dentity (%) 100

® Terpene_syn: cyclase-like_2 None predicted
® MSF transporter VOC (vicinal oxygen chelate)
® LevA (citramalate_syn) ® MerR (trascriptional regulador)
» None predicted ® DUF89
DUF397 @ Cytochrome P450
ATP-binding ® MhpC (AB_hydrolase1)
FabG (SDR) ® HTH_XRE-transcrip_regulator

AcrR (HTH-type)

(e)

OH

Fonte: O autor (2023).

Nota: Analise de sintenia para identificac@o dos genes presentes nos BGCs responséaveis pela sintese
de Geosmina. (a) Streptomyces coelicolor A3 (2) (BGC0001181). (b) MPUR-31.3 (BGC 387.1). (c)
MPUR-51.7 (BGC 46.1). (d) MPUR-28.3 (BGC 52.1). (e) Biomolécula de Geosmina (formula molecular:
C12H2201). As linhas paralelas e verticais indicam a similaridade entre os genes de acordo com a escala.
Os genes na cor cinza, representam genes ndo homdlogos ou com funcdo ndo conhecida. Figura
gerada em Clinker (https://cagecat.bioinformatics.nl/). Acesso em: julho de 2023.

Os BGC'’s relacionados a biossintese de SGR PTMs/SGR PTM (Tetramato
Policiclico Macrolactamicos - PTMs) Composto b, Composto ¢ e Composto d foram
identificados nas linhagens MPUR-28.3 e MPUR-51.7. A presenca de genes
biossintéticos responsaveis pela producdo do composto bioativo do Tetramato

Policiclico Macrolactamicos foi confirmada por meio da analise de sintenia (Figura 20).
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https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0001043/1

(@)

(b)

(©)

Os PTMs séo derivados da origem comum de uma via hibrida de policetideo
sintase (PKS) e sintases de peptideos nao-ribossomais (NRPS) em que a por¢cao PKS
€ usada iterativamente para gerar duas cadeias de policetideos separadas. Estes
produtos naturais sdo uma classe amplamente distribuida com mais de 30 membros
ja relatados. Sao estruturalmente complexos, pois compartilham um anel lactamico
macrociclico contendo tetramato fundido a um subconjunto de anéis carbociclicos
(LUO et al., 2013; ZHANG et al., 2016).

Segundo Luo et al. (2013) e Ding et al. (2021) as moléculas pertencentes a
essa classe de produtos naturais exibem diversas e importantes atividades biologicas.
As atividades incluem acdo antibacteriana, antioxidantes, antiprotozoaria e
antifingicas, especificamente, pelas moléculas de ikarugamicina, diidromaltofilina,
frontalamidas e xantobacina A, todas sintetizadas por espécies de Streptomyces.

Complementarmente, Lacey e Rutledge (2021) avaliaram quatro compostos
PTMs contra dois fitopatdgenos fungicos e linhagens celulares de mamiferos. Os
compostos apresentaram atividade antifingica contra Fusarium oxysporum e
Alternaria brassicae e citotoxicidade para linhagens de células de cancer humano,
HCT116 (c6lon) e K562 (leucemia mieloide).

Figura 20 - Sintenia de genes responsaveis pela sintese de Tetramato Policiclico
Macrolactamicos

Streptomyces griseus NBRC 13350
BGC0001043:1-16183

MPUR-28.3 (BGC 60.1)

c00001_Mpur28_.. (reversed):27032-1

MPUR-51.7 (BGC 49.1)

c00001_Mpur51_..:1-24376

2.5kb

0 Identity (%) 100

® Cytochrome P450 AmpD (N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase)
® CurA (NAD(P) oxidoreductase) ® Polyketide cyclase/dehydrase-like ORF3
® crtl_fam: FAD/NAD(P)-binding ® FdhF/YdeP (oxidoreductase)

T1PKS/NRPS: PksD/EntF ® Lysozyme (chalaropsis)

ERG3 (fatty_acid_hydroxylase) Unknown function

XylA (xylose isomerase)
XyIB (carbohydrate kinase-FGGY)
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(d)

HO.

Fonte: O autor (2023).

Nota: Analise de sintenia para identificacdo dos genes presentes nos BGCs responséaveis pela sintese
de Tetramato Policiclico Macrolactamicos (PTMs). (a) Streptomyces griseus NBRC 13350
(BGC0001043). (b) MPUR-28.3 (BGC 60.1). (c) MPUR-51.7 (BGC 49.1). (d) Biomolécula de PTMs
(férmula molecular: C29H3s8N20¢). () PTMs Composto b (férmula molecular: C29H3sN20s). (f) PTMs
Composto ¢ (férmula molecular: C29H3sN20s). (g) PTMs Composto d (formula molecular: C29HzsN204).
As linhas paralelas e verticais indicam a similaridade entre os genes de acordo com a escala. Os genes
na cor cinza, representam genes nao homologos ou com funcdo ndo conhecida. Figura gerada em
Clinker (https://cagecat.bioinformatics.nl/). Acesso em: julho de 2023.

O BGC do tipo T3PKS relacionado a biossintese de Naringenina foi identificado
nas linhagens MPUR-28.3 e MPUR-51.7. A presenca de genes biossintéticos
responsaveis pela producédo do composto bioativo da Naringenina foi confirmada por
meio da andlise de sintenia (Figura 21).

A naringenina é um intermediario precursor de diferentes tipos de flavonoides.
Essas substancias possuem atividade antioxidante, atuando nas células como agente
anti-inflamatoério, quimioprotetor e antitumoral. Além dessa grande importancia na
indastria farmacéutica, também é empregado na industria alimenticia e cosmética,
sendo sintetizado naturalmente em fungos, plantas e sado raros em actinomicetos,
(ALVAREZ-ALVAREZ et al., 2015; SHRESTHA et al., 2021).
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@) Streptomyces clavuligerus ATCC 27064

(b)

(€)

De acordo com Dung e Thuan (2021), a naringenina pode ser um medicamento
promissor para reduzir os niveis plasmaticos de lipidios, lipoproteinas, colesterol total
e LDL-colesterol, contribuindo positivamente para saude de pacientes com
hipertenséo, dislipidemia e infarto do miocardio.

Martin e Liras (2022) através do processo de expressao heteréloga, produziram
a naringenina em leveduras. Além disso, demonstraram que novos compostos
bioativos derivados da naringenina podem ser sintetizados por expresséao heterdloga.
Além disso, essa biomolécula também tem a funcao de bloquear a neoangiogénese,
processo necessario para a progressao do tumor sélido e é Gtil no tratamento de varias

infecgdes virais.

Figura 21 - Sintenia de genes responsaveis pela sintese de Naringenina

BGC0001310:1-2705

MPUR-28.3 (BGC 82.1)

c00001_Mpur28_..:1-17617
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—
25kb 0 identity %) 100
@® Cytochrome P450 Gly_betaine_transp_ATP-binding
@ T3PKS: CHSs @ LysR (transcriptional_regulator)
OpuBB (ABC transp_permease) ® AdhE (aldehyde dehydrogenase-KGSA)
Pyridoxamine 5'-phosph_oxidase ® TauC (ABC transporter permease)
FabG (SDR) @ TauB (ABC transporter ATP-binding)
® XRE transcriptional regulator @ Peptidase S11/D-alanyl-D-alanine carboxypeptidase A
LmbE (GIcNAc_PI_deacetilase) Transposase 1S110
® MhpC (AB_hydrolase1) Unknown function
0
(d) OH

HO

OH

Fonte: O autor (2023).

Nota: Analise de sintenia para identificacdo dos genes presentes nos BGCs responsaveis pela sintese
de Naringenina. (a) Streptomyces clavuligerus (BGC0001310). (b) MPUR-28.3 (BGC 82.1). (c) MPUR-
51.7 (BGC 72.1). (d) Biomolécula de Naringenina (férmula molecular: C15H1205). As linhas paralelas e
verticais indicam a similaridade entre os genes de acordo com a escala. Os genes na cor cinza,
representam genes ndo homologos ou com funcdo ndo conhecida. Figura gerada em Clinker
(https://cagecat.bioinformatics.nl/). Acesso em: julho de 2023.
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O BGC relacionado a biossintese de Citrulassina D foi identificado apenas na
linhagem SOL-159. A presenca de genes biossintéticos responsaveis pela producéo
do composto bioativo da Citrulassina D foi confirmada por meio da analise de sintenia
(Figura 22).

A Citrulassina D é um lassopeptideo, uma subclasse de peptideos sintetizados
ribossomalmente e modificados poés-traducdo (RiIPPs). Pertence a familia das
citrulassinas, que séo sintetizadas a partir do processo de Citrulinacdo, onde ocorre a
deiminacdo de Arg para produzir citrulina de aminoacido ndo proteinogénico (Cit),
catalisado pela enzima peptidil-arginina desaminase (PAD). Nao havia relatos dessa
biomolécula em RiPPs até que o lassopeptideo citrulassina A foi descoberto a partir
de Streptomyces albulus (NRRL B-3066) através da ferramenta de mineracdo de
genoma (TIETZ et al., 2017; DUAN et al., 2022).

Segundo Makrygiannakis et al., (2006) a citrulinacdo esti presente em uma
ampla gama de tecidos inflamatérios e anticorpos dirigidos contra peptideos ou
proteinas citrulinadas (anti-CCP) sdo encontrados principalmente em pacientes com
artrite reumatéide (AR) e nos pacientes com artrite de inicio recente, a identificacdo
desse processo é uma importante ferramenta para predizer evolugdo para AR, e
marcador de evolugédo mais agressiva.

Segundo Fipke e Vidal (2016), dos aminoacidos existentes, vinte estdo
envolvidos diretamente na formacao de proteinas e os demais sdo conhecidos como
aminoacidos nao proteinogénicos (AANP). As moléculas que os AANP estao
presentes, podem possuir diferentes fungdes, incluindo atividade anti-herbivoria,
antimicrobiana, protecdo contra o estresse, sinalizacdo celular, armazenamento de
nitrogénio. Nas plantas, sdo capazes de liberar metabdlitos que podem influenciar,
tanto positivamente, como negativamente o crescimento e desenvolvimento das
plantas vizinhas. Estudos complementares com Citrulassina D sdo necessarios para

elucidar tais atividades.
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Figura 22 - Sintenia de genes responsaveis pela sintese de Citrulassina D

(a) Streptomyces katrae
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Fonte: O autor (2023).

Nota: Analise de sintenia para identificacdo dos genes presentes nos BGCs responsaveis pela sintese
de Citrulassina D. (a) Streptomyces katrae (BGC0001550). (b) SOL-159 (BGC 6.1). (c) Biomolécula de
Citrulassina D (férmula molecular: C15H120s). As linhas paralelas e verticais indicam a similaridade entre
0s genes de acordo com a escala. Os genes ha cor cinza, representam genes ndo homologos ou com
funcéo néo conhecida. Figura gerada em Clinker (https://cagecat.bioinformatics.nl/). Acesso em: julho
de 2023.

O BGC relacionado a biossintese de ¢-Poly-L-lysine (¢-PL) ou Polilisina foi
identificado apenas na linhagem MPUR-31.3. A presenca de genes biossintéticos
responsaveis pela producdo do composto bioativo da Polilisina foi confirmada por
meio da andlise de sintenia (Figura 23).

A Polilisina € um dos oito homo-poliaminoacidos naturais, é composto de 25-35
residuos de L-lisina. O peptideo € conectado através de uma ligagcdo amida entre o
grupo a-carboxi e o grupo €-amino (BADAOUI-NAJJAR, KASHTANOV, CHIKINDAS
et al., 2007; PUREV et al., 2020).

Essa biomolécula é sintetizada por diversas linhagens de Streptomyces,
embora seja obtida principalmente Streptomyces albulusas. Possui atividade
antibacteriana e devido a baixa toxicidade, serem sollveis em agua, comestiveis,
biodegradaveis e ndo tdxicos para 0s seres humanos e 0 meio ambiente, pois se
degradam em lisina sem quaisquer efeitos colaterais tém sido amplamente utilizada
na biotecnologia (YOSHIDA, NAGASAWA, 2003).
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Segundo Purev et al., (2020) e Yang et al., (2023) a polilisina tem atividades
antimicrobianas contra um amplo espectro de bactérias, leveduras e bolores, pois
inibe o crescimento dos microrganismos pela destruicdo da estrutura da membrana
celular, causando a interrupgcao da transmissao de material, energia e informacgdes
das células e, por fim, levando a morte celular.

Na induastria agricola, possui atividade contra doengas fungicas pos-colheita,
como mofo cinzento (Botrytis cinerea), mofo azul (Penicillium expansum) e antracnose
(Colletotrichum gloeosporioides) em frutos de abacate, manga e mamaéao (BAI, et al.,
2022).

Na industria alimenticia, sdo utilizadas como conservante natural de alimentos,
incluindo refrigerantes, queijos, molhos para salada, peixes, alimentos a base de
batata e pratos a base de ovos (FADLI et al., 2012). Além disso, seu uso na industria
farmacéutica tem inUmeras aplicagbes, como carreadores de farmacos,
nanoparticulas, inibidores de lipase, hidrogéis, materiais de revestimento, carreadores
de genes, lipossomas, indutores de interferon (BANKAR, SINGHAL, 2013).

Figura 23 - Sintenia de genes responsaveis pela sintese de Polilisina

(a) Epichloe festucae
BGC0002174:1-3894

() MPUR-31.3 (BGC 168.1)
c00001_MPUR31_..:1-10036

@® NRPS: PP-binding T‘ B |
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® HxIR (transcriptional regulator) )‘\/\/\/
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© Ho S

Fonte: O autor (2023). NH;

Nota: Analise de sintenia para identificacdo dos genes presentes nos BGCs responsaveis pela sintese
de Paolilisina. (a) Epichloe festucae (BGC0002174). (b) MPUR31.3 (BGC 168.1). (c) Biomolécula de
Polilisina (féormula molecular: CsH14N202). As linhas paralelas e verticais indicam a similaridade entre
0s genes de acordo com a escala. Os genes ha cor cinza, representam genes ndo homaélogos ou com
funcé@o néo conhecida. Figura gerada em Clinker (https://cagecat.bioinformatics.nl/). Acesso em: julho
de 2023.

-

84



O BGC da classe T1PKS relacionado a biossintese de Hidrocarboneto 1-
heptadeceno foi identificado apenas na linhagem MPUR-31.3. A presenca de genes
biossintéticos responsaveis pela producédo do composto bioativo do hidrocarboneto foi
confirmada por meio da analise de sintenia (Figura 24).

Os hidrocarbonetos séo produzidos a partir de &cidos graxos. Estudos
descrevem a capacidade universal das cianobactérias como microrganismos com
potencial de produzir esses hidrocarbonetos. Embora sejam produzidos também em
algas, leveduras e bactérias, a sintese de hidrocarbonetos por bactérias pode
contribuir para suprir a alta demanda por combustiveis de baixo custo, particularmente
gasolina, diesel, combustivel de aviacao e energia elétrica. O aumento das pesquisas
para a obtencdo de biocombustiveis nas ultimas décadas é devido aos crescentes
impactos ambientais causados pelo uso dos combustiveis fosseis (HAN et al., 1967;
COATES et al., 2014).

Porém, apesar da predicdo do BGC para a sintese desse hidrocarboneto,
estudos complementares necessitam ser realizados para compreendermos todo o

potencial desse cluster, em especial nas bactérias do género Streptomyces.

Figura 24 - Sintenia de genes responsaveis pela sintese de Hidrocarboneto 1-
heptadeceno
@ Cyanothece sp. PCC 7822
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Fonte: O autor (2023).

Nota: Analise de sintenia para identificacdo dos genes presentes nos BGCs responsaveis pela sintese
de Hidrocarboneto 1-heptadeceno. (a) Cynotheces sp. (BGC0001164). (b) MPUR-32.3 (BGC 370.1).
(c) Biomolécula de Naringenina (formula molecular: Ci7Hz4). As linhas paralelas e verticais indicam a
similaridade entre os genes de acordo com a escala. Os genes ha cor cinza, representam genes nao
homadlogos ou com funcdo néo conhecida. Figura gerada em Clinker (https://cagecat.bioinformatics.nl/).
Acesso em: julho de 2023.
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Os BGCs relacionados a biossintese de Malacidina A e Malacidina B foram
identificados apenas na linhagem SOL-159. A presenca de genes biossintéticos
responsaveis pela producdo do composto bioativo da Malacidina A e Malacidina B foi
confirmada por meio da analise de sintenia (Figura 25).

As Malacidinas A e B sdo produtos naturais sintetizados por bactérias. A
estrutura da biomolécula € composta por lipopeptideos macrociclicos de 10 membros,
descobertos por meio de analises dos metagenomas de amostras do solo. S&o
estruturalmente semelhantes a outras drogas macrociclicas, como Daptomicina e
Friulimicina B, no entanto, a Malacidina A e B agem por meio dos seus proprios
mecanismos distintos. Através de um mecanismo dependente do calcio, ligam-se ao
lipido Il (molécula precursora da parede celular bacteriana) (HOVER et al., 2018;
WOOD, MARTIN, 2019). Sua acédo antibacteriana é objeto de estudos, pois interrompe
a sintese da parede celular, levando a morte celular de um amplo espectro em
bactérias Gram-positivas (HOVER et al., 2018).

Segundo Li et al., (2020) embora este mecanismo seja semelhante ao da
vancomicina, a Malacidina A e B retém sua atividade contra patdgenos resistentes a
vancomicina. Os patdégenos suscetiveis incluem o Staphylococcus aureus resistentes
a meticilina (MRSA) e Enterococcus resistente a vancomicina (VRE). Diferente de
outros antibioticos, a Malacidina A e B também retém sua atividade na presenca de
surfactantes pulmonares. Ambas as biomoléculas ndo apresentam toxicidade
observada ou efeito hemolitico em células de mamiferos em concentracbes de até

100-250 pg/mL. Essa dose € mais de 100 vezes o MIC para patégenos afetados.

Figura 25 - Sintenia de genes responsaveis pela sintese de Malacidina A e B
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Fonte: O autor (2023).

Nota: Analise de sintenia para identificacdo dos genes presentes nos BGCs responsaveis pela sintese
de Malacidina A e B. (a) Metagenoma (BGC0001448). (b) SOL-159 (BGC 49.1). (c) Biomolécula de
Malacidina A (formula molecular: CseHgsN12020). (d) Malacidina B (formula molecular: CseHssN12020). As
linhas paralelas e verticais indicam a similaridade entre os genes de acordo com a escala. Os genes
na cor cinza, representam genes ndo homélogos ou com funcdo ndo conhecida. Figura gerada em
Clinker (https://cagecat.bioinformatics.nl/). Acesso em: julho de 2023.

A caracterizacdo dos clusters e a identificacdo das atividades biol6gicas das
moléculas relacionadas a BGC’s preditos por mineragdo genémica € um processo
continuo, possibilitando a caracterizagdo de novos clusters e biomoléculas mediante
novos dados disponibilizados nos bancos de dados, pois existem BGC’s
caracterizados completamente e outros ndo. Nesse contexto, todos os isolados
possuem BGC’s nao caracterizados completamente e que podem representar novas
vias metabdlicas ou mesmo novos compostos bioativos.

As analises de sintenia mostraram que as regifes centrais sdo altamente
similares. Os clusters nos genomas minerados sdo conservados em seus parentes
préximos de Streptomyces spp., permitindo propor um produto associado a esses
clusters.

Portanto, através das analises in silico por meio da plataforma antiSMASH e
Clinker é possivel predizer que os isolados MPUR-28.3, MPUR-31.3, MPUR-51.7 e

SOL-159 podem sintetizar diversas biomoléculas com amplas atividades
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biotecnolbégicas. Destacando-se as atividades anticancerigenas, antifingicas,
antibacterianas, antioxidantes, as quais sdo de importancia industrial, agricola,

ambiental, médica, veterinaria e de alimentos.

5.6 Avaliacdo da atividade antifungica in vitro

Nos testes in vitro realizados, o isolado MUPUR-28.3 apresentou inibicdo contra
todos os 13 fitopatdégenos (Tabela 7, Figura 26), sendo que a porcentagem de inibicao
variou de 20,2 % a 85,2 %. A maior porcentagem de inibicdo foi observada contra
Colletotrichum guaranicola INPA 2939 (85 %), e inibicdo acima de 50 % foi observada
para os seguintes patdgenos: CPAA 609 (73 %), INPA 2910 (71,9 %), INPA 2071 (66,7
%), INPA 2908 (54 %) e Coll 2N (51,5 %).

A linhagem de Streptomyces MPUR-31.3 foi capaz de inibir in vitro 10 dos 13
fitopatégenos (Tabela 7, Figura 26), sendo a maior inibicdo de 90,2 % contra
Rhizoctonia sp. INPA 2973. A inibicdo entre 54 e 30 % foram observadas contra INPA
2942 (54 %), CPAA MpOl (46,2 %), INPA 2671 (42,6 %), CPAA Fdc307 (40,8 %),
INPA 2910 (38,3 %), INPA 2908 (35 %), Coll 2N (33,3 %), INPA 2939 (31,5 %).

Streptomyces MPUR-51.7, foi capaz de inibir in vitro 10 dos 13 fitopatégenos
avaliados (Tabela 7, Figura 26), sendo que a porcentagem de inibi¢cdo variou de 0% a
65,9%. Sendo a maior inibicdo contra Colletotrichum scovillei INPA 2910 (65,9) e
Colletotrichum guaranicola INPA 2939 (64,2 %). Inibicdo entre 50 e 40 % foram
observadas contra INPA 2908 (50,8 %), INPA 2973 e CPAA Fdc307 (50,4 %), Coll 2N
(49,2 %), INPA 2671 (46,8 %), INPA 2942 (42,6 %), INPA 2941 (41,7 %). N&o foi
observado antibiose para os patégenos MCT 10621 e CPAA 609 (0 %), INPA 2943
(0,8 %).

Streptomyces SOL-159 foi o que inibiu o menor nimero de fitopatdgenos,
apenas 5 dos 13 testados, quando comparado com as demais linhagens (Tabela 7,
Figura 26). A porcentagem de inibicdo variou de 0 % a 42 %, sendo as melhores
porcentagens de inibicdo observadas contra C. guaranicola INPA 2939 (42 %) e C.
scovillei INPA 2910 (31 %).
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Tabela 7 - Porcentagem de inibicdo do crescimento micelial de fitopatdgenos de
importancia agricola por linhagens de Streptomyces

Fitopatégeno MPUR-28.3 MPUR-31.3 MPUR-51.7  SOL-159
&Ogitggi;g“m guaranicola 85,2 % 31,5 % 64.2 % 42 %
ff\loll'/‘itggifg“m scovillei 71,9 % 38,3 % 65,9 % 31 %
gg::eztﬁltrichum siamense 51.5 % 33,3 % 49.2 % 0%
Cofetouichum sp. 41,9 % 0,0 % 50,4 % 0%
ﬁ\logztgggg“m spaethianum 54.8 % 35,0 % 50,8 % 2%
ﬁﬁg”gggira cassicola 66,7 % 42,6 % 46,8 % 11 %
Fisanum decemcellulare 45,0 % 40,8 % 50,4 % 6 %
Fusarium sp. CPAA-Mp01 46,7 % 492 % 50,4 % 0%
ggipﬁ%tggotiopsis formicarum 73.3 % 0.0 % 0.0 % 0%
Rhizoctonia sp. INPA 2943 20,2 % 90,2 % 0,8 % 0%
Rhizoctonia sp. INPA 2942 38,9 % 54,0 % 42,6 % 0%
Sclerotium rolfsii INPA 2941 41,0 % 24,2 % 41,7 % 0%

Fonte: O autor (2023).
Nota: INPA-Instituto Nacional de Pesquisas da Amazodnia. CPAA - Embrapa Amazénia Ocidental. % -
porcentagem de inibicdo do crescimento micelial.

Em resumo, o melhor resultado de inibigéo foi do isolado MPUR-28.3 que inibiu
todos os 13 fitopatdbgenos. Em seguida, os isolados os MPUR-31.3 e MPUR-51.7,
inibiram 10 dos 13 fitopatdégenos. E por fim, o isolado SOL-159, que inibiu apenas 5
dos 13 fitopatdgenos, sendo que contra apenas 2 fungos foi superior a 30 %. Estes
resultados podem estar correlacionados aos resultados da atividade biolégica de

moléculas relacionadas a BGCs identificados por mineracao direta.
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Na avaliacdo da atividade bioldgica de moléculas relacionadas a BGCs
identificados por mineracgdao direta, os isolados MPUR-28.3, MPUR-31.3 e MPUR-51.7
apresentaram clusters para sintese de biomoléculas com atividade antifungica, entre
eles destacam-se as biomoléculas de Antimicina, PTMs, Polilisina. No entanto, entre
os clusters preditos para o isolado SOL-159, foi identificada apenas a atividade
antimicrobiana pela biomolécula de Malacidina A e B, a qual ndo esta relacionada com
atividade antifungica.

A atividade antifungica in vitro dos isolados pode ser potencializada através da
ativacdo de BGCs que podem estar silenciados ou cripticos, sendo necesséario a
aplicacdo de técnicas de desbloqueio para serem expressos.

Diversos estudos demonstram que os Streptomyces spp. possuem atividade
contra fitopatdgenos. Liotti et al, (2019) avaliou a atividade antagonista de isolados de
Streptomyces contra fitopatogenos. O isolado S. griseocarneus R132, S.
prasinopilosus R199 e S. acidiscabies R403 suprimiram o crescimento micelial dos
fitopatogenos Colletotrichum guaranicola INPA2408 (70,77 %, 57,90 %, 36,49 %),
Colletotrichum gloeosporioides MPU99 (70,45 %, 52,23 %, 42,56 %), Fusarium
decemcellulare FDC307 (59,44 %, 39,56 %, 22,86 %) e Fusarium oxysporum (57,24 %,
33,31 %, 19,73 %) respectivamente. Ademais, o isolado S. griseocarneus R132
promoveu o crescimento das plantas de pimenta, aumentando em 42% a massa seca
da parte aérea.

Yang et al., (2019) utilizou o Streptomyces corchorusii AUH-1 para bioensaios
in vitro contra 8 fitopatdgenos. Os resultados mostraram que o isolado bacteriano tem
atividade antagonista de amplo espectro contra uma variedade de fitopatdégenos.
Sendo a maior inibicdo contra Fusarium. oxysporum f. sp. niveum (81,81 %),
Phytophthora parasitica var. nicotianae (78,99 %), Rhizoctonia solani (68,25 %),
Phytophthora capsica (67,23 %), Botryosphaeria dothidea (29,66 %), F. oxysporum f.
sp. vasinfectum (28,25 %), Verticillum dahliae (24,67 %) e F. oxysporum f. sp.
cucumerinum (37,05 %).

No estudo de Abo-Zaid et al., (2021) foram testados in vitro dez isolados de
Streptomyces como potenciais agentes de controle biolégico por seu efeito
antagonista no crescimento de Sclerotium rolfsii. O isolado Streptomyces cellulosae
Actino 48 foi mais eficaz, com inibicdo de 98,7 % do crescimento micelial do

fitopatogeno, seguido do Streptomyces sp. Actino 32, que foi de 95 % de inibicéo.
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Os resultados dos testes de antagonismo que apresentaram atividade
antifingicas, em especial aguelas acima de 50 %, sd0 promissores para ensaios in
planta. Segundo Wei et al., (2020), isolados de Streptomyces com porcentagem de
inibicdo de crescimento micelial de 57 % revelaram ser eficazes em testes in planta

para controle de doencas e promocao de crescimento.

Figura 26 - Atividade antifangica in vitro dos isolados MPUR-28.3, MPUR-31.3,
MPUR-51.7 e SOL-159 contra 13 diferentes patbgenos de importancia agricola

- MPUR-28.3 MPUR-31.3 MPUR-51.7 SOL-159

RN

INPA 2939

o

|

o

Y

<

o

<

Z |
o [
©

)

™ /
N~

o

3

<

o

<

© /
o
(@] i
N |
< | |
a |
<

91



T.9¢ VdNI L0€3P4 ¥VdO TZ90TLON VVdO TOdN YVdO 609 YVdO €V6¢ VdNI



INPA 2942

-
g
o
N
<
Al
z

Fonte: O autor (2023).
Nota: INPA-Instituto Nacional de Pesquisas da Amazénia. CPAA - Embrapa Amazdnia Ocidental.

Vale ressaltar que os ensaios de antagonismos in vitro realizados neste
trabalho ocorreram em condi¢cdes de cultivo favoraveis aos fitopatégenos, logo,
ensaios em condi¢cfes favoraveis aos isolados de Streptomyces podem resultar em
maiores porcentagens de inibicdo. Segundo Barthélemy et al., (2021) fatores como
inducdo ou desbloqueio de vias metabolicas por OSMAC podem potencializar a
producdo de metabdlitos secundarios e consequente a inibicdo do crescimento dos
fitopatdégenos pelos isolados bacterianos.

Portanto, as linhagens de Streptomyces isolados de sedimentos de rios
amazonicos sdo valiosas fontes de recursos que podem ajudar no desenvolvimento

de produtos e processos voltados a agricultura sustentavel.

5.7 Abordagem OSMAC e atividade citotoxica dos extratos

Os testes preliminares para avaliar a atividade citotoxica dos extratos obtidos
dos isolados de Streptomyces contra as linhagens de células de carcinoma de célon
humano (HCT116) e carcinoma hepatocelular humano (HepG2) n&ao foram
promissores (Tabela 8). A atividade citotoxica € considerada ativa apenas em
compostos com inibicdo acima de 75 % de proliferacdo celular (SUFFNESS,
PEZZUTO, 1990; KROLL, 2001).

Apesar dos resultados da atividade citotoxica dos extratos do isolados MPUR-
28.3, MPUR-31.3, MPUR-51.7 e SOL-159 ndo serem promissores, ha diversos

estudos que apresentam os Streptomyces spp. como sintetizadores de biomoléculas
93



com atividade anticancerigenas (ABD-ELNABY, 2015; ALAM et al., 2022; BHAT,

NAYAKA, KUMAR, 2022).

A atividade nao promissora do ensaio citotoxico pode ser justificada devido a

maioria dos clusters génicos em Streptomyces spp. estarem provavelmente

silenciados no genoma. Esse fator contribui para que os metabdlitos secundarios nao

sejam detectaveis nas andlises in vitro em testes com esses microrganismos. No

entanto, através da biologia sintética, a manipulacdo de genes reguladores pode ser

empregada para ativar os BGCs cripticos desses isolados bacterianos (BARAL,
AKHGARI, METSA-KETELA, 2018).

Portanto, analises complementares de mineracdo genémica sdo necessarias

para descobrir os BGCs responsaveis pela atividade anticancerigena e dessa forma

desbloguear todo o potencial biotecnolégico desses isolados de Streptomyces.

Tabela 8 - Porcentagem de inibicdo de proliferacdo em células tumorais

Meio de Cultivo Isolado HCT116 HepG2
MPUR-28.3 2,60 +0,97 1,91 £ 0,29
MPUR-31.3 14,6 £13,5 14,33 £+ 6,92
GYM MPUR-51.7 12,83 +1,45 13,35+1,01
SOL-159 13,1+1,54 6,09 +1,43
Controle 6,99 +1,72 9,39 + 1,06
MPUR-28.3 9,48 + 1,09 4,28 +1,27
MPUR-31.3 13,43 +1,38 4,29 £ 0,87
BD MPUR-51.7 7,65+ 1,36 7,36 +1,03
SOL-159 7,32 +2,34 3,19 + 0,25
Controle 6,98 + 0,39 4,28 +1,57
MPUR-28.3 15,4+4,41 4,90 £ 0,23
MPUR-31.3 7,23 +1,50 3,93+0,70
ISP2 MPUR-51.7 7,99 +1,18 8,98 +1,18
SOL-159 3,70+ 0,33 15,05+1,81
Controle 13,8 +1,43 17,88 + 3,19
YM MPUR-28.3 16,65 + 1,53 21,78 £ 2,76

94



Simplificado A

MPUR-31.3 12,67 +£1,99 16,36 + 6,96
MPUR-51.7 14,59 + 3,03 6,55+5,71
SOL-159 13,86 + 3,65 17,56 + 1,29
Controle 12,7 +1,08 15,00 £ 2,00
MPUR-28.3 1,06 +0,12 6,18 + 0,63
MPUR-31.3 2,97 +0,51 1,36 + 0,30
MPUR-51.7 9,74+1,74 21,8+ 4,89
SOL-159 11,74 + 4,14 15,69 + 1,28
Controle 15,78 £+ 1,77 12,11 +£1,52

Fonte: O autor (2023).

Nota: Carcinoma de célon humano (HCT116); Carcinoma hepatocelular humano (HepG2).
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6 CONCLUSAO

O estudo dos genomas dos isolados bacterianos dos rios Purus e Solimdes
permitiu uma analise taxondmica das linhagens e a exploracdo do potencial
biossintético para a produgdo de produtos naturais.

Na identificacdo filogenémica, foi possivel concluir que o Streptomyces sp.
MPUR-31.3 e Streptomyces sp. SOL-159 sdo duas novas espécies do género
Streptomyces. Foi possivel também relacionar o Streptomyces sp. MPUR-28.3 e
Streptomyces sp. MPUR-51.7 as espécies Streptomyces limosus NBRC 12790 T e
Streptomyces albidoflavus NRRL B-1271 T, respectivamente.

Com as andlises de BGC’s relacionados a produgcdo de metabdlitos
secundarios, foram identificados 39 BGC’s no Streptomyces sp. MPUR-28.3, 55
BGC’s no Streptomyces sp. MPUR-31.3, 45 BGC’s no Streptomyces sp. MPUR-51.7
e 24 BGC no Streptomyces sp. SOL-159. Por meio da mineragao direta nos BGC'’s
gue apresentaram 100 % de similaridade foi possivel indicar que os isolados sao
geneticamente capazes de sintetizar as seguintes moléculas: Antimicina,
Albaflavenona, Desferrioxamina B, Ectoina, Geosmina, Tetramato Policiclico
Macrolactamicos, Naringenina, Citrulassina D, Polilisina, Hidrocarboneto 1-
heptadeceno, Malacidina A e B. Estas moléculas possuem diversas atividades,
destacam-se as anticancerigenas, antifungicas, antibacterianas, antioxidantes, as
guais sao de importancia industrial, agricola, ambiental, médica, veterinaria e de
alimentos.

Os testes de inibicdo in vitro dos isolados contra os fitopatégenos foram
promissores. O Streptomyces sp. MPUR-28.3 inibiu todos os 13 fitopatégenos, a
melhor inibicdo foi contra Colletotrichum guaranicola INPA 2939 (85,2 %). O
Streptomyces sp. MPUR-31.3 e Streptomyces sp. MPUR-51.7 inibiram 10 dos 13
fitopatégenos, a melhor inibicdo foi contra Rhizoctonia sp. INPA 2943 (90,2 %) e
Colletotrichum scovillei INPA 2910 (65,9 %). O Streptomyces sp. SOL-159 inibiu
apenas 5 fitopatdégenos, sendo a melhor inibicdo contra Colletotrichum guaranicola
INPA 2939 (42 %).

Os testes preliminares da atividade citotéxica dos extratos obtidos dos quatros

isolados de Streptomyces contra as linhagens de células de carcinoma de célon
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humano (HCT116) e carcinoma hepatocelular humano (HepG2) ndo foram
significativos.

Perspectivas futuras para esse trabalho envolvem a caracterizagcéo da parede
celular, testes de resisténcia entre outras analises, a fim depositar os isolados em pelo
menos dois bancos de culturas bacterianas de referéncia internacional. Realizar
analises complementares de mineragdo gendmica nos quatro isolados para
desbloquear, por meio da abordagem OSMAC ou expressao heteréloga, as vias
biosintéticas dessas biomoléculas. Assim como, analisar os diversos BGCs preditos
gue possuem baixa similaridade e que podem codificar diferentes moléculas
desconhecidas, que podem permitir o melhor entendimento em relac&o a biossintese
dessas moléculas. Avaliar in planta a atividade inibitéria dos isolados que
apresentaram efeitos significativos in vitro maiores que 50 %.

Portanto, estudos futuros podem abordar a descoberta de novas biomoléculas
com amplo potencial biotecnoldgico oriundas dos clusters génicos biossintéticos dos

isolados de Streptomyces de sedimentos de rios Amazonicos.
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APENDICE A - BIOSYNTHETIC GENE CLUSTERS (BGCS) PREDITOS NO GENOMA COMPLETO DO ISOLADO MPUR-28.3

Genome region

Region Biosynthetic Class (nucleotide) Most similar known cluster Similarity MIBIG ID
Start Stop
PKS-
Region 1.1 like,amglyccycl,butyrola 20,932 67,978  7-deoxypactamycin 13% BGC0000119
ctone
Region 1.2 lanthipeptide-class-i 76,584 101,924 ND ND ND
T1PKS,NRPS- antimycin
Region4.1  1Kke,NRPS,lanthipeptide- ;o5 84,874 100%  BGC0000958
class-ii,Janthipeptide-
class-iii
Region 5.1 NRPS,NRPS-like 37,373 83,859  enduracidin 12% BGC0000341
Region 14.1  T1PKS 1 54,774  sanglifehrin A 11% BGC0001042
Region 18.1 NRPS,LAP 1 43,981  surugamide A/surugamide D 61% BGC0001792
Region 26.1  NRPS 1 43,684  mannopeptimycin 22% BGC0000388
Region 52.1  terpene 10,850 31,036 geosmin 100% BGC0001181
SGR PTMs / SGR PTM Compound
Region 60.1  T1PKS,NRPS 1 29,143 b /SGR PTM Compound c / SGR 100% BGC0001043
PTM Compound d
Region 64.1 RiPP-like 1 6,365 streptamidine 50% BGC0002115
Region 82.1 T3PKS 1 24,968 naringenin 100% BGC0001310
Region 85.1 NRPS 1 24,166 mannopeptimycin 7% BGC0000388
Region 86.1 terpene 1 23,742 hopene 69% BGC0000663
Region 88.1 T1PKS 1 23,954  candicidin 23% BGC0000034
Region 97.1 NI-siderophore 1 8,015 ND ND ND
Region 117.1 T2PKS 1 20,238  fredericamycin A 57% BGC0000224
Region 121.1 NRPS 1 20,034  scabichelin 30% BGC0000423
Region 125.1 terpene 4,551 19,435 vazabitide A 13% BGC0001818
Region 127.1 terpene 4,277 19,275  albaflavenone 100% BGC0000660
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Region 128.1

NRPS

Region 135.1

RiPP-like

Region 171.1

NRPS

Reqgion 177.1

NI-siderophore

Region 196.1

NRPS-like

Reqgion 211.1

T1PKS

Region 216.1

NRPS

Reqgion 246.1

ectoine

Region 257.1

RiPP-like

Region 285.1

lanthipeptide-class-iii

Region 288.1

NRPS

Region 336.1

NRPS

Region 342.1

T1PKS

Region 353.1

LAP,RRE-containing

Region 368.1

NRPS-like

Region 392.1

NRPS-like

Region 405.1

RiPP-like

Region 504.1

NRPS

Region 519.1

NRPS-like

Region 541.1

terpene

RPRRPRRPRRPRRRRRR

19,202
11,206
14,137
7,707
12,374
11,212
10,562
9,167
8,502
7,155
7,084
5,594
5,412
5,163
4,613
4,101
3,697
1,712
1,535
1,308

ND
ND

ulleungmycin

desferrioxamin B

ND
oligomycin
ND
ectoine
ND

AmfS

ND

ND

ND

ND

ND
rotihibin A
ND

ND

ND
carotenoid

ND
ND
5%
100%
ND
38%
ND
100%
ND
40%
ND
ND
ND
ND
ND
28%
ND
ND
ND
18%

ND

ND
BGC0001814
BGC0000941

ND
BGC0000117

ND
BGC0000853

ND
BGC0000496

ND

ND

ND

ND

ND
BGC0002367

ND

ND

ND
BGC0000633

Fonte: O autor (2023).

Nota: ND - ndo determinado. O (*) representa um BGC hibrido.
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https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-661c0b64-1603-4e00-9352-e01fc7258cb2/index.html#r285c1
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#lanthipeptide-class-iii
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0000496/1
https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-661c0b64-1603-4e00-9352-e01fc7258cb2/index.html#r288c1
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#nrps
https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-661c0b64-1603-4e00-9352-e01fc7258cb2/index.html#r336c1
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#nrps
https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-661c0b64-1603-4e00-9352-e01fc7258cb2/index.html#r342c1
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#t1pks
https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-661c0b64-1603-4e00-9352-e01fc7258cb2/index.html#r353c1
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#lap
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#rre-containing
https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-661c0b64-1603-4e00-9352-e01fc7258cb2/index.html#r368c1
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#nrps-like
https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-661c0b64-1603-4e00-9352-e01fc7258cb2/index.html#r392c1
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#nrps-like
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0002367/1
https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-661c0b64-1603-4e00-9352-e01fc7258cb2/index.html#r405c1
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#ripp-like
https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-661c0b64-1603-4e00-9352-e01fc7258cb2/index.html#r504c1
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#nrps
https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-661c0b64-1603-4e00-9352-e01fc7258cb2/index.html#r519c1
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#nrps-like
https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-661c0b64-1603-4e00-9352-e01fc7258cb2/index.html#r541c1
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#terpene
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0000633/1

APENDICE B - BIOSYNTHETIC GENE CLUSTERS (BGCS) PREDITOS NO GENOMA COMPLETO DO ISOLADO MPUR-31.3

Genome region

Region Biosynthetic Class (nucleotide) Most similar known cluster Similarity MIBIG ID
Start Stop
Region 1.1 :i\'kzps"addera”e’NRPS' 1 50,140  colibrimycin 42%  BGC0002100
Region 5.1 butyrolactone 6,840 17,580 ND ND
. CDA1b/CDA2a/CDA2b/CDA3a/CD 0
Region 14.1 NRPS 5,428 29,831 A3b/CDA4a/CDA4b 15% BGC0000315
Region 22.1  NRPS,phosphonate 1 23,085  dehydrofosmidomycin 15% BGC0002036
Region 25.1 LAP 1 24,995 ND ND
Region 28.1  NlI-siderophore 7,582 21,083  peucechelin 10% BGC0002466
Region 35.1  NAPAA,NRPS 1 21,216  stenothricin 13% BGC0000431
Region 41.1  RiPP-like 2,902 13,261  griselimycin 7% BGC0001414
Region 46.1  Nl-siderophore 898l 19154 oestermoxamin Bldestemoxamine 66%  BGC0000940
Region 47.1  NRPS 1 19,057  coelibactin 18% BGC0000324
Region 72.1  terpene 1 14,844  hopene 61% BGC0000663
Region 80.1  RiPP-like 2,321 12,536 informatipeptin 28% BGC0000518
thiazostatin/watasemycin
: NRP- Alwatasemycin B/2- 0
Region 83.1 metallophore,NRPS 1 13,811 hydroxyphenylthiazoline 20% BGC0001801
enantiopyochelin/isopyochelin
Region 84.1 NRPS 1 13,787  griselimycin 11% BGC0001414
Region 109.1 T3PKS 1 12,145 ND ND
Region 118.1 lassopeptide 1 11,855 ikarugamycin 8% BGC0001435
Region 126.1 NRPS 1 11,576  glycinocin A 9% BGC0000379
Region 136.1 T2PKS 1 11,236  spore pigment 58% BGC0000271
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https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-ab5d4a07-95e7-41ba-9646-8c2d40ff95d7/index.html#r1c1
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#nrps
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#ladderane
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#nrps-like
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#nrps-like
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0002100/1
https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-ab5d4a07-95e7-41ba-9646-8c2d40ff95d7/index.html#r5c1
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#butyrolactone
https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-ab5d4a07-95e7-41ba-9646-8c2d40ff95d7/index.html#r14c1
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#nrps
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0000315/1
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0000315/1
https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-ab5d4a07-95e7-41ba-9646-8c2d40ff95d7/index.html#r22c1
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#nrps
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#phosphonate
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0002036/1
https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-ab5d4a07-95e7-41ba-9646-8c2d40ff95d7/index.html#r25c1
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#lap
https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-ab5d4a07-95e7-41ba-9646-8c2d40ff95d7/index.html#r28c1
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#ni-siderophore
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0002466/1
https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-ab5d4a07-95e7-41ba-9646-8c2d40ff95d7/index.html#r35c1
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#napaa
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#nrps
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0000431/1
https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-ab5d4a07-95e7-41ba-9646-8c2d40ff95d7/index.html#r41c1
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#ripp-like
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0001414/1
https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-ab5d4a07-95e7-41ba-9646-8c2d40ff95d7/index.html#r46c1
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#ni-siderophore
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0000940/1
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0000940/1
https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-ab5d4a07-95e7-41ba-9646-8c2d40ff95d7/index.html#r47c1
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#nrps
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0000324/1
https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-ab5d4a07-95e7-41ba-9646-8c2d40ff95d7/index.html#r72c1
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#terpene
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0000663/1
https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-ab5d4a07-95e7-41ba-9646-8c2d40ff95d7/index.html#r80c1
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#ripp-like
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0000518/1
https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-ab5d4a07-95e7-41ba-9646-8c2d40ff95d7/index.html#r83c1
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#nrp-metallophore
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#nrp-metallophore
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#nrps
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0001801/1
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0001801/1
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0001801/1
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0001801/1
https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-ab5d4a07-95e7-41ba-9646-8c2d40ff95d7/index.html#r84c1
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#nrps
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0001414/1
https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-ab5d4a07-95e7-41ba-9646-8c2d40ff95d7/index.html#r109c1
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#t3pks
https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-ab5d4a07-95e7-41ba-9646-8c2d40ff95d7/index.html#r118c1
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#lassopeptide
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0001435/1
https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-ab5d4a07-95e7-41ba-9646-8c2d40ff95d7/index.html#r126c1
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#nrps
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0000379/1
https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-ab5d4a07-95e7-41ba-9646-8c2d40ff95d7/index.html#r136c1
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#t2pks
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0000271/1

Region 145.1

Region 151.1
Region 155.1
Region 168.1
Region 172.1

Region 181.1

Region 212.1
Region 217.1
Region 222.1
Region 234.1
Region 245.1
Region 258.1
Region 319.1
Region 370.1
Region 371.1
Region 374.1
Region 387.1
Region 497.1
Region 498.1
Region 523.1
Region 539.1
Region 585.1
Region 589.1
Region 591.1
Region 595.1
Region 613.1
Region 615.1

NRPS-like

NRPS-like
ladderane

NRPS-like,betalactone

terpene
butyrolactone

NRPS

NRPS
NI-siderophore
ectoine
butyrolactone
NRPS-like
butyrolactone
T1PKS
terpene
NRPS
terpene
NRPS

NRPS
melanin
NRPS
ladderane
T1PKS
T1PKS
NRPS
NRPS-like
RRE-containing

N PR R R
H
(6]
ol

R

671

= W
w
N

RPRRPRRPRPRPRRPRRPRRPRPRPRRRRERRRE

10,868

10,649
10,525
10,036
9,906

9,655

8,819
8,723
8,632
8,269
7,115
7,863
6,968
6,335
6,326
6,297
6,150
5,000
4,995
4,823
4,677
4,208
4,176
4,160
4,119
4,030
4,015

guadinomine/guadinomine
B/guadinomic acid
diisonitrile antibiotic SF2768
metatricycloene
e-Poly-L-lysine
albaflavenone

gaburedin A/gaburedin
B/gaburedin C/gaburedin
D/gaburedin E/gaburedin F
surugamide A/surugamide D

ectoine

1-heptadecene

diisonitrile antibiotic SF2768
geosmin
atratumycin

melanin
triacsin C

primycin

19%

22%
6%
100%
100%

20%

23%
ND
ND

100%
ND
ND
ND

100%
ND

38%

100%
7%
ND

42%
ND

15%
ND

10%
ND
ND
ND

BGC0000998

BGC0001574
BGC0001369
BGC0002174
BGC0000660

BGC0002578

BGC0001792

ND

ND
BGC0002052

ND

ND

ND
BGC0001164

ND
BGCO0001574
BGC0001181
BGC0001975

ND
BGC0000908

ND
BGC0001983

ND
BGC0001447

ND

ND

ND
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https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-ab5d4a07-95e7-41ba-9646-8c2d40ff95d7/index.html#r145c1
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#nrps-like
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0000998/1
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0000998/1
https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-ab5d4a07-95e7-41ba-9646-8c2d40ff95d7/index.html#r151c1
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#nrps-like
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0001574/1
https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-ab5d4a07-95e7-41ba-9646-8c2d40ff95d7/index.html#r155c1
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#ladderane
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0001369/1
https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-ab5d4a07-95e7-41ba-9646-8c2d40ff95d7/index.html#r168c1
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#nrps-like
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#betalactone
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0002174/1
https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-ab5d4a07-95e7-41ba-9646-8c2d40ff95d7/index.html#r172c1
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#terpene
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0000660/1
https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-ab5d4a07-95e7-41ba-9646-8c2d40ff95d7/index.html#r181c1
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#butyrolactone
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0002578/1
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0002578/1
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0002578/1
https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-ab5d4a07-95e7-41ba-9646-8c2d40ff95d7/index.html#r212c1
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#nrps
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0001792/1
https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-ab5d4a07-95e7-41ba-9646-8c2d40ff95d7/index.html#r217c1
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#nrps
https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-ab5d4a07-95e7-41ba-9646-8c2d40ff95d7/index.html#r222c1
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#ni-siderophore
https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-ab5d4a07-95e7-41ba-9646-8c2d40ff95d7/index.html#r234c1
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#ectoine
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0002052/1
https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-ab5d4a07-95e7-41ba-9646-8c2d40ff95d7/index.html#r245c1
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#butyrolactone
https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-ab5d4a07-95e7-41ba-9646-8c2d40ff95d7/index.html#r258c1
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#nrps-like
https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-ab5d4a07-95e7-41ba-9646-8c2d40ff95d7/index.html#r319c1
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#butyrolactone
https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-ab5d4a07-95e7-41ba-9646-8c2d40ff95d7/index.html#r370c1
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#t1pks
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0001164/1
https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-ab5d4a07-95e7-41ba-9646-8c2d40ff95d7/index.html#r371c1
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#terpene
https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-ab5d4a07-95e7-41ba-9646-8c2d40ff95d7/index.html#r374c1
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#nrps
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0001574/1
https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-ab5d4a07-95e7-41ba-9646-8c2d40ff95d7/index.html#r387c1
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#terpene
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0001181/1
https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-ab5d4a07-95e7-41ba-9646-8c2d40ff95d7/index.html#r497c1
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#nrps
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0001975/1
https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-ab5d4a07-95e7-41ba-9646-8c2d40ff95d7/index.html#r498c1
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#nrps
https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-ab5d4a07-95e7-41ba-9646-8c2d40ff95d7/index.html#r523c1
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#melanin
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0000908/1
https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-ab5d4a07-95e7-41ba-9646-8c2d40ff95d7/index.html#r539c1
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#nrps
https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-ab5d4a07-95e7-41ba-9646-8c2d40ff95d7/index.html#r585c1
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#ladderane
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0001983/1
https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-ab5d4a07-95e7-41ba-9646-8c2d40ff95d7/index.html#r589c1
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#t1pks
https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-ab5d4a07-95e7-41ba-9646-8c2d40ff95d7/index.html#r591c1
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#t1pks
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0001447/1
https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-ab5d4a07-95e7-41ba-9646-8c2d40ff95d7/index.html#r595c1
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#nrps
https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-ab5d4a07-95e7-41ba-9646-8c2d40ff95d7/index.html#r613c1
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#nrps-like
https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-ab5d4a07-95e7-41ba-9646-8c2d40ff95d7/index.html#r615c1
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#rre-containing

Region 744.1 NRPS

Region 751.1 NRPS

Region 765.1 RIiPP-like
Region 809.1 RIiPP-like
Region 820.1 NRPS-like
Region 872.1 NRPS

Region 936.1 NRPS

Region 970.1 NRPS-like
Region 971.1 NlI-siderophore
Region 972.1 NRPS-like

RPRRPRRPRRRRRRR

3,220
3,172
3,070
2,868
2,795
2,538
2,300
2,167
2,157
2,155

ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND

ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND

Fonte: O autor (2023).
Nota: ND - ndo determinado. O (*) representa um BGC hibrido.
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https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-ab5d4a07-95e7-41ba-9646-8c2d40ff95d7/index.html#r744c1
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#nrps
https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-ab5d4a07-95e7-41ba-9646-8c2d40ff95d7/index.html#r751c1
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#nrps
https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-ab5d4a07-95e7-41ba-9646-8c2d40ff95d7/index.html#r765c1
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#ripp-like
https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-ab5d4a07-95e7-41ba-9646-8c2d40ff95d7/index.html#r809c1
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#ripp-like
https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-ab5d4a07-95e7-41ba-9646-8c2d40ff95d7/index.html#r820c1
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#nrps-like
https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-ab5d4a07-95e7-41ba-9646-8c2d40ff95d7/index.html#r872c1
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#nrps
https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-ab5d4a07-95e7-41ba-9646-8c2d40ff95d7/index.html#r936c1
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#nrps
https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-ab5d4a07-95e7-41ba-9646-8c2d40ff95d7/index.html#r970c1
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#nrps-like
https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-ab5d4a07-95e7-41ba-9646-8c2d40ff95d7/index.html#r971c1
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#ni-siderophore
https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-ab5d4a07-95e7-41ba-9646-8c2d40ff95d7/index.html#r972c1
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#nrps-like

APENDICE C - BIOSYNTHETIC GENE CLUSTERS (BGCS) PREDITOS NO GENOMA COMPLETO DO ISOLADO MPUR-51.7

Genome region

Region Biosynthetic Class (nucleotide) Most similar known cluster Similarity MIBIG ID
Start Stop
Region 1.1 NRPS,LAP 1 80,297  surugamide A / surugamide D 61% BGC0001792
Region 5.1 NRPS 1 23,758  scabichelin 30% BGC0000423
Reqgion 10.1  NRPS 1,071 39,259  cyclofaulknamycin 75% BGC0002358
Reqgion 14.1  terpene 7,589 28,959  vazabitide A 13% BGC0001818
Region 18.1  terpene 1 15,061  albaflavenone 100% BGC0000660
Region 19.1  T1PKS 1 34,074  ECO-0501 14% BGC0002098
Region 21.1 NRPS 1 29,240  diisonitrile antibiotic SF2768 66% BGC0001574
Region 25.1  NRPS,T1PKS 1 31,966  antimycin 100% BGC0000958
Region 34.1  T1PKS 1 29,422  niphimycins C-E 22% BGC0001700
Reqgion 37.1  lassopeptide 10,901 29,088 cosmomycin C 5% BGC0001558
Reqgion 46.1  terpene 1 20,286  geosmin 100% BGC0001181
SGR PTMs / SGR PTM Compound
Region 49.1 NRPS,T1PKS 1 25,482 b/ SGR PTM Compound c / SGR 100% BGC0001043
PTM Compound d

Region 57.1  NRPS-like, TIPKS 1 24,119  candicidin 71% BGC0000034
Region 60.1  Ni-siderophore 12,673 23,897  desferrioxamin B 80% BGC0000941
Region 66.1  NRPS-like 1 23,042  valinomycin / montanastatin 8% BGC0001846
Reqgion 67.1 NRPS 1 22,866  dudomycin A 13% BGC0002359
Region 72.1  T3PKS 1 22,334  naringenin 100% BGC0001310
Region 73.1  NRPS-like 1 22,297  minimycin 80% BGC0002295
Reqgion 89.1  T2PKS 1 19,530 fredericamycin A 60% BGC0000224
Region 119.1 TI1PKS 1 15,848  J1-001-2 34% BGC0002559
Region 128.1 T1PKS 1 15,331 ND ND ND

Region 137.1 NRPS 1 14,630 ND ND ND

Region 152,1 \anthipeptide-class- 1 13,530 ND ND ND

ii,NRPS,T1PKS
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Reqgion 153.1

NI-siderophore

Reqgion 187.1

terpene

Reqgion 218.1

T1PKS

Region 226.1

NI-siderophore

Reqion 227.1

NRPS-like

Region 280.1

NRPS

Reqgion 324.1

terpene

Region 340.1

ectoine

Reqgion 363.1

lanthipeptide-class-iii

Region 392.1

RiPP-like

Reqgion 415.1

T1PKS

Region 428.1

NRPS-like

Reqion 429.1

NRPS

Region 458.1

T1PKS

Reqgion 551.1

NRPS

Region 558.1

NRPS

Reqgion 572.1

LAP

Region 602.1

RiPP-like

Region 663.1

RiPP-like

Reqion 674.1

terpene

Reqgion 706.1

RRE-containing

Reqgion 708.1

RiPP-like

5,556

|

RPRRPRRPRPRRPRRPRPRPRRPRRPRRRREPRERRERRERWR

[EEN
=
©

13,530
11,750
10,355
10,046
10,014
8,140
6,918
6,520
6,112
5,516
5,092
4,900
4,871
4,400
3,114
3,075
2,892
2,591
2,110
2,004
1,784
1,773

ND
hopene
ND

ND
rotihibin A

surugamide A / surugamide D

ND
ectoine

gobichelin A / gobichelin B

ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
streptamidine

ND
30%
ND
ND
28%
38%
ND

100%

11%
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND

16%

ND
BGC0000663
ND
ND
BGC0002367
BGC0001792
ND
BGC0000853
BGCO0000366
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
BGC0002115

Fonte: O autor (2023).

Nota: ND - ndo determinado. O (*) representa um BGC hibrido.
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APENDICE D - BIOSYNTHETIC GENE CLUSTERS (BGCS) PREDITOS NO GENOMA COMPLETO DO ISOLADO SOL-159

Genome region

Region Biosynthetic Class (nucleotide) Most similar known cluster Similarity MIBIG ID
Start Stop
phosphonate,RRE-
Region 1.1 containing,NRPS, T1PK 224,587 309,868 showdomycin 23% BGC0001778
S,ectoine
Region 1.2 melanin 440,943 446,289 melanin 28% BGC0000908
Region 3.1 thiopeptide 7,529 43,985 radamycin / globimycin 88% BGC0001753
Region 3.2 NRPS 211,458 258,816 auroramycin 20% BGC0001522
Region 5.1 terpene 151 14,388  hopene 53% BGC0000663
Region 5.2 terpene,RiPP-like 45,333 68,849  ebelactone 5% BGC0001580
Region 5.3 NI-siderophore 97,757 112,578 peucechelin 30% BGC0002466
Region 5.4 NRPS-like 129,255 171,852 vazabitide A 15% BGC0001818
Region 6.1 lassopeptide 144,065 166,680 citrulassin D 100% BGC0001550
Region 10.1  terpene 81,210 102,277 A-47934 5% BGC0000290
Region 11.1 lanthipeptide-class-i 58.600 84,012 Pyrolomycin A/ pyrrolomycin B/ 506 BGC0000130
pyrrolomycin C / pyrrolomycin D

Region 12.1  NI-siderophore 83,095 94,924  desferrioxamin B 100% BGC0000941
Region 25.1  indole 43,038 66,316 rebeccamycin 25% BGC0000821
Region 26.1  T2PKS,RiPP-like 50,014 92,707  xantholipin 32% BGC0000279
Region 29.1  RiPP-like 72,345 84,678 ND ND ND

Region 38.1  melanin 60,580 71,008 istamycin 8% BGC0000700
Region 45.1  T1PKS,betalactone 26,528 69,095 A-201A 6% BGC0000873
Region 48.1  T3PKS,terpene 1 44,487  flaviolin 75% BGC0000902
Region 49.1  CDPS 1 17,072  malacidin A / malacidin B 5% BGC0001448
Region 54.1  ectoine 49,397 58,429  ectoine 100% BGC0000853

synechobactin C9 / synechobactin
Region 71.1  NI-siderophore 14,802 29,354  C11/synechobactin 13/ 9% BGC0002470

synechobactin 14 / synechobactin
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https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-db49a77c-7456-4035-b92a-4aab48cdc112/index.html#r54c1
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#ectoine
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0000853/1
https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-db49a77c-7456-4035-b92a-4aab48cdc112/index.html#r71c1
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#ni-siderophore
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0002470/1
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0002470/1
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0002470/1

Region 72.1  NRPS 1 38,348
Region 74.1  terpene 25,133 37,105
Region 95.1  T3PKS 1 19,866

16 / synechobactin A /
synechobactin B / synechobactin C

malonomycin 38%
hopene 15%
flaviolin/1,3,6,8- 66%

tetrahydroxynaphthalene

BGC0001942
BGC0000663

BGC0002127

Fonte: O autor (2023).
Nota: ND - ndo determinado. O (*) representa um BGC hibrido.
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https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0002470/1
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0002470/1
https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-db49a77c-7456-4035-b92a-4aab48cdc112/index.html#r72c1
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#nrps
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0001942/1
https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-db49a77c-7456-4035-b92a-4aab48cdc112/index.html#r74c1
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#terpene
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0000663/1
https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-db49a77c-7456-4035-b92a-4aab48cdc112/index.html#r95c1
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#t3pks
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0002127/1
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0002127/1
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