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RESUMO

Esta tese teve como objetivo investigar o potencial biotecnologico de duas linhagens de
Streptomyces e trés de Bacillus isoladas de sedimentos amazdnicos para o desenvolvimento de
bioinoculantes com aplicacbes no controle de fitopatdgenos e promocdo do crescimento
vegetal. O trabalho foi dividido em trés capitulos complementares: Capitulo I, onde duas
linhagens de Streptomyces (APUR 32.5 e MPUR 40.3) foram avaliadas quanto ao seu potencial
de biocontrole da antracnose causada por Colletotrichum scovillei em pimenta (Capsicum
chinense), bem como sua capacidade de estimular o crescimento vegetal. Ambas apresentaram
atividade antifungica significativa in vitro e in vivo, aléem de promoverem o crescimento
radicular das plantas. As linhagens também expressaram enzimas hidroliticas, solubilizaram
fosfatos e produziram sideroforos, demonstrando caracteristicas promissoras para uso como
bioinoculantes multifuncionais. Capitulo 11 aprofundou a caracterizagcdo gendémica e quimica
dessas linhagens de Streptomyces. A analise filogenémica indicou que APUR 32.5 representa
uma potencial nova espécie. A mineracdo gendmica revelou clusters biossintéticos (BGCs)
relacionados a producdo de metabolitos bioativos, corroborada por analises metabolémicas e
ensaios de atividade antiflngica dos extratos. A integracdo dos dados gendmicos e quimicos
permitiu associar a presenca de BGCs a compostos bioativos detectados, reforcando o potencial
dessas linhagens para aplicacdes biotecnoldgicas. Ja no capitulo 111, trés linhagens de Bacillus
(MPUR 33.1, MPUR 35.2 e MPUR 44.1) foram caracterizadas por meio de filogenia, predi¢céo
de genes biossintéticos e atividade antifungica. As analises demonstraram que essas linhagens
possuem ampla diversidade de genes relacionados a producdo de metabdlitos secundérios e
enzimas hidroliticas. Os resultados desta tese obtidos destacam o potencial de microrganismos
amazonicos como fontes promissoras para o desenvolvimento de bioinsumos sustentaveis,
contribuindo para a reducdo do uso de pesticidas quimicos e para a adocdo de praticas

sustentaveis.
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1. INTRODUCAO GERAL

Um dos principais obstaculos a produtividade agricola é a incidéncia de doencas
causadas por fitopatdgenos, que reduzem significativamente o rendimento das culturas e
comprometem a seguranca alimentar global (PRIYA et al., 2024; GAl e WANG, 2024). Para
diminuir esses impactos, o uso intensivo de defensivos agricolas tem sido amplamente adotado
(FENIBO et al., 2022; HEZAKIEL et al., 2024). No entanto, a aplicac¢do indiscriminada desses
compostos quimicos levanta sérias preocupacGes ambientais e de salde publica, além de
favorecer a selecdo de patogenos resistentes (ZHOU e ACHAL, 2024). Esse cenario se agrava
diante dos desafios impostos pelas mudancas climaticas e da crescente demanda por alimentos,
dificultando a adoc¢do de sistemas agricolas que conciliem alta produtividade e menor impacto
ambiental (KHATRI et al., 2024).

Estima-se que aproximadamente um terco da producdo mundial anual de alimentos,
cerca de 1,3 bilhdo de toneladas, seja perdido ou desperdicado ao longo da cadeia produtiva,
desde a pré-colheita até o pés-colheita, resultando em consequéncias econdmicas significativas
(SHAHBAZI et al., 2025). As taxas de perda variam entre os grupos alimentares, alcancando
aproximadamente, 30% para cereais, 40-50% para tubérculos, frutas e hortalicas, e 20% para
oleaginosas (ISHANGULYYEV et al., 2019; SHAHBAZI et al., 2025). Grandes partes dessas
perdas estdo associadas a acdo de fitopatdgenos, que continuam sendo um dos principais
desafios da agricultura moderna (SADVAKASOVA et al., 2025; MADHUSHAN et al., 2025).
No periodo pés-colheita, por exemplo, estima-se que patdgenos sejam responsaveis por perdas
entre 25% e 40% na producdo global de frutas e hortalicas, contribuindo significativamente
para o desperdicio de alimentos (PORAT et al., 2018; SAWICKA e EGBUNA, 2020;
GODANA et al., 2023).

Nesse contexto de vulnerabilidade e limitacdo dos métodos convencionais, cresce 0
interesse por estratégias sustentaveis de manejo fitossanitario e aumento da resiliéncia das
plantas ao estresse abiotico (BEYARI, 2024). Entre as alternativas promissoras, destacam-se
0s bioinoculantes, microrganismos benéficos aplicados ao solo ou as plantas, que atuam tanto
no controle de fitopatdgenos quanto na promog¢do do crescimento vegetal, por meio de
mecanismos como solubilizacdo de fosfato, producéo de sideroforos, fixagdo de nitrogénio e
sintese de hormonios vegetais (SUMAN et al., 2022; SHARMA et al., 2023; BEYARI, 2024).

13



Dentre esses microrganismos, o género Streptomyces tem despertado grande interesse
nas industrias farmacéutica, alimenticia e agricola por sua capacidade de produzir metabdlitos
secundarios com propriedades antifungicas, antibacterianas e anticancer (SETHI et al., 2024;
SIVALINGAM et al., 2024; VOJNOVIC et al., 2024; PATEL et al., 2025). Esses
microrganismos também favorecem o crescimento vegetal por meio da producdo de
fitohormonios e da solubilizagdo de nutrientes (AL-QUWAIE, 2024; WANG et al., 2024;
PATEL et al., 2025). Estima-se que 0 género Streptomyces seja responsavel pela producéo de
mais de 100.000 metabdlitos com acdo antibidtica, representando cerca de 75 a 80% de todos
0s compostos bioativos naturais utilizados na agricultura e na industria farmacéutica
(CHATTERJEE et al., 2025). Além da producao de metabolitos, suas enzimas sao amplamente
aplicadas na degradacdo de residuos organicos e na formulagéo de biofertilizantes (KUMAR et
al., 2020; KHUSHBOO et al., 2022).

De maneira semelhante, microrganismos do género Bacillus tém se destacado como
agentes eficazes no controle bioldgico de fitopatdgenos e na promog¢éo do crescimento vegetal
(ZHANG et al., 2022). As linhagens deste grupo produzem compostos bioativos diversos,
como lipopeptideos e enzimas hidroliticas, que atuam diretamente na supressao de doencgas e
na indugdo de resisténcia vegetal (WANG et al., 2024; MENG et al., 2024). A aplicagéo de
Bacillus como bioinoculantes representa uma alternativa viavel e sustentavel ao uso de
pesticidas quimicos, com potencial para o desenvolvimento de bioinsumos inovadores (SALES
e RIGOBELO, 2024; WU et al., 2025).

No processo de selecdo e caracterizacdo de linhagens promissoras para formulacéo de
bioinoculantes, ferramentas moleculares tém revolucionado o campo, com destaque para as
tecnologias dmicas (gendmica, transcriptomica e metabolémica) (PALAZZOTTO e WEBER,
2018; LAVANYA et al., 2025). A obtencdo do genoma completo desses microrganismos
permite uma identificacdo precisa em nivel de espécie por meio de anélises filogenémicas
(como TYGs, ANI e MLST), além de viabilizar a descricdo de novas espécies, contribuindo
para a taxonomia microbiana e para a ampliacdo do repertdrio de organismos com potencial
biotecnologico (KOMAKI, 2022; MISPELAERE et al., 2024; Ql et al., 2024; NOUIOUI et al.,
2025).

A integracdo de abordagens metabol6micas a mineracdo e prospeccao de genomas
amplia o potencial de caracterizagdo funcional dos microrganismos, permitindo a identificacdo

de clusters génicos responsaveis pela produgdo de metabdlitos bioativos como antibioticos,
14



siderdforos e horménios vegetais, além de permitir a identificacdo de enzimas degradadoras de
parede celular, podendo ser usadas no controle de patdgenos (YE et al., 2022; TANAKA et al.,
2024; NGUYEN et al. 2025; OLIVEIRA et al., 2025; NAWAZ et al., 2025). Esses genes e seus
produtos funcionam como marcadores moleculares valiosos para discriminacdo e qualificacéo
das linhagens de alto desempenho agricola e no direcionamento para aplicagdes especificas de
diversas industrias (YE et al., 2022).

Diante desse cenario, este trabalho tem como objetivo geral avaliar o potencial de
linhagens bacterianas dos géneros Streptomyces e Bacillus no controle de fitopatogenos e
promocdo do crescimento vegetal e produgdo de compostos bioativos. Para isso, foram
definidos trés capitulos complementares. O Capitulo | investiga o potencial antagonista in vitro
de duas linhagens de Streptomyces (APUR 32.5 e MPUR 40.3) contra diferentes espécies de
Colletotrichum, com énfase no controle pds-colheita de C. scovillei, agente da antracnose em
pimenta de cheiro, bem como seus efeitos na promogdo do crescimento vegetal. O Capitulo Il
aprofunda-se na caracterizacdo molecular dessas linhagens com base no sequenciamento
gendmico completo, analises filogenémicas e mineragéao de clusters génicos biossintéticos, com
destaque para a possivel descricdo de uma nova espécie (Streptomyces APUR 32.5 sp. nov.).
Por fim, o Capitulo I1l amplia o escopo da pesquisa ao avaliar trés linhagens de Bacillus, sendo
dois B. amoliquefacies (MPUR 33.1 e MPUR 35.2) e um B. subilis (MPUR 44.1), quanto as
suas capacidades antifungicas e promotoras de crescimento em pimenteira, proporcionando
uma abordagem comparativa entre diferentes géneros bacterianos com potencial biotecnolégico

para 0 manejo sustentavel dessa cultura de importancia econdmica.
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2. OBJETIVOS:

2.1 GERAL

Investigar o potencial biotecnoldgico de microrganismos isolados de sedimentos

amazonicos, com énfase em linhagens de Streptomyces e Bacillus, visando aplicagcdes no

biocontrole de fitopatdgenos, promocdo do crescimento vegetal e producdo de compostos

bioativos.

2.2 ESPECIFICOS

CAPITULO 1 - Linhagens de Streptomyces de Sedimentos Amazdnicos como Promotoras

de Crescimento de Plantas e Agentes de Biocontrole da Antracnose em Pds-colheita de

Capsicum chinense

1.

Caracterizar morfologica e taxonomicamente linhagens de Streptomyces isoladas de
sedimentos amazonicos;

Investigar o potencial antagonista das linhagens contra espécies de Colletotrichum,
destacando espectro de acdo e possiveis mecanismos de inibicao;

Verificar a eficicia das linhagens no controle da antracnose p6s-colheita em frutos de
Capsicum chinense;

Avaliar o potencial das linhagens de Streptomyces na promog¢do do crescimento de
Capsicum chinense;

Identificar o potencial enzimatico das linhagens, com énfase na producdo de enzimas
hidroliticas de interesse biotecnoldgico;

Avaliar a tolerancia das linhagens a diferentes condigfes ambientais, visando

determinar sua adaptabilidade e potencial de aplicacdo em campo.

CAPITULO 2 - Andlise genémica e quimica de Streptomyces spp. amazOnicos:

identificacdo de metabolitos bioativos com potencial biotecnoldgico

1.

2.

Validar a identidade taxondmica das linhagens Streptomyces APUR 32.5 (sp. nov.) e
Streptomyces murinus MPUR 40.3 por meio da analise comparativa do genoma
completo;

Analisar o potencial biossintético das linhagens Streptomyces sp. APUR 32.5 (sp. nov.)
e Streptomyces murinus MPUR 40.3, com énfase na predicdo e caracterizacdo de

clusters génicos biossintéticos (BGCs);
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Determinar o perfil de metabolitos secundérios produzidos pelas linhagens sob
diferentes condicdes de cultivo, visando a otimizacdo da producao;

Avaliar a eficacia antifungica dos metabdlitos secundarios brutos e purificados contra
fitopatdgenos agricolas de relevancia econémica;

Elucidar a estrutura quimica dos metabdlitos secundarios de interesse por meio de
andlises espectrométricas avancadas (e.g., RMN, EM de alta resolucdo); (caracterizar o
perfil quimico dos extratos por meio de analises espectrométricas).

Integrar os dados gendmicos e os perfis quimicos, estabelecendo correlacfes entre 0s
clusters génicos biossintéticos (BGCs) preditos e os metabolitos secundarios

estruturalmente elucidados.

CAPITULO 3 - Potencial biotecnoldgico de Bacillus spp. amazénicos como bioinoculantes

para agricultura sustentavel

1.

Realizar a andlise gendmica de trés linhagens de Bacillus isoladas de sedimentos
amazonicos.

Identificar genes associados a producdo de metabdlitos secundarios, enzimas
hidroliticas e mecanismos de promogdo de crescimento vegetal.

Avaliar o potencial antifungico das linhagens contra fitopatdgenos de importancia
agricola.

Caracterizar o perfil enzimatico das linhagens e sua relacdo com o potencial de
biocontrole.

Verificar os efeitos das linhagens na promocéo do crescimento de Capsicum chinense.
Avaliar a eficécia das linhagens no controle pds-colheita de doencas em frutos de tomate

(Solanum lycopersicum) e pimenta de cheiro (Capsicum chinense).
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CAPITULO I - Linhagens de Streptomyces isoladas de sedimentos
amazonicos como promotoras do crescimento vegetal e agentes de
biocontrole da antracnose em pos-colheita de Capsicum chinense

18



RESUMO

Doencas pos-colheita representam um desafio critico para a agricultura global,
resultando em perdas econdmicas substanciais e ameacando a seguranca alimentar mundial.
Espécies do género Colletotrichum destacam-se entre os principais fitopatdgenos por serem
responsaveis por até 40% das perdas pos-colheita em diversas culturas, incluindo espécies de
Capsicum. Este estudo avaliou a atividade antifingica de duas estirpes de Streptomyces isoladas
de sedimentos amazonicos contra diferentes espécies de Colletotrichum, com foco em C.
scovillei, 0 agente causal da antracnose em frutos de Capsicum chinense. Anélises filogenéticas
multilocus indicaram que a estirpe APUR 32.5 possivelmente representa uma nova espécie,
enguanto MPUR 40.3 foi identificada como Streptomyces murinus. Ambas as estirpes exibiram
atividade antifngica in vitro contra sete espécies de Colletotrichum, com porcentagens de
inibicdo variando de 56,3% a 88,6%. Em bioensaios com frutos, S. murinus MPUR 40.3 reduziu
a incidéncia de antracnose em 95%, enquanto Streptomyces sp. APUR 32.5 alcangou uma
reducdo de 39,25%. A microscopia eletrdnica de varredura revelou mecanismos
complementares de acdo antifngica, com MPUR 40.3 atuando durante os estagios iniciais da
infeccdo por meio da lise do tubo germinativo, enquanto APUR 32.5 teve como alvo estruturas
miceliais estabelecidas por meio da degradagdo hifal. Adicionalmente, ambas as estirpes
demonstraram capacidade de promocdo do crescimento de plantas e exibiram caracteristicas
biotecnologicamente relevantes, incluindo producdo de enzimas hidroliticas, sideréforos e
capacidade de solubilizacdo de fosfato. Esses resultados destacam a promessa biotecnoldgica
desses isolados amazdnicos como agentes multifuncionais para 0 manejo sustentavel da

antracnose em pimentas Capsicum.

Palavras-chave: biocontrole; Streptomyces; Colletotrichum scovillei; agricultura sustentavel;

bacia amazbnica

ABSTRACT

Postharvest diseases represent a critical challenge for global agriculture, resulting in
substantial economic losses and threatening worldwide food security. Species of the genus
Colletotrichum stand out among the main phytopathogens for being responsible for up to 40%
of postharvest losses in various crops, including Capsicum species. This study evaluated the
antifungal activity of two Streptomyces strains isolated from Amazonian sediments against

different Colletotrichum species, with a focus on C. scovillei, the causal agent of anthracnose
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in Capsicum chinense fruits. Multilocus phylogenetic analyses indicated that strain APUR 32.5
possibly represents a new species, while MPUR 40.3 was identified as Streptomyces murinus.
Both strains exhibited in vitro antifungal activity against seven Colletotrichum species, with
inhibition percentages ranging from 56.3% to 88.6%. In fruit bioassays, S. murinus MPUR 40.3
reduced the incidence of anthracnose by 95%, while Streptomyces sp. APUR 32.5 achieved a
39.25% reduction. Scanning electron microscopy revealed complementary mechanisms of
antifungal action, with MPUR 40.3 acting during the early infection stages through germination
tube lysis, while APUR 32.5 targeted established mycelial structures through hyphal
degradation. Additionally, both strains demonstrated plant growth-promoting capacity and
exhibited biotechnologically relevant characteristics, including production of hydrolytic
enzymes, siderophores, and phosphate solubilization ability. These results highlight the
biotechnological promise of these Amazonian isolates as multifunctional agents for the

sustainable management of anthracnose in Capsicum peppers.

Keywords: biological control; Streptomyces; Colletotrichum scovillei; sustainable

agriculture; amazon basin
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1.  INTRODUCAO

As doencas pés-colheita representam uma séria ameaca a seguranca alimentar global,
ocasionando perdas anuais superiores a 1,3 bilhdo de toneladas e gerando aproximadamente
US$ 200 bilhdes em prejuizos econdmicos em escala mundial [1,2]. Em paises em
desenvolvimento, onde a infraestrutura de armazenamento e o manejo fitossanitario séo
frequentemente insuficientes, as reducdes de produtividade podem atingir 78% em frutas, 54%
em hortalicas e 32% em cereais, afetando diretamente a subsisténcia dos agricultores e a
disponibilidade de alimentos [3,4]. Nesse cenario, os fitopatdgenos configuram um dos
principais fatores limitantes da producdo agricola global, sendo responsaveis por perdas

estimadas entre 30% e 40% do rendimento potencial das culturas.

O género Colletotrichum inclui diversas espécies fitopatogénicas capazes de causar
doencas antes e apds a colheita, afetando um amplo espectro de plantas de relevancia econémica
[5-7]. Esses patdgenos apresentam mecanismos genéticos que favorecem a selecdo de
gendtipos resistentes sob pressdo de fungicidas, o que dificulta o controle a longo prazo [8-10].
A aplicacdo continua e intensiva de fungicidas exerce forte pressdo seletiva direcional,
constituindo um dos maiores entraves para 0 manejo sustentavel e evidenciando a necessidade
de estratégias integradas que reduzam o desenvolvimento de resisténcia, sem comprometer a

eficacia das medidas de controle [11].

A antracnose destaca-se entre as doengas mais devastadoras que acometem a cultura da
pimenta (Capsicum spp.) em regibes tropicais e subtropicais, ocasionando prejuizos
expressivos tanto no campo quanto durante o armazenamento pos-colheita [12]. Entre as
espécies do complexo, Colletotrichum scovillei é atualmente reconhecida como o principal
agente causal dessa doenca em cultivares de pimenta. Embora seu primeiro registro oficial no
Brasil date de 2014, evidéncias recentes indicam subnotificacdo sistemética da sua ocorréncia
em importantes regifes produtoras [13,14]. Esse quadro é agravado pela crescente detec¢do de
isolados com sensibilidade reduzida a fungicidas, resultado do uso intensivo de compostos
quimicos [12,15]. Assim, o atual cenério epidemioldgico, marcado pela ampla distribui¢do do
patogeno e pela emergéncia de populacdes resistentes, reforca a urgéncia no desenvolvimento
de estratégias alternativas, eficazes e ambientalmente sustentaveis para 0 manejo da antracnose
[16].

Entre os agentes microbianos com potencial para 0 manejo sustentavel de doencas de

plantas, destacam-se bactérias do género Streptomyces, reconhecidas por sua elevada
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capacidade biossintética e pela versatilidade ecoldgica. Essas espécies produzem vastos
repertorios de metabolitos secundarios bioativos e enzimas extracelulares com agéo
antimicrobiana, respondendo por cerca de 75% a 80% dos compostos naturais utilizados
comercialmente, incluindo mais de 100.000 antibidticos descritos [17,18]. A identificacdo de
279 novos metabolitos naturais entre 2015 e 2020 reforga o potencial do género como fonte de
inovacdo biotecnoldgica para a agricultura [18].

Além da atividade antimicrobiana, Streptomyces desempenha funcdes essenciais na
promocdo do crescimento vegetal e na manutencdo da saude do solo, contribuindo para
processos como ciclagem de nutrientes, decomposicdo de residuos organicos complexos e
producdo de biofertilizantes [19-22]. Sua multifuncionalidade é evidenciada por produtos
comerciais ja consolidados, como os biofungicidas baseados em S. griseoviridis e S. lydicus
[23,24].

Considerando o0 uso crescente de agroquimicos e 0s impactos ambientais associados,
torna-se imperativo desenvolver alternativas sustentaveis que possam ser incorporadas de
forma eficiente as praticas agricolas [1,2,14]. Nesse contexto, a Bacia Amazonica, reconhecida
como um dos maiores “hotspots” de biodiversidade do planeta, apresenta condi¢des ecoldgicas
singulares que favorecem a evolucgao de microrganismos com elevada diversidade metabdlica.
Essas pressdes seletivas podem estimular linhagens de Streptomyces a produzirem compostos
inéditos e altamente potentes, com potencial aplicacdo no controle de fitopatdgenos [25,26].

Dessa forma, formulamos a hipdtese de que linhagens de Streptomyces isoladas de
sedimentos amazénicos subexplorados apresentam mecanismos de biocontrole distintos ou
aprimorados, bem como capacidades superiores de promocdo de crescimento vegetal. Esses
atributos podem representar alternativas promissoras para 0 manejo sustentavel de

fitopatdégenos como Colletotrichum scovillei.

O presente estudo avaliou a atividade antifingica e as propriedades promotoras de
crescimento vegetal de duas linhagens amazonicas de Streptomyces (APUR 32.5 e MPUR 40.3)
contra espécies de Colletotrichum, com énfase em C. scovillei, agente etiologico predominante
da antracnose em frutos de pimenta ap6s a colheita. Para isso, foram conduzidos ensaios
antifangicos in vitro, testes de biocontrole pds-colheita em frutos de Capsicum chinense,
analises mecanisticas por microscopia eletronica de varredura e avaliagcbes do potencial de
promogcéo de crescimento vegetal. Caracteristicas de interesse biotecnologico, como producéo

de enzimas hidroliticas, secre¢do de sideroforos, solubilizacdo de fosfato e versatilidade
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ecofisioldgica, também foram investigadas, visando uma caracterizacdo abrangente das

linhagens estudadas.
2. MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta e Isolamento

A coleta de amostras foi realizada em dezembro de 2018, a partir de sedimentos do rio
Purus, localizado na margem direita do rio Amazonas, no estado do Amazonas, Brasil. A partir
dessas amostras, o isolamento foi conduzido utilizando a técnica de diluicdo seriada na
concentragdo de 1073, A inoculagdo foi realizada em placas de Petri contendo meio de cultura
AlA ou ISP2 (Tabela S1), suplementados com acido nalidixico (50 pg/mL) e cicloheximida (50
pg/mL). As placas foram incubadas a 28 °C por 7 a 15 dias. Para obtencdo de culturas puras,
empregou-se a técnica de estriamento. O isolado APUR 32.5 (Streptomyces sp., 06°39'54.0" S,
064°33'36.5" W, 5,5 m de profundidade) foi obtido em meio AIA, enquanto o isolado MPUR
40.3 (Streptomyces sp., 05°39'31.9” S, 063°38'53.7" W, 4,5 m de profundidade) foi isolado em
meio ISP2. Ambos integram atualmente a colecdo microbioldgica do Laboratério Amazon
MicroBiotech — Embrapa Amazénia Ocidental, preservados em glicerol a 15% (v/v) e mantidos
a—80 °C [27].

2.2. Caracterizacao morfolégica

As caracteristicas fenotipicas dos isolados foram avaliadas em diferentes meios de
cultura (Tabela S1), em pH 7 e temperatura controlada de 28 °C. Os parametros analisados
incluiram crescimento das col6nias, formacdo de hifas aéreas, desenvolvimento de micélio
vegetativo e producdo de pigmentos sollveis. As observacdes foram realizadas durante um
periodo de 10 dias, seguindo os protocolos estabelecidos pelo International Streptomyces
Project [28]. A intensidade do crescimento foi classificada conforme o desenvolvimento
morfolégico: crescimento 6timo (+++), com micélio vegetativo abundante e formacao de hifas
aéreas ao longo de toda a linha de inoculagéo; crescimento moderado (++), com formacao
parcial de micélio aéreo; crescimento reduzido (+), caracterizado pela predominancia de

micélio vegetativo e auséncia ou escassez de hifas aéreas; e auséncia de crescimento (—).
2.3. Extracao de DNA

Os isolados foram cultivados por 4 dias em tubos Falcon de 50 mL contendo 20 mL de
meio ISP2 liquido, sob agitacdo a 180 rpm e 28 °C. A extracdo do DNA total foi realizada
utilizando detergente catibnico CTAB a 2% [29]. A quantificagdo do DNA foi feita por
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espectrofotometria (NanoDrop 2000, Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA), e a integridade
foi avaliada por eletroforese em gel de agarose a 0,8% (p/v).

2.4 Amplificacdo da PCR

As reacdes de PCR foram conduzidas utilizando cinco pares de primers direcionados as
sequéncias parciais dos genes atpD (subunidade beta da ATP sintase F1), gyrB (subunidade B
da DNA girase), trpB (subunidade beta da triptofano sintase), rpoB (subunidade beta da RNA
polimerase) e recA (recombinase A). As sequéncias dos primers e suas temperaturas de
anelamento estdo descritas na Tabela S2. As reacdes foram realizadas em volume final de 25
ML, composto por 2,5 pL de tampdo EasyTaq® 10X (TransGen Biotech), 10 uM de dNTP, 1
U de Taq DNA polimerase EasyTag®, 0,5 uM de cada primer, 1 pL de DNA total (50 ng) e
agua destilada esterilizada para completar o volume. As condi¢bes de amplificacdo
compreenderam: desnaturacdo inicial a 95 °C por 3 min; 35 ciclos de 95 °C por 15 s, anelamento
especifico por 30 s e extensdo a 72 °C por 1,5 min; e extensdo final a 72 °C por 5 min. Os
produtos amplificados foram separados em gel de agarose a 1,5% (p/v), corado com brometo
de etidio, e registrados em sistema de imagem molecular (Locus Biotechnology L-Pix Chemi,
Sdo Paulo, Brasil). O peso molecular foi comparado ao marcador 1 kb plus (Invitrogen,
Carlsbad, CA, EUA).

2.5 Sequenciamento do genoma completo

Os produtos de PCR foram purificados com EXx0oSAP-IT (Applied Biosystems,
15819906, Foster City, CA, EUA). Para isso, 5 uL do produto de PCR foram incubados com 2
pL de EXoSAP-IT a 37 °C por 15 min, seguidos da inativacdo enzimatica a 80 °C por 15 min,
Os produtos purificados foram utilizados na reacdo com BigDye Terminator v3.1 em volume
total de 10 uL, contendo 2 pL de agua ultrapura, 1,5 pL de tampéo 5X, 0,5 uL de BigDye, 1
uL de cada primer e 5 pL dos produtos de PCR. As condicdes de ciclismo foram: 96 °C por 60
s; 35 ciclos de 96 °C por 15 s, 50 °C por 15 s e 60 °C por 4 min. As reacGes foram analisadas

por eletroforese capilar em analisador genético 3500 (Thermo Fisher).
2.6 Analise filogenética

As sequéncias consenso foram obtidas por inspe¢do manual dos eletroferogramas. Com
base no conjunto de dados gerado [30], foram recuperadas sequéncias do gene atpD de 335
linhagens de Streptomyces, permitindo a construcdo de arvore filogenética por neighbor-joining
para identificacdo de espécies relacionadas aos isolados APUR 32.5 e MPUR 40.3. A matriz

multilocus final incluiu 40 linhagens de Streptomyces e os dois isolados deste estudo (Tabela
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S3). As sequéncias de cada locus foram alinhadas individualmente no MAFFT e posteriormente
concatenadas manualmente. O arquivo foi submetido ao 1Q-TREE para analise de maxima
verossimilhanca (ML) com 1000 pseudorreplicac6es. A topologia final foi visualizada no iTOL
e editada manualmente no software CoreDRAW 2020.

2.7 Atividade antifangica in vitro

A capacidade inibitoria dos Streptomyces frente a sete espécies de Colletotrichum foi
avaliada por pareamento em cultura dupla [31]. Discos de micélio (0,8 cm de diametro) dos
fitopatdgenos foram posicionados no centro de placas contendo PDA, e estrias dos isolados
foram realizadas lateralmente, a 2 cm das bordas. As placas foram incubadas a 28 °C. Os
fitopatdgenos utilizados pertencem a cole¢do microbioldgica da Embrapa Amazonia Ocidental

(Tabela S4). Os ensaios foram conduzidos em triplicata, e a inibicéo foi calculada ap6s 15 dias
utilizando: % inibicao = [%] % 100, onde C = média do controle e T = média do tratamento.

O controle positivo consistiu apenas do fitopatdgeno no meio de cultura.

2.8. Atividade de Biocontrole Pds-Colheita
2.8.1. Preparo dos Frutos e Inéculo do Patogeno

Frutos de Capsicum chinense foram desinfetados superficialmente com hipoclorito de
sodio a 2% por 5 min, lavados trés vezes em agua destilada estéril e rapidamente imersos em
etanol 70%. O indculo de C. scovillei foi obtido de culturas de 3 dias em meio batata-dextrose.
Os conidios foram suspensos em agua destilada estéril e ajustados para 10® conidios/mL em

camara de Neubauer.
2.8.2. Preparo e Padronizacéo da Suspenséo de Esporos de Streptomyces

Os isolados foram cultivados em ISP2 por 7 dias a 28 °C. Os esporos foram raspados

do agar e suspensos em agua destilada estéril. A suspensdo foi padronizada para 10® UFC/mL

a partir da leitura de OD 0,1 a 600 nm [32].
2.8.3. Inoculagéo e Tratamentos

Os frutos foram inicialmente inoculados por imerséo por 5 s na suspensdo de C. scovillei
(10® conidios/mL) e incubados por 24 h a 28 °C. Em seguida, foram imersos por 5 s na

suspensédo de Streptomyces (108 UFC/mL).

2.8.4. Controle e Avaliacéo
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Foram utilizados controles negativo (&dgua estéril) e positivo (apenas patdgeno). Apos 7
dias a 28 °C, calcularam-se o indice de doenca (ID) e a eficiéncia de controle (EC):

ID (%) = (area lesionada/area total do fruto) x 100

EC (%) = [(IC — IT)/IC] x 100, em que IC = indice do controle positivo e IT = indice
do tratamento. O experimento foi conduzido em triplicata, com 10 frutos por repeticao.

2.9. Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A morfologia dos Streptomyces e suas interacGes antagénicas com C. scovillei foram
examinadas em microscopio eletrdnico de varredura (JEOL JSM-IT500HR). Para analise
morfolégica, microculturas foram crescidas em ISP2 e incubadas por 5 dias. Apds 7 dias,
interagBes in vitro e pos-colheita foram avaliadas removendo-se fragmentos das margens ativas
das colbnias. As amostras foram fixadas em paraformaldeido a 4%, desidratadas em série
crescente de etanol (30% a 100%), com repeti¢do no etanol absoluto. A secagem ocorreu em
ponto critico (Leica EM CPD300) e as amostras foram metalizadas com ouro para obtencédo das

imagens.
2.10. Avaliacdo de Mecanismos de Promocao de Crescimento
2.10.1. Solubilizacéo de Fosfato e Producéo de Siderdéforos

A solubilizacdo de Cas(POa4)2, AIPOs e FePOs e a producdo de sideroforos foram
avaliadas em meios seletivos (Tabela S5). As placas foram incubadas por 5 dias a 28 °C, e a
atividade foi inferida pela formagéo de halos ao redor das colonias. Ensaios conduzidos em
triplicata [33].

2.10.2. Producao de Enzimas Extracelulares

A producédo de amilase, celulase, quitinase, lipase e protease foi avaliada por meio do
indice enzimatico (IE) em meios diferenciais (Tabela S6). Os isolados foram incubados por 7
diasa 25,30e 35 °C, e pH 4, 7 e 10. O IE foi calculado como:

IE = dh/dc,

em que dh = didmetro do halo e dc = diametro da colbnia [34]. Ensaios realizados em
triplicata.

2.10.3. Tolerancia a pH e Temperatura
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A tolerancia foi avaliada em ISP2 ajustado para pH 6, 7 e 8, incubado a 25, 30, 35, 40,
45 e 50 °C. O crescimento foi monitorado ao longo de 7 dias, conforme metodologia descrita

na Secao 2.2.
2.11. Promocéao de Crescimento em Capsicum chinense
2.11.1. Preparo e Cultivo das Plantas

As sementes foram esterilizadas em etanol 70% (2 min), hipoclorito de sodio 2% (5
min) e lavadas quatro vezes com agua estéril. Foram semeadas em bandejas e cultivadas por 30
dias, sendo posteriormente transplantadas para vasos de 1000 mL contendo substrato Vivato
Plus. A irrigacéo foi realizada duas vezes ao dia. A cada 20 dias, adicionou-se 50 mL da solugéo

nutritiva de Sarruge [34].
2.11.2. Preparo e Aplicacdo do Inéculo

As linhagens foram cultivadas por 5 dias em ISP2 liquido a 28 °C e 120 rpm. A
suspensdo bacteriana foi padronizada para 108 UFC/mL (OD 0,1 a 600 nm). Sete dias ap6s o

transplante, 20 mL da suspenséo foram aplicados diretamente ao solo.
2.11.3. Delineamento Experimental e Avaliacéo

O experimento incluiu tratamentos com APUR 32.5, MPUR 40.3 e controle, com 10
vasos por tratamento. As plantas controle receberam 20 mL de ISP2 estéril. No 75° dia ap6s o
transplante, avaliou-se comprimento da parte aérea, do sistema radicular e massa seca, apés

secagem a 50 °C até peso constante [34].
2.12. Andlise Estatistica

Os dados dos ensaios de antagonismo (in vitro e in planta), analises enzimaticas e testes
de promocdo de crescimento foram submetidos a anélise de variancia (ANOVA) no software
Rv4.1.3 (R Core Team, 2022). Para comparagdo de médias, aplicou-se o teste Scott-Knott para
antagonismo in vitro e o teste de Dunn para pos-colheita. Adotou-se nivel de significancia de p
<0,05.
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3. RESULTADOS

3.1. Aspectos Morfoldgicos e Identificagdo Molecular
3.1.1. Caracterizacdo Morfologica

Os isolados Streptomyces sp. APUR 32.5 e S. murinus MPUR 40.3 foram caracterizados
em doze meios de cultura distintos e apresentaram caracteristicas morfologicas tipicas do
género Streptomyces. VaricBes fenotipicas foram observadas em fungdo do meio de cultivo
utilizado (Figura 1A, B).

A B

APUR 32.5 MPUR 40.3

ISP1 LB

ISP2 AIA

ISP3

SNA

ACA

V8 RICE

Figura 1. Caracteristicas morfoldgicas e micromorfoldgicas dos isolados de Streptomyces em diferentes meios de

cultivo. (A) Aspecto colonial macroscopico de Streptomyces sp. APUR 32.5 cultivado em meio ISP2 (pH 7, 40
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°C, 7 dias) e sua micromorfologia correspondente (cadeias de esporos espiraladas com esporos clbicos e
enrugados). (B) Aspecto colonial macroscépico de Streptomyces murinus MPUR 40.3 cultivado em meio I1SP2
(pH 7, 30 °C, 7 dias) e sua micromorfologia correspondente (micélio vegetativo e aéreo bem desenvolvido,
formando cadeias de esporos em espiral fechada, com esporos clbicos e lisos). (C) Visdo comparativa das
caracteristicas morfologicas dos isolados Streptomyces sp. APUR 32.5 e Streptomyces murinus MPUR 40.3
cultivados em doze diferentes meios de cultura ap6s 7 dias de incubagdo a 28 °C, evidenciando varia¢des na
coloracdo micelial e na producédo de pigmentos difusiveis.

Para o isolado Streptomyces sp. APUR 32.5, o crescimento 6timo (+++) foi registrado
nos meios ISP2, ISP3, SYEP, V8 e agar arroz. Crescimento moderado (++) foi observado em
ISP1, ACA e PDA, enquanto crescimento limitado (+) ocorreu nos meios LB, SNA, AA e AlA.
A coloracdo do micélio colonial variou predominantemente entre branco e marrom.
Notavelmente, um pigmento difusivel preto foi produzido especificamente no meio SYEP. A
analise microscopica do isolado APUR 32.5 revelou cadeias de esporos em espiral, cujos
esporos apresentaram forma cubica, superficie enrugada e tamanho aproximado de 0,13 pm

(Figura 1A, B).

O isolado S. murinus MPUR 40.3 apresentou crescimento 6timo (+++) nos meios ISP2,
ISP3, V8, SYEP, SNA e &gar arroz. Crescimento moderado (++) foi observado em ISP1 e PDA,
e crescimento limitado (+) em ACA, LB, AIA e AA. Uma caracteristica marcante de MPUR
40.3 foi a proeminente producdo de um pigmento difusivel amarelo em oito dos doze meios
testados (ISP1, ISP2, ACA, PDA, LB, AIA, V8 e SYEP). O micélio aéreo exibiu coloracdes
variadas — incluindo tonalidades marrom, amarela, lilas e branca — dependendo do meio de
cultivo. A avaliacdo microscopica revelou micélio vegetativo e aéreo bem desenvolvidos,
formando cadeias de esporos em espiral fechada, com esporos cubicos, superficie lisa e

tamanho aproximado de 0,15 um (Figura 1A, B).
3.1.2. Identificacdo Molecular e Andlise Filogenética

A identificacdo molecular dos isolados foi realizada por meio de analise filogenética
multilocus baseada no alinhamento concatenado de cinco genes constitutivos (atpD, gyrB,
recA, rpoB e trpB) de 40 espécies de Streptomyces filogeneticamente proximas a APUR 32.5 e
MPUR 40.3. O alinhamento final totalizou 2529 caracteres, incluindo lacunas, distribuidos
entre os genes atpD (496 pb), gyrB (417 pb), recA (504 pb), rpoB (541 pb) e trpB (541 pb).

Os modelos evolutivos mais adequados aos dados segundo o critério AIC foram GTR
+ F + | + G4 para os genes atpD, recA e trpB; GTR + F + G4 para gyrB; e K3Pu + F + | + G4

para rpoB. A arvore filogenética obtida por maxima verossimilhanga, com 1000 réplicas de
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bootstrap, revelou que o isolado MPUR 40.3 se agrupa com alto suporte (99% bootstrap) no

clado que inclui S. murinus DSM 400917, confirmando sua identifica¢do como pertencente a

essa espécie (Figura 2).
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Figura 2. Arvore filogenética baseada na anélise multilocus (atpD, gyrB, recA, rpoB e trpB) de Streptomyces sp.
APUR 32.5 e S. murinus MPUR 40.3 (destacados em verde) e espécies relacionadas. A arvore foi construida

utilizando o método de mé&xima verossimilhanca, com 1000 réplicas de bootstrap, empregando Kitasatospora setae

KM-6054T como grupo externo (outgroup). Os nimeros nos nés indicam os valores de suporte de bootstrap (%).

O isolado APUR 32.5 formou um ramo distinto, embora proximo ao clado que inclui S.

murinus, S. griseofuscus e S. costaricanus (atualmente considerados sinbnimos heterotipicos

de S. murinus), sugerindo que esse isolado representa uma possivel nova espécie para o género.
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3.2. Atividade Antifangica

Os resultados indicaram que ambas as linhagens de Streptomyces apresentaram
atividade antifangica contra as sete espécies de Colletotrichum analisadas, com percentuais de
inibicdo variando entre 56,3% e 88,6% (Figura 3A,B). Streptomyces sp. APUR 32.5 apresentou
0s maiores indices de inibicdo contra C. guaranicola (INPA 2939), atingindo 86,7 + 0,2%;
Colletotrichum sp. (INPA 2973), com 83,3 £ 0,17%; e C. brevisporum (INPA 2787), com 75,6
+ 0,1%. Por sua vez, S. murinus MPUR 40.3 demonstrou maior eficiéncia na inibicdo do
crescimento micelial de C. guaranicola (INPA 2939), com 88,5 + 0,05%; C. scovillei (INPA
2910), com 85,6 £ 0,43%; e Colletotrichum sp. (INPA 2973), com 85,2 *+ 0,3% (Figura 3B).
Todos os isolados testados apresentaram percentuais de inibicao superiores a 50%, confirmando

0 amplo espectro de acdo dessas linhagens contra as espécies avaliadas.
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Figura 3. Atividade antifingica in vitro de isolados de Streptomyces contra espécies de Colletotrichum.
(A) Imagens representativas dos ensaios de antagonismo direto em placas de Petri, evidenciando a inibi¢do do
crescimento micelial de sete espécies de Colletotrichum pelos isolados Streptomyces sp. APUR 32.5 e S. murinus
MPUR 40.3. (B) Gréafico de barras representando a porcentagem de inibi¢do do crescimento micelial (PIC) dos
fitopatdgenos testados apés 7 dias de cultivo a 28 °C. As barras indicam os valores médios, e as barras de erro

representam o desvio-padréo de trés repeticdes.

As andlises por microscopia eletronica de varredura revelaram os efeitos morfologicos
diferenciais das linhagens de Streptomyces sobre as estruturas de C. scovillei. As culturas-
controle contendo apenas o fitopatdgeno (Figura 4A—C) apresentaram redes hifais integras, com
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didmetro uniforme e superficie lisa. Nas culturas duais com Streptomyces sp. APUR 32.5
(Figura 4D-F), as hifas de C. scovillei exibiram alteracGes morfologicas que parecem estar
associadas a proximidade com a zona de interacdo. As hifas mais proximas das coldnias
bacterianas apresentaram rupturas da parede celular e afinamento irregular (seta amarela, Figura
4E), enquanto aquelas em regides mais distantes mantiveram morfologia relativamente normal
(seta vermelha, Figura 4E), sugerindo um efeito concentracdo-dependente dos compostos

difusiveis.

Figura 4. Imagens da interacdo entre Streptomyces spp. e Colletotrichum scovillei obtidas por microscopia
eletrdnica de varredura (MEV). (A-C) Controle: cultura pura de C. scovillei apresentando crescimento normal e
micélio com estruturas preservadas, hifas continuas, de diametro uniforme e superficie lisa. (D—F) Interagdo entre
Streptomyces sp. APUR 32.5 e C. scovillei: sdo evidentes as alteracdes morfoldgicas no micélio do fitopatdgeno,
com afinamento irregular das hifas e ruptura da parede celular (seta amarela), enquanto algumas hifas mantém
morfologia semelhante ao controle (seta vermelha). (G-1) Interacéo entre Streptomyces murinus MPUR 40.3 e C.
scovillei: observa-se lise celular dos conidios de C. scovillei durante a fase de germinagéo, resultando em colapso

estrutural (setas amarelas) e inibicdo da germinacdo. Barras de escala estdo indicadas nas imagens de MEV.
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Co-cultivos com S. murinus MPUR 40.3 (Figura 4G-I) exibiram padr6es morfoldgicos
distintos, com conidios de C. scovillei apresentando colapso estrutural e sinais evidentes de lise
(Figura 4H,I). Embora os padrbes de dano tenham diferido dagqueles observados para APUR
32.5, essas observacdes indicam que ambos os isolados inibem o fitopatdgeno por meio de
antibiose. Essa inferéncia é corroborada pela auséncia de contato direto entre o antagonista e as
estruturas flngicas, associada a presenca de fatores difusiveis capazes de provocar perturbactes
celulares visiveis. Embora ndo seja possivel identificar, a partir das imagens de MEV, os
metabolitos especificos responsaveis por tais efeitos, os resultados demonstram claramente que
MPUR 40.3 exerce um efeito inibitdrio mais pronunciado, impedindo que as hifas fangicas se

aproximem da colbnia bacteriana.

3.3. Efeito dos isolados de Streptomyces no controle de Colletotrichum scovillei em
frutos de Capsicum chinense

3.3.1. Avaliagéo da incidéncia da doencga

Apos sete dias de incubacdo (a 28 °C), os frutos do controle negativo (tratados com agua
estéril) permaneceram completamente sadios, com superficie integra e auséncia de qualquer
sinal de colonizacdo microbiana, conforme confirmado pela MEV (Figura 5A-E). Em
contraste, os frutos do controle positivo (inoculados apenas com C. scovillei INPA 2010)
desenvolveram sintomas severos de antracnose (Figura 5B), caracterizados por lesGes
necréticas deprimidas e abundante esporulacdo, alcancando um indice de doenca de 97,79%
(Figura 5F).
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Figura 5. Avaliacdo da interaco entre Streptomyces e Colletotrichum scovillei em frutos de pimenta e anlise
ultraestrutural das superficies dos tecidos infectados. Imagens macroscopicas dos frutos: (A—E) Controle negativo,
mostrando o epicarpo integro do fruto. (B—F) Controle positivo, evidenciando colonizacéo fingica e ruptura da
superficie do fruto. (C-G) Fruto tratado com Streptomyces sp. APUR 32.5, apresentando redugdo das lesfes e
aderéncia de esporos do antagonista aos conidios do patdgeno (seta amarela indicando esporos de Streptomyces).
(D—H) Fruto tratado com S. murinus MPUR 40.3, com preservacao dos tecidos e colapso estrutural das hifas de
C. scovillei (seta amarela indicando micélio rompido). (1) Boxplot mostrando a eficiéncia (%) no controle da
doenca nos diferentes tratamentos. Médias seguidas por letras diferentes indicam diferencas estatisticamente
significativas (p < 0.05).

A aplicacdo dos agentes de biocontrole resultou em protecdo significativa, embora com
eficiéncia distinta entre as linhagens. Os frutos tratados com S. murinus MPUR 40.3
apresentaram elevada protecdo, com indice de infeccdo de apenas 4,86%, correspondendo a
95% de eficiéncia de controle em relagdo ao grupo controle positivo (Figura 5D—H). Os frutos

tratados com Streptomyces sp. APUR 32.5 exibiram protecdo intermediéria, com incidéncia da
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doenga de 49,41% (Figura 5C-G).
A andlise estatistica confirmou diferencas significativas (p < 0,05) entre todos os tratamentos,
demonstrando o desempenho superior de S. murinus MPUR 40.3 como agente de biocontrole
(Figura 51). Importante destacar que controles adicionais, nos quais os frutos foram tratados
exclusivamente com as linhagens de Streptomyces (sem o patégeno), ndo apresentaram

alterac6es morfoldgicas nem danos teciduais.
3.3.2. Analise Ultraestrutural das Interacdes Patogeno—Antagonista

A microscopia eletrénica de varredura permitiu elucidar os mecanismos de acdo dos
antagonistas e sua interacdo com o patdgeno nos tecidos do hospedeiro. Nos frutos do controle
positivo, a MEV revelou danos severos na superficie tecidual, com extensa colonizagdo flngica
e ruptura da integridade celular (Figura 5D). Em maiores ampliac@es, observaram-se hifas do
patdgeno penetrando ativamente nos tecidos do fruto (Figura 5C, seta amarela), caracterizando

0 processo infeccioso tipico da antracnose.

Nos frutos tratados com Streptomyces sp. APUR 32.5, as lesfes nas superficies dos
tecidos vegetais foram menos intensas e menos extensas em compara¢do ao controle positivo,
embora ainda fossem observaveis danos ao fruto. As micrografias evidenciaram interacdo direta
entre 0 antagonista e o patdgeno, com esporos de Streptomyces sp. APUR 32.5 aderidos aos
conidios (Figura 5E, seta amarela indicando conidio com esporos de Streptomyces em sua
superficie), confirmando o contato fisico entre os microrganismos. Entretanto, alguns conidios
apresentaram alteracdes morfoldgicas com aparente comprometimento da integridade da parede
celular (Figura 5F, seta amarela), sugerindo que a linhagem de Streptomyces pode também

produzir compostos capazes de danificar a parede celular do fitopatogeno.

O tratamento com S. murinus MPUR 40.3 resultou em protecdo significativamente
superior, com a superficie tecidual do fruto predominantemente preservada. Embora a analise
macroscépica tenha revelado sintomas minimos, a MEV detectou pequenas lesdes localizadas,
provavelmente decorrentes do periodo inicial de 24 horas de exposi¢do ao patdgeno antes da
aplicacdo do antagonista. Nas areas de interacdo, observaram-se alteracbes morfologicas nas
hifas de C. scovillei, caracterizadas por desestruturacéo e desintegracdo micelial (Figura 5H,

seta amarela), demonstrando a forte atividade antifungica direta de S. murinus MPUR 40.3.

Esses resultados ultraestruturais corroboram os dados obtidos nos ensaios in vitro
(Secdo 3.2), nos quais S. murinus MPUR 40.3 também demonstrou maior atividade antagonista

contra C. scovillei, e sugerem que 0s mecanismos de biocontrole envolvem tanto interacdo
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direta quanto a provavel producdo de compostos antifingicos capazes de comprometer a
integridade estrutural do patdgeno.

3.4. Promocao de Crescimento Vegetal

A avaliacao do potencial de promocéo de crescimento pelas linhagens de Streptomyces
foi realizada por meio da analise de multiplos pardmetros biométricos em plantas de Capsicum
chinense cultivadas sob condi¢des controladas por 45 dias ap6s a inoculacdo bacteriana.
Os resultados demonstraram que a inoculagdo com Streptomyces sp. APUR 32.5 e S. murinus
MPUR 40.3 promoveu alteracdes significativas no desenvolvimento do sistema radicular,
enquanto os pardmetros da parte aérea ndo apresentaram diferencas estatisticamente
significativas (Figura 6). A analise da massa seca de raizes revelou aumentos substanciais nos

tratamentos com ambas as linhagens bacterianas em comparagédo ao controle ndo inoculado.
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Figura 6. Efeito dos isolados de Streptomyces no desenvolvimento do sistema radicular de Capsicum chinense
apos 45 dias de cultivo. (A) Sistema radicular de plantas controle (ndo inoculadas); (B) Sistema radicular de plantas
inoculadas com Streptomyces sp. APUR 32.5; (C) Sistema radicular de plantas inoculadas com Streptomyces
murinus MPUR 40.3; (D) Massa seca média das raizes (g) por tratamento. As barras representam média + desvio
padrdo (n = 10). Diferentes letras acima das barras indicam diferengas estatisticamente significativas entre os
tratamentos pelo teste de Tukey (p < 0.05).

As plantas tratadas com Streptomyces sp. APUR 32.5 apresentaram o maior incremento
na massa seca de raizes, com um aumento de 79,58% em relagdo ao controle (p < 0,05),

alcancando média de 0,87 + 0,12 g por planta, enquanto o controle apresentou 0,48 + 0,09 g
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(Figura 6D). O tratamento com S. murinus MPUR 40.3 também resultou em aumento
significativo, com incremento de 64,08% na massa seca radicular (0,79 + 0,11 g) em

comparagao ao controle.

A analise morfologica do sistema radicular (Figura 6A—C) evidenciou ndo apenas o
aumento na biomassa, mas também alteracfes na arquitetura radicular, com maior ramificacdo
e desenvolvimento de raizes laterais nas plantas tratadas com Streptomyces, especialmente com
a cepa APUR 32.5. Essas modificacfes na arquitetura radicular podem contribuir para maior
eficiéncia na absorcdo de agua e nutrientes, representando um beneficio adicional além do

incremento em hiomassa.

Embora ndo tenham sido detectadas diferencas estatisticamente significativas na altura
das plantas, no didmetro do caule ou na massa seca da parte aérea, O expressivo
desenvolvimento radicular observado nas plantas tratadas com Streptomyces sugere a
aplicabilidade desses isolados como inoculantes promotores de crescimento em C. chinense,
sobretudo em condigdes nas quais o desenvolvimento do sistema radicular constitui um fator

limitante para a produtividade.
3.5. Ensaios Enzimaticos
3.5.1. Atividades Enzimaticas Hidroliticas

Ambos os isolados demonstraram capacidade de produzir diferentes enzimas
hidroliticas, com variac6es significativas nos indices enzimaticos (IE) em funcédo das condi¢des
de temperatura e pH (Figura 7A-C). Streptomyces sp. APUR 32.5 apresentou atividades
amilolitica (IE = 16,0 £ 3,46) e lipolitica (IE = 10,0 + 2,36) expressivas, especialmente em pH
7,0 e 28 °C (Figura 7A). Em contraste, S. murinus MPUR 40.3 exibiu atividade amilolitica
superior (IE = 19,0 £ 0,00) sob as mesmas condicdes, além de atividade celulolitica moderada
(IE=5,9 +1,18) e lipolitica (IE = 5,8 + 0,70) (Figura 7B).
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Figura 7. Atividades enzimaticas hidroliticas de isolados de Streptomyces em diferentes condi¢cdes de temperatura
e pH. (A) Indices enzimaticos (IE) de Streptomyces sp. APUR 32.5 para amilase, celulase e lipase sob diferentes
combinagdes de temperatura. (B) Indices enzimaticos de Streptomyces murinus MPUR 40.3 nas mesmas
condices. (C) Visualizacao representativa dos halos de degradagdo enzimatica.
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A analise comparativa das atividades enzimaticas sob diferentes condic¢des revelou que
ambos os isolados mantiveram atividade hidrolitica significativa em uma ampla faixa de pH
(5,0-9,0) e de temperatura (25-37 °C), com atividade 6tima em condi¢des neutras a levemente
alcalinas (pH 7,0-8,0) e temperaturas mesofilicas (28-30 °C). Essa versatilidade sugere
adaptabilidade a diferentes microssistemas da rizosfera e aplicagdo em diversas condicoes
edafoclimaticas.

3.5.2. Producéo de Sideroforos e Solubilizacédo de Fosfato

A capacidade de mobilizar nutrientes essenciais foi avaliada por meio de ensaios
qualitativos para a producdo de sideréforos e a solubilizacdo de diferentes fontes de fosfato.
Ambos os isolados, Streptomyces sp. APUR 32.5 e S. murinus MPUR 40.3, demonstraram
resultados positivos para a producao de sideroforos, conforme evidenciado pela formacéo do

halo caracteristico em meio CAS (chrome azurol S).

Em relacdo a solubilizacdo de fosfato, ambos os isolados exibiram a capacidade de
mobilizar fosforo a partir de diversas fontes inorgénicas, incluindo fosfato de aluminio
(AIPO4), fosfato tricalcico [Ca3(PO4)2] e fosfato férrico (FePO4). Essa versatilidade na
solubilizacdo de diferentes formas de fosfato insoldvel é particularmente relevante,
considerando que o fésforo frequentemente representa um fator limitante para o crescimento de

plantas em solos tropicais.

A capacidade combinada de produzir sider6foros e solubilizar fosfatos constitui um
importante mecanismo de promocao do crescimento de plantas, contribuindo para o aumento
da disponibilidade de nutrientes essenciais na rizosfera. Adicionalmente, a producdo de
sideroforos pode atuar como um mecanismo indireto de biocontrole, por meio do qual os

fitopatdgenos competem por ferro.
3.6. Tolerancia a pH e Temperatura

A capacidade de adaptacdo a diferentes condi¢fes ambientais € um parametro crucial
para a avaliacdo da aplicacdo de microrganismos como agentes de biocontrole e promotores de
crescimento de plantas no campo. Nesse contexto, a caracterizagdo da tolerancia dos isolados
de Streptomyces a diferentes temperaturas e valores de pH foi realizada, visando determinar sua
versatilidade ecofisioldgica. Os isolados Streptomyces sp. APUR 32.5 e S. murinus MPUR 40.3
foram avaliados quanto ao crescimento em meio ISP2 sob diferentes combinagfes de
temperatura (25, 30, 35, 40, 45 e 50 °C) e pH (6,0, 7,0 e 8,0).
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Streptomyces sp. APUR 32.5 demonstrou ser um mesofilo moderadamente
termotolerante, com crescimento 6timo (+++) a 35 °C em todas as faixas de pH testadas. Em
temperaturas mais baixas (25-30 °C), apresentou crescimento moderado (++)
independentemente do pH. A 40 °C, exibiu crescimento 6timo (+++) em pH 6,0, reduzindo para
moderado (++) em condicdes neutras a alcalinas (pH 7,0-8,0). Em temperatura elevada (45 °C),
0 crescimento foi reduzido (+) em todos os valores de pH e, a 50 °C, ndo foi observado

crescimento, indicando seu limite superior de tolerancia térmica.

S. murinus MPUR 40.3 apresentou um perfil de crescimento ligeiramente distinto, com
preferéncia por condigdes mais alcalinas em temperaturas mais baixas. A 25 °C, demonstrou
crescimento 6timo (+++) em pH 8,0 e crescimento moderado (++) em pH 6,0-7,0. Em
temperaturas de 30-35 °C, exibiu crescimento 6timo (+++) em pH 7,0-8,0 e crescimento
moderado (++) em pH 6,0. A 40 °C, o crescimento foi moderado (++) em todas as condicdes
de pH. De forma similar ao isolado APUR 32.5, demonstrou crescimento reduzido (+) a 45 °C
e auséncia de crescimento a 50 °C.

Ambos os isolados demonstraram a capacidade de crescer em uma ampla faixa de
temperatura (25-45 °C) e de pH (6,0-8,0), com preferéncias distintas que refletem adaptacdes
ecofisioldgicas especificas. Streptomyces sp. APUR 32.5 demonstrou maior tolerdncia a
temperaturas elevadas em condig¢des levemente acidas (pH 6,0), enquanto S. murinus MPUR
40.3 demonstrou melhor adaptagéo a condicGes alcalinas (pH 8,0) em temperaturas mais baixas.

Essa versatilidade ecofisioldgica sugere a aplicacdo desses isolados em diferentes
condicdes edafoclimaticas, particularmente em regibes tropicais e subtropicais, onde as
temperaturas do solo podem variar significativamente. Adicionalmente, a toleréncia a

diferentes valores de pH amplia sua aplicacdo em solos com diversas caracteristicas quimicas.
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4. DISCUSSAO

As estirpes de Streptomyces investigadas neste estudo demonstram proximidade
filogenética com o clado que inclui S. murinus, que é o nome atualmente aceito para esta
espécie, enquanto S. griseofuscus e S. costaricanus sdo considerados sinénimos heterotipicos
de S. murinus de acordo com revisdes taxondomicas recentes [35]. A estirpe MPUR 40.3 foi
identificada como S. murinus, ao passo que Streptomyces sp. APUR 32.5 representa um grupo
irmdo distinto, uma nova espécie putativa dentro do género. Andlises filogenémicas
complementares (Tabela S7), incluindo valores de hibridizacdo digital DNA-DNA (dDDH)
abaixo do ponto de corte de 70% para delimitacdo de espécies, apoiam ainda mais os resultados

filogenéticos e confirmam a posicdo taxondmica distinta de APUR 32.5.

S. murinus foi originalmente descrita por Frommer em 1959 e é conhecida por sua
capacidade de produzir o metabdlito antifungico pentamicina [36] [37], isolado pela primeira
vez em 1958 por Umezawa e colaboradores. Este composto exibe atividade contra varios fungos
patogénicos, incluindo espécies de Candida e dermatdfitos. A estirpe previamente classificada
como S. costaricanus, descrita em 1995, é reconhecida por suas propriedades antibioticas e
anti-nematoides, e é conhecida por produzir avermectina [38], um composto também produzido
por Streptomyces avermitilis [39]. A reclassificacdo taxonémica dessas espécies como S.
murinus ndo diminui a importancia de seus metabolitos bioativos, mas sim ressalta a
complexidade da taxonomia de Streptomyces e a necessidade de abordagens polifasicas para

uma identificag&o precisa.

No presente estudo, as estirpes Streptomyces sp. APUR 32.5 e S. murinus MPUR 40.3
demonstraram forte atividade antagonista in vitro contra sete espécies distintas de
Colletotrichum. Entre as espécies testadas, o melhor desempenho foi observado contra C.
guaranicola, com inibicdo do crescimento micelial superior a 80%, superando resultados
relatados anteriormente, nos quais Streptomyces griseocarneus R132 reduziu o crescimento
micelial de C. guaranicola em 70% [34]. Da mesma forma, taxas de inibicdo de até 66% foram
relatadas contra C. siamense usando espécies de Streptomyces [40]; enquanto, em nosso estudo,
as estirpes APUR 32.5 e MPUR 40.3 inibiram o crescimento de C. siamense em 65% e 79%,
respectivamente. Esse efeito inibitdrio pode estar associado a producdo de metabolitos
secundarios, visto que Streptomyces é bem conhecido por sua notavel capacidade de sintetizar

uma ampla gama de compostos bioativos [41] [42] [43].
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Além da acdo direta dos microrganismos, extratos de Streptomyces também
demonstraram alta eficicia contra fitopatégenos. S. murinus NARZ reduziu o crescimento
micelial de C. scovillei em até 65%, indicando a presenca de metabolitos secundarios com
atividade antifangica significativa [44]. Da mesma forma, tanto o extrato quanto a acdo direta
de Streptomyces sp. NEAU-Y11 resultaram em inibicdo significativa do crescimento micelial
de Colletotrichum orbiculare [45], reforcando o potencial deste género como fonte de
moléculas bioativas com propriedades antifungicas. Além disso, metabolitos produzidos por
Streptomyces amritsarensis V31 exibiram atividade antifungica relevante no controle de

diferentes fungos fitopatogénicos [46].

Além dos metabdlitos bioativos, as enzimas hidroliticas também representam uma
alternativa promissora para o controle de fitopatdgenos. Enzimas como amilase, celulase,
lipase, glucanase, quitinase e protease desempenham um papel essencial na degradacdo da
parede celular, proteinas e componentes estruturais de fungos fitopatogénicos, estabelecendo
um mecanismo de biocontrole eficiente que apoia indiretamente o desenvolvimento da planta
[47] [48]. No presente estudo, as estirpes de Streptomyces testadas demonstraram atividade
amilolitica, celulolitica, lipolitica e proteolitica, sugerindo o envolvimento dessas enzimas na

degradacdo de estruturas flngicas e na supressdo de fitopatdgenos.

Os valores do indice enzimético (IE) para amilase atingiram niveis significativos, com
S. murinus MPUR 40.3 (IE = 19) e Streptomyces sp. APUR 32.5 (IE = 16) se destacando. Esses
resultados indicam uma alta capacidade de producdo de enzimas hidroliticas, que esta
possivelmente associada ao mecanismo de biocontrole dessas estirpes. O papel das enzimas no
antagonismo microbiano é apoiado por estudos que demonstram a importancia da a-amilase
(AmyS) produzida por Bacillus cereus 0-9 na inibi¢do de Rhizoctonia cerealis. Por meio de
edicdo génica, os autores observaram que o crescimento do fitopatégeno foi reduzido em 84,7%
na presenca da estirpe portadora do gene funcional; no entanto, a delecdo do mesmo gene
(amyS) resultou em uma diminuicdo significativa na eficacia do biocontrole, com a inibic¢&o

reduzida para apenas 43,8% [49].
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O controle pos-colheita da antracnose usando microrganismos e seus metabolitos é cada
vez mais reconhecido como uma estratégia de biocontrole eficaz, crucial para reduzir insumos
quimicos e promover a agricultura sustentavel [43]. Nosso estudo contribui significativamente
para essa compreensdo, demonstrando a forte atividade de biocontrole pos-colheita de
Streptomyces sp. APUR 32.5 e S. murinus MPUR 40.3 contra C. scovillei em frutos de C.
chinense (Secéo 3.3.1). Especificamente, S. murinus MPUR 40.3 alcangou uma reducao de 95%
na incidéncia de antracnose, enquanto Streptomyces sp. APUR 32.5 apresentou uma reducéo
moderada de 39,25%. Esses achados sdo altamente encorajadores e se alinham com o crescente
corpo de evidéncias que apoia a eficacia de agentes microbianos para 0 manejo de doencas pés-
colheita. Por exemplo, a eficacia significativa de MPUR 40.3 (95%) é comparavel ou até supera
alguns relatos anteriores; como compostos organicos volateis de Trichoderma agriamazonicum
alcancaram inibicdo completa contra C. scovillei em C. chinense [50]. Streptomyces tuirus
AR26 [51], Streptomyces lactacystinicus ZZ-84 [52] e Streptomyces olivoreticuli ZZ-21 [53]
demonstraram inibicdo do crescimento de Colletotrichum scovillei tanto in vitro quanto no
ensaio de supressdo de doencas in planta, e sdo relatados como estirpes promissoras de
biocontrole que sdo capazes de reduzir significativamente a antracnose pds-colheita causada
por C. scovillei. Isso reforca que diversos grupos microbianos, incluindo Streptomyces, sdo
alternativas robustas aos insumos quimicos. Nossos resultados, portanto, ressaltam o papel
promissor de Streptomyces de sedimentos amazonicos como potentes agentes de biocontrole

para a antracnose, contribuindo para praticas agricolas mais sustentaveis.

As anéalises de MEV revelaram diferencas marcantes nos mecanismos de acdo das
estirpes antagonistas contra Colletotrichum scovillei, tanto in vitro quanto no biocontrole p6s-
colheita. O tratamento in vitro com Streptomyces sp. APUR 32.5 resultou em intensa
degradacédo do micélio do patdgeno, sugerindo a producéo de enzimas liticas que comprometem
a integridade da parede celular fangica. Em contraste, S. murinus MPUR 40.3 pareceu liberar
substancias que agiram diretamente nas celulas germinativas (conidios), promovendo sua

destruicdo e, consequentemente, prevenindo a germinacao e o estabelecimento da infeccgéo.
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Ensaios pds-colheita mostraram que, apesar da reducdo moderada na severidade da
doenga proporcionada pela estirpe APUR 32.5, a MEV revelou esporos de C. scovillei
visivelmente danificados e enrugados na superficie dos frutos tratados. Em contraste, no
tratamento com MPUR 40.3, os esporos estavam completamente rompidos, corroborando a
maior eficacia desta estirpe. O uso da MEV como ferramenta para visualizar interac@es entre
microrganismos antagonistas e patdgenos provou ser fundamental para elucidar os mecanismos
de biocontrole, conforme demonstrado em estudos anteriores que revelaram alteracGes

estruturais em diferentes sistemas patdgeno—antagonista [54] [55].

As estirpes de Streptomyces testadas neste estudo demonstraram atividade
multifuncional, atuando ndo apenas no biocontrole de fitopatégenos, mas também na promogéo
do crescimento de plantas. Ambos os isolados foram capazes de produzir sideroforos e
solubilizar diferentes formas de fosfato (célcio, ferro e aluminio), além de sintetizar enzimas
hidroliticas que, somadas ao seu efeito protetor contra fitopatégenos, também contribuem para
o0 desenvolvimento da planta. Esses efeitos foram evidenciados nos ensaios de promocdo de
crescimento, particularmente por meio da estimulacdo significativa do desenvolvimento do

sistema radicular de C. chinense.

Os mecanismos de solubilizacdo de fosfato e producdo de sider6foros desempenham
um papel fundamental na promogao do crescimento de plantas, aumentando a disponibilidade
de nutrientes essenciais na rizosfera. A solubilizacdo de fosfatos inorganicos converte formas
insoluveis de fosforo em formas que podem ser prontamente absorvidas pelas plantas, enquanto
os sideroforos sequestram ferro em condicdes de baixa disponibilidade, aumentando a absorcéo
de ferro pelas plantas e limitando a disponibilidade de ferro para os fitopatdgenos. Esses
mecanismos destacam o papel multifuncional de Streptomyces, com aplica¢cbes promissoras
tanto em biocontrole quanto em biofertilizacdo, conforme demonstrado em estudos recentes
[56] [57] [58].

Em conjunto, os resultados obtidos neste estudo refor¢cam a eficacia de Streptomyces no
controle de fungos fitopatogénicos e na promocao do crescimento em culturas de C. chinense,
alinhando-se com varios estudos recentes que demonstram sua capacidade como agentes de
biocontrole promissores para a agricultura sustentavel. A caracteriza¢do de novas estirpes com
atividade antifungica e promotora de crescimento, particularmente aquelas isoladas de
ambientes inexplorados como a Amazonia, representa uma contribuicdo significativa para o

desenvolvimento de alternativas biologicas aos agroguimicos convencionais.
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5. CONCLUSAO

Este estudo fornece novos insights ao caracterizar minuciosamente o potencial
multifuncional de duas estirpes de Streptomyces, incluindo uma nova espécie putativa (APUR
32.5) e S. murinus (MPUR 40.3), originalmente isoladas dos sedimentos amazonicos de alta
biodiversidade. Nossos achados apoiam fortemente a hipOtese de que esses ecossistemas
inexplorados s&o fontes ricas de microrganismos que possuem atributos biotecnoldgicos unicos
e potentes, que podem ser aplicAveis em solucBes agricolas sustentaveis. Esses isolados
amazonicos demonstraram capacidade inibitoria robusta e de amplo espectro contra todas as
espécies de Colletotrichum testadas in vitro. Mais criticamente, eles mostraram eficacia
significativa na redugdo da incidéncia de antracnose pds-colheita em frutos de Capsicum
chinense, com S. murinus MPUR 40.3 alcangando uma notavel reducao de 95% e Streptomyces
sp. APUR 32.5 alcancando uma reducdo consideravel de 39,25%. Insights mecanicistas da
microscopia eletrénica de varredura revelaram ac@es antifungicas distintas, com MPUR 40.3
induzindo primariamente a lise conidial durante a infecgdo inicial e APUR 32.5 causando
degradacdo hifal. Além do biocontrole, esses isolados exibiram caracteristicas promotoras do
crescimento de plantas, incluindo a producéo de enzimas hidroliticas e siderdforos, bem como
a solubilizacdo de fosfato. Sua versatilidade ecofisioldgica demonstrada (tolerancia a amplas
faixas de temperatura e pH) aumenta ainda mais sua aplicabilidade. Coletivamente, esses
isolados multifuncionais de Streptomyces amazo6nicos representam candidatos promissores e
sustentaveis para 0 manejo integrado de fitopatégenos e o0 aumento da produtividade agricola.
Estudos futuros empregando abordagens metabolémicas terdo como objetivo elucidar os
mecanismos moleculares associados a atividade antiflngica dessas estirpes. Além disso, sua
eficacia em condicBes de campo e seu potencial para o desenvolvimento de formulacGes

comerciais como bioinoculantes e agentes de biocontrole serdo avaliados.
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MATERIAL SUPLEMENTAR

Tabela S1. Composicdo dos meios de cultura utilizados neste estudo para a caracterizagcdo morfoldgica de
linhagens de Streptomyces e para as analises de antagonismo.

Culture Media Composition (per 1 L of distilled water)
ISP1 5 g tryptone; 3 g yeast extract; 20 g agar
ISP2 4 g yeast extract; 10 g malt extract; 4 g dextrose; 20 g agar
ISP3 20 g oatmeal; 18 g agar
LB 10 g peptone; 5 g yeast extract; 5 g NaCl; 20 g agar
ACA 10 g starch; 0.3 g casein; 2 g KNOs3; 2 g NaCl; 2 g K;HPOy; 0.05 g MgSO4; 1.02 g CaCOs5;0.01 g
FeSOy; 15 g agar
SYEP 0.25 g yeast extract; 0.5 g K,HPO,; 18 g agar
V8 200 mL V8 juice; 4.5 g CaCOs; 18 g agar; 800 mL distilled water
BDA 200 g potato; 20 g dextrose; 15 g agar
SNA 1 g KH,PO4; 1 g KNOs; 0.5 g MgSO,; 0.5 g KCI; 0.2 g glucose; 0.2 g sucrose; 20 g agar
AA 17 g agar
ATA 2 g sodium caseinate; 0.1 g L-asparagine; 4 g sodium propionate; 0.5 g K;:HPO,; 0.1 g MgSO,;
0.001 g FeSOy; 15 g agar; 5 mL glycerol
Rice Agar 40 g rice; 0.04 g yeast extract; 0.02 g K,;HPO,

Tabela S2. Sequéncias dos primers utilizados para a amplificacdo parcial dos genes atpD, gyrB, recA, rpoB e
trpB, com suas respectivas temperaturas de anelamento e tamanhos esperados dos produtos de PCR.

Gene Primer Sequences Annealing Pb
temperature (°C)

atpD atpDF ACCAAGGGCAAGGTGITCAA 63 998
atpDR GCCGGGTAGATGCCCTTCTC
gyrB gyrBF-1 GAGGTCGTGCTGACCGTGCTGCA 65 1305
gyrBR-4 CGCTCCTTGTCCTCGGCCTC
recA recAF ACAGATTGAACGGCAATTCG 60 913
recAR ACCTTGTTCTTGACCACCTT
rpoB rpoBF1 TTCATGGACCAGAACAACC 65 994
rpoBR1 CGTAGTTGTGACCCTCCC
trpB trpBF GGCTCACACAAGATCAACAA 65 822
trpBR TCGATGGCCGGGATGATGCC

Tabela S3. Dados de sequéncia e nimeros de acesso no GenBank das linhagens de Streptomyces utilizadas neste

estudo.
Species Strain atpD gyrB trpB rpoB recA
Streptomyces sp. APUR PX502295 PX502296 PX502297 PX502299 PX502298
32.5
Streptomyces murinus MPUR PX502290 PX502291 PX502292 PX502293 PX502294
40.3
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Streptomyces murinus NRRL KT384651.1 KT385001.1 KT389320.1 KT388971.1 KT385352.1
B-2286
Streptomyces glaucescens NRRL KT384565.1 HQ823590.1 KT389234.1 KT388884.1 KT385263.1
B-2706
Streptomyces pharetrae NRRL KT384683.1 KT385033.1 KT389353.1 KT389004.1 KT385384.1
B-24333
Streptomyces spinoverrucosus NRRL KT384725.1 KT385074.1 KT389394.1 KT385426.1
B-16932
Streptomyces galbus NRRL KT384560.1 KT384909.1 KT389229.1 KT388879.1 KT385258.1
B-2283
Streptomyces inusitatus NRRL KT384603.1 KT384952.1 KT389272.1 KT388923.1 KT385302.1
B-16929
Streptomyces longwoodensis NRRL KT384629.1 KT384978.1 KT389298.1 KT388949.1 KT385329.1
B-16923
Streptomyces NRRL KT384737.1 KT385086.1 KT389406.1 KT389057.1 KT385439.1
thermospinosisporus B-24318
Streptomyces echinoruber NRRL KT384540.1 KT384889.1 KT384540.1 KT388859.1 KT385237.1
8144
Streptomyces thermoviolaceus NRRL KT384738.1 KT385087.1 KT389407.1 KT389058.1 KT385440.1
B-12374
Streptomyces albogriseolus NRRL KT384453.1 KT384802.1 KT389122.1 KT388772.1 KT385150.1
B-1305
Streptomyces wellingtoniae NRRL KT384761.1 KT385109.1 KT389430.1 KT389081.1 KT385463.1
B-1503
Streptomyces NRRL KT384680.1 KT385030.1 HG423654.1 HG423678.1 KT385381.1
phaeoluteichromatogenes B-5799
Streptomyces misionensis NRRL KT384647.1 KT384996.1 KT389316.1 KT388967.1 KT385347.1
B-3230
Streptomyces griseofuscus NRRL KT384579.1 KT384928.1 KT389248.1 KT388898.1 KT385277.1
B-5429
Streptomyces costaricanus NRRL KT384774.1 KT385122.1 KT389443.1 KT389094.1 KT385476.1
B-16897
Streptomyces viridiviolaceus NRRL KT384755.1 KT385103.1 KT389424.1 KT389075.1 KT385457.1
B-12182
Streptomyces grisestramineus NRRL KT384585.1 KT384934.1 KT389254.1 KT388905.1 KT385283.1
B-5422
Streptomyces graminearus NRRL KT384573.1 KT384922.1 KT389242.1 KT388892.1 KT385271.1
B-16369
Streptomyces chromofuscus NRRL KT384509.1 KT384858.1 KT389178.1 KT388828.1 KT385206.1
B-12175
Streptomyces levis NRRL KT384621.1 KT384970.1 HG423660.1 HG423682.1  KT385320.1
B-16370
Streptomyces indiaensis NRRL KT384601.1 KT384950.1 KT389270.1 KT388921.1  KT385300.1
B-24311
Streptomyces massasporeus NRRL KT384636.1 KT384985.1 KT389305.1 KT388956.1  KT385336.1
B-3300
Streptomyces asoensis NRRL KT384493.1 KT384842.1 KT389162.1 KT388812.1  KT385190.1
B-16592
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Streptomyces lateritius NRRL KT384616.1 KT384965.1 KT389285.1 KT388936.1  KT385315.1
B-5349

Streptomyces zaomyceticus NRRL KT384771.1 KT385119.1 KT389440.1 KT389091.1  KT385473.1
B-2038

Streptomyces bikiniensis NRRL KT384486.1 KT384835.1 KT389155.1 KT388805.1 KT385183.1
B-2690

Streptomyces gardneri NRRL KT384562.1 KT384911.1 KT389231.1 KT388881.1  KT385260.1
B-5615

Streptomyces venezuelae NRRL KT384746.1 KT385094.1 KT389415.1 KT389066.1  KT385448.1
ISP-5230

Streptomyces litmocidini NRRL KT384625.1 KT384974.1 KT389294.1 KT388945.1  KT385325.1
B-3635

Streptomyces showdoensis NRRL KT384722.1 KT385071.1 KT389391.1 KT389043.1  KT385423.1
B-12430

Streptomyces violaceorectus NRRL KT384750.1 KT385098.1 KT389419.1 KT389070.1  KT385452.1
B-12181

Streptomyces viridobrunneus NRRL KT384753.1 KT385101.1 KT389422.1 KT389073.1  KT385455.1
B-24332

Streptomyces roseoviridis NRRL KT384711.1 KT385061.1 KT389380.1 KT389032.1  KT385412.1
B-2730

Streptomyces filamentosus NRRL KT384547.1 KT384896.1 KT389216.1 KT388866.1  KT385245.1
B-2114

Streptomyces omiyaensis NRRL KT384671.1 KT385021.1 KT389340.1 KT388991.1  KT385372.1
B-1587

Streptomyces roseolus NRRL KT384707.1 KT385057.1 KT389376.1 KT389028.1  KT385408.1
B-5424

Streptomyces roseofulvus NRRL KT384706.1 KT385056.1 KT389375.1 KT389027.1  KT385407.1
B-2729

Streptomyces tanashiensis NRRL KT384656.1 KT385006.1 KT389325.1 KT388976.1  KT385357.1
B-2606

Streptomyces netropsi NRRL KT384609.1 KT384958.1 KT389278.1 KT388929.1  KT385308.1
B-1831

Tabela S4. Fitopatégenos do género Colletotrichum utilizados nos ensaios de antagonismo com Streptomyces sp.
APUR 32.5 e Streptomyces murinus MPUR 40.3.

Ne Phytopathogen Strain Host
1 Colletotrichum siamense Coll 2N Synedrella nodiflora
2 Colletotrichum theobromicola 1809 Allium schoenoprasum
3 Colletotrichum brevisporum 2787 Capsicum chinense (fruit)
4 Colletotrichum spaethianum 2908 Allium schoenoprasum 8
5 Colletotrichum scovillei 2910 Capsicum chinense (fruit)
6 Colletotrichum guaranicola 2939 Paullinia cupana var. sorbilis (leaf)
7 Colletotrichum sp. 2973 Carica papaya (fruit)
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Tabela S5. Composi¢do dos meios de cultura seletivos utilizados para avaliar a capacidade de solubilizacdo de
diferentes fontes de fosfato e a producéo de siderdforos por isolados de Streptomyces.

. . Culture .. Indicator of
Activity evaluated media Composition (g/L) solubilization/production References
Calcium Glicose (10,0); Cas(POs): (5,0);
hosphate NBRIP MgCl,-6H,O (5,0); MgSO,-7H,0 (0,25); Formation of a clear halo Nautiyal
P p . medium KCI (0,2); (NH4),SO; (0,1); Agar (15,0); around the colony (1999)
solubilization
pH7
. .. Glucose (10.0 g); FePOy4 (5.0 g);
Al f A
phl;)T;l\:tn(: I\/ggllzll;d MgCl,-6H20 (5.0 g); MgSO47H,0 (0.25 Formation of a clear halo (li\g}lfli?i(;;)lde
solubilization medium g); KCl1 (0.2 g); (NH,4)2SO, (0.1 g); Agar around the colony (1999)
(15.0g); pH?7
Modified Glucose (10,0); FePOs (5,0); MgCl-6H,O . Adaptado de
I hosph F f a clear hal
onPROSPRAle \BRIP (5,0) MgSO.7HLO (025 KCI (02); e o the ot Neutiyal
sotubtiization medium (NH,),S0; (0,1); Agar (15,0); pH 7 around the cotony (1999)
CAS solution (100 mL); PIPES (30.24); Schwvn &
Siderophore Meio CAS- Trace element solution* (10 mL); Formation of an orange halo Neila}; ds
production agar Casamino acids (0.5 g); Asparagine (0.5 around the colony 1987
g); Agar (15.0 g); pH 6.8 ( )

Tabela S6. Composi¢do dos meios de cultura utilizados nos ensaios de atividade enzimética e os métodos para
deteccdo dos halos de hidrolise.

Activit
cuvity Culture media Detection References
evaluated
10 mL of 0.3% Lugol’s solution for 5 Hankin &
5 g peptone; 5 g NaCl; 5 g meat extract; 10 g m. © / (,V/V) Hg0" 5 soTLton ot ann .
Amylase . min. Formation of halos around the Anagnostakis
dextrose; 2 g starch; 20 g agar; 1 L distilled water i
isolate. (1975)
1 g KH,POy; 0.5 g MgSO,7H,0; 0.5 g NaCl;0.01g 10 mL of Congo Red (0.1% v/v) for 15 min,
Cellulas FeSO,7H,0; 0.01 g MnSO4H,O; 0.3 g NH:NO3; followed by 10 mL of 1 M NaCl for an Ariffin et al.
¢ ¢ 10 g carboxymethylcellulose; 12 g agar; 1 L additional 15 min. Formation of halos (2006)
distilled water around the bacterium.
Roberts &
. 10 g colloidal chitin; 0.2 g KCL; 0.2 g . . .
hit F t f hal d the colony. lit koff
Chitinase MgSO.7H;0; 1 g NHH,PO; 1 L distilled water ormation of halos around the colony Selitrenniko:
(1988)
Lipase 10 g peptone; 5 g NaCl; 0.1 g C.aCllz'ZHzO; 20g Formation of whitish halos around the Sierra (1957)
agar; 10 mL Tween 20; 1 L distilled water colony.
Hankin &
2 g ski ilk der; 5 tone; 3 t . .
Protease § SKIM MUK POWCEL; > & p.ep. one; o g yeas Formation of halos around the colony. Anagnostakis
extract; 15 g agar; 1 L distilled water (1975)

Tabela S7. Percentuais de hibridizacao digital DNA-DNA (dDDH), calculados pela férmula d4, entre os genomas
das linhagens MPUR 40.3 e APUR 32.5 em comparagdo com as espécies de Streptomyces filogeneticamente mais
préximas, utilizando o Type Strain Genome Server (TYGS).

Query strain  Subject strain d4 ClI (d4,in %) G+C content difference (in %)
MPUR 40.3 Streptomyces murinus DSM 41827 84.5 [81.8 - 86.9] 0.04
MPUR 40.3 Streptomyces graminearus JCM 6923 752 [72.2-78.0] 0.04
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MPUR 40.3 Streptomyces murinus NRRL B-5429 71.6 [68.5 - 74.4] 0.07
MPUR 40.3 Streptomyces murinus DSM 40710 715 [68.5-74.4] 0.08
MPUR 40.3 Streptomyces murinus DSM 40191 715 [68.4 - 74.3] 0.14
APUR 32.5 Streptomyces murinus DSM 41827 55.1 [52.3-57.8] 0.53
APUR 325 Streptomyces sp. MPUR40.3 55.0 [62.3-57.7] 0.49
APUR 325 Streptomyces graminearus JCM 6923 54.1 [51.4-56.8] 0.46
APUR 325 Streptomyces murinus NRRL B-5429 53.8 [61.1-56.5] 0.57
APUR 32,5 Streptomyces murinus DSM 40710 53.7 [51.0 - 56.4] 0.57
APUR 325 Streptomyces murinus DSM 40191 53.6 [50.9 - 56.3] 0.64
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CAPITULO Il - Analise genémica e quimica de duas linhagens de
Streptomyces amazonicas: anotacdo de metabdlitos bioativos com potencial
biotecnoldgico
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RESUMO

A biodiversidade amazénica representa uma fonte promissora de microrganismos com
potencial biotecnoldgico pouco explorado. Neste contexto, este estudo investigou o potencial
biotecnolégico de duas linhagens amaz6nicas, Streptomyces sp. nov. APUR 325 e
Streptomyces murinus MPUR 40.3, por meio de uma abordagem integrada envolvendo
identificacdo filogendmica, mineracdo genémica e caracterizacdo quimica. Os genomas foram
sequenciados utilizando a plataforma Illumina, montados com SPAdes e analisados por
inferéncia filogendmica baseada em genoma completo, empregando TYGS e dDDH. As
analises confirmaram a afiliacdo de MPUR 40.3 & espécie S. murinus, enquanto APUR 32.5
apresentou valores inferiores ao limiar de delimitacdo de espécies, sugerindo tratar-se
potencialmente de uma nova espécie. A mineracdo gendmica realizada com antiSMASH,
PRISM, BAGEL, RAST, Bakta e ARTS revelou amplo repertorio biossintético em ambas as
linhagens. A cepa APUR 32.5 apresentou mais de 50 clusters de genes biossintéticos, incluindo
PKS, NRPS, sideréforos, terpenos e RIiPPs, associados a metabdlitos como ectoina,
tetracenomicina, pentamicina, hopenoides e albaflavenona. J& MPUR 40.3 apresentou
aproximadamente 45 regides biossintéticas, incluindo clusters relacionados & produgdo de
actinomicina D, leupeptinas, desferrioxamina e outros compostos bioativos, além de genes
associados a autorresisténcia, aquisicdo de ferro e potencial antifungico. Por fim, a
caracterizacdo quimica foi conduzida apos cultivo das linhagens em diferentes meios sob
estratégia OSMAC, seguida de extracdo com acetato de etila e analise por UPLC-MS/MS e
redes moleculares no GNPS, mostrou a producdo de compostos compativeis com
tetracenomicinas na linhagem Streptomyces sp. nov. APUR 32.5 e actinomicinas (incluindo
actinomicina D e analogos) em Streptomyces murinus MPUR 40.3, evidenciando concordancia
entre potencial genético e expressdo metabolica. Com isto, os resultados demonstram que as
linhagens amazonicas analisadas constituem fontes promissoras de metabdlitos secundarios
bioativos, com potencial aplicacdo em biotecnologia agricola e farmacéutica, reforcando a
importancia da biodiversidade microbiana amazonica na prospeccdo de novos produtos
naturais.

Palavras-chave: microrganismos; bactéria; metabdlitos secundarios; Amazonia.
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ABSTRACT

Amazonian biodiversity represents a promising source of microorganisms with underexplored
biotechnological potential. In this context, this study investigated the biotechnological potential
of two Amazonian strains, Streptomyces sp. nov. APUR 32.5 and Streptomyces murinus MPUR
40.3, through an integrated approach involving phylogenomic identification, genome mining,
and chemical characterization. The genomes were sequenced using the Illumina platform,
assembled with SPAdes, and analyzed by whole-genome-based phylogenetic inference using
TYGS and digital DNA-DNA hybridization (dDDH). The analyses confirmed the affiliation of
MPUR 40.3 to the species S. murinus, whereas APUR 32.5 showed values below the species
delimitation threshold, suggesting it potentially represents a novel species. Genome mining
performed with antiSMASH, PRISM, BAGEL, RAST, Bakta, and ARTS revealed a broad
biosynthetic repertoire in both strains. Strain APUR 32.5 presented more than 50 biosynthetic
gene clusters, including PKS, NRPS, siderophores, terpenes, and RiPPs, associated with
metabolites such as ectoine, tetracenomycin, pentamycin, hopanoids, and albaflavenone. In
contrast, MPUR 40.3 exhibited approximately 45 biosynthetic regions, including clusters
related to the production of actinomycin D, leupeptins, desferrioxamine, and other bioactive
compounds, as well as genes associated with self-resistance, iron acquisition, and antifungal
potential. Finally, chemical characterization was conducted after cultivating the strains in
different media under the OSMAC strategy, followed by ethyl acetate extraction and analysis
by UPLC-MS/MS and molecular networking on GNPS. This approach revealed the production
of compounds consistent with tetracenomycins in Streptomyces sp. nov. APUR 32.5 and
actinomycins (including actinomycin D and analogs) in Streptomyces murinus MPUR 40.3,
demonstrating agreement between genetic potential and metabolic expression.

Overall, the results demonstrate that the analyzed Amazonian strains constitute promising
sources of bioactive secondary metabolites with potential applications in agricultural and
pharmaceutical biotechnology, reinforcing the importance of Amazonian microbial biodiversity
for the discovery of new natural products.

Keywords: microorganisms; bacteria; secondary metabolites; Amazon.
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1.  INTRODUCAO

A crescente demanda por alternativas sustentaveis para diminuir a utilizacdo de
agroguimicos convencionais tém impulsionado a busca por agentes de biocontrole e compostos
naturais com atividade antimicrobiana, principalmente para o manejo de fitopatdgenos que
causam significativas perdas econdmicas na agricultura (NEWMAN e CRAGG, 2020). Com
isto, 0 género Streptomyces destaca-se como uma fonte proeminente de metabdlitos bioativos,
sendo responsavel pela producdo de aproximadamente dois tercos dos antibidticos naturais
conhecidos, além de diversos compostos com aplicagdes agrondmicas, farmacéuticas e
industriais (BERDY, 2012; VAN DER MEWJ et al., 2017; BARANOVA et al., 2023; QUINN
e DYSON; 2024).

A biodiversidade microbiana da Amazonia, ainda permanece inexplorada quanto ao seu
potencial biotecnoldgico, especialmente quando se trata de Streptomyces spp. de sedimentos
aquaticos (THOMPSON et al., 2023; OLIVEIRA et al., 2025). Estes ambientes, caracterizados
por condicdes fisico-quimicas peculiares e intensa competicdo microbiana, podem abrigar
linhagens produtoras de metabdlitos secundarios Unicos, adaptados as pressdes seletivas locais
(THOMPSON et al., 2023).

Os avangos recentes nas tecnologias de sequenciamento de nova geragdo (NGS) tém
revolucionado a descoberta de produtos naturais microbianos, permitindo a identificacdo de
clusters génicos biossintéticos (BGCs) e a predi¢do de seus produtos metabdlicos, mesmo antes
de sua deteccdo quimica (BLIN et al., 2023; MULLOWNEY et al. 2023). Esta abordagem,
conhecida como mineracdo genémica, tém revelado que o potencial biossintético de
Streptomyces é substancialmente maior do que o anteriormente estimado, com numerosos
BGCs silenciosos ou cripticos que podem ser ativados sob condicGes especificas de cultivo
(QUINN e DYSON, 2024).

As estratégias como OSMAC (One Strain Many Compounds) também tém sido
empregadas para induzir a expressdo de vias biossintéticas silenciosas, através da manipulagao
das condi¢des de cultivo (ROMANO et al., 2018). Quando associada a técnicas analiticas
avancadas, como a espectrometria de massas de alta resolucéo acoplada a cromatografia liquida
(UPLC-MS/MS) e a analise por redes moleculares, esta abordagem permite a rapida
desreplicagdo e identificagdo de metabolitos conhecidos e potencialmente inéditos (WANG et
al., 2016; QUINN et al., 2017).
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No capitulo anterior, demonstramos que duas linhagens de Streptomyces isoladas de
sedimentos amazonicos, designadas como Streptomyces sp. APUR 32.5 e Streptomyces
murinus MPUR 40.3, apresentaram significativa atividade antagonista contra multiplas
espeécies de Colletotrichum, especialmente contra C. scovillei, agente causal da antracnose em
pimenta de cheiro (Capsicum chinense), bem como capacidade de promover o crescimento
vegetal. Estes resultados preliminares indicam o potencial biotecnoldgico destas linhagens,

justificando uma investigacdo mais aprofundada de seus perfis gendmicos e quimicos.

Neste contexto, o presente capitulo tem como objetivo caracterizar o potencial
biossintético de Streptomyces sp. APUR 32.5 e S. murinus MPUR 40.3 através de uma
abordagem integrada de gendmica e metabolémica. Especificamente, buscamos: (i) sequenciar
e analisar os genomas completos destas linhagens, com énfase na identificacdo de BGCs; (ii)
confirmar o status taxonémico de APUR 32.5 como nova espécie através de analises
filogendmicas; (iii) extrair e caracterizar os metabolitos secundarios produzidos sob diferentes
condigdes de cultivo; (iv) avaliar a atividade antifungica dos extratos contra fitopatdgenos de
interesse agricola; e (v) caracterizar o perfil quimico dos extratos bioativos através de UPLC-

MS/MS e redes moleculares.

Os resultados desta investigacdo contribuira para o conhecimento da diversidade
funcional e quimica de Streptomyces amazOnicas e poderdo identificar novos compostos
bioativos com potencial aplicacdo no controle biolégico de fitopatégenos, alinhando-se as
demandas contemporaneas por praticas agricolas mais sustentdveis e a valorizacdo da

biodiversidade brasileira como fonte de inovacgéo biotecnoldgica.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Origem da linhagem

As linhagens foram isoladas do rio Purus, no estado do Amazonas, e atualmente
pertencem a colecdo microbioldgica do Laboratério Amazon MicroBiotech, da Embrapa
Amazonia Ocidental. Os isolados encontram-se preservados em glicerol a 15% (v/v) e mantidos
a —80 °C, conforme descrito em trabalho anterior (SILVA et al., 2025).

2.2 Extracdo de DNA e Sequenciamento do Genoma

Os isolados foram cultivados em meio de cultura ISP2 e posteriormente crescidos em
caldo do mesmo meio. A extracdo do DNA gendmico foi realizada de acordo com o protocolo
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descrito por Doyle e Doyle (1989). A quantificacdo e a avaliacdo da pureza do DNA extraido
foram realizadas por espectrofotometria em NanoDrop™, considerando-se adequadas amostras
com razbes A260/A280 entre 1,8 e 2,0 e A260/A230 entre 2,0 e 2,2. A integridade do DNA foi

verificada por eletroforese em gel de agarose a 0,8%.

O genoma completo das linhagens Streptomyces sp. nov. APUR 32.5 e Streptomyces
murinus MPUR 40.3 foi sequenciado utilizando a plataforma Illumina, com leituras pareadas
de 150 pb (paired-end). A montagem gendmica foi conduzida com o software SPAdes
(PRJIBELSKI et al., 2020), alcancando uma cobertura média de 103x.

2.3 Analise filogenética baseada no genoma completo

Para determinar o posicionamento taxonémico das duas linhagens de Streptomyces
(APUR 32.5 e MPUR 40.3) com base nas sequéncias gendmicas, os genomas foram submetidos
a plataforma TYGS (Type Strain Genome Server) (https://tygs.dsmz.de/). O TYGS utiliza

indices gendmicos amplamente aceitos para inferéncia filogenética e classificagdo taxonémica,
como o Genome BLAST Distance Phylogeny (GBDP), que calcula distancias evolutivas entre
genomas com base em comparacdes de fragmentos genémicos por meio de BLAST, e o digital
DNA-DNA Hybridization (dDDH) que simula a hibridizagdo DNA-DNA in silico (MEIER-
KOLTHOFF et al., 2022; FREESE et al., 2026).

2.4 Mineragao Gendmica

A prospeccdo de agrupamentos de genes biossintéticos (BGCs) nos genomas
sequenciados foi conduzida por meio da plataforma computacional antiSMASH (antibiotics
and Secondary Metabolite Analysis Shell), em sua verséo 8.0. Para maximizar a sensibilidade
na deteccdo de BGCs, a analise foi executada com o parametro de rigor de detec¢do configurado
como relaxed, além da ativacdo de todas as funcionalidades de andlise adicionais. As predicdes
automatizadas geradas pelo antiSMASH foram subsequentemente submetidas a um rigoroso
processo de curadoria manual. Esta etapa de validacdo e refinamento foi realizada por meio de
analises comparativas com a base de dados MIBiG (Minimum Information about a Biosynthetic
Gene cluster) e da utilizagdo da ferramenta BLAST (Basic Local Alignment Search Tool),
visando aprimorar a anotacdo dos genes constituintes dos clusters identificados (BLIN et al.,
2025).

Como etapa complementar, os genomas foram submetidos a uma anotagédo funcional

automatizada utilizando os pipelines Bakta (https://bakta.computational.bio/submit) e RAST
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(Rapid Annotation using Subsystem Technology) (https://rast.nmpdr.org/) (AZIZ et al., 2008;
SCHWENGERS et al.,, 2021; NGUYEN et al., 2025 e SEDEEK et al., 2025). Esses
procedimentos permitiram a identificacdo padronizada de sequéncias codificadoras de
proteinas, RNAs estruturais e outros elementos funcionais associados a diversas vias
metabdlicas. As informacGes provenientes dessas anota¢des foram sistematicamente integradas
aos dados de predicdo de BGCs, o que permitiu a validacdo cruzada e a contextualizagédo

funcional dos genes implicados nas vias biossintéticas de interesse

Para aprofundar a caracterizacdo do potencial biossintético, foram empregadas
ferramentas especializadas de mineragdo gendmica. O software PRISM 4 (Prediction
Informatics for Secondary Metabolomes) (https://prism.kapoosecreek.com/)foi utilizado para
predizer as estruturas quimicas e inferir os metabolitos secundarios potencialmente produzidos
a partir dos BGCs identificados (SKINNIDER et al., 2020). Além disso, a ferramenta BAGEL
4 (http://bagel4.molgenrug.nl/) foi especificamente aplicada para a prospecgdo de clusters
relacionados a biossintese de bacteriocinas e outros peptideos ribossomais e pos-
traducionalmente modificados (RiPPs), compostos de grande interesse biotecnolégico (VAN
HEEL et al., 2018; HANDAYANI et al., 2022).

A presenca de genes de resisténcia a antibioticos, frequentemente associados a BGCs
como mecanismo de autoprotecdo, foi investigada com o auxilio da ferramenta ARTS
(Antibiotic Resistance Target Seeker) ( https://arts.ziemertlab.com/analyze ) (MUNGAN et al.
2020 e MUNGAN et al., 2022). Esta analise permitiu a identificacdo de potenciais mecanismos
de autorresisténcia vinculados aos agrupamentos génicos, fortalecendo a hipotese de producao

de compostos com atividade antimicrobiana.

Para finalizar, a caracterizacdo funcional detalhada dos genes pertencentes as vias
biossintéticas foi complementada por meio de buscas e alinhamentos com as bases de dados
publicas GenBank, UniProt, Pfam e PDB (Protein Data Bank), consolidando a confiabilidade

das anotacdes e a inferéncia do potencial biossintético das linhagens em estudo.
2.5 Extracao de Metabolitos Secundarios

Os isolados foram cultivados em diferentes meios de cultura com o objetivo de estimular

a expressao de clusters cripticos ou silenciados, seguindo a estratégia OSMAC (One Strain
Many Compounds) (ROMANO et al., 2018; PINEDO-RIVILLA et al., 2022; ZHANG et al.,
2024). As linhagens foram cultivadas nos meios ISP2 (4 g extrato de levedura; 10 g extrato de
malte; 4 g dextrose; 20 g agar), BDA (200 g batata; 20 g dextrose; 15 g agar) e agar aveia (20
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g aveia; 18 g 4gar). Frascos Erlenmeyer contendo 500 mL de meio foram incubados a 28 °C e
150 rpm por cinco dias. Em seguida, os cultivos foram filtrados, e o caldo obtido foi utilizado

para a extracdo dos metabdlitos secundarios.

A extracdo foi realizada com acetato de etila, na proporcéo de 1:1 (v/v), em um processo
de trés lavagens consecutivas. As fraces organicas obtidas foram combinadas e concentradas
em evaporador rotativo, a 40 °C e 100 rpm, até completa remog¢ao do solvente. O residuo seco
foi ressuspendido novamente com acetato de etila e transferido para tubos de penicilina
previamente pesados e esterilizados, permitindo a determinacdo da massa total de extrato
obtido.

2.6 Perfil quimico

A caracterizacdo do perfil quimico dos extratos foi conduzida por meio de analises em
UPLC-MS/MS (Ultra Performance Liquid Chromatography coupled to Tandem Mass
Spectrometry), realizadas no Centro de Anéalises Quimicas da Universidade do Estado do
Amazonas (UEA), com o intuito de identificar e anotar classes de metabdlitos secundarios

produzidos pelas linhagens selecionadas.

Para tal, as amostras foram injetadas em um sistema cromatografico acoplado a um
espectrometro de massas de alta resolugédo, operando no modo de ionizagdo por eletrospray
(ESI — Electrospray lonization) em ambas as polaridades (positiva e negativa).

2.6.1 Rede Molecular Classica (MN) utilizando a plataforma GNPS

Para a construcdo da rede molecular classica (MN), os arquivos brutos de espectrometria
de massas (MS) foram inicialmente convertidos para o formato mzML utilizando o software

MSConvert. A analise da MN foi conduzida inteiramente na plataforma GNPS (Global Natural

Products Social Molecular Networking- http://gnps.ucsd.edu), onde os espectros MS? foram
alinhados entre si e comparados com a biblioteca espectral do GNPS. Esse alinhamento foi
realizado baseado na similaridade dos padrdes de fragmentacdo dos ions precursores nos
espectros MS/MS, resultando na formacéo de nos que representam espectros de consenso MS?
(etal., 2016; ARON et al., 2020). As conexdes entre 0s nos (arestas) foram definidas por meio
do escore de similaridade consenso, que varia de 0 (sem similaridade) a 1 (espectros idénticos).
Cada espectro de consenso foi posteriormente comparado com a biblioteca espectral do GNPS,
permitindo a atribuicdo putativa a moléculas conhecidas (WANG et al., 2016). A rede
molecular obtida a partir dos extratos de Streptomyces sp. APUR 32.5 e Streptomyces murinus

APUR 40.3 foi visualizada com o software Cytoscape.
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Para a criacdo da rede molecular classica, os dados foram inicialmente filtrados para
remover todos os ions fragmentos MS/MS localizados dentro de uma janela de £17 Da em
relacdo ao m/z do ion precursor. Em seguida, os espectros MS/MS foram filtrados por janela,
sendo selecionados apenas 0s seis principais ions fragmentos em uma faixa de +50 Da ao longo
de todo o espectro. A tolerancia de massa para os ions precursores foi estabelecida em 0,02 Da,
e a tolerancia para os ions fragmentos MS/MS também foi fixada em 0,02 Da.

A rede foi construida considerando apenas conexfes (arestas) com escore C0SSeNno
superior a 0,7 e com, no minimo, quatro picos coincidentes. Além disso, as conexdes entre dois
nés foram mantidas na rede apenas se cada no estivesse entre 0s dez nds mais similares do
outro. O tamanho maximo permitido para cada familia molecular foi definido como 100 nés;
arestas com escores mais baixos foram progressivamente removidas até que esse limite fosse
respeitado. Por fim, os espectros presentes na rede foram comparados com as bibliotecas
espectrais do GNPS. As bibliotecas foram submetidas ao mesmo processo de filtragem aplicado
aos dados experimentais, sendo considerados apenas 0S espectros que apresentaram escore
superior a 0,7 e pelo menos quatro picos coincidentes para que a correspondéncia fosse mantida
(WANG et al., 2016)

3. RESULTADOS

3.1. Analise filogenémica

O genoma de Streptomyces sp. APUR 32.5 apresentou tamanho total de 8.219.677 pares
de bases (pb) e elevado contetdo de G+C (72,3%), caracteristica tipica de espécies do género
Streptomyces. A anotacdo gendmica previu 7.780 genes, dos quais 7.247 correspondem a
sequéncias codificadoras (CDSs). A analise de hibridizacio DNA-DNA digital (dDDH)
revelou valor de 55,1% (formula d4) em comparagdo com Streptomyces costaricanus DSM
418277, abaixo do limiar de 70% estabelecido para delimitagdo de espécies bacterianas,
indicando que a linhagem APUR 32.5 pode representar uma nova espeécie (Tabela Suplementar
S1).

De forma semelhante, o genoma de Streptomyces murinus MPUR 40.3 apresentou
tamanho de 8.362.828 pb e conteudo de G + C de 71,8%. A anotacdo genémica identificou
7.547 sequéncias codificadoras (CDSs), evidenciando a complexidade genetica e o elevado
potencial metabdlico dessa linhagem. A analise de dDDH demonstrou valor elevado de
similaridade genémica (84,5% pela férmula d4) em relacéo a Streptomyces costaricanus NBRC

1007737, (sinbnimo taxonémico relacionado de Streptomyces murinus), superando o limiar de
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70% adotado para a delimitacdo de espécies, corroborando com sua afiliagdo taxonémica
(Tabela Suplementar S1).

(in pb)
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Figura 1. Arvore filogendmica inferida para linhagens do género Streptomyces, destacando as cepas Streptomyces

murinus MPUR 40.3 e Streptomyces sp. nov. APUR 32.5 (em vermelho).

3.2 Anotacdo gendmica e integracdo das ferramentas de predicdo de BGCs
3.2.1 Streptomyces sp. nov. APUR 32.5

A integracdo das plataformas antiSMASH, PRISM e Bakta da linhagem Streptomyces
sp. nov. APUR 32.5, permitiu uma caracterizagdo abrangente e complementar do seu potencial
biossintético. Embora baseadas em abordagens analiticas distintas, essas ferramentas
convergiram na identificacdo de um amplo, diverso e funcionalmente coerente repertorio de
clusters de genes biossintéticos (BGCs), reforcando o elevado potencial metabdlico da

linhagem.

A andlise gendmica realizada com o antiSMASH revelou a presenca de mais de 50

regibes correspondentes a clusters de genes biossintéticos (BGCs), incluindo PKS, NRPS,
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terpenos, sideroforos e outras classes (Figura 2A). Entre os BGCs identificados, destacam-se
clusters altamente conservados e amplamente descritos na literatura, associados a biossintese
de ectoina, geosmina, A-factor (butirolactona), tetracenomicina C, pentamicina/filipina,

hopenoides e albaflavenona.

Esses clusters apresentaram elevada similaridade com BGCs depositados em bases de
dados de referéncia, indicando a conservacao de rotas metabdlicas fundamentais, relevantes
tanto para a fisiologia e adaptacéo ecoldgica da linhagem quanto para a producao de metabolitos
secundarios bioativos. A caracterizacdo detalhada desses BGCs encontra-se descrita na Tabela

Suplementar S2.
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Figura 2. (A) Distribuicdo das classes de clusters de genes biossintéticos (BGCs) identificados no genoma de
Streptomyces sp. APUR 32.5 por meio da analise com antiSMASH. O grafico em anel representa o nimero de
clusters preditos por classe, incluindo PKS, NRPS, hibridos, terpenos, RiPPs e outras categorias. (B) Comparagao
de sintenia do cluster génico biossintético de tetracenomicina C entre Streptomyces sp. APUR 32.5 e Streptomyces
glaucescens ATCC 19761. As setas coloridas representam genes homologos organizados de acordo com suas
fungbes preditas, enquanto as conexdes em cinza indicam a identidade pareada de aminoacidos entre proteinas
ort6logas. A escala em gradiente representa a porcentagem de identidade. A estrutura quimica da tetracenomicina

C (C23H20011) é apresentada abaixo.

Além disso, a plataforma PRISM identificou 33 clusters de genes biossintéticos, com
énfase na predicéo estrutural dos metabdlitos potencialmente produzidos. Os clusters preditos
abrangem policetideos (PKS), peptideos ndo ribossomais (NRPS), sistemas hibridos PKS—
NRPS, RiPPs, sideroforos e moléculas regulatérias. Destacam-se a predicdo de policetideos
aromaticos estruturalmente complexos, como um policetideo polifendlico pentangular e um

composto do tipo tetracenomicina, corroborando os clusters de PKS do tipo Il previamente
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identificados pelo antiSMASH. O PRISM também indicou clusters associados a biossintese de
NRPs contendo motivos estruturais especificos, bem como RiPPs, incluindo lasso peptideos,
tiopeptideos e lantipeptideos das classes II, 111 e IV. A visdo geral dos clusters preditos pelo

PRISM encontra-se apresentada na Tabela Suplementar S3.

Com o objetivo de aprofundar a caracterizacdo do cluster associado a biossintese de
tetracenomicina C, foi realizada uma analise de sintenia comparativa entre 0 BGC identificado
na linhagem APUR 32.5 e clusters de referéncia previamente descritos para a producdo desse
antibiotico aromatico policiclico. A analise revelou elevada conservagdo na organizagédo génica
e na orientagdo dos principais genes biossintéticos, incluindo aqueles codificadores das
subunidades da policetideo sintase do tipo Il (ttmA e tcmB), bem como genes acessorios
envolvidos em etapas de ciclizacdo, aromatizacdo e modificacdo do esqueleto policiclico
(tcemG, tcmP, tcmM, tcmN e tcmO) (Figura 2B). A alta identidade de sequéncia e a conservacao
sinténica desses genes reforcam a robustez das predi¢des obtidas pelo antiSMASH e PRISM e
indicam que o cluster identificado em Streptomyces sp. nov. APUR 32.5 é funcionalmente

equivalente aos BGCs classicos de tetracenomicina C.

A anotacdo funcional realizada pelo Bakta forneceu suporte molecular direto as
predicbes baseadas em clusters, ao identificar, em nivel génico, os principais elementos
enzimaticos associados as vias biossintéticas detectadas. Foram anotados multiplos genes
codificadores de policetideos sintase (PKS) e Peptideos nao ribossomais (NRPS), incluindo
sistemas modulares de PKS do tipo | e genes associados a biossintese de policetideos
aromaticos. Adicionalmente, foram identificados genes relacionados a biossintese de
bacteriocinas, lantibidticos e enzimas hidroliticas, como quitinases, reforcando o potencial da
linhagem para aplicagBes em biocontrole. A lista completa dos genes biossintéticos anotados

pelo Bakta esta apresentada na Tabela Suplementar S4.

A anotacdo automatica realizada pelo RAST corroborou de forma independente com o
elevado potencial biossintético da linhagem APUR 32.5, ao evidenciar a ampla representacao
de subsistemas gendmicos associados ao metabolismo secundério (Figura 3). Foram também
identificados genes relacionados a biossintese de policetideos, incluindo mddulos de
policetideo sintase, fatores de comprimento de cadeia (chain length factors — CLF), ciclases e
hidroxilases tipicas de sistemas PKS do tipo IlI, bem como reguladores transcricionais
associados a expressdo de genes biossintéticos. O RAST ainda anotou genes envolvidos na

biossintese de siderdforos dependentes e independentes de NRPS, proteinas acessérias do tipo
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MbtH e componentes de sistemas de transporte ABC para a captacdo de complexos Fe*—

siderdforo (Tabela Suplementar S5).

Por fim, a plataforma BAGEL identificou sete Areas de Interesse (AOIls) associadas &
biossintese de RiPPs, classificadas como sactipeptideos, lasso peptideos, LAPs, botromicina e
lantipeptideos da classe IV. Todos os clusters apresentaram status indefinido, sugerindo
potencial para a producdo de RIiPPs ainda ndo caracterizados e/ou anotados (Tabela

Suplementar S5).

Subsystem Coverage Subsystem Category Distribution Subsystem Feature Counts
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Figura 03. Classificacdo funcional baseada em subsistemas das proteinas de Streptomyces sp. APUR 32.5. As
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categorias de subsistemas foram anotadas utilizando o servidor RAST e visualizadas por meio do SEED Viewer.
No painel de cobertura dos subsistemas, a barra verde representa a porcentagem de genes atribuidos a subsistemas
(18%), enquanto a barra azul indica os genes ndo atribuidos a subsistemas (82%). O grafico de setores central
ilustra a distribuicdo das categorias de subsistemas com base na contagem de genes, apresentada na listagem a

direita. Os numeros entre parénteses indicam o total de genes associados a cada categoria funcional.

3.2.2 Streptomyces murinus MPUR 40.3

A linhagem Streptomyces murinus MPUR 40.3 apresentou, na analise pelo antiSMASH,
aproximadamente 45 regifes biossintéticas preditas, incluindo clusters dos tipos PKS, NRPS,
sideroforos e lantipeptideos (Figura 4A). Entre os metabolitos com alta similaridade a
compostos previamente descritos, destacam-se actinomicina D, pentamicina, geosmina,
leupeptinas, desferrioxamina, albusnodina, rhizomidas e flaviolina, os quais estdo associados a

atividades antibioticas, citotoxicas ou sideroforicas (Tabela Suplementar S1).
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Figura 04. (A) Distribuicao das classes de clusters de genes biossintéticos (BGCs) identificados no genoma de
Streptomyces murinus MPUR 40.3 por meio da analise com antiSMASH. O grafico em anel representa o nimero
de clusters preditos por classe, incluindo NRPS, PKS, hibridos, terpenos, RiPPs e outras categorias. (B)
Comparacao de sintenia do cluster génico biossintético de actinomicina D entre Streptomyces murinus MPUR 40.3
e Streptomyces murinus JS029.

A prospeccao genémica por meio do PRISM revelou que o isolado MPUR 40.3 possui
um arsenal biossintético, totalizando 34 clusters de genes biossintéticos (BGCs), com
predominio de peptideos ndo ribossomais (NRPS) e policetideos (PKS). Foram identificados
11 clusters exclusivos de NRPS, seis de PKS e quatro hibridos PKS/NRPS, indicando uma
versatilidade metabdlica para a sintese de moléculas complexas associadas a defesa quimica e
a sinalizacdo ecoldgica. Além disso, no Cluster 4 foi identificado um gene regulador do tipo
TetR, localizado na regido associada a biossintese de actinomicina D, mostrando possivel papel
na regulacdo da expressao desse metabdlito secundario, reforcando as analises do antiSMASH.
Também foram detectados clusters relacionados a biossintese de ectoina, indicando adaptacéo
ao estresse osmotico, e sideroforos independentes de NRPS (NIS), ressaltando estratégias
eficientes de aquisicéo de ferro. A presenca de clusters para lantipeptideos (classes I, 1 e 111/1V),
peptideos lasso e tiopeptideos, além de vias para melanina e butirolactonas (Tabela Suplementar
7).

A anotagdo complementar realizada pelo Bakta identificou multiplos locus tags

associados a PKS e NRPS, incluindo um complexo sistema de PKS tipo | e genes envolvidos
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na biossintese de policetideos aroméaticos. Também foram detectados genes relacionados a
producdo de bacteriocinas e lantibioticos, além de multiplas copias de quitinases, o que pode
estar associado ao potencial antifingico e nematicida da linhagem. O Bakta identificou ainda
genes relacionados a producdo de alfa-amilase, numerosas proteases e serino-proteases da
familia Rhomboid, sugerindo redundancia funcional que pode aumentar a eficiéncia na
degradagdo de matéria organica no solo. No contexto da interacdo planta—microrganismo,
foram confirmados sistemas eficientes de transporte de ferro, fosfotransferases envolvidas no
metabolismo nutricional e enzimas potencialmente relacionadas a modulagdo hormonal
vegetal, incluindo citocinina ribosideo 5’-monofosfato fosforibohidrolase (Tabela Suplementar
8).

A anotacdo funcional realizada com RAST indicou uma forte capacidade para
biocontrole, com a identificacdo de genes essenciais para a sintese de metabolitos secundarios
e proteinas com atividades antifungica e nematicida. Destacam-se modulos de polyketide
synthases (PKS) e non-ribosomal peptide synthetases (NRPS), além de transportadores de
efluxo de bacteriocinas/lantibioticos, sugerindo a biossintese ativa de compostos
antimicrobianos. A presenca de quitinases reforca o potencial de degradacdo da parede celular
de fungos e de estruturas quitinosas de nematoides. O genoma também revelou uma ampla
bateria enzimética associada a degradacdo de polimeros orgéanicos, corroborando com as
atividades hidroliticas observadas em trabalhos anteriores. Foram identificados genes
relacionados a producdo de alfa-amilases, glucoamilases, lipases, diversas proteases e beta-
glicosidases, indicando capacidade para degradacdo eficiente de amido, lipidios, proteinas e
celulose no ambiente do solo. Além disso, a linhagem apresenta caracteristicas genéticas
compativeis com promocéo do crescimento vegetal, incluindo sistemas completos de transporte
de ferro-sideréforos, genes da via do triptofano associados a producdo de acido indol-acético
(AlA) e enzimas relacionadas ao metabolismo de fosfatos, sugerindo capacidade de
solubilizacdo de fosfato inorganico e aumento da disponibilidade de nutrientes para plantas
hospedeiras (Tabela Suplementar 9).
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Figura 05. Classificacdo funcional baseada em subsistemas das proteinas de Streptomyces murinus MPUR 40.3
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As categorias de subsistemas foram anotadas utilizando o servidor RAST e visualizadas por meio do SEED
Viewer. No painel de cobertura dos subsistemas, a barra verde representa a porcentagem de genes atribuidos a
subsistemas (19%), enquanto a barra azul indica os genes ndo atribuidos a subsistemas (83%). O gréafico de setores
central ilustra a distribui¢éo das categorias de subsistemas com base na contagem de genes, apresentada na listagem

a direita. Os nameros entre parénteses indicam o total de genes associados a cada categoria funcional.

A analise pelo ARTS identificou genes candidatos a resisténcia associados a regides
biossintéticas do genoma. Entre eles, observou-se correspondéncia com o Cluster 5.1,
classificado pelo antiSMASH como um BGC hibrido contendo dominios T1PKS e
lantipeptideo classe 111, sem similaridade detectavel com clusters conhecidos na base de dados.
A presenca de determinantes de resisténcia na mesma regido sugere um possivel mecanismo de

autoprotecdo associado a esse cluster biossintético.

Além disso, a andlise especifica de RiPPs por meio da ferramenta BAGEL identificou
10 Areas de Interesse (AOIs) dedicadas & biossintese de peptideos modificados pos-
traducionalmente. Observou-se abundéncia de lantipeptideos da classe IV (4 AOIs), sugerindo
uma especializagdo em bacteriocinas estruturalmente complexas e estaveis. A identificagdo de
um cluster para Botromicina no NODE_15 é de alto valor biotecnoldgico, dado o seu potencial

contra patégenos multirresistentes através da inibi¢do do sitio A do ribossomo bacteriano.
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3.3 Perfil quimico
3.3.1 Rede molecular de Streptomyces sp. nov. APUR 32.5

Foi construida uma rede molecular classica a partir da analise de MS/MS dos extratos
de Streptomyces sp. nov. APUR32.5 cultivado em trés meios distintos (Aveia, BD e ISP2).
Entre as redes obtidas, destaca-se um cluster especifico, presente em todos 0s extratos brutos
analisados (Figura 6A). As andlises por LC-HRMS corroboram esse agrupamento,
evidenciando no cluster destacado (Figura 6B) o ion m/z 473.1065 ([M+H]"), com tempo de

retencdo (RT) de 7,7 min, detectado em todos os meios de cultivo avaliados (Aveia, BD e ISP2).
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Figura 6. (A) Rede molecular classica construida a partir dos dados de espectrometria de massas tandem (MS/MS)
dos extratos cultivados em diferentes meios de cultivo (Aveia, BD e ISP2) de Streptomyces sp. nov. APUR325.
Em destaque o cluster estudado. (B) Rede molecular do cluster das tetracenomicinas, encontrado em todos os
extratos brutos (Aveia, BD e ISP2) de Streptomyces sp. hov. APUR32.5.

Esse ion é consistente com compostos da classe das tetracenomicinas, incluindo
tetracenomicina C e 13-de-O-metil-tetracenomicina X (C2:H20011; M = 472.1006 Da),
apresentando erro de massa de —2,8 ppm (Liu et al., 2018). Adicionalmente, foi observado o
aduto sodiado em m/z 495.0882 ([M+Na]*), com erro de —3,2 ppm e tempo de retenc¢do (RT)

de 7,7 min, bem como o ion m/z 471.0927 ((M—H]") no modo negativo, com erro de —1,2 ppm.
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A observacgdo simultanea dos ions protonado e desprotonado, juntamente com o aduto
sodiado, todos com erros inferiores a 5 ppm, é compativel com medic6es de alta resolucdo em

Orbitrap e sustenta a anotacdo putativa baseada em massa exata (Figura 7A).

A fragmentacdo MS? do precursor m/z 471.0927 (ESI") revelou um padrao
caracteristico de policetideos aromaticos altamente oxigenados, com fragmentos diagnosticos
em m/z 453.0827 (perda de H20), 438.0593, 425.0881, 394.0695, 379.0446, 358.0689 ¢ um
fragmento base em m/z 343.0450, além de fragmentos adicionais em m/z 314.0439, 255.0301,
227.0354, 182.0376, 143.0504 e 110.0012 (Figura 7B).

Esse padrao de fragmentagdo, incluindo perdas neutras tipicas (H.O e combinagdes
envolvendo CO/CO2) e a formagao de fragmentos aromaticos estaveis, ¢ compativel com o
esqueleto quinénico policiclico descrito para tetracenomicinas e seus congéneres, como a
tetracenomicina C e a 13-de-O-metil-tetracenomicina X. Embora a auséncia de espectros MS2
de referéncia impeca a atribuicéo inequivoca em nivel estrutural, a concordancia entre os ions
detectados nos modos ESI positivo e negativo, o padrdo de fragmentagdo observado e a
coeluicdo dos adutos reforcam a anotacdo do composto como um policetideo do tipo

tetracenomicina.
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Figura 7. (A) Espectros de LC-HRMS obtidos nos modos de ionizacdo positivo (azul) e negativo (amarelo) no
tempo de retengdo de 7,7 min, referentes ao extrato de Streptomyces sp. nov. APUR32.5 cultivado em meio BD.
(B) Espectro de fragmentagdo MS? do ion precursor m/z 471.0927 (EST") detectado em Streptomyces sp. nov.
APUR32.5. (C) Espectro de fragmentagdo MS2 do ion precursor m/z 473.1023 (ESI") detectado em Streptomyces
sp. nov. APUR32.5.

Além do MS? obtido em modo negativo, também foi adquirido o espectro de
fragmentacao em modo positivo (ESI*) para o precursor associado ao sinal em RT 7,7 min (m/z
473.1063, [M+H]"). O espectro MS? em ESI* apresentou fragmentos de alta intensidade em m/z
455.0958, 437.0853, 423.0699, 409.0921, 395.0755 e 381.0977, além de um fragmento base
em m/z 360.0831. Também foram observados fragmentos adicionais em m/z 349.0715,
328.0571, 299.0542, 271.0594, 228.2372, 197.0594, 141.0692 e 68.9969 (Figura 7c).

No modo negativo, o precursor correspondente (m/z 471.0927, [M—H]") apresentou um
espectro MS2 com madltiplos fragmentos distribuidos ao longo do espectro, incluindo ions
aromaticos de baixa massa e fragmentos intermediarios de maior intensidade, conforme

apresentado anteriormente.

Os dados de MS? indicaram a deteccéo do sinal no mesmo tempo de retencéo (RT 7,7
min) nos modos positivo e negativo, incluindo os ions [M+H]* (m/z 473.1063), [M+Na]* (m/z

495.0882) e [M—H] (m/z 471.0927), todos coeluindo no mesmo pico cromatografico.

Além disso, a analise gendmica revelou a presenca de um cluster biossintético do tipo
PKS Il no genoma do isolado, cuja organizacdo génica apresenta alta similaridade com clusters

previamente descritos para a biossintese de tetracenomicinas.

3.3.2 Rede molecular de Streptomyces murinus MPUR 40.3

A rede molecular classica revelou um agrupamento robusto correspondente a familia
das actinomicinas. Esta evidéncia quimica corrobora perfeitamente a analise de sintenia
realizada no Painel B da Figura 4, onde o cluster biossintético da actinomicina D apresentou
alta conservacdo com a linhagem de referéncia S. murinus JS029. A detec¢do simultanea de
analogos como actinomicina Xz e actinomicina X0p sugere uma flexibilidade enzimatica na
incorporacdo de precursores peptidicos, caracteristica comum em sistemas NRPS de

Streptomyces. Todas as actinomicinas foram detectadas nos trés meios de cultivo avaliados
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(Aveia, BD e ISP2), conforme indicado pela distribuicdo dos nés na rede molecular (Figura
8A).

Actinomycin X0B

MPUR 40.3 - Oatmeal
MPUR 40.3 - PD

. MPUR 40.3 - ISP2

= Methanol

Actinomycin X2

Figura 8. (A) Rede molecular classica construida no GNPS (modo ESI positivo), obtida a partir dos dados de
espectrometria de massas tandem (MS/MS) dos extratos brutos de Streptomyces murinus MPUR40.3 cultivados
nos meios Aveia (amarelo), BD (laranja) e ISP2 (roxo). Estdo destacados dois clusters contendo ions associados
as actinomicinas. (B) Ampliacdo da rede molecular classica dos extratos de S. murinus MPURA40.3, evidenciando
0 agrupamento das actinomicinas em dois clusters principais: (i) um cluster lateral dominado por adutos sodiados
[M+Na]* e (ii) um cluster contendo predominantemente ions protonados [M+H]" e seus correspondentes ions
duplamente carregados [M+2H]?**. A coloragdo dos nds indica o meio de cultivo de origem (Aveia, BD e ISP2).
Os noés correspondentes as actinomicinas X0, D e X2 estdo destacados nas cores amarelo, verde e cinza,

respectivamente.

Para a actinomicina D, foram observados os ions m/z 1255.6346 ([M+H]"), 1277.6160
([M+Na]*) e 628.3210 ([M+2H]*"), com tempo de retencao de 9,67 min e férmula molecular
Ce2Hs7N 12016 (Figura 9A; Tabela Suplementar 11). O espectro MS/MS apresentou fragmentos
em m/z 169, 203, 239, 282, 300, 348, 394, 431, 459 e 558, além de sinais na regido m/z 829,
857, 875, 902 e 928 (Figura 9A). Os espectros exibiram altos valores de similaridade no GNPS,
com MQScores de 0.87741 para m/z ~1255.64, 0.8799 para m/z ~1277.62 e 0.770221 para m/z
~628.31.

Para a actinomicina Xz, foram detectados os ions m/z 1269.6130 ([M+H]"), 1291.5945
([M+Na]*) e 635.3107 ([M+2H]*"), com tempo de retencao de 9,67 min e férmula molecular
Ce2H2aN12017 (Figura 9B; Tabela S1). O GNPS indicou alta similaridade espectral para esse
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analogo, com MQScores de 0.8637 para m/z ~1269.61 e 0.8143 para m/z ~1291.59. O espectro
MS/MS revelou fragmentos em m/z 203, 300, 348, 394, 431, 459, 530, 558 e 657, além de
sinais na regido m/z 829-928 (Figura 9B).

Um terceiro nodo foi atribuido a actinomicina X0f, apresentando precursor em m/z
1271.6301 ([M+H]"), aduto sodiado em m/z 1293.6119 ([M+Na]") e ion duplamente carregado
em m/z 636.3188 ([M+2H]**), com tempo de retencdo de 9,43 min e férmula molecular
Ce2HssN12017 (Figura 9C; Tabela Sx1). O espectro MS/MS exibiu fragmentos em m/z 437 ¢
274, além de sinais de maior massa em m/z 829, 857, 873, 900, 928, 944, 956 e 972 (Figura
9C).
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Figura 9. (A) Espectros de LC-HRMS do composto anotado como actinomicina D, detectado no extrato de
Streptomyces murinus MPUR 40.3 cultivado em meio BD. (B) Espectros de LC-HRMS do composto anotado
como actinomicina Xz, detectado no extrato de S. murinus MPUR 40.3 cultivado em meio BD. (C) Espectros de
LC-HRMS do composto anotado como actinomicina X0B, detectado no extrato de S. murinus MPUR 40.3

cultivado em meio Aveia.

Em todos os trés compostos, foi observado um fragmento dominante em m/z ~857, com
desvios entre —2,2 e —3,9 ppm em relagdo ao valor de referéncia. Também foram detectadas
microvariagdes nesse ion e em fragmentos relacionados, incluindo m/z ~871, ~873 e ~875
(Figura 10). Esses sinais apresentaram alta similaridade espectral entre os compostos e

contribuiram para o agrupamento em um Unico cluster na rede molecular do GNPS.
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Figura 10. Espectros de LC-HRMS-MS de actinomicinas de Streptomyces murinus MPUR 40.3 em meio de
aveia.

4. DISCUSSAO

O género Streptomyces & conhecido como biofabrica de metabdlitos secundarios,
amplamente reconhecido como uma das principais fontes de metabolitos secundarios bioativos,
incluindo antibidticos, antifngicos, imunossupressores e outros compostos com aplicagdes
agricolas e farmacéuticas (ALAM et al., 2022; DONALD et al., 2022; LACEY e RUTLEDGE,
2022; HOSHINO, 2025). Estudos genémicos demonstram que espécies desse género
apresentam genomas extensos, ricos em GC e contendo dezenas de clusters de genes
biossintéticos (BGCs), muitos dos quais permanecem criptos ou pouco expressos em condigdes
laboratoriais, evidenciando um potencial quimico ainda subexplorado (KOMAKI, 2023;
HOSHINO, 2025; SHIL et al., 2026).
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A andlise filogendmica mostrou a distin¢éo taxondmica entre as linhagens, indicando
que APUR 32.5 representa potencialmente uma nova espécie, enquanto MPUR 40.3 apresenta
alta similaridade com Streptomyces murinus. Essa espécie é reconhecida como produtora de
metabolitos secundarios bioativos, incluindo actinomicinas e outros compostos tipicos de
actinomicetos, como inibidores de protease e sideroforos, estando também associada a
producdo de substancias com atividade antifungica (Barka et al., 2016; Das et al., 2023; Nguyen
etal., 2025).

A prospeccdo gendmica revelou um repertorio biossintético amplo em ambas as
linhagens, incluindo clusters PKS, NRPS, hibridos PKS—-NRPS, terpenos, sideroforos e RiPPs.
Esse padrdo concorda com estudos comparativos demonstrando que genomas de Streptomyces
frequentemente contém mais BGCs do que metabodlitos detectados experimentalmente,
reforcando a importancia da mineracdo genémica para descoberta de produtos naturais (LEE et
al., 2020; ALAM et al., 2023).

No caso da linhagem Streptomyces APUR 32.5, a anélise integrada por antiSMASH e
PRISM mostrou a concordancia entre a arquitetura genética dos clusters biossintéticos e as
classes quimicas preditas. Enquanto o antiSMASH permitiu a classificacdo baseada na
organizagao génica e similaridade com clusters conhecidos, 0 PRISM refinou essas inferéncias
ao predizer caracteristicas estruturais dos produtos finais, incluindo policetideos aromaticos

pentangulares, tetracenomicinas e peptideos ndo ribossomais contendo motivo furanico.

A correspondéncia entre o cluster do tipo “tetracenomycin-type polyketide” predito pelo
PRISM e 0 BGC T2PKS identificado pelo antiSMASH, com alta similaridade ao cluster de
tetracenomicina C, fortalece a associacdo entre potencial genético e biossintese prevista. Essa
convergéncia entre as ferramentas independentes exemplifica como abordagens
complementares podem reduzir ambiguidades na associacdo entre genes e metabdlitos
(TAMANG et al., 2024).

A relevancia dessa predicédo é reforcada pelos dados metabolémicos obtidos por LC—
HRMS/MS e redes moleculares, nos quais foi detectado um metabdlito compativel com a
familia das tetracenomicinas. A integracdo entre gendmica e metabolémica tem sido
amplamente reconhecida como estratégia robusta para estabelecer conexdes entre vias
biossinteticas e produtos detectados experimentalmente, aumentando a confiabilidade das
anotacdes estruturais mesmo na auséncia de padrdes auténticos (ARON et al., 2020; SCHMID

etal., 2023). A presenca do mesmo cluster molecular nos diferentes meios de cultivo indica que
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a producdo do metabdlito associado ao ion m/z 473.1065 é consistente na linhagem APUR 32.5,
sugerindo biossintese relativamente estavel sob as condiges avaliadas. A anotagdo putativa
desse composto como pertencente a familia das tetracenomicinas é sustentada pela
concordancia entre massa exata, coelui¢do dos adutos [M+H]", [M+Na]* e [M—H] e pelos
espectros MS2 obtidos em modos positivo e negativo. Fragmentos aromaticos estaveis e perdas
neutras tipicas envolvendo H.0, CO e CO: sdo compativeis com o comportamento de
fragmentacdo descrito para policetideos quinbnicos policiclicos altamente oxigenados,
incluindo tetracenomicina C e congéneres (LIU et al., 2018; ALFEROVA et al., 2022).

Além disso, a identificacdo de um cluster PKS tipo Il altamente similar ao envolvido na
biossintese de tetracenomicina C fornece suporte independente para a producao desse tipo de
policetideo pela linhagem APUR 32.5. Sistemas PKS tipo Il sdo classicamente associados a
biossintese de policetideos aromaticos policiclicos e apresentam organizacdo genética
conservada entre espécies de Streptomyces (van der HEUL et al., 2018; ALFEROVA et al.,
2022).

Para Streptomyces murinus MPUR 40.3, a presenca de clusters associados a biossintese
de actinomicinas e a deteccdo metabolémica de actinomicina D e andlogos demonstram
correspondéncia entre potencial gendmico e expressdo metabdlica. As actinomicinas
constituem uma classe classica de cromopeptideos antibioticos produzidos por Streptomyces
sp., caracterizados por nucleo fenoxazindnico ligado a cadeias peptidolactonicas ciclicas,
responsaveis por sua potente atividade antimicrobiana e citotoxica (QURESHI et al., 2021,
NUANJOHN et al., 2023).

A integracdo das anélises por antiSMASH, PRISM, BAGEL, RAST e ARTS permitiu
aqui, identificar relacbes entre clusters biossintéticos e possiveis determinantes genéticos de
autorresisténcia. Essas estratégias que combinam multiplas ferramentas de minerag¢do genémica
tém sido amplamente utilizadas para aumentar a precisdo na predicdo de metabdlitos
secundarios e priorizacdo de BGCs candidatos para validacdo experimental (TAMANG et al.,
2024). Entre os BGCs detectados, o Cluster 5.1 destacou-se por apresentar uma arquitetura
hibrida contendo dominios T1PKS e NRPS-like, além da associacdo com genes de resisténcia
preditos pelo ARTS. A analise por essa plataforma mostrou uma assinatura gendmica de
autorresisténcia altamente especifica para este cluster. A presenca de uma copia adicional do
gene GAPDH-I (gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase) inserida no interior do BGC sugere que

o0 metabdlito potencialmente produzido, possivelmente um composto hibrido envolvendo
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modulos T1PKS e peptidicos, possa ter como alvo a via glicolitica. Este mecanismo de gene-
alvo duplicado € uma estratégia evolutiva classica em microrganismos para evitar a
autotoxicidade (YUAN et al., 2025).

A robustez adaptativa de S. murinus MPUR 40.3 é destacada pela integracéo entre seu
metabolismo secundério e sistemas de destoxificacdo. A identificagdo de genes associados a
homeostase de metais, como o0 operon copZA e reguladores da familia MerR, nos sugere que
esta linhagem evoluiu para prosperar em sedimentos amazonicos sob presséo seletiva quimica.
Notavelmente, a producdo de melanina (identificada via PRISM) e de sider6foros como a
desferrioxamina (confirmada via ARTS/antiSMASH) pode atuar como uma estratégia de
defesa passiva, quelando metais pesados e reduzindo o estresse oxidativo intracelular,
permitindo que a célula direcione energia para a biossintese de antibidticos complexos como as

actinomicinas .

De forma geral, os resultados obtidos demonstram que Streptomyces sp. APUR 32.5 e
Streptomyces murinus MPUR 40.3 possuem genomas ricos e funcionalmente coerentes em
clusters biossintéticos. APUR 32.5 destaca-se pela diversidade de BGCs associados a
policetideos aromaticos, enquanto MPUR 40.3 apresenta metabolismo secundario diversificado

incluindo BGCs cléssicos, sistemas hibridos e multiplos RiPPs.

5. CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que as linhagens amazoénicas Streptomyces sp. nov.
APUR 32.5 e Streptomyces murinus MPUR 40.3 possuem um potencial biotecnol6gico
abrangente, fundamentado em genomas vastos e funcionalmente especializados. A integracao
de ferramentas de mineracdo gendmica (antiSMASH, PRISM, BAGEL4, ARTS) com a analise
metabolomica (GNPS) permitiu a anotagdo putativa de alta confianca e forneceu fortes
evidéncias da expressdo de metabolitos secundarios de alto valor, como as tetracenomicinas ,
actinomicinas e, cujos perfis de fragmentacdo MS/MS foram consistentes com os clusters

biossintéticos identificados.

A convergéncia entre mecanismos de resisténcia a metais pesados (operon copZA e
redutase mercuarica merA) e a biossintese de compostos protetores, como melanina e ectoina,
evidencia uma especializagdo evolutiva para a sobrevivéncia em sedimentos amaz6nicos sob

pressdo seletiva quimica da linhagem Streptomyces murinus MPUR 40.3. Esta caracteristica,
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aliada a presenca de genes para promocao de crescimento vegetal e biocontrole (quitinases e
bacteriocinas), posiciona o isolado como um candidato ideal para o desenvolvimento de

bioinsumos agricolas resilientes.

Além disso, a identificacdo de clusters biossintéticos com baixa similaridade em bancos
de dados e a presenca de assinaturas de autorresisténcia (como a duplica¢do do gene GAPDH-
I) apontam para um vasto potencial de descoberta de novas moléculas bioativas. Em resumo,
este trabalho reforca a importancia da biodiversidade amazoénica como fonte de inovacao
biotecnolodgica e fornece uma base sélida para futuras aplicacdes em agricultura sustentavel e

prospeccdo de novos agentes antimicrobianos.
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MATERIAL SUPLEMENTAR

Tabela S1. Percentuais de hibridizagao digital DNA-DNA (dDDH), calculados pela férmula d4, entre os genomas das linhagens MPUR 40.3 e APUR 32.5 em comparagdo com as
espécies de Streptomyces filogeneticamente mais préximas, utilizando o Type Strain Genome Server (TYGS).

Query strain Subject strain d4 C.1. (d4, in %) G+C content difference (in %)
MPUR 40.3 Streptomyces murinus DSM 41827 84.5 [81.8 - 86.9] 0.04
MPUR 40.3 Streptomyces graminearus JCM 6923 75.2 [72.2 - 78.0] 0.04
MPUR 40.3 Streptomyces murinus NRRL B-5429 71.6 [68.5-74.4] 0.07
MPUR 40.3 Streptomyces murinus DSM 40710 715 [68.5 - 74.4] 0.08
MPUR 40.3 Streptomyces murinus DSM 40191 715 [68.4 - 74.3] 0.14
APUR 32.5 Streptomyces murinus DSM 41827 55.1 [52.3 - 57.8] 0.53
APUR 32.5 Streptomyces sp. MPUR40.3 55.0 [52.3-57.7] 0.49
APUR 325 Streptomyces graminearus JCM 6923 54.1 [51.4 - 56.8] 0.46
APUR 32.5 Streptomyces murinus NRRL B-5429 53.8 [51.1 - 56.5] 0.57
APUR 32.5 Streptomyces murinus DSM 40710 53.7 [51.0 - 56.4] 0.57
APUR 32.5 Streptomyces murinus DSM 40191 53.6 [50.9 - 56.3] 0.64
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Tabela 2. Anotag¢des dos agrupamentos de genes biossintéticos (BGCs) preditos pela ferramenta antiSMASH nos genomas dos isolados Streptomyces sp. nov.
APUR 32.5 e Streptomyces murinus MPUR 40.3, incluindo as classes biossintéticas identificadas.

Streptomyces sp. nov. APUR 32.5

Streptomyces murinus MPUR 40.3

Most similar known

Most similar known

Region Type From To Similarity (%) Region Type From To Similarity (%)
cluster cluster
21 T2PKS, T1PKS 16,952 89,757 High spore pigment 11 Lanthipeptide-class-111 678,39 701,08 - -
T2PKS, azoxy- . i .
6.1 ) . 1 49,63 - - 1.2 Melanin 930,543 941,154 Medium Melanin
crosslink, PKS-like
PKS-like,
71 . 27,606 79,491 21 Terpene 23,26 63,945 - -
lassopeptide
friulimicin
A/friulimicin . ) .
8.1 NRPS 1 43,397 Low o 2.2 NRPS 447,406 508,005 High actinomycin D
B/friulimicin
Clfriulimicin D
Lanthipeptide-class- .
9.1 L . 15,913 38,384 31 Polyyne 1 26,616 Low cepacin A
iii, RiPP-like
. . . Hydrogen-cyanide,
10.1 NI-siderophore 49,787 79,799 Low kinamycin 3.2 . . . 38,708 84,211 - -
lanthipeptide-class-iv, other
transAT-PKS-like, . .
13.1 . 1 38,767 Low cinnabaramide A 33 Terpene 129,771 151,045 - -
NRPS-like, TIPKS
19.1 Terpene 54,944 70,592 3.4 NRPS-like, NRPS, T1IPKS 153,41 237,674 - -
21.1 NRPS, T1PKS 1 69,918 Medium pentamycin/filipin 35 RiPP-like 407,379 417,594 Low informatipeptin
22.1 T1PKS 43,116 68,77 3.6 T1PKS 479,709 524,244 - -
35.1 T1PKS 1 40,61 51 T1PKS, lanthipeptide-class-11l 116,312 185,536 - -
NRPS, terpene-
36.1 1 43,034 5.2 NRPS 189,214 233,557 Medium SF2768
precursor
azole-containing- o
. . NRPS, T1PKS, Lanthipeptide- . .
37.1 RiPP, RRE- 1 40,946 High hopene 53 lass- IV 265,984 437,925 High pentamycin
class-
containing, terpene
38.1 T2PKS 1 45,998 High tetracenomycin C 6.1 NRPS, NAPAA 270,627 313,878 - -
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flaviolin/1,3,6,8-

42.1 NRPS 23,218 45,787 6.2 T3PKS 317,188 358,252 High tetrahydroxynaphthale
ne
flaviolin/1,,6,8-
46.1 T3PKS 1 39,555 High tetrahydroxynaphthale 6.3 T1PKS, hglE-KS 399,327 451,249 - -
ne
julichrome Q3-
50.1 NRPS-like, TIPKS 1 27,249 8.1 Terpene 197,564 218,604 Low o
3/julichrome Q3-5
51.1 NRPS, NAPPA 1 31,908 8.2 Terpene-precursor 219,644 240,78 - -
Lanthipeptide-class- . RRE-containing, NI- .
57.1 2,114 34,262 Low cepacin A 9.1 . 1 83,593 Low omnipeptin
iii, polyne siderophere, NRPS
. . NRPS, NRPS-like, . leupeptin Pr/leupeptin
66.1 Terpene 1 14,547 High geosmin 9.2 343,642 436,349 High
Betalactone, Phosphonate Ac

66.2 RiPP-like 24,468 31,89 10.1 T1PKS, T2PKS 106,946 179,552 High spore pigment

. . . desferrioxamin
70.1 NI-siderophore 13,29 31,029 111 NI-siderophore 65,961 95,73 High . .

B/deferrioxamine E
77.1 NRPS 1 28,573 11.2 Lassopeptide 240,777 263,33 High albusnodin
Azoxy-crosslink, TIPKS,
82.1 T1PKS, hglE-KS 1 28,082 12.1 . 10,604 68,801 - -
PKS-like

88.1 other 1 24,046 12.2 RiPP-like 128,967 140,271 - -
89.1 Terpene-precursor 1 13,445 12.3 Terpene 150,438 172,6 High geosmin
90.1 Furan 11,471 26,249 Low asukamycin 13.1 Crocagin 31,584 59,67 - -
92.1 NRPS 1 22,833 13.2 Ectoine, NRPS 211,694 262,499 - -

. . desferrioxamin o
93.1 NI-siderophore 3,208 25,784 High . . 14.1 Lanthipeptide-class-| 154,616 181,042 - -

B/desferrioxamin E
4-hexadecanoyl-3-
hydroxy-2- Terpene, RRE-containing,

97.1 T1PKS 1 25,269 Low 15.1 95,781 148,568 - -

(hydroxymethyl)-2H-
furan-5-one

Azole-containing-RiPP
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Lanthipeptide-class-1, NRPS,

106.1 T1PKS 1 2,387 16.1 Lanthipeptide-class-I 29,403 93,995 - -
111.1 Phenazine 1 19,675 19.1 NRPS 1 25,363 - -
arixanthomycin
114.1 Oligosaccharide 1 21,9 Low AJarixanthomycin B/ 19.2 T1PKS, NI-siderophore, NRPS 79,221 159,271 Low kinamycin
arixanthomycin C

116.1 Butyrolactone 11,344 21,35 High A-factor 20.1 Amglyccycl, Butyrolactone 17,834 44,734 Low pyralomicin

120.1 Terpene 1 11,497 High albaflavenone 211 NRPS-like, TIPKS 77,084 126,926 Low cinnabaramide

137.1 NRPS 1 18,711 22.1 Ectoine 76,26 82,621 High ectoine

138.1 T1PKS 1 18,535 Low gargantulide 231 T3PKS, NRPS, NRPS-like 1 29,308 Low A-47934

B/gargantulide C

156.1 T2PKS, other 1 16,744 Low xantholipin 27.1 Triceptide 10,924 32,307 - -

165.1 RiPP-like 2,351 12,566 Low informatipeptin 28.1 T1PKS, NRPS 1 42,314 - -

190.1 T1PKS 1 1,235 Medium filipin 29.1 Terpene-precursor 4,171 25,19 - -

191.1 NRPS-like, 1 13,118 311 NRPS 1 12,519 - -

betalactone

194.1 Melanin 1 8,105 Medium melanin 331 NRPS 1 7,486 - -

211.1 NRPS 1 11,082 38.1 NRPS 1 2,617 - -

244.1 RiPP-like 2,168 8,908 39.1 NRPS 1 2,391 - -
rhizomide

284.1 Ectoine 1 7,348 High ectone 45.1 NRPS-like 1 1,116 High Alrhizomide B/

rhizomide C

328.1 NRPS 1 5,181

346.1 Terpene 1 4,277

379.1 Oligosaccharide 1 2,767

380.1 NRPS 1 2,732

il Lanthipe;??ide-class- 1 2,483

i
425.1 NRPS-like 1 1,547
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Tabela 3. Clusters de Genes Biossintéticos (BGCs) identificados pela plataforma PRISM em Streptomyces sp. APUR 32.5.

Cluters Tipo de Metabélito/BGCs
1 polyketide pentangular polyphenol
2 polyketide
3 lasso peptide
4 nonribosomal peptide
5 class H1/1V lantipeptide
6 polyketide, nonribosomal peptide
7 polyketide, nonribosomal peptide
8 polyketide
9 polyketide
10 nonribosomal peptide
11 thiopeptide
12 tetracenomycin-type polyketide
13 nonribosomal peptide
14 nonribosomal peptide
15 class I11/1V lantipeptide
16 nonribosomal peptide
17 polyketide
18 furan nonribosomal peptide
19 nonribosomal peptide
20 NRPS-independent siderophore synthase
21 polyketide, nonribosomal peptide
22 polyketide
23 butyrolactone
24 polyketide
25 nonribosomal peptide
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26 polyketide

27 polyketide

28 melanin

29 nonribosomal peptide
30 ectoine

31 nonribosomal peptide
32 nonribosomal peptide
33 class Il lantipeptide

Tabela 4. Caracterizagdo funcional de genes e clusters biossintéticos identificados no genoma de Streptomyces sp. APUR 32.5 associados ao controle bioldgico, promogéo de
crescimento e sintese de enzimas de interesse industrial, conforme anotacdo automatizada e curadoria via Bakta.

Categoria Gene/Produto Locus Tag Papel Biol6gico Potencial
ATP-grasp-modified RiPP FAJFBM_00028 Biossintese de peptideos ribossomais modificados (RiPPs) com potencial atividade
Sintese de - - - : = ar)timicrobiafna. — e
Antiftingicos e Thloes:ﬁg?zg éls_fec)ondary FAJFBM_00702 Enzima envolvida na liberag&o de cadeias de peptideos/policetideos em vias biossintéticas.
oy i
Audldlelilee: Phenazine biosynthesis protein FAJFBM_02307* Producéo de fenazinas, potentes agentes antifingicos e antibacterianos.
PhzF-like
Chitinase FAJFBM_00928 Hidrdlise de quitina, componente essencial da parede celular de fungos patogénicos.
Superoxide dismutase (sodA) FAJFBM_00953 Protecdo contra estresse oxidativo e sobrevivéncia em ambientes competitivos.
Controle Dye decolorizing peroxidase FAJFBM_02494 Enzima envolvida na degradacdo de compostos recalcitrantes e resposta a estresse.
Bioldgico e Protease production enhancer FAJFBM_00760, Proteinas que otimizam a secre¢do de proteases extracelulares para degradacao de proteinas
Defesa protein FAJFBM_00918 de patdgenos.

Serine protease / Peptidase

FAJFBM_00021,
FAJFBM_00763

Degradacéao enzimatica de estruturas proteicas de competidores.

Promocao de
Crescimento
Vegetal

Alkaline phosphatase family

FAJFBM_02357,
FAJFBM_02452

Solubilizagdo de fosfato organico, tornando-o disponivel para a absorcéo pela planta.

Iron uptake transporter
(peroxidase subunit)

FAJFBM_02707

Sistema de aquisi¢do de ferro (efeB), essencial para a competicdo por nutrientes no solo.

Amidase

FAJFBM_00002,
FAJFBM_00031

Envolvida no metabolismo de compostos nitrogenados e potencial precursora de
fitohorménios.
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Enzimas de D-alanine--D-alanine ligase FAJFBM_00019 Enzima chave na sintese de peptideoglicano e alvo de estudos de resisténcia.
Interesse ATP-dependent Clp protease FAJFBM 00990 Regulacéo proteolitica intracelular e adaptacdo a estresses ambientais.
Biotecnol6gico Haloperoxidase domain protein FAJFBM 02258 Potencial envolvimento na sintese de metabdlitos secundérios halogenados.

Tabela 5. Anotacéo dos principais genes e clusters identificados na linhagem de Streptomyces sp. APUR 32.5 com potencial para aplicacdes em agricultura e biotecnologia, com
base nas anotacdes do RAST.

Categoria de Interesse Funcéo/Cluster Identificado Exemplos de %e:gi_gFeature D do Relevancia Biotecnoldgica/Agricola
Producdo de compostos antifingicos (ex: polienos) e
Polyketide Synthases (PKS) peq.87, peg.88, peq.140 outros metabolitos secundarios com atividade
antimicrobiana.
Biossintese de peptideos bioativos com potencial
antimicrobiano ou nematicida.
peq.110, peq.111 (transportadores de Producdo de peptideos antimicrobianos que inibem o

Non-Ribosomal Peptide Synthetases
Biocontrole (Antifungico (NRPS)
e Nematicida)

peq.146 (chaperona MbtH-like)

Bacteriocinas/Lantibi6ticos

efluxo) crescimento de patégenos.
Degradacéo da quitina (componente da parede celular
Quitinases peq.2946 de fungos e exoesqueleto de nematdides), conferindo

atividade antiflngica e nematicida.
Degradacéo de amido, Util na industria alimenticia e de

Alfa-amilase eq.1214 biocombustiveis.
Glucoamilase peq.602. peq.1566 Produgdo de glicose a pa[tlr de amido, importante para
fermentacdo e adocantes.
. o . Hidrolise de lipidios, com aplicacdes em detergentes,
Enzimas Hidroliticas Lipases peg.308, peq.556, peq.643 alimentos, biocombustiveis e biorremediacio.
Degradacdo de proteinas, com uso em detergentes,
Proteases peg.42, peq.101, peq.638, peg.1240 alimentos, farmacéutica e biorremediacéo.
Beta-glucosidase e0.1100 Degradacéo de celulose e hemicelulose, essencial para

a producdo de biocombustiveis e ragdo animal.
Sequestro de ferro do ambiente, tornando-o disponivel
para a planta e inibindo patégenos que dependem de

peq.590, peg.591, peq.592 (sistema de

Sideréforos

Promogéo de transporte de Fe3+) f
Crescimento de Plantas p — erro. o
(PGP) £0.170, peg.171 (enzimas da via do Producéo de Acido Indol Acético (AlA), um horménio

vegetal que promove o crescimento radicular e o
desenvolvimento da planta.

Biossintese de Auxinas (via Triptofano) Triptofano)




Solubilizacdo de Fosfatos

peq.105, peg.189 (transportadores e
enzimas relacionadas ao fosfato)

Liberacdo de fosfato inorganico de compostos
organicos ou minerais, aumentando a disponibilidade
de nutrientes para as plantas.

Tabela 6. Clusters de genes biossintéticos preditos no genoma de Streptomyces sp. nov. APUR 32.5 por meio da ferramenta BAGEL, destacando regifes gendmicas associadas a
biossintese de peptideos ribossomais e pos-traducionalmente modificados (RiPPs).

Areas de Interesse (AOls) Inicio Fim Classe Situacéo
APUR32_5 NODE_67_length_31736_cov_32822794.167.A01_01 -7399 12601 Sactipeptideos indefinido
APUR32_5 NODE_361_length_3656 cov_35267761.17.A0I_01 -8296 11704 Lasso_peptideo indefinido
APUR32_5 NODE_37_length_53179 cov_31449016.197.A0I1_01 -2233 17767 LAPs indefinido
APUR32_5 NODE_37_length_53179_cov_31449016.197.A01_02 13484 33484 Botromicina indefinido
APUR32_5 NODE_9 length_87406_cov_37807294.213.A0I1_01 16565 36565 Lanthipeptideo_classe_IV indefinido
APUR32 5 NODE_7_length 97266 cov_40321794.316.A0I1_01 57353 77353 Lasso_peptideo indefinido
APUR32_5 NODE_57_length_34262_cov_27896951.368.A0I_01 2504 22504 Lanthipeptideo_classe_IV indefinido

Tabela 7. Clusters de Genes Biossintéticos (BGCs) identificados pela plataforma PRISM em Streptomyces murinus MPUR 40.3.

Cluters

Tipo de Metabdlito/BGCs

[EEN

polyketide

class 111/1V lantipeptide

melanin

nonribosomal peptide

polyketide/ nonribosomal peptide

polyketide

nonribosomal peptide

polyketide/ nonribosomal peptide

O | N~ |lwN

class 111/1V lantipeptide

[y
o

nonribosomal peptide
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11 polyketide/ nonribosomal peptide

12 polyketide

13 nonribosomal peptide

14 nonribosomal peptide

15 nonribosomal peptide

16 polyketide pentangular polyphenol
17 NRPS-independent siderophore synthase
18 lasso peptide

19 polyketide

20 ectoine/ nonribosomal peptide
21 class | lantipeptide

22 thiopeptide

23 class I lantipeptide/ nonribosomal peptide
24 nonribosomal peptide

25 polyketide

26 nonribosomal peptide

27 butyrolactone

28 polyketide/ nonribosomal peptide
29 ectoine

30 nonribosomal peptide

31 nonribosomal peptide

32 nonribosomal peptide

33 nonribosomal peptide

34 nonribosomal peptide

Tabela 9. Principais genes anotados pela plataforma RAST no genoma de Streptomyces murinus MPUR 40.3 relacionados a homeostase e resisténcia a metais. Sdo apresentados
identificador do gene (ID), contig de origem, tipo de sequéncia (CDS), fungéo predita, subsistema associado e coordenadas gendmicas (inicio, fim e comprimento em pb).



ID Type Function Subsistem Start Stop Length (pb)

fig|33900.69.peg.31 CDS Repressor CsoR of the copZA operon Copper Transport System 29545 29201 345

fig|33900.69.peg.194 cDS Cytoplasmic copper homeostasis Copper homeostasis: copper 182715 183419 705
protein CutC tolerance
fig|33900.69.peg.338 CDS Copper(l) chaperone CopZ Copper Transport System 10970 11209 240
Lead, cadmium, zinc and mercury
fig|33900.69.peg.339 cDS transporFmg ATPase (EC 3._6.3.3) (EC  Copper Transport Sys_tem, Copper 11296 13584 2989
3.6.3.5); Copper-translocating P-type homeostasis
ATPase (EC 3.6.3.4

. Multidrug resistance transporter, .

fig|33900.69.peg.805 CDS Ber/CHIA family Copper homeostasis 219478 220773 1296
fig|33900.69.peg.1131 CDS Transcriptional regulator, MerR family Cobalt-zinc-cadmium resistance 48971 48294 678
. ATPase component NikO of energizing ECF class transporters, Transport of
el Be e L1150 e module of nickel ECF transporter Nickel and Cobalt ——— i e

Transmembrane component NikQ of ECF class transporters, Transport of
fig|33900.69.peg.1151 CDS energizing module of nickel ECF ransp ’ P 67432 66671 762
Nickel and Cobalt
transporter
Substrate-specific component NikM of ~ ECF class transporters, ECF class

. nickel ECF transporter / Additional transporters, Transport of Nickel

e it sel peg 1 1152 et substrate-specific component NikN of  and Cobalt, Transport of Nickel and BB B By
nickel ECF transporter Cobalt
fig|33900.69.peg.1254 CDS Transcriptional regulator, MerR family Cobalt-zinc-cadmium resistance 175847 175407 441
fig|33900.69.peg.1339 CECIC mﬁr;tglr(ae”eﬂr?lte'” h copper Copper Transport System 9148 9858 711
fig|33900.69.peg.1353 CDS Transcriptional regulator, MerR family Cobalt-zinc-cadmium resistance 23828 24193 366
fig|33900.69.peg.1394 CDS Transcriptional regulator, MerR family Cobalt-zinc-cadmium resistance 68177 67371 807
Lead, cadmium, zinc and mercury

. transporting ATPase (EC 3.6.3.3) (EC ~ Copper Transport System, Copper

fig|33900.69.peg.1547 CDS 3.6.3.5); Copper-translocating P-type homeostasis 1264 3252 1989
ATPase (EC 3.6.3.4)

. PF00070 family, FAD-dependent .
fig|33900.69.peg.1637 CDS NAD(P)-disulphide oxidoreductase Mercuric reductase 112202 110763 1440
fig|33900.69.peg.5041 CDS Conserved membrane protein in copper Copper Transport System 129744 130517 774

uptake, Yenl
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fig|33900.69.peg.7155 CDS

Transcriptional regulator, MerR family

Cobalt-zinc-cadmium resistance

421629 422114

486

Tabela 10. Clusters de genes biossintéticos preditos no genoma de Streptomyces murinus MPUR 40.3 por meio da ferramenta BAGEL, destacando regides gendmicas associadas a
biossintese de peptideos ribossomais e pds-traducionalmente modificados (RiPPs).

Areas de Interesse (AOISs) Inicio Fim Classe Situacdo
ING_MPUR403_NODE_16_length_219720_cov_22643242.12.A01_01 43439 63439 Lanthipeptide_class_lI undefined
ING_MPUR403_NODE_22_length_82621_cov_34409246.16.A01_01 19082 39082 Sactipeptides undefined
ING_MPUR403_NODE_11_length_309675_cov_42401412.17.AOI1_01 241091 261091 Lasso_peptide undefined
ING_MPUR403_NODE_14 length_252746_cov_43584737.21.A01_01 157715 177715 Lanthipeptide_class_|I undefined
ING_MPUR403_NODE_5_length 502848 cov_19149434.24.A0I_01 164492 184492 Lanthipeptide_class_IV undefined
ING_MPUR403_NODE_5_length_502848 cov_19149434.24.A0I1_02 416789 436789 Lanthipeptide_class_IV undefined
ING_MPUR403_NODE_1_length_946517_cov_39383813.35.A01_01 680102 700102 Lanthipeptide_class_IV undefined
ING_MPUR403_NODE_15_length_234865_cov_26900031.6.A0I_01 118922 138922 Thiopeptide undefined
ING_MPUR403_NODE_15_length_234865_cov_26900031.6.A01_02 103241 123241 Bottromycin undefined
ING_MPUR403_NODE_3_length_571163 cov_21322284.8.A01_01 48485 68485 Lanthipeptide_class_IV undefined

Tabela 11. Dados de HR-ESI-MS'/MS? e anotacdo por GNPS das actinomicinas detectadas no isolado Streptomyces murinus MPUR 40.3, Comparado

com (Qureshi et al., 2021; Nuanjohn et al., 2023).

Férmula m/z m/z MQScore p . J— Subcluster
Composto molecular Aduto tebrico observado Appm (GNPS) Ions diagnésticos de MS/MS (m/z) GNPS
5 203,300, 348, 394, 431, 459, 558, 657, 829,
CozHgsN12016 [M+H] 1255.6358 1255.6346 -0.96 0.877 857, 602, 908 Protonado
Actinomycin D [M+Na]* 1277.6177 12776160  -137 0.880 same fingerprint Sodiado
[M+2H]** 628.3215 628.3210 -0.86 0.770 300, 459, 657,829-928 Protonado
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203,300, 348, 394, 431, 459, 530, 558, 657,

Ce2HaaN1201 [M+H]* 1269.6150  1269.6130  -1.58 0.864 626,028 Protonado

Actinomycin X, [M+Na]* 12915969 12915945  -1.89 0.814 same fingerprint Sodiado
[M+2H]?* 635.3111 6353107  -0.69 — 300, 459, 657, 829-928 Protonado
Co2HaeN12017 [M+H]" 12716307  1271.6301  -0.47 — 274,437,829, 857, 873,900, 928, 944,956,972 Protonado

Actin;()::ycin [M+Na]* 1293.6126 1293.6119 -0.58 — same fingerprint Sodiado
[M+2H]?* 636.3190 6363188  -0.30 — 274, 437,857-972 Protonado
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CAPITULO Il - Potencial biotecnoldgico de Bacillus spp. amazonicos
como bioinoculantes para agricultura sustentavel
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RESUMO
O desenvolvimento de bioinoculantes microbianos representa uma estratégia fundamental

para a transi¢do rumo a sistemas agricolas mais sustentaveis. Entre os microrganismos mais
estudados, destacam-se as espécies do género Bacillus, amplamente reconhecidas por sua
eficacia no controle bioldgico de fitopatdogenos, bem como por sua capacidade de reduzir o
uso de defensivos quimicos. Neste estudo, estamos avaliando o potencial biotecnol6gico de
trés linhagens de Bacillus (MPUR 33.1, MPUR 35.2 e MPUR 44.1), isoladas de sedimentos
amazobnicos. A analise dos genomas completos sequenciados via plataforma Illumina
revelou que os isolados pertencem as espécies B. subtilis e B. oryzicola pertencente ao
complexo B. amyloliquefaciens (lato senso), com tamanho genémico médio de 4,0 a 4,3 Mb.
A prospeccdo gendmica revelou um arsenal diversificado de clusters biossintéticos (BGCs)
nos genomas analisados, incluindo aqueles relacionados a producdo de compostos
antimicrobianos de interesse biotecnolégico, como lipopeptideos (surfactina, fengicina),
policetideos (difficidina, macrolactina H), sideréforos (bacillibactina), além de outros
metabolitos secundarios com potencial atividade bioativa. Os ensaios de antagonismo in
vitro evidenciaram notdvel capacidade de inibicdo contra fitopatdgenos de relevancia
econbmica, como antifingicos bioldgicos, destacando o controle de Moniliophthora
perniciosa com percentuais de 83%, 81% e 89% para MPUR 33.1, MPUR 35.2 e MPUR
44.1, respectivamente. A caracterizacdo enzimatica revelou perfis distintos de producdo de
enzimas hidroliticas entre os isolados, incluindo amilases, celulases, lipases e proteases.
Dentre eles, Bacillus subtilis MPUR 44.1 apresentou o perfil mais abrangente, evidenciando
maior versatilidade na producdo dessas enzimas. Esses resultados sdo indicativos de que as
linhagens amazénicas de Bacillus estudadas aqui até 0 momento, possuem caracteristicas
multifuncionais desejaveis para o desenvolvimento de bioinoculantes comerciais,
constituindo alternativas promissoras para a agricultura tropical sustentavel.

Palavras-chave: biocontrole; clusters biossintéticos; enzimas extracelulares.
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ABSTRACT
The development of microbial bioinoculants represents a fundamental strategy

for the transition toward more sustainable agricultural systems. Among the
most extensively studied microorganisms, species of the genus Bacillus stand
out, being widely recognized for their efficacy in the biological control of
phytopathogens and their ability to reduce the reliance on chemical pesticides.
This study evaluates the biotechnological potential of three Bacillus strains
(MPUR 33.1, MPUR 35.2, and MPUR 44.1) isolated from Amazonian
sediments. Analysis of the complete genomes sequenced via the Illumina
platform revealed that the isolates belong to the species B. subtilis and B.
oryzicola (within the B. amyloliquefaciens complex sensu lato), with an
average genome size ranging from 4.0 to 4.3 Mb. Genomic prospecting
identified a diverse arsenal of biosynthetic gene clusters (BGCs), including
those related to the production of antimicrobial compounds of biotechnological
interest, such as lipopeptides (surfactin, fengycin), polyketides (difficidin,
macrolactin H), and siderophores (bacillibactin), in addition to other secondary
metabolites with potential bioactive properties. In vitro antagonism assays
demonstrated a remarkable inhibitory capacity against economically relevant
phytopathogens, highlighting the biological control of Moniliophthora
perniciosa with inhibition rates of 83%, 81%, and 89% for MPUR 33.1, MPUR
35.2, and MPUR 44.1, respectively. Enzymatic characterization revealed
distinct profiles of hydrolytic enzyme production among the isolates, including
amylases, cellulases, lipases, and proteases. Among them, Bacillus subtilis
MPUR 44.1 exhibited the most comprehensive profile, demonstrating superior
versatility in enzyme production. These results indicate that the Amazonian
Bacillus strains studied thus far possess desirable multifunctional
characteristics for the development of commercial bioinoculants, constituting
promising alternatives for sustainable tropical agriculture.

Keywords: biocontrol; biosynthetic gene clusters; extracellular enzymes.
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1. INTRODUCAO

A intensificacdo sustentavel da producéo agricola constitui um dos maiores desafios
contemporaneos, exigindo estratégias inovadoras que conciliem produtividade, resiliéncia
ecologica e reducdo de impactos ambientais negativos (ROCKSTROM et al., 2017;
NEWMAN et al., 2023). Neste cenario, os bioinoculantes microbianos crescem como
tecnologias promissoras, capazes de substituir parcialmente ou complementar insumos
quimicos sintéticos, contribuindo para sistemas de producdo mais sustentaveis e resilientes
as mudancas climéaticas (MAITRA et al., 2021; ADELEKE et al., 2022).

Dentre os grupos microbianos com potencial aplicacdo na agricultura, o género
Bacillus destaca-se por apresentar caracteristicas favoraveis ao desenvolvimento de
bioinoculantes comerciais. Tais caracteristicas incluem a capacidade de formar endosporos
resistentes a condi¢cbes ambientais adversas, a producdo de metabdlitos secundarios
bioativos, elevada versatilidade metabdlica e seguranca para uso ambiental (SERRAO et al.,
2024; SALES e RIGOBELO, 2024). Esses atributos tém impulsionado a expansdo do
mercado global de bioinoculantes a base de Bacillus. O segmento voltado para Bacillus
subtilis, por exemplo, foi estimado em US$ 87,66 milhGes em 2024, com previséo de atingir
US$ 165,9 milhdes até 2033, refletindo uma taxa de crescimento anual composta (CAGR)
de 7,4%, impulsionada por suas aplicacdes crescentes nos setores agricola, farmacéutico e
industrial MARKET GROWTH REPORTS, 2024).

A eficécia de Bacillus como bioinoculante deriva de multiplos mecanismos de acdo,
incluindo a producdo de fitormonios (auxinas, citocininas, giberelinas), enzimas de
solubilizacdo de nutrientes (fosfatases, fitases), sideréforos e compostos antimicrobianos
(HASHEM et al., 2019; WU et al., 2025).

O advento das tecnologias de sequenciamento de nova geracdo (NGS) e o
desenvolvimento de ferramentas bioinforméticas especializadas tém revolucionado a
compreensdo do potencial biossintético de Bacillus, permitindo a identificagdo e
caracterizagdo de clusters génicos responsaveis pela producéo de metabdlitos secundarios e
enzimas de interesse biotecnolégico (MEIER-KOLTHOFF et al., 2022; BLIN et al., 2023).
Esta abordagem, conhecida como mineracdo genémica, tem revelado que o repertério
biossintetico de Bacillus é substancialmente mais amplo do que o previamente estimado com
base em métodos convencionais de isolamento e caracterizacdo de compostos (PUT et al.,
2024; ZHAO et al., 2024; QIN et al., 2025).

Além disso, a crescente preocupacao com a resisténcia de fitopatdgenos a fungicidas
quimicos convencionais tem estimulado a busca por alternativas bioldgicas eficazes para o
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manejo integrado de doengas (ISLAM et al., 2024; BEYARI, 2025; SHAILI et al., 2025;
SHEORAN et al., 2025). Neste contexto, espécies do grupo Bacillus subtilis, como B.
velezensis, B. amyloliquefaciens e B. subtilis stricto , ttm demonstrado notavel eficicia no
controle de diversos fitopatdgenos, incluindo Fusarium spp., Rhizoctonia solani, Botrytis
cinerea e espécies de Colletotrichum (FIRA et al., 2018; CAULIER et al., 2019; SERRAO
etal., 2024).

A biodiversidade microbiana da Amazo6nia, maior floresta tropical do planeta,
representa um vasto e ainda pouco explorado reservatdrio de recursos genéticos com
potencial biotecnologico (PEREIRA et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2025). As condicbes
edafoclimaticas peculiares deste bioma, caracterizadas por elevada temperatura, umidade e
intensa competicdo microbiana, podem ter favorecido a evolugdo de linhagens bacterianas
com caracteristicas adaptativas Unicas e mecanismos biossintéticos diferenciados
(BUSCARDO et al., 2018; THOMPSON et al., 2023; OLIVEIRA et al., 2025). Estudos
recentes tém revelado que bactérias isoladas de solos e sedimentos amazbnicos
frequentemente apresentam atividades antimicrobianas e enzimaticas superiores as de
isolados de outros ecossistemas, sugerindo seu potencial para aplicacdes biotecnoldgicas
inovadoras (PEREIRA et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2025).

No entanto, apesar deste potencial, investigacGes sistematicas sobre a diversidade
funcional e aplicacGes biotecnoldgicas de Bacillus amaz6nicos permanecem escassas,
particularmente no que concerne a caracterizacdo genémica integrada a ensaios funcionais
visando aplicacbes agricolas. Esta lacuna é especialmente relevante considerando as
particularidades dos agroecossistemas tropicais, que enfrentam desafios especificos
relacionados a alta pressdo de patdgenos. Neste contexto, o0 presente estudo tem como
objetivo caracterizar o potencial biotecnoldgico de trés linhagens de Bacillus (MPUR 33.1,
MPUR 35.2 e MPUR 44.1) isoladas de sedimentos amazdnicos, empregando uma
abordagem integrada de gendmica e ensaios funcionais. Especificamente, buscamos: (i)
determinar o posicionamento filogendbmico das linhagens através do sequenciamento
completo de seus genomas; (ii) identificar e caracterizar clusters de genes biossintéticos
relacionados a producéo de compostos bioativos; (iii) avaliar o potencial antagonista contra
fitopatdgenos de importancia econdmica; (iv) caracterizar o perfil de producao de enzimas
extracelulares; (v) investigar os efeitos na promoc¢do do crescimento de tomate; e; (vi)
determinar a eficacia no controle de doengas pos-colheita em frutos.

Os resultados desta investigacdo ndo apenas contribuirdo para o conhecimento da

diversidade funcional de Bacillus amazénicos, mas também identificardo linhagens
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promissoras para o desenvolvimento de bioinoculantes adaptados as condicgdes tropicais,
alinhando-se as demandas por tecnologias agricolas sustentaveis e a valorizacdo da
biodiversidade brasileira como fonte de inovacéao biotecnoldgica.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Sequenciamento do Genoma

As trés linhagens de Bacillus (MPUR 33.1, MPUR 35.2 e MPUR 44.1) foram
submetidas ao sequenciamento gendmico completo utilizando a plataforma Illumina, com
leituras pareadas de 150 pares de bases (paired-end). A qualidade dos dados brutos foi
avaliada com a ferramenta FastQC, assegurando a confiabilidade para as etapas seguintes.
A montagem dos genomas foi realizada em parceria com a Embrapa Agricultura Digital,
empregando o software SPAdes. Durante 0 processo de montagem, contigs com baixa
cobertura ou indicios de contaminacéo foram removidos, assegurando maior confiabilidade
as sequéncias finais. A cobertura média obtida foi de aproximadamente 103X,

proporcionando uma base robusta para anélises genémicas comparativas.

2.2. Andlise filogenémica baseada no genoma completo
Para determinar a taxonomia das trés linhagens de Bacillus (MPUR 33.1, MPUR

35.2 e MPUR 44.1) com base em suas sequéncias gendmicas, 0os genomas foram analisados
por meio da plataforma TYGS (Type Strain Genome Server) (https://tygs.dsmz.de/). Essa
plataforma utiliza indices gendmicos amplamente reconhecidos para inferéncia filogenética
e classificacdo taxonémica, como o Genome BLAST Distance Phylogeny (GBDP), que
estima distancias evolutivas entre genomas por meio de comparacGes de fragmentos
gendmicos via BLAST, e o digital DNA-DNA Hybridization (dDDH), uma simulagéo in
silico da hibridizacdo DNA-DNA, considerada o padrao-ouro para a delimitacéo de espécies
bacterianas. Segundo os critérios taxonémicos internacionais, o valor de corte recomendado

para o dDDH ¢é >70% para a delimitagdo de espécies inéditas (Meier-Kolthoff e Goker, 2019)

2.3. Mineracéo genémica
A identificacdo de BGCs (biosynthetic gene clusters) nos genomas sequenciados
foram realizadas com o software AntiSMASH v.7.0 (BLIN et al., 2023), utilizando o

parametro de rigor de deteccao configurado como “relaxed” e com todas as funcionalidades
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adicionais ativadas (“all on”). As predigdes automaticas geradas pela ferramenta foram
submetidas a uma curadoria manual, empregando a plataforma MIBIG (Minimum
Information about a Biosynthetic Gene cluster) e analises por BLAST, com o objetivo de
validar e refinar a anotacdo dos clusters identificados (DE FRANCA et al., 2023). Analises
complementares foram conduzidas com o apoio dos bancos de dados GenBank, UniProt,
Pfam e PDB (Protein Data Bank), a fim de caracterizar funcionalmente os genes presentes
nos BGCs preditos.

2.4. Atividade antagonica contra diferentes fitopatdgenos

A capacidade de inibicao das linhagens de Bacillus MPUR 33.1, MPUR 35.2 e MPUR 44.1
contra sete fitopatdgenos de interesse agricola foi avaliada por meio da técnica de
pareamento de cultura dupla (THAMPI e BHAI, 2017). Os fitopatdgenos utilizados
pertencem a colecdo microbiolégica da Embrapa Amazonia Ocidental e estdo descritos na
Tabela abaixo:

Tabela 1. Fitopatdgenos utilizados no ensaio de antagonismo.

N°  Fitopatégeno Cadigo Hospedeiro onde foi isolado

1 Colletotrichum siamense Coll 2N Synedrella nodiflora

2 Colletotrichum spaethianum 2908 Cebolinha

3 Corynespora cassiicola 2671 tomate (folha)

4 Fusarium decemcellulare Fdc 307 Guaranazeiro (superbrotamento da gema)
5 Moniliophthora perniciosa Mp01 Vassoreiro (EMBRAPA)

6 Pseudopestalotiopsis gilvanii 222 Guaranazeiro (folhas)

7 Rhizoctonia solani 2942 Feijao

84



As placas foram incubadas a 28 °C por um periodo de 15 dias, e a atividade
antagonica foi avaliada por meio da medicdo do didmetro das colénias dos fitopatogenos.
Como controle positivo, utilizou-se o crescimento dos fitopatogenos em meio BDA, na
auséncia das linhagens de Bacillus. A porcentagem de inibicdo do crescimento micelial foi
calculada utilizando a formula: Inibicdo (%) = ((C — T)/C) x 100, em que C representa a
média do diametro das colbnias nas placas-controle e T corresponde a média do didmetro
das coldnias dos fitopatdgenos em cocultivo com as linhagens bacterianas. Todos 0s ensaios

foram conduzidos em triplicata, a fim de assegurar a reprodutibilidade dos resultados.

2.5. Atividade enzimética
A producéo de enzimas extracelulares foi avaliada por meio de ensaios qualitativos

em meio solido, especificos para cada enzima (Tabela 2). Os testes foram realizados em
triplicata, com incubagdo das placas a 25 °C por 5 dias, em pH 7. A atividade enzimatica foi
estimada pela formacéo de halos de degradacéo ao redor das colonias. Para a avaliacdo da
producédo de lipase, as placas foram incubadas por 10 dias, uma vez que, nos ensaios

preliminares, observou-se que a degradacdo ocorria apenas apds o quinto dia
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Tabela 2. Composicdo dos meios de cultura utilizados para a deteccéo qualitativa das atividades enzimaticas extracelulares (quitinase, glucanase, lipase, celulase e protease).

Atividade Meio de Cultura (g/L) Indicador / Revelagéo Referéncia

Enzimatica

Quitinase Quitina coloidal (10), KCI (0,2), MgSO4-7Hz0 (0,2), NH:H:PO4 (1), Agar Formagcéo de halo claro ao redor da col6nia Roberts &
(15), Agua destilada (1 L) Selitrennikoff (1988)

Glucanase (- Laminarina (5), K2HPOs (1), MgSOa4-7H20 (0,5), NHaNOs (1), Agar (15), Corar com vermelho Congo 0,1% por 15 min e lavar Teather &  Wood

1,3) Agua destilada (1 L) com NaCl 1 M; halo claro indica atividade (1982)

Lipase Peptona (10), NaCl (5), CaCl.-2H:0 (0,1), Agar (15), Tween 20 (10 mL), Formagc&o de halo esbranquicado ao redor da colonia  Sierra (1957)
Agua destilada (1 L)

Celulase CMC (10), KH2PO4 (1), MgS0O4-7H-0 (0,5), NaCl (0,5), FeSO4-7H20 (0,01), Corar com vermelho Congo 0,1% por 15 min e lavar  Ariffin et al. (2006)
MnSOs-H20 (0,01), NHaNO:s (0,3), Agar (12), Agua destilada (1 L) com NaCl 1 M; halo claro indica atividade

Protease Leite em pd desnatado (2), Peptona (5), Extrato de levedura (3), Agar (15), Formagéo de halo de clareamento ao redor da colonia Hankin &
Agua destilada (1 L) Anagnostakis (1975)
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2.6 Tolerancia a temperatura
A tolerancia térmica dos isolados foi avaliada em meio LB (Luria-Bertani) a 25, 30,

35, 40, 45, 50 e 55 °C. Os isolados foram incubados por cinco dias, € o crescimento foi
monitorado diariamente. A condi¢do 6tima de cultivo foi determinada com base no

desempenho do crescimento observado em cada temperatura.

3. RESULTADOS

3.1 Caracterizacao filogendmica

A andlise filogendmica baseada em genomas completos revelou a posi¢do
taxondmica das trés linhagens isoladas dos sedimentos amazonicos: MPUR33.1, MPUR35.2
e MPUR44.1. A éarvore filogenética construida evidencia que as cepas MPUR33.1 e
MPUR35.2 formam um clado com Bacillus oryzicola KACC 18228 e Bacillus
amyloliquefaciens subsp. plantarum FZB42, indicando uma estreita relagdo com o complexo

B. amyloliquefaciens sensu lato.

Por outro lado, a linhagem MPUR44.1 foi agrupada com Bacillus subtilis NCIB 3610
e B. subtilis ATCC 6051, com alto suporte filogenético (bootstrap = 92), apontando uma
forte relacdo com a espécie B. subtilis. No entanto, analises complementares de identidade
gendmica indicam que essa linhagem apresenta divergéncia suficiente para ser considerada

uma subespécie ou variante ecoldgica adaptada ao ambiente sedimentar amazonico.
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Figura 1. Arvore filogenética construida pelo TYGS baseada no genoma completo das linhagens
MPUR 33.1. MPUR 35.2 e MPUR 44.1.

3.2 Predicg&o de genes biossintéticos

A andlise genémica dos trés isolados Bacillus (MPUR33.1, MPUR35.2 e MPUR44.1) por
meio da ferramenta antiSMASH revelou um perfil diversificado de clusters biossintéticos,
com potencial para a producdo de compostos bioativos relevantes. No total, foram
identificados 15, 20 e 20 clusters biossintéticos nos isolados MPUR33.1, MPUR35.2 e
MPUR44.1, respectivamente.
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Figura 2. Comparagdo dos principais clusters biossintéticos identificados nos genomas dos isolados
MPUR33.1, MPUR35.2 e MPUR44.1 por meio da ferramenta antiSMASH.

Sete clusters foram compartilhados entre pelo menos dois dos isolados, destacando-
se aqueles associados a biossintese de bacillibactina, surfactina, fengicina, bacilicina,
difficidina, bacillaene e macrolactina H, compostos reconhecidos por suas propriedades
antimicrobianas, antifungicas, sideroféricas e biossurfactantes. Esses resultados indicam um
perfil conservado de producdo de metabolitos secundarios com potencial biotecnolégico. Ja
o isolado MPUR44.1 apresentou maior diversidade de clusters, com identificagéo exclusiva
de BGCsrelacionados a producdo de subtilosina A, &cido pulcherriminico, plipastatina e
termoactinoamida A (Suplemento 1). Estes compostos estdo associados a atividades
antimicrobianas especificas e sugerem que esse isolado possui um potencial biossintético
mais amplo, representando uma fonte promissora para a descoberta de novos metabolitos de
interesse agrondmico e farmacéutico.
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3.3 Atividade antagobnica de Bacillus contra diferentes fitopatogenos
Os isolados de Bacillus MPUR 33.1, MPUR 35.2 e MPUR 44.1 foram avaliados

guanto a sua atividade antagbnica contra os fitopatégenos M. perniciosa, F. decemcellulare,
C. siamense, P. gilvanii, Rhizoctonia solani, C. spaethianum e C. cassiicola. O percentual
de crescimento micelial (PIC) variou de 12% a 89% entre os patdgenos testados. Todos 0s
isolados apresentaram a maior atividade antagdnica contra M. perniciosa, com indices de
crescimento micelial de 81%, 83% e 89% para os isolados MPUR 35.2, MPUR 33.1 e MPUR
44.1, respectivamente. No entanto, o isolado MPUR 44.1 ndo demonstrou inibigédo

significativa contra C. siamense.
Figura 3. indice de inibic4o de crescimento micelial (PIC) de fitopatdgenos distintos por Bacillus spp. (MPUR
33.1, MPUR 35.2 e MPUR 44.1). Letras iguais significa que ndo houve diferenga significativa no percentual

de inibic&o entre os trés isolados.
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3.4 Atividade enzimatica

As trés linhagens de Bacillus avaliadas apresentaram capacidade de producgéo de
enzimas extracelulares, com variacBes nos niveis de atividade enzimatica. A linhagem
MPUR 33.1 destacou-se na producdo de amilase (IE = 6) e celulase (IE = 7,9), enquanto a
maior atividade de lipase também foi observada nessa linhagem (IE = 4,07). Por outro lado,
a linhagem MPUR 35.2 apresentou o maior halo de protease (IE = 12,7), sendo também
eficiente na producdo de celulase (IE = 7,97) e amilase (IE = 5,8). A linhagem MPUR 44.1
apresentou os menores halos de atividade enzimatica para todas as enzimas testadas, com
destaque para os valores de IE = 2,7 para amilase e IE = 2,1 para lipase.

Bacillus

157 B MPUR 33.1
MPUR 35.2

¥ MPUR44.1

indice Enzimatico
—
i

(3]
n | "

0 T T T T
Amilase Celulase Lipase Protease Quitinase

Figura 4. indice Enzimatico (IE) obtido nos testes qualitativos de producao de enzimas extracelulares (amilase,
celulase, lipase e protease) pelas linhagens de Bacillus MPUR 33.1, MPUR 35.2 e MPUR 44.1.

3.5 Tolerancia a temperatura
As trés linhagens de Bacillus (MPUR 33.1, MPUR 35.2 e MPUR 44.1) apresentaram

otimo crescimento nas temperaturas de 25 °C a 45 °C, indicando ampla tolerancia térmica
nessa faixa. No entanto, a 50 °C, observou-se uma reducdo no crescimento das linhagens
MPUR 33.1 e MPUR 35.2, que apresentaram apenas crescimento fraco, enquanto a linhagem
MPUR 44.1 manteve crescimento abundante 6timo nessa condi¢ao. A 55 °C, apenas MPUR

44.1 mostrou crescimento, ainda que reduzido, enquanto as demais linhagens néo cresceram.

Tabela 3. Crescimento de linhagens de Bacillus em diferentes temperaturas.
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Temperatura (°C) Bacillus MPUR 33.1 Bacillus MPUR 35.2 Bacillus MPUR 44.1

25 +++ +++ +++
30 +++ +++ +++
35 +++ +++ +++
40 +++ +++ +++
45 +++ +++ +++
50 + + +++
55 - _ +

(+++) crescimento abundante, (+) crescimento fraco, (-) auséncia de crescimento.

4. CONSIDERACOES FINAIS

Os dados obtidos neste capitulo mostraram o potencial biotecnolédgico das linhagens
bacterianas MPUR 33.1, MPUR 35.2 e MPUR 44.1, isoladas de sedimentos amazonicos,
reforcando a importancia da exploracdo microbiana em ambientes pouco estudados. A
caracterizacéo filogendmica revelou que MPUR 33.1 e MPUR 35.2 estdo filogeneticamente
relacionadas ao complexo Bacillus amyloliguefaciens sensu lato, enquanto MPUR 44.1 se
agrupa com Bacillus subtilis, embora apresente divergéncias genémicas indicativas de uma
possivel subespécie ou variante adaptada a nichos sedimentares.

Além disso, a predicdo de clusters de genes biossintéticos revelou perfis metabélicos
distintos entre os isolados, com destaque para MPUR 44.1, que apresentou agrupamentos
exclusivos associados a producdo de compostos bioativos com potencial antimicrobiano e
antifungico. A detecgdo de clusters conservados, como os relacionados a biossintese de
surfactina, fengicina e bacillibactina, reforca a capacidade dessas linhagens de produzir
metabdlitos secundarios com aplicacdes potenciais nos setores agricola e farmacéutico.

Os testes de antagonismo in vitro confirmaram a eficacia das trés linhagens no

biocontrole de fitopatdgenos de relevancia econdmica, principalmente contra
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Moniliophthora perniciosa. Apesar de MPUR 44.1 ndo ter apresentado atividade contra
Colletotrichum siamense, destacou-se pela ampla atividade inibitdria frente & maioria dos
patdgenos testados. Os ensaios enzimaticos complementaram os resultados, mostrando a
capacidade de producédo de enzimas hidroliticas, como amilase, celulase, lipase e protease,
sugerindo que esses mecanismos podem agir como acao no biocontrole.

A avaliacdo da tolerancia térmica revelou que todas as linhagens cresceram bem
entre 25°C e 45°C, sendo que MPUR 44.1 manteve crescimento mesmo a 55 °C,
demonstrando notavel resisténcia a condi¢fes extremas, o que amplia seu potencial de uso
em diferentes contextos agroambientais.

Dessa forma, os resultados obtidos até o momento, fortalecem a relevancia da
biodiversidade microbiana amazonica como fonte estratégica de microrganismos com

atributos desejaveis para aplicacdes sustentaveis na agricultura.
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MATERIAL SUPLEMENTAR

Tabela 1. Comparacdo dos principais clusters biossintéticos identificados nos genomas dos isolados MPUR33.1, MPUR35.2 e MPUR44.1 por meio da

ferramenta antiSMASH.
MPUR 33.1 MPUR 35.1 MPUR 44.1
Region Type Most Similarity | Region Type Most similar ~ Similarity | Region Type Most similar  Similarity
similar (%) known (%) known (%)
known
11 Terpene- - - 11 NRP- bacillibactin High 1.1 other bacilysin High
precursor metallophore,
NRPS, RiPP-
like
1.2 transAT-PKS difficidin High 21 NRPS surfactin High 1.2 sactipeptide subtilosin A High
13 T3PKS - - 2.2 RiPP-like - - 1.3 CDPS pulcherriminic High
acid
14 terpene - - 3.1 NRPS, fengycin High 14 NRP- bacillibactin High
betalactone metallophore,
NRPS,
terpene-
precursor
2.1 transAT-PKS macrolactin High 3.2 T3PKS - - 2.1 terpene- - -
H precursor
2.2 transAT-PKS, bacillaene High 3.3 transAT-PKS difficidin High 2.2 T3PKS 1-carbapen-2- Low
T3PKS, em-3-caboxylic
NRPS-like, acid
NRPS
2.3 NRPS, fengycin High 4.1 other bacilysin High 2.3 terpene - -
betalactone
3.1 other bacilysin High 5.1 terpene - - 2.4 NRPS plipastatin Low
4.1 NRPS surfactin High 5.2 PKS-like - - 3.1 terpene - -
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NRPS,
betalactone

fengycin

terpene

terpene-
precursor

RiPP-like, bacillibactin High 12.1 transAT-PKS, bacillaene High surfactin
NRP- NRPS-like,
metallophore, T3PKS, NRPS
NRPS,
terpene-
precursor

plipastatin Low
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