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RODRIGUES, Rafael de Souza. Investigagdo bioldgica e quimica de actinobactérias da
Amazonia isoladas no campus da UFAM da rizosfera de Inga edulis. 2024. 215 f. Tese

(Doutorado em Biodiversidade e Biotecnologia da Rede Bionorte) - Universidade Federal do

Amazonas, Manaus, Amazonas, Brasil, 2024.

RESUMO GERAL

As actinobactérias sdo reconhecidas como prolificas produtoras de produtos naturais (PN) de
interesse biotecnoldgico. Esses microrganismos cosmopolitas sdo as principais fontes de
antimicrobianos e, nas primeiras décadas do seculo XXI, surgem como possiveis novas fontes
de PN nédo antimicrobianos de interesses medicinais e agroindustriais. As prospeccoes destas
nos mais diversos ecossistemas vém apresentando novas espécies que se destacam em triagens
com atividades, a saber: antimicrobiana, anticancer, larvicida e antiparasitaria entre outras.
Neste contexto, o desenvolvimento desta Tese de doutorado teve como objetivo geral: isolar
actinobactérias da rizosfera de Inga edulis Martius — (Mart.), uma leguminosa endémica na
regido Amazonica e presente no campus da Universidade Federal do Amazonas (UFAM); e
avaliar seu potencial biotecnolédgico frente a um espectro de ensaios bioldgicos, tais como:
antifungico, anticancer, antimalarico e larvicida. Como também, realizar mineragcdo genémica
de “Biosynthetic Gene Clusters” (BGCs) relacionados com a sintese de PN e identificar
substancias quimicas relacionadas com as atividades bioldgicas. Esta Tese esta dividida em trés
capitulos: No Capitulo 1 apresentamos uma revisdo publicada no periddico “Antonie van
Leeuwenhoek (Springer Nature)”. Nela descrevemos o potencial biotecnologico dos
actinomicetos no século XXI, comecando pelas atividades antimicrobianas e terminando com
o potencial remediador de substancias nocivas ao meio ambiente. No Capitulo 2 apresentamos
um total de 64 isolados de actinobactérias da rizosfera de trés pés de I. edulis e uma triagem,
utilizando o método de culturas pareadas, com 20 linhagens selecionadas que sdo capazes de
atenuar os crescimentos miceliais dos seguintes fitopatdégenos: Colletotrichum sp. (1SO01), C.
guaranicola (P01), Pestalotiopsis sp. (3002R2), Conynespora cassiicola (Iso079) e Sclerotium
coffeicola (M01). As analises moleculares do gene rRNA 16S das 20 linhagens as classificam
em dois géneros: Streptomyces (90%) e Kitasatospora (10%). Dentre estas, foram selecionadas
duas linhagens para producgdo de extratos, fracGes e ensaios bioguiados de antibiose fungica:
Streptomyces sp. (LaBMicrA B270) ndo apresentou antibiose para S. coffeicola (MO01) e
Streptomyces sp. (LaBMicrA B280) foi eficiente contra todos os fitopatégenos. Os melhores
resultados foram obtidos com a fragdo do meio liquido ACOEt/2-propanol 9:1. LabMicrA B270
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apresentou atividade fungicida com a fracdo AcOEt/2-propanol 9:1 com dosagem minima de
250 pg/mL contra os quatro fitopatdgenos. LabMicrA B280 apresentou atividade fungicida
com a fracdo AcOEt/2-propanol 9:1 com dosagem minima de 250 pug/mL para S. coffeicola e
125 pg/mL para os demais fitopatdgenos. Estes resultados comprovam que as duas linhagens
detém potencial para serem usadas como agentes de biocontrole, bem como também fontes de
substancias com atividades fungicidas. No capitulo 3, apresentamos um estudo biologico e
quimico dos extratos produzidos pela linhagem LabMicrA B280. As analises morfologicas por
microscopia eletronica de varredura mostram que essa linhagem apresenta ornamentacdes
pseudomiceliais semelhantes as espécies do género Streptomyces. Na andlise filogendmica, seu
valor de hibridizacédo digital entre DNAs (dDDH) é < 70%, 63, 6 % o que a define como uma
nova espécie do género Streptomyces e a analise de seu perfil quimico por APCI/MS evidencia
ions sem equivaléncia nos bancos de dados de PN. O genoma de LabMicrA B280 apresenta 8.2
Mb, distribuidos em 96 contigs, com contetdo de G+C de 72%, N50 de 229434 e as ocorréncias
de 314 subsistemas, com 24 categorias de genes. As analises de mineracdo genémica resultaram
em sete anotacdes de BGCs que apresentam 100% de similaridade de um total de 39 BGCs.
Dentre estes, destaca-se 0 BGC relacionado com a sintese da pentamicina, um antifungico que
também foi isolado da fragdo ME/AP/RF3 de LabMicrA B280. Os melhores resultados nos
ensaios bioldgicos foram observados para esta fracdo com: 125 pg/mL de dosagem minima
contra S. coffeicola (M01) e 62 pug/mL contra os demais fitopatdgenos; 50 pug/mL de dosagem
minima para 91,45 % + 0,55 de citotoxidade contra células cancerigenas do epitelioma de
laringe humano (HEp-2), sem efeito citotoxico contra as células saudaveis; atividades
antiplasmédicas com dosagens minimas de 50 pg/mL contra as linhagens W2 e 3D7 de
Plasmodium falciparum com efeito de mortalidades de 91,3 % + 0,03 e 61,0 % £ 0,18; e 250
pug/mL de dosagem larvicida para alcancar 100% de mortalidade contra o Aedes egypti. Desta
fragdo foi ainda isolada a substancia pentamicina, potente fungicida usado no tratamento da
candidiase vulvovaginal. O espectro biotecnolégico da nova espécie LabMicrA B280 mostra
gue a Amazonia abriga actinobactérias com um grande potencial biotecnoldgico. Neste trabalho
inédito que investigou as atividades bioldgicas de actinobactérias isoladas da rizosfera de |I.
edules, sdo apresentados resultados promissores para controle de fitopragas, controle biologicos
do A. egypti e P. falciparum, metabolitos secundarios com importantes atividades medicinais

(anticancer e antiflngico).

Palavras chaves: Potencial biotecnologico; Actinobactérias; Identificagdo molecular;
Mineragdo gendmica; Atividades biologicas.
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actinobacteria isolated on the UFAM campus from the rhizosphere of Inga edulis. 2024.
215 p. Thesis (Ph.D. in Biodiversity and Biotechnology) - Federal University of Amazonas,
Manaus, Amazonas, Brazil, 2024.

ABSTRACT

Actinobacteria are recognized as prolific producers of natural products (NPs) of
biotechnological interest. These cosmopolitan microorganisms are the main sources of
antimicrobials and, in the first decades of the 21st century, they have emerged as possible new
sources of non-antimicrobial NPs of medicinal and agroindustrial interest. Prospecting for these
microorganisms in the most diverse ecosystems has revealed new species that stand out in
screenings with activities, namely: antimicrobial, anticancer, larvicidal and antiparasitic, among
others. In this context, the development of this doctoral thesis had the general objective of
isolating actinobacteria from the rhizosphere of Inga edulis Martius — (Mart.), a legume
endemic to the Amazon region and present on the campus of the Federal University of
Amazonas (UFAM); and evaluating their biotechnological potential in a spectrum of biological
assays, such as: antifungal, anticancer, antimalarial and larvicidal. We also aim to perform
genome mining of “Biosynthetic Gene Clusters” (BGCs) related to PN synthesis and identify
chemical substances related to biological activities. This thesis is divided into three chapters:
In Chapter 1, we present a review published in the journal “Antonie van Leeuwenhoek
(Springer Nature)”. In it, we describe the biotechnological potential of actinomycetes in the
21st century, starting with their antimicrobial activities and ending with their potential to
remediate substances harmful to the environment. In Chapter 2, we present a total of 64 isolates
of actinobacteria from the rhizosphere of three 1. edulis Mat. plants and a screening, using the
paired culture method, with 20 selected strains that are capable of attenuating the mycelial
growth of the following phytopathogens: Colletotrichum sp. (ISO01), C. guaranicola (P01),
Pestalotiopsis sp. (3002R2), Conynespora cassiicola (Iso079) and Sclerotium coffeicola (M01).
Molecular analyses of the 16S rRNA gene of the 20 strains classified them into two genera:
Streptomyces (90%) and Kitasatospora (10%). Among these, two strains were selected for the
production of extracts, fractions and bioguided fungal antibiosis assays: Streptomyces sp.
(LaBMicrA B270) did not show antibiosis for S. coffeicola (MO1) and Streptomyces sp.
(LaBMicrA B280) was efficient against all phytopathogens. The best results were obtained with
the liquid medium fraction AcOEt/2-propanol 9:1. LabMicrA B270 showed fungicidal activity
with the EtOAc/2-propanol 9:1 fraction at a minimum dosage of 250 pg/mL against the four
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phytopathogens. LabMicrA B280 showed fungicidal activity with the EtOAc/2-propanol 9:1
fraction at a minimum dosage of 250 pg/mL for S. coffeicola and 125 pg/mL for the other
phytopathogens. These results prove that both strains have potential to be used as biocontrol
agents, as well as sources of substances with fungicidal activity. In chapter 3, we present a
biological and chemical study of the extracts produced by the LabMicrA B280 strain.
Morphological analyses by scanning electron microscopy show that this strain presents
pseudomycelial ornamentations similar to species of the genus Streptomyces. In the
phylogenomic analysis, its digital hybridization value between DNAs (dDDH) is <70%, 63.6%,
which defines it as a new species of the genus Streptomyces, and the analysis of its chemical
profile by APCI/MS shows ions without equivalence in the PN databases. The genome of
LabMicrA B280 has 8.2 Mb, distributed in 96 contigs, with a G+C content of 72%, N50 of
229,434, and occurrences of 314 subsystems, with 24 gene categories. The genomic mining
analyses resulted in seven BGC annotations that present 100% similarity out of a total of 39
BGCs. Among these, the BGC related to the synthesis of pentamycin, an antifungal that was
also isolated from the ME/AP/RF3 fraction of LabMicrA B280, stands out. The best results in
the biological assays were observed for this fraction with: 125 pg/mL minimum dosage against
S. coffeicola (M01) and 62 pg/mL against the other phytopathogens; 50 pg/mL minimum
dosage for 91.45% =+ 0.55 cytotoxicity against human laryngeal epithelioma (HEp-2) cancer
cells, with no cytotoxic effect against healthy cells; antiplasmodial activities with minimum
dosages of 50 pg/mL against the W2 and 3D7 strains of Plasmodium falciparum with mortality
effects of 91.3% + 0.03 and 61.0% = 0.18; and 250 pg/mL larvicidal dosage to achieve 100%
mortality against Aedes egypti. From this fraction, the substance pentamycin, a potent fungicide
used in the treatment of vulvovaginal candidiasis, was also isolated. The biotechnological
spectrum of the new species LabMicrA B280 shows that the Amazon is home to actinobacteria
with great biotechnological potential. This unprecedented work investigated the biological
activities of actinobacteria isolated from the rhizosphere of I. edules, and presented promising
results for the control of phytopests, biological control of A. egypti and P. falciparum, and

secondary metabolites with important medicinal activities (anticancer and antifungal).

Keywords: Biotechnological potential; Actinobacteria; Molecular identification; Genomic

mining; biological activities.
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1. INTRODUCAO GERAL

1.1 APRESENTACAO

Devido a atenuacdo das prospecgdes por novos produtos naturais de origem microbiana
e do aumento da resisténcia a antimicrobianos nas trés Ultimas décadas do século XX, varias
prospeccdes se intensificaram no inicio do seculo XXI. Contudo, embora estejam presentes em
todos os ecossistemas terrestres, a regido amazonica ainda continua subexplorada no que se
refere ao potencial biotecnolédgico dos fungos, eubactérias e actinobacteérias.

As actinobactérias tém sido destacadas como um dos principais grupos de produtores
de antimicrobianos e ultimamente também, como capazes de produzir substancias com diversas
outras atividades, sendo as principais: anticancer, antiparasitaria, larvicida e antiglicantes,
dentre outras.

Diante deste cenario com expectativas promissoras, explorar o potencial biotecnoldgico
das actinobactérias rizosféricas de Inga edulis, isoladas no campus da Universidade Federal do
Amazonas, foi a principal motivacdo para este trabalho. As actinobactérias pertencem ao filo
Actinomycetota, composto por mais de 200 géneros e muito atrativo para pesquisadores de
produtos naturais de origem microbiana. Destaca-se 0 género Streptomyces, 0 mais conhecido
e maior produtor de produtos naturais, com mais de 7.000 metabdlitos identificados.

O campus universitario da Universidade Federal do Amazonas é uma Area de
Preservacdo Florestal dentro do espaco urbano da cidade de Manaus e, por ser uma area verde
com 6,7 milhdes de metros quadrados, em grande parte nativa, representa parcialmente a
grandeza e a diversidade do ecossistema da floresta Amazonica. Esta estrutura florestal é ainda
muito pouco explorada para estudos de bioprospeccdo de microrganismos. O trabalho aqui
proposto justifica-se, portanto, pelo potencial biotecnoldgico dos actinomicetos, por
proporcionar uma amostragem da biodiversidade desses microrganismos em fragmentos de
florestas preservadas da Amazonia e por propor uma abordagem favoravel ao aproveitamento
das linhagens obtidas para producdo sustentavel de antifungicos, antibacterianos, anticanceres,
antioxidantes, inibidores da enzima acetilcolinesterase e antiparasitarios. Destaque-se a
necessidade de encontrar solugfes para combater microrganismos resistentes aos farmacos e
antimicrobianos atuais e contra doengas parasitarias como a malaria, endémica da regido
Amazénica.

Desta forma, este trabalho inicia-se com o levantamento bibliogréfico (Cap. 1) o qual

foi sendo atualizado para revelar trabalhos significativos do potencial biotecnologico
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pesquisado e descoberto dos actinomicetos nos pouco mais de vinte anos do século XI1X. Em
paralelo foram feitas coletas de rizosferas de Inga edulis (Fabaceae) do Campus Universitario
da Universidade Federal do Amazonas em Manaus para isolamento de actinomicetos, seguindo-
se por suas identificacdes morfolégicas e moleculares, triagens e ensaios biologicos,
prospecgdes gendmicas e metabolémicas de produtos naturais, além do estudo quimico de
substancias de interesses biotecnoldgicos. Os resultados desta pesquisa experimental estdo em
sua maior parte inseridos nos dois capitulos finais desta tese e, assim como capitulo de revisdo
bibliografica acima referido, constituem manuscritos cientificos publicados ou em vias de
publicacdo. Finalmente, consta em anexo, além dos manuscritos em lingua inglesa referentes
aos capitulos 2 e 3, um manuscrito do qual o autor desta tese foi coautor. Embora este
manuscrito ndo conste no corpo principal da tese por ter sido inserido na tese do primeiro autor,

é uma demonstracdo da importancia de pesquisas em parcerias.

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo geral

» Avaliar o potencial biotecnolégico de actinomicetos isolados da rizosfera de Inga edulis
Martius (Fabaceae) no Campus Universitario de Manaus da Universidade Federal do

Amazonas.

1.2.3 Objetivos especificos

» Investigar actinomicetos associados a rizosfera de plantas de Inga edulis;

» Identificar por caracteristicas morfoldgicas, bioquimicas e de biologia molecular,
linhagens selecionadas dos diferentes grupos morfoldgicos dos actinomicetos isolados;

» Ensaiar essas linhagens selecionadas contra fitopatdgenos fangicos de interesse agricola;

» Auvaliar o potencial antifungico de extratos das duas linhagens de actinomicetos com 0s
melhores resultados no ensaio de culturas pareadas;

» Avaliar o potencial antiparasitario, citotoxico e larvicida dos mesmos extratos;

» Realizar o sequenciamento gendmico, identificacdo filogendbmica e mineragdo genémica
de metabdlitos da linhagem mais promissora;

» Caracterizar metabolitos bioativos presentes nos extratos e fragcdes dessa linhagem por

métodos espectrométricos e espectroscopicos.
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2. CAPITULO 1-POTENCIAL BIOTECNOLOGICO DOS
ACTINOMICETOS NO SECULO XXI: UMA BREVE REVISAO

BIOTECHNOLOGICAL POTENTIAL OF ACTINOMYCETES IN THE 21t
CENTURY: A BRIEF REVIEW
https://doi.org/10.1007/s10482-024-01964-y

Manuscrito publicado no periodico Antonie van Leeuwenhoek (Springer Nature)
(ISSN 1572-9699)
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RESUMO

Esta breve revisdo visa chamar a atencéo para o potencial biotecnoldgico dos actinomicetos. As
suas principais utilizacdes como fontes de antibioticos e na agricultura seriam suficientes para
ndo as negligenciar; contudo, como veremos, a sua aplicacdo biotecnologica € muito mais
ampla. Longe de pretender esgotar esta questdo, apresentamos um breve levantamento das
pesquisas envolvendo actinomicetos e suas aplicagdes publicadas nos ultimos 23 anos.
Destacamos uma perspectiva para a descoberta de novos principios ativos ou novas aplicagdes
para 0s metabolitos conhecidos desses microrganismos que, ha aproximadamente 80 anos,
desde a descoberta da estreptomicina, tém sido a principal fonte de antibidticos. Com base nos
dados coletados, organizamos o texto para mostrar como o cosmopolitismo dos actinomicetos
e as relaces ecoldgicas evolutivas bioticas e abidticas dos actinomicetos se traduzem na
expressdo de metabolitos no ambiente e na riqueza de agrupamentos de genes biossintéticos,
muitos dos quais permanecem silenciados em culturas laboratoriais tradicionais. Apresentamos
também as principais estratégias utilizadas no século XXI para promover a expressao destes
genes silenciados e obter novos metabdlitos secundarios a partir de cepas conhecidas ou novas.
Muitos destes metabdlitos tém atividades bioldgicas relevantes para a medicina, agricultura e
industrias de biotecnologia, incluindo candidatos a novos medicamentos ou modelos de
medicamentos contra doencas infecciosas e ndo infecciosas. A seguir apresentamos exemplos
significativos do espectro antimicrobiano dos actinomicetos, que € o mais comumente
investigado e mais conhecido, bem como seu espectro ndo antimicrobiano, que esta se tornando
mais conhecido e cada vez mais explorado.

Palavras-chave: actinomicetos; perspectiva biotecnoldgica; metabolitos bioativos; novas
aplicacdes.
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2.1 INTRODUCAO

No ultimo século, a producdo de antibidticos proporcionou um crescimento humano e
socioecondémico exponencial nunca antes visto [1]. No entanto, os efeitos secundarios do uso
indevido de antimicrobianos tornaram-se uma grande preocupagdo no século XXI sob a forma
de doengas infecciosas dificeis de tratar em humanos e animais, bem como agentes patogenicos
de plantas resistentes a biocidas [2,3]. A resisténcia, principal efeito colateral, tornou-se uma
realidade que afeta significativamente a vida das pessoas no que diz respeito a salde e a
alimentacdo, e os patdgenos resistentes tém causado a morte de milhGes de pessoas em todo o
mundo, além de prejudicar a producdo de enormes quantidades de animais e fontes de alimentos
vegetais todos os anos [4,5] Diante disso, para mitigar a resisténcia antimicrobiana, muitos
pesquisadores tém olhado para a sintese quimica e a semissintese como alternativas para a
biossintese de novos antimicrobianos, inspirados na natureza ou ndo. No entanto, estas
alternativas tém sido incapazes de satisfazer a crescente procura de novos antimicrobianos
médicos e agroindustriais [6], que tem sido agravada pelo surgimento de microrganismos
multirresistentes. Isto tem aumentado a busca por microrganismos que possam produzir novas
substancias bioativas [7,8]. Além disso, juntamente com a resisténcia dos microrganismos
patogénicos, o crescimento da incidéncia de doencas como o cancer e a diabetes, entre outras,
bem como a necessidade de promover alternativas tecnoldgicas mais sustentaveis [9], desafia-
nos a explorar em maior medida o potencial biotecnolégico dos actinomicetos que estdo
presentes nos mais variados ecossistemas e que possuem um amplo espectro biotecnoldgico
(Fig. 1) [10-12].
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Biodegradag3o de plistico e
Produg3o de biopiastico PHA

Fig. 1. Espectro biotecnoldgico de actinomicetos. Mais conhecidos por seu espectro antimicrobiano, a esquerda,
0s actinomicetos ganharam notoriedade por sua potencial aplicacdo em diversos outros campos, mostrados nos
exemplos a direita.

Na verdade, o potencial biotecnoldgico dos actinomicetos estd longe de ser totalmente
conhecido; no entanto, como veremos nesta breve revisdo, este potencial nao se limita apenas
aos antibidticos e a utilizacdo na agricultura, podendo haver muitas outras aplicacdes
biotecnoldgicas. Em contraste com o rico potencial indicado pelos dados desta revisdo, existem
muito poucas investigacdes e aplicagcdes biotecnoldgicas relacionadas a estas bactérias, que
pertencem ao filo Actinobacteria. Este filo possui aproximadamente 374 géneros e milhares de
espécies descritas [13]. O género Streptomyces pode ser destacado por possuir o maior nimero
de espécies e relatos consideraveis de produtos naturais microbianos (PNMs). Além disso, a
partir da década de 1940, esse género provocou 0 aumento das pesquisas envolvendo
actinomicetos, que comegou com uma entrada triunfante no grupo de recursos genéticos
produtores de PNMs. O responsavel por esse feito foi o Dr. Selman Waksman, que, ao estudar
microrganismos do solo, encontrou o Streptomyces griseus, do qual isolou a estreptomicina,
que é um bactericida eficiente contra um dos maiores carrascos da humanidade: o
Mycobacterium tuberculosis. Este feito rendeu ao seu grupo o Prémio Nobel de Medicina em
1952 [14-16].

Desde a descoberta da estreptomicina até 2010, os actinomicetos foram responsaveis
por 42% das mais de 23.000 descobertas de PNMs, sendo a maioria delas de antimicrobianos,
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igualando assim a proporc¢do de PNMs produzidas por fungos [17], um grupo muito maior em
termos de espécie. Recentemente, foram estimadas mais de 15.000 PNMs originarias de
linhagens do filo Actinobacteria, muitas das quais apresentam atividades fora do espectro
antimicrobiano (Tabela 1) [18-21]. Esta extraordinaria capacidade dos actinomicetos para
produzir PNMs é consistente com a sua natureza cosmopolita e com o fato de, ao longo da
evolucéo, terem se adaptado aos mais diversos ambientes, dos mais amenos aos mais extremos.
Isto tem origem, entre outras causas, nas relacdes ecologicas que 0s actinomicetos mantém com
outros organismos, nomeadamente as plantas, colonizando-os em praticamente todos os tecidos
de forma harmoniosa ou patogénica, bem como nas rela¢cdes competitivas nos solos e ambientes
aquaticos, travando batalhas com outros microrganismos armados com os mais diversos
metabolitos [22-26]

Na exploracdo desta riqueza de metabolitos, em geral, dentro do universo dos
actinomicetos, novos isolados se destacam por apresentarem novas atividades em bioensaios in
vitro e in situ [27, 28]. Paralelamente, varios estudos genémicos e metaboldmicos revelaram
uma riqueza de PNMs escondidas nos genomas de varios isolados bem conhecidos, bem como
em isolados recentemente descobertos, levando assim ao surgimento, no século XXI, de uma
nova geragdo de substdncias bioativas [29,30]. Entre os exemplos de abordagens
metaboldmicas bem-sucedidas, uma das mais utilizadas para visar supostamente esses novos
metabolitos é a Rede Social Molecular Global de Produtos Naturais (GNPS), com as suas
inimeras ferramentas e bases de dados espectrométricos publicas [31-34].

Amplamente retratados como fontes de metabdlitos bioativos para diversas aplicacdes
médicas e agroindustriais, 0s actinomicetos ainda sdo muito pouco conhecidos quimicamente.
A maioria dos trabalhos relacionados apenas relatam a atividade dos extratos actinobacterianos,
mas ndo sdo conclusivos se seus compostos bioativos seriam conhecidos, semelhantes aos
conhecidos ou novos. Além disso, no caso dos medicamentos, ndo basta identificar as
substancias. Varios estudos ainda sdo necessarios para confirmar sua viabilidade terapéutica
como novo medicamento, incluindo testes pré-clinicos e clinicos com animais e humanos. Entre
0s ensaios, é fundamental determinar os padrdes de absorcdo, distribuicdo, metabolismo,
excrecdo e toxicidade quimica (ADMET) de um potencial novo medicamento. Infelizmente,
cerca de 50% dos metabolitos naturais bioativos ndo alcangcam bons resultados na ADMET, o
gue os torna invidveis como quimioterapicos e gera desgastes consideraveis [35-37].

Nesse contexto, nosso principal objetivo nesta breve revisdo é fornecer ao leitor um
levantamento das pesquisas publicadas nos ultimos 23 anos envolvendo actinomicetos e suas

aplicacdes, destacando uma perspectiva para a descoberta de novos principios ativos ou novas
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aplicacdes para os metabdlitos conhecidos desses microrganismos. Como critérios para 0
levantamento bibliografico, foram priorizadas publicacGes cientificas dos ultimos 23 anos
relatando atividades bioldgicas e isolamento de substancias de actinomicetos. As bases de dados
consultadas foram Web of Science, Springer Nature, Elsevier, PubMed e Google Scholar. As
palavras-chave selecionadas foram actinomicetos e antibidticos; antibacteriano; antifungico;
antiparasitario; antimalarico; anti-inflamatérios; diabetes; Alzheimer; antileishmaniose;
antitripanossémico; antiviral; biocontrole; fertilizantes; antiacetilcolinesterase; biocombustivel.
Cada palavra-chave foi combinada individualmente com a palavra actinomicetos em todas as
bases de dados acessadas. Com base nos dados coletados consideramos: o cosmopolitismo dos
actinomicetos em relacédo a expressdo de metabdlitos no ambiente e as limitacGes e alternativas
para a sintese de PNMs em laboratdrio; o espectro antimicrobiano mais comumente visado; e 0
espectro ndo antimicrobiano cada vez mais explorado. Na conclusdo apontamos algumas
questBes praticas com o objetivo de chamar a atencao das pessoas e entidades interessadas para
o0 grande potencial biotecnologico dos actinomicetos em diversos campos e para a necessidade

de explorar e preservar os ambientes ainda pouco explorados.

2.2 COSMOPOLITISMO E EXPRESSOES AMBIENTAIS VS. EXPRESSOES
LABORATORIAIS DE PNMS DE ACTINOMICETOS

Os actinomicetos sdo, em sua maioria, de vida livre e polinutricionais [26,38]. O seu
cosmopolitismo mostra a sua capacidade de estabelecer relagdes ecoldgicas complexas em
diferentes ambientes e com outros seres vivos, uma consequéncia presumivel da sua evolucgéo
que lhes confere uma extraordinaria capacidade de produzir metabdlitos priméarios e
secundarios. Essa capacidade parece mais evidente quando se consideram 0s genomas desses
microrganismos, uma vez que codificam aproximadamente 800 proteinas envolvidas em
diversas funcgBes ecoldgicas. A maioria sdo enzimas hidroliticas, celulases, quitinases e
proteases, o que lhes confere um arsenal incomparavel para explorar qualquer ecossistema
[26,39]. A influéncia das relacbes ecoldgicas dos actinomicetos no seu metabolismo pode ser
compreendida através de estudos quimicos e genéticos, que nos permitem interpretar seus sinais
interativos via expressdes de metabolitos primarios e secundarios e descobrir 0s grupos de
genes (ou clusters de genes biossintéticos — BGCs) envolvidos na sintese de PNMs (Fig. 2)
[26,40,41]. Abaixo estdo alguns exemplos da adaptabilidade dos actinomicetos a diferentes
ambientes e suas complexas relagdes ecoldgicas que causam a expressao de PNMs que podem

ser utilizados para diversos fins. Existem também exemplos de casos laboratoriais bem-
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sucedidos de utilizacdo de genes silenciados de actinomicetos para expressao de novos

metabdlitos.
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Fig. 2. Estratégias metodoldgicas para prospeccao de PNMs. A- O microrganismo foi isolado de qualquer ambiente
natural; B- Suas sequéncias de DNA e metabolitos sdo obtidos em condiges adequadas; C- Os metabolitos séo
prospectados por mineragdo gendmica e confrontando os espectros de massa com bancos de dados (por exemplo,

GNPS). Para mais detalhes veja o texto principal.

2.2.1 Exemplos do potencial de producdo de produtos naturais por actinomicetos em
diferentes relagdes ecoldgicas

Tal como acontece com 0 nosso proprio organismo, ao longo da evolugdo, os
microrganismos se adaptaram a diferentes condi¢bes ambientais e alimentares, utilizando o seu
arsenal genético para produzir enzimas e PNMs apropriados. Presumivelmente, a coevolugdo
com outros seres vivos sob as mais diversas e muitas vezes adversas condi¢cdes melhorou este
arsenal e a sua expressdo metabdlica. A conhecida especificidade desta expressdo metabdlica a

diferentes estimulos ambientais sugere a necessidade de coletar actinomicetos de diferentes
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habitats. Como veremos nos exemplos abaixo, isto potencializa a descoberta de diferentes cepas
com diferentes produc6es de PNMs.

Rizosfera — Em uma determinada area do solo, a rizosfera é a regido mais nutritiva e
com maior biodiversidade, pois € repleta de exsudato nutritivo, que é disputado por
actinomicetos, fungos, protozoarios e eubactérias [42]. Neste ambiente de guerra quimica,
qguando alimentados pelo exsudato, 0s actinomicetos compensam 0s vegetais com protecdo
através da secrecdo de antimicrobianos, fixacdo de nitrogénio, producdo de horménios de
crescimento e enzimas capazes de metabolizar carboidratos complexos [38,43]. A protecédo
contra fitopatdgenos (biocontrole) e condi¢des de rigor podem ter induzido a evolugéo a ponto
de haver comunicacao entre os actinomicetos e as plantas, o que ocorre por meio de sinalizagdo
inorganica e organica [8, 38,41,43]. Assim, no exsudato rizosférico, muitos sinais quimicos de
sofrimento podem ser emitidos, como os hormdnios de estresse das plantas, acido jasménico e
acido salicilico, que estimulam a secrecéo de antibidticos pelos actinomicetos [26,44].

Insetos — A classe Insecta Linnaeus, 1758, rica fonte de biodiversidade, pode abrigar
uma riqueza ainda maior em actinomicetos e seus metabdlitos. E o que se pode deduzir de
estudos como o de Matarrita-Carranza et al. [45], que avaliaram a influéncia dessas bactérias
dentro da ordem Hymenoptera, que possui mais de 150 mil espécies de insetos [46]. Das 29
espécies tropicais estudadas, incluindo as das familias Apidae (abelhas), Vespidae (vespas) e
Formicidae (formigas), foram isolados 197 actinomicetos cultivaveis, cujos bioensaios
indicaram as potenciais atividades antimicrobianas de seus metabolitos. Existe uma aparente
associacao mutualistica na qual as bactérias, ao serem alimentadas, estabelecem um mecanismo
de defesa contra patégenos microbianos em favor dos insetos hospedeiros [47,48].

Esponjas marinhas — Igualmente estimulantes sdo os estudos em busca de conhecimento
sobre os actinomicetos que interagem com organismos em ambientes marinhos. Esses estudos
resultaram na descoberta de novos candidatos a produtores de PNMs de interesse
biotecnoldgico. E o caso dos actinomicetos das esponjas, organismos que filtram e decomp&em
particulas e sdo de extrema relevancia para o0 nosso planeta. Eles também sdo hospedeiros
naturais de varios grupos de microrganismos recicladores [49]. Essa relacdo de alta
complexidade e adversidade certamente devera estimular a producdo de uma gama variada de
compostos bioativos. Um exemplo importante nesse sentido é dado por Cheng et al. [50], que
estudaram a diversidade de 12 espécies de esponjas do Mar Mediterraneo e isolaram 64
actinomicetos, oito dos quais apresentaram atividade antiprotozoaria para Trypanosoma brucei

(TC221). Em outros estudos, com actinomicetos isolados de esponjas marinhas, Nagarajan et
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al. [51] e Santos et al. [52] detectaram atividades antibacterianas, antifingicas e
anticancerigenas para os metabolitos produzidos pelas linhagens estudadas.

Os exemplos anteriores revelam que actinomicetos de diferentes origens podem
apresentar potencial biotecnoldgico variado - antibi6ticos para defesa de plantas, antipatégenos
para protecdo de insetos e metabdlitos antibacterianos, antifingicos e anticancerigenos
associados a organismos marinhos. Em perspectiva, 0 ambiente mais diversificado do planeta
pode abrigar os mais diferentes actinomicetos com riqueza inestimavel em metabdlitos
bioativos. Porém, muitos metabolitos com potentes propriedades medicinais e agroindustriais
ndo sdo produzidos em condicBes laboratoriais porque ndo fornecem os estimulos fisicos e
quimicos dos ecossistemas originais acessados. Assim, como discutiremos brevemente nas
secOes seguintes, diversos estudos tém buscado compreender os sistemas moleculares
envolvidos na ativagdo de vias de sintese e tém revelado os fatores limitantes para a descoberta
de novas PNMs.

2.2.2 Fatores limitantes para sintese de PNMs via cultivo em laboratorio

Revisdes recentes destacam as limitacOes dos atuais meios de cultura e métodos de
isolamento disponiveis para actinomicetos [13,53]. Nos laboratérios, os meios de cultura
carecem de complexidade e sdo desprovidos dos estimulos ambientais biolégicos, quimicos e
fisicos necessarios para ativar agrupamentos de genes biossintéticos (BGCs) e, assim, promover
a sintese de produtos naturais microbianos (PNMs). Por exemplo, em laboratério, como
reproduzir as condi¢cdes ambientais da diversidade dos actinomicetos marinhos, sujeitos a
grandes variagdes nutricionais, dos simbiontes (animais e algas) e da temperatura e presséo,
sem contar as suas diversas origens, como em 0 caso relatado de esporos de cepas de
Streptomyces transportados dos solos através do escoamento dos rios para o fundo dos oceanos,
onde estdo sujeitos a uma presséo evolutiva distinta da pressdo terrestre [54]. Igualmente
dificeis de reproduzir sdo as condi¢fes a que estdo sujeitas as estirpes microbianas de locais
pobres em nutrientes, como fontes termais e solos oligotréficos antarticos e desérticos, bem
como estirpes endofiticas que perdem a sua fito-comunicagdo original e interagdo com o
microbioma da planta hospedeira. Todos esses fatores sdo agentes evolutivos que regulam o
metabolismo secundario e a quimiodiversidade dos actinomicetos e, embora as condigdes
laboratoriais sejam muito diferentes das ambientais, estratégias foram desenvolvidas para
aumentar a quantidade de PNMs produzidas por estas bactérias. Estratégias como choques

térmicos e elétricos, adaptacdes nutricionais de meios de cultura com adigdo de substancias
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ambientais que tenham efeito estimulante e a expressdo heteréloga de BGCs de genomas de
linhagens nédo cultivaveis, entre outras, tém favorecido descobertas de novas PNMs [13,53],

principalmente em prospeccfes marinhas [55].

2.2.3 Agentes eliciadores de PNMs e actinomicetos

A proposta de agentes nutricionais, fisicos, quimicos e bioldgicos para estimulacao
tornou-se uma estratégia promissora para a sintese e descoberta de PNMs, especialmente
quando combinada com o conhecimento da diversidade gendmica dos clusters de genes
biossintéticos (BGCs) de uma cepa, como serd visto na proxima se¢do. Um excelente exemplo
da influéncia da estimulacdo nutricional na sintese de PNMs ocorreu através da limitacdo de
carbono e nitrogénio em culturas de Saccharopolyspora erythraea e Sc. hygroscopicus [56],
que resultou no aumento da producdo do macrolideo Eritromicina e coincidiu com o acimulo
de tRNA e aminodcidos e a atenuacgdo da sintese proteica. Estes resultados parecem revelar uma
situacdo tipica de competicdo por nutrientes, com a consequente necessidade de protecdo do
territério que deve ocorrer em condicdes naturais.

Uma interessante estratégia de estimulacdo consiste em interromper o metabolismo de
linhagens com concentragdes subinibitdrias (SICs) de antibidticos, o que leva a estimulacdo de
concentracdes mais elevadas de outros antibidticos e desperta BGCs cripticos envolvidos na
sintese de PNMs. Por exemplo, a SIC (de 5 pug/mL) do cloranfenicol — inibidor da sintese
proteica em procariontes — aumentou a sintese do antibiético actinomicina (sintese dependente
de célcio) e da piperidamicina em S. albus, enquanto a SIC do sintético ARC2 (um analogo do
triclosan) — que inibe parcialmente a sintese de &cidos graxos — também aumentou a sintese de
antibidticos policetideos em S. albus [57]. Em outro exemplo, a cepa marinha Streptomyces sp.
HB202 (Halichondria panicea), sob efeito das SICs de tetraciclina ou bacitracina, produziu
diversos compostos do grupo das fenazinas denominados estreptofenazinas A-H. As
estreptofenazinas C e H mostraram atividades contra Bacillus subtilis, enquanto C também foi
ativa contra Staphylococcus lentus [58].

Em outra abordagem utilizando exposi¢ao a compostos quimicos naturais ou sintéticos,
a cepa Micromonospora kermanensis DSM 45485 foi submetida ao pH alcalino e a influéncia
individual do acido valprdico, dimetilsulfoxido (DMSO), cloreto de lantanio, triclosan e do
sobrenadante da cultura de Pseudomonas aeruginosa UTMC 1404, e apresentou atividade
bioldgica contra patdgenos Gram-negativos [59]. Considerando que nestes testes 0 meio de
cultura (ISP2) foi 0 mesmo na presenca e auséncia de estimulantes e que, na auséncia destes,

néo foi observada atividade bioldgica, este exemplo revela possivel comportamento de defesa
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espacial em resposta a ataques quimicos, que no ambiente pode significar a presenca de
organismos hostis. Em outro caso, ao tentar estimular S. hygroscopicus a aumentar a producgéo
do macrolideo ascomicina (FK520), um potente antifingico e imunossupressor, varios produtos
quimicos em baixas concentragdes foram utilizados como estimulantes. Dentre eles, o
composto quimico DMSO, utilizado como fonte de carbono, destacou-se por duplicar a
producdo de ascomicina (FK520) [60].

Como os actinomicetos sdo onipresentes, eles carregam em Seus genomas as marcas
evolutivas de suas experiéncias em diversas comunidades e ambientes da Terra registradas em
seu DNA, especialmente em aglomerados de genes biossintéticos (BGCs) ativos ou cripticos.
Um bom mecanismo biologico para estimular BGCs cripticos é o co-cultivo de duas cepas do
mesmo ambiente. Isto foi demonstrado em experimentos de co-culturas de S. luteireticuli
NIIST-D31 com S. luteoverticillatus NIIST-D47 e resultou na sintese de novas variantes
estereoquimicas de estreptofenazina (S1 e S2) e 1-N-metilalbonoursina, e com S. tioluteus
NIIST-D63, resultando em novas estreptofenazinas e novamente em 1-N-metilalbonoursina
[61]. Além disso, no co-cultivo de S. venezuelae e Saccharomyces cerevisiae com abundancia
de glicose, S. venezuelae produziu a trimetilamina volatil [62].

Por fim, ha também exemplos de elementos quimicos metélicos, incluindo terras raras
e metais pesados, como estimulantes da sintese de PNMs pelos actinomicetos. Assim, as
sinteses de dactinomicina, actinomicina e estreptomicina por S. antibioticus, S. parvulus e S.
griseus foram aumentadas quando os meios de cultura foram suplementados com escandio
(Sc®) [63]. Noutro caso, quando suplementado com niquel, uma estirpe marinha de
Streptomyces produziu anguciclina [63]. Todos os exemplos acima parecem revelar que, na sua
evolucdo, as estirpes de actinomicetos armazenaram um poderoso arsenal de armas quimicas
sob a forma de genes ou BGCs. Este arsenal tornou-os especialmente preparados para
sobreviver a inimeras adversidades ambientais, incluindo a competicéo por espaco e alimentos,
ataques de outros organismos, exposicdo a substancias ou elementos quimicos téxicos e
alteracbes ambientais abidticas. Esse mesmo arsenal poderd ser a solucdo para inUmeros
problemas que envolvem a salde humana e a agricultura, entre outras possibilidades
biotecnologicas. Nessa perspectiva, veremos a seguir que 0s usos de estimulantes vém se
aprimorando e técnicas mais robustas estdo sendo utilizadas em abordagens que visam melhorar
a descoberta de PNMs.



32

2.2.4 Mineracao gendmica e metabolica para produgdo de PNMs

Apesar de compreender alguns dos mecanismos de ativacdo dos BGCs, ainda é um
desafio superar suas complexidades, uma vez que muitas vias compartilham diversas enzimas
[64]. Como vimos, ao isolar um microrganismo de um determinado ecossistema, limitamo-lo
as condicdes laboratoriais, e estas ndo fornecem os mesmos sinais extracelulares do seu antigo
ambiente com todos os desafios abidticos e bidticos que teve de superar para sobreviver,
possivelmente causando perdas a sua producdo genuina de principios ativos. Porém, através de
estudos genémicos, € possivel quantificar os BGCs presentes no DNA gendmico de um
microrganismo e estimar sua capacidade potencial de produzir PNMs conhecidos e
desconhecidos. Vejamos trés exemplos: no primeiro, em um estudo que analisou 1.110
genomas de Streptomyces, foram encontradas 34 classes principais de BGCs entre as cepas, que
apresentaram uma variedade de 8 a 83 BGCs, com predominio de NRPS (1.062 genomas),
PKS1 (981 genomas), terpenos (697 genomas), lantipeptideos (540 genomas), butirolactona
(503 genomas), pks2 (499 genomas), bacteriocina (419 genomas) e Pks3 (366 genomas) [65].
Segundo os autores, avaliar se as quantidades de cépias importantes de BGCs (por exemplo,
NRPS e PKS) e suas distribuicdes nos genomas estdo associadas a variagcdes nas sinteses e
atividades bioldgicas dos PNMs é fundamental. No segundo exemplo, as distribuicdes de BGCs
ligados as vias metabdlicas PKS e NRPS foram investigadas nos genomas de 75 cepas de
Salinispora arenicola (37), Sal. tropica (7) e Sal. pacifica (31), nas quais 1.924 dominios KS e
1.693 dominios C foram encontrados os quais representam enzimas relacionadas a essas vias
(PKS e NRPS) neste género exclusivamente marinho [66]. Os autores estimaram que esta
elevada diversidade foi adquirida através da transferéncia horizontal de genes e observaram que
se concentra em estirpes no que chamaram de ilhas gendmicas de BGCs que podem mudar de
posicdo. Esta dinamica de mudanca de posi¢do ainda é pouco compreendida, mas tem grande
influéncia na sintese de PNMs. Finalmente, no terceiro exemplo, em linhagens de
Amycolatopsis spp. de diferentes regides geograficas, observa-se que estas carregam entre 14 e
45 BGCs, com predominancia de PKS, NRPS, hibrido, RiPP e terpeno [67].

Todos os exemplos acima revelam apenas uma parte da operagdo de uma abordagem
que visa combinar racionalmente a mineracdo gendmica com a metabolémica. A Figura 2
mostra as principais etapas dessas duas frutiferas metodologias combinadas utilizadas nos
ultimos anos para prospectar PNMs. Apds isolar o microrganismo da natureza (Fig. 2-A), sao
obtidas suas sequéncias de DNA e extratos metabdlicos. A producdo de metabdlitos bioativos
pode ser induzida, por exemplo, pela exposi¢do a substancias antimicrobianas ou por cultivo

competitivo com patdgenos alvo (Fig. 2-B). Por fim, as PNMs s&o prospectadas por mineragdo
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gendmica e comparacdo dos espectros de massa dos componentes dos extratos de
microrganismos com bancos de dados (por exemplo, GNPS) (Fig. 2-C).

A mineracdo de genes é amplamente utilizada e fundamental para a engenharia genética,
que possui inumeras formas de codificar os produtos de vias silenciadas. Em um estudo recente,
Cheng et al. [68] identificaram um cluster de genes (mich BGC) relativo aos alcaloides
benzoxazol na cepa de Micromonospora sp. SCSIO 07395. A expressdo heteréloga do mich
BGC em S. albus Del14 resultou em cinco novos alcaloides, as microecmicinas A — E, entre as
quais a microecmicina A demonstrou atividade antibacteriana moderada. Por outro lado, a
andlise dos dados obtidos via LC-MS1/MS2, utilizando a plataforma GNPS, também tem sido
uma ferramenta poderosa para a desreplicacdo de extratos e a descoberta de novos metabolitos.
[31-34]. Embora o estudo quimico de um extrato por técnicas convencionais de identificacao e
purificacdo de metabolitos possa resultar em metabdlitos bioativos, a quantificacdo gendmica
de BGCs, aliada a caracterizacdo bioguiada e rapida de perfis metabdlicos, permite avaliar e
otimizar a aquisicdo de principios ativos e outras substancias promissoras provenientes de
microrganismos [69,70], como pode ser visto nos exemplos a seguir.

Gohain et al. [69] estudaram a diversidade microbiana de seis plantas medicinais
indianas e obtiveram 76 actinomicetos, com prevaléncia do género Streptomyces. Segundo 0s
autores, 21 dos isolados apresentaram atividades em ensaios biologicos contra patdégenos
fangicos e bacterianos. Além disso, foram detectadas 85% de bandas para a policetideo sintase
(PKS) tipo Il e 14% para PKS-1 das BGCs. A caracterizacdo e quantificacdo de BGCs
silenciados permite que estes sejam clonados e expressos em organismos modelos. Por
exemplo, Qian et al. [71] sequenciou 0 genoma de Streptomyces sp. (T 6314) e encontrou um
BGC PKS tipo Il (skt) enigmatico, depois clonou-o usando o vetor Streptomyces pSET152,
Através da expressao heteréloga em S. coelicolor, conseguiram produzir seis policetideos, dos
quais quatro apresentaram atividade contra o virus HIV1.

Com o mesmo propdsito de aproveitar o potencial dos genes silenciados, dentre as
demais metodologias utilizadas para ativar esses genes, tem sido utilizada a metodologia
chamada HITES (High Performance Eliciting Screens). Em resumo, combina a utilizagéo de
um gene reporter que esta integrado na vizinhanga das BGCs silenciadas e analisa o efeito de
centenas de substancias, que sdo candidatas a induzir os metabolitos associados a estes genes
cripticos. Qualquer substancia adicionada individualmente & cultura em pogos de placas de 96
pocgos que tenha o efeito desejado, sinalizado pela resposta significativamente aumentada do
gene repdrter nos actinomicetos modificados, em relagdo ao controle (um pogo sem qualquer

substéncia de teste adicionada), é entdo usado como indutor em uma cultura em larga escala.
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Idealmente, essa metodologia leva a producdo de novos metabdlitos a partir dos genes que
foram silenciados e por ela despertados [72]. Utilizando esta metodologia, estes autores
alcancaram a expressdo de 14 novos produtos de S. albus (J1074), que incluiam um novo
antifungico e um inibidor da multiplicacdo de células cancerigenas.

O mesmo grupo liderado pelo Professor Mohammad R. Seyedsayamdost, utilizando a
metodologia HiTES modificada que chamaram de “Bioactivity-HiTES” [70], detectou
antibioticos cripticos em trés linhagens de actinomicetos. A metodologia de bioatividade-
HITES foi descrita como semelhante a anterior, na medida em que os actinomicetos sdo
cultivados em placas de 96 pogos na presenca de uma biblioteca de dezenas ou centenas de
substancias naturais. Posteriormente, 0os meios cultivados por cada bactéria na presenca
individual de cada substancia elicitora candidata foram testados quanto a bioatividade. Neste
caso, foram testados para inibicdo de bactérias Gram-negativas. Como resultado, os autores
descobriram dois antibidticos enigmaticos contra Escherichia coli e Acinetobacter baumannii,
bem como um novo epoxi naftoquinona. A vantagem desta nova abordagem é que dispensa
qualquer manipulacdo genética das linhagens de actinomicetos, economizando assim recursos
e tempo.

Desde a primeira década do século XXI, as abordagens cada vez maiores de mineragéo
do genoma parecem ter superado as previsdes mais otimistas que poderiam ser feitas sobre os
incalculaveis produtos naturais a serem descobertos a partir dos actinomicetos. Nessas
abordagens, as analises de sequéncias genéticas frequentemente resultam na descoberta de
muitas vias biossintéticas “orfas” [29]. Além dos artigos citados, nos ultimos anos, surgiram
diversas revisdes sobre inovacdes e estudos relativos a biossintese de novas PNMs, entre 0s
quais os de Craney et al. [64], De Simeis e Serra [73], Gomez-Escribano et al. [74], Gong et al.
[75], Jiang et al. [76], Li et al. [77], Wu et al. [78] e Zhang et al. [79] se destacam. Em geral,
todos os relatdrios acima revelam as abordagens de mineracdo genética como as ferramentas
mais promissoras e poderosas para enfrentar o desafio continuo de encontrar novos metabolitos
bioativos, especialmente antimicrobianos. A Tabela 1 retrata alguns dos estudos e descobertas
mais recentes de novos grupos de produtos naturais bioativos. Muitas dessas descobertas foram
feitas usando metabolémica por meio da plataforma GNPS, mineracdo gendmica de BGCs ou

ambas as abordagens juntas [80].
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Tabela 1-Exemplos de dados recentemente relatados sobre metabdlitos de actinomicetos e suas atividades.

Organismos (origens) Metabdlitos Formula Molecular Atividades Ref.*
(Srtggrp;tnogyces sp O1D44 Epoxinnamide Ce2H79N11020 Anticancer [81]*
Streptomyces sp. JB5 (bog) Dentigerumycin E C39He3sN9O16 Anticancer [82]*
Streptomyces sp AMD43 . Anti- "
(bog) Taeanamide A Cs1HssN11016 tuberculosis [83]
Streptomyces sp. IMS132 . (C) Cs1HesN7013, (D) L -
(marine) Cystargamides C and D CarHesN701 Antioxidante [84]

6-(5-Hydroxy-6-
S. fungicidicus SYH3 (soil) methylheptyl) -5, 6- Ci13H2203 Antiflngica [85]
dihydro-2H-pyran-2-one
Cs7HosN3017, Cs9H105N4O15,
Streptomyces Sp. 211726 Azalomycin F analogues 1- ~ CeoH106N3015, Cs1H108N301s, Antiflngica e
(mangrove rhizosphere of A [86]
Heritiera globosa) 7 Ce2H110N3015, Ce4H114N301s5, anticancer
9 Ce5H116N3015
(Sstgfl';’tomyces sp-KP6107 Niphimycin CsoHi0aN3O1s Antifingica  [87]
S. antibioticus H12-15 . . (A) C2rH39N Oy, (B) Antiflngica e
(marine) Neoantimycin A and B Ca6H37NO7 anticancer [88]
Streptomyces sp. CT37 r 2
(rhizosphere of a calrEOIQeﬂgLeh 3 de CoH/NO Antifingica [89]
Caesalpinoideae) y
Streptomyces sp. neau-D50 Borrelidin CasHasNOs Antifingica  [90]
(root endophyte)
Streptomyces canus BYB02 Resistomycin (1) and e
(termite) Tetracenomycin D (2) (1) C22H160s, (2) C19H1206 Antifingica [91]
Streptomyces strain YIM . (A1) C14H9N204, (B2)
PH20095 (rhizosphere of Strepphenazine AL, B2, e Ca20H17N4O2, (C3) Antifungica [92]
- C3
Panax notoginseng) Ci19H14N303
(1) Ca6 H3sN20s, (J)
Streptomyces sp. NBU3104 Lo Cs0H3sN20g, (K) C27H3sN20s, oo "
(sea sponge) Antimycins I, J, K, M, e P (M) CaoHaeN20s, (P) Antifungica [93]
C31H46N209
. . (A) C2sH37CIN203, (B) e
Streptomyces sp. SN194 (soil) Chloroxaloterpin A and B CosHa6CINOs Antifungica [94]
S. yongxingensis sp. nov. S . e -
(Menella woodin) Niphimycin C Cs9H103N3018 Antifungica [95]
(1) C28H440g, (2) C29H4600,
A i - ) (3) C2gH46010, (5) CaaHs6010,
(Sr}]‘;rr‘itr']g')o“‘:”s OUCTIe-23  Filipinanalogies 1-8, 11 (6) CogHsOro, (7) CutHecOwo,  Antifiingica  [96]*
(8) CasHsgOn1o, (11)
C27H420s, (12) C37Hs2011
Aureothin (1), Allo-
aureothin
(2), Deoxyaureothin (3), (1) C22H23NOs, (2)
S. distallicus (NRRL 4'7-Dihydroxyisoflavone C22H23NOs, (3) C22H25NOs, Larvicida [97]*
W(C3846) (soil) (4), 2-Methyl-5-(3-indolyl)  (4) CisH1004, (5) C12H10N20,
oxazole (6) C13H12N20
(5), and 2-Ethyl-5-(3-
indolyl) oxazole (6)
Streptomyces sp. CNQ343 . e
(marine sediments) Bahamaolides A and B (A) Cs9Hs4011, (B) C39Hs4011 Antifungica [98]
Streptomyces strain N11-34 Nyuzenamide A and B (A) CesHs1N11020, (B) Antlf_ur)glca e [99]
(marine) Ce7H83N11020 anticancer
Anti-
inflamatéria,
Strep_tomyces sp. L1005 Anhydroexfoliamycin C22H240s8 regenerativa, e [100]
(marine) ~
protecéo de
células nervosas
. Cinnoline-4- carboxamide
Streptomyces strain KRAL7- (1) and Cinnoline-4- (1) CoHiN3O2, (2) CoHsN2O2  Herbicida  [101]

580 (soil)

carboxylic acid (2)
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Streptomyces sp. RB110—1

(termite) Termidomycin A C70H119NO20 Antifungica [102]
(1) C46H70015, (2) Ca6He6012,
(3) CasH72014, (4) CasH72014,
S. avermitilis TM24 - ) (5) Ca6He6013, (6) CasHe6012, Antiflngica e -
(genetically modified) macrolides 1 - 10 (7) CasHsa0s, (8) CsoHsoOw0,  anticancer 10
(9) Ca0Hs2010, (10)
C39H61NO10
S. solisilvae HNM30702 . .
(rhizosphere of Cephalotaxus Soliseptide A C31H54NgOg Antlba_tqengna € [104]
. - Antifingica
hainanensis)
(Sst:)(ielgtomyces sp- RM-4-15 Ruthmycin Ca1H2207 Antifungica [105]
19-Methoxybafilomycin C1
amide (1), 21-
Deoxybafilomycin Al (2)
and A2 (3), . .
' aa (1) Ca0He3NO11, (2) Antibacteriana,
. albolongus (Elephas _(1p,4p,4aP,8aa)-4,8a CasHssOs, (3) CasHeoOs, (4)  Antifiingica, e [106]
maximus) Dimethyloctahydronaphthal C12H2202, (5) C12H2203 anticancer
ene-1,4a(2H)-diol (4), '
(1B.,4pB,4aP,7a,8a0)-4,8a-
Dimethyloctahydronaphthal
ene-1,4a,7(2H)-triol (5)
?stcr)?lp))tomyces Species MBT28 7-prenylisatin C13H13sNO2 Antibacteriana [107]
Atenuante da
neuroinflamaca
o,ddiminuigéo
. 0 estresse
S. caniferus CA-271066 Caniferolide A CriH12:08 oxidativoe  [108]
(marine) " VO
beta-amildide e
agente
antipatologia de
Tau
Streptomyces sp. AD-3-6 Nybomycin B, C, and (B) C16H12N20s, (C) '?Anr:tli?‘?]?}tgeir::zn: [109]
(soil) nybomycin D C15H14N204, (D) C16H16N203 anticancer
Streptomyces sp. KY11784 . .
(liquen Pseudocyphellaria Skyllamycin D and E (®) g75|:|96|,\\1|12821’ (®) Arklr?t?%?]”?:; ¢ o
dissimilis) 7orieeTN1220 g
. . 1-carboxyl-6-formyl-4,7,9- e .
S. lomondensis S015 (soil) trihydroxy-phenazin C14H9N20s Antifungica [111]
- (1) C34H330413, (2) C3sH35014,
> f(;ggc'd'cus cemec Naphthocyclinone 1 -6 (3) CssHs1O1s, (4) CasHsaOre,  Antifingica  [112]
: (5) C35H31014, (6) C35H33014
S. griseus ATCC 12475 Grisgenomycin A and B A) gzssﬂzzmigi (B) Antiviral [113]*
(A) C11H19N30, (B)
Streptomyces sp. PKU- C11H19N30, (C) C12H21N30,
EA00015 (Salvia Strepimidazoles A - G (D) C12H21N30, (E) Antiflingica [114]
miltiorrhiza) C10H17N30, (F) C12H21N302,
(G) C12H21N302
(1) CssHs8010, (2) Ca7He0010,
Streptomyces sp. ZQ4BG Polyene-polyol macrolides (8) CasHeoO1z, (4) CasHseO, Antifiingica e
(mangrove) 1-9 (5) C37H60011, (6) C3sHs58011, anticancer [115]
9 (7) CaeHsgO11, (8) CasHseO11,
(9) C36Hs8011
. Antiflngica e «
S. argenteolus Argenteolide A CasHs5NO14 anticancer [116]
Antibacteriana,
Streptomyces sp. XMA39 Strepoxepinmycin C and D © %25|_|_||33’|\|\|%1°’ (0) Antifingica, e [76]
259N anticancer
S. atrovirens LQ13 (soil) Atrovimycin CesHa0020N10 Arz'r?t?]fsigfg; & 7
(1) C19H1407, (2) C20H1607, . .
Antibacteriana,
Streptomyces sp. PU-MM59 Himalaguinones A - G (8) C20H1607, (4) C20H160s, Antifangica, e [118]

(Himalayan)

(5) C20H1606, (6) C21H160s,
(7) C20H160s

anticancer
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Streptomyces sp. HTL16

(feces of Dama dama) Bafilomycin M CasHs407 Antiviral [119]
?st(r)tielr;tomyces Sp. strain P8-A2 Azodyrecin B Ci9H36N203 Anticancer [120]
Larvicida,
Streptomyces sp. ICBG1318 Meliponamycins A and B (A) CasHaiN7O12, (B) antibacteriana, e [121]
(Melipona scutellaris) C37He3N7012 antiparasitéria
Streptomyces sp. DM28 . . . -
(Riverine sediment) Dumulmycin Cs3H1s0s Antibacteriana  [122]
Streptomyces sp. Q22 . Antifingica e
(mangrove) Bagremycin C C20H20N206S anticancer [123]
Streptomyces sp. GKU 257-1 . . Antibacteriana e
(marine) Sattahipmycin C26H19NOs antiparasitaria [124]
(A3) Cs9Hss018N2, (A2D)
S. canescus Candicidins A3, A2D, Al CsoHsa018N2, (Al) Antiflngica [125]
Cs9Hs4017N2
(2) Ca0H4oN20s, (B)
. . . . C29H338N20s, (C) C29H20N20s,
?r'n’;f”r‘gcg‘s's 318 Caps'myc'”FS ZG B,C.D.E (D) CasHssN20sCl, (E) Anticincer  [126]
9 ' C31H44N207, (F) C30H42N20s,
(G) CagH38N206
Streptomyces sp. CMAA
1527 and Streptomyces sp. ] . . . (B) C42Hs51NOss, (V) .
CMAA 1653 (Deschampsia Cinerubin B, actinomycin V CosHasN 12017 Anticancer [127]
antarctica)
Streptomyces sp. NRRL S-4 - _—
(ARS culture collection) Venturicidin E C41HegNO11 Anticancer [128]
(A) C15H2:1NOs, (B)
C15H2:NOs, (C) C15H19NOs,
(D) C1sH21NOs, (E) Antibacteriana,
(S;:aefi;oe?yces sp. 22741 Streptoglutarimides A- 3 CisHziNOs, (F) CisHziNOs,  Antifingica, e [129]
(G) C15H21NOs, (H) anticancer
C15H23NOs, (1) C15H23NOs,
(J) C15H21NO4
Micromonospora sp. . . . .
AKA109 (marine) Akazaoxime C11H20N20s Antibacteriana  [130]
Micromonospora sp. M71- - -
AT77 (marine) Levantilide A and B (A) Cs0Hs208, (B) C3oHs006 Anticancer [131]
(A) C15H12N204, (B)
Micromonospora sp. SCSIO . . C18H18N20s, (C) C23H20N204, : :
07395 (marine) Microechmycin A-E (D) CasHzsNaOs, (E) Antibacteriana [68]
Cs3H2sN4O09
xlcl)(itlr)omonospora sp. WHO6 N-acetyltryptamine C12H14N20 Antiparasitaria [230]
M. matsumotoense M-412 . A
(marine) Paulomycin G C20H22N2011S Anticancer [132]
Micromonospora sp. G039 Isopimare-2-one-3-0l-8,15- . .
(marine) diene (1), Lagumycin B (2) (1) C20H3002, (2) C18H1205 Antibacteriana [133]
Micromonospora sp. CNJ- A -
878 (marine) Juvenimicin C C29H48010 Anticancer [134]
. Anticancer,
?;I;ngrgcr)]ncgpora sp- RV1L5 Diazepinomicin C28H34N204 antiparasitic, [135]
pong and antioxidant
Micromonospora sp. - . .
GMKU326 Maklamicin C32H4406 Antibacteriana [136]
Sindrome
Micromonospora sp. B006 . . - Phelan-
(freshwater) Diazepinomicin C28H34N204 McDermid e [137]
epilepsia
Micromosnospora sp. . . .
AKA109 (marine) Akazaoxime C11H20N205 Antibacteriana [138]
M. yangpuensis DSM 45577 YPM F and G (F) CzoH1NOe, (G) Anticancer [139]

C26H17NO7
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Nocardia sp. Acta 3026 Nocardichelin A and B (A) Cs0HesNsOs, (B)

(mangrove) CasHe1NsOs Anticéancer [140]

Nocardia sp. WMMB215 (B) Cs9H107N7011, (E)

(Trididemnum orbiculatum) Peptidolipin B and E Ce1H109N7011

Antibacteriana [141]

Cs6Has09NsS, (E) Antiviral [142,
Kitasatospora sp. CPCC Zelkovamycin and Ca5H4aN9O9S 143]
204717 (Huperzia serrata) Zelkovamycin E
. - Anticancer e
K. griseola MF730-N6 Satosporin B and C (B) C28Ha609, (C) C22H3604, [144]

antibacteriana

Kitasatospora sp. HKI 714
(soil)

(2) C1sH10N204, (Al)

Endophenazines 2, Al, G C18H1603N2, (G) C1sH1603N2

Antibacteriana [145]

K. cystarginea NRRL- (A) CisHs0N20s, (B)

Cystargolide A and B Anticancer [146]

B16505 (soil) Ci7H28N20s
Kitasatospora sp. (Alaska Cyclodepsipeptide 1 and 2, (1) CarHsaN:Os, (2) Antibacteriana,
h - - CssHs1N3013, (3) antifingica, e [147]
soil) and kitastatin 1 (3) oA
CssH53N3012 anticancer

(1) C20H21N30s, (2)
C15H12N204, (3) C18H16N20s,
(4) C18H16N20s3, (5)
Ci18H16N203

Kitasatospora sp. MBT66.

(soil) Endophenazines (A - E)

Antibacteriana [148]

Obs.: Esta tabela destaca dados entre 2012 e 2023. Ref* = Referéncias. *Estudos de minera¢do genémica e

metaboldmica.

2.3 ESPECTRO ANTIMICROBIANO

As linhagens de actinomicetos cultivaveis e ndo cultiviveis podem ser encontradas em
solos ou outros ambientes que variam de oligotroficos a copiotroficos, de pH acido a basico, de
locais secos a inundados, e de altas a baixas temperaturas, entre outros fatores. Em seus
genomas, essas cepas carregam BGCs e as marcas epigenéticas das pressdes ecoldgicas que
permeiam suas atividades metabolicas primarias e secundarias. Muitas destas pressdes
ecoldgicas advém da coexisténcia forcada com outros microrganismos, muitas vezes em
situacOes hostis. Isto ndo é sem razdo, uma vez que, historicamente, a principal aplicacdo dos
metabolitos de actinomicetos tem sido dentro do espectro antimicrobiano, onde ainda tem a sua
maior importancia biotecnoldgica. A seguir, veremos varios exemplos das ultimas décadas que
consolidam o potencial dos actinomicetos e os projetam como fontes fundamentais de
metabolitos para a necessidade continua de combate aos patdégenos humanos e a agricultura,

especialmente cepas resistentes a medicamentos ou multirresistentes.
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2.3.1 Antibacterianos

A resisténcia microbiana aos antibiéticos (MRA) ceifou a vida de milhares de pessoas
nas Ultimas décadas [149,150]. De acordo com pesquisas anuais da Organizagdo Mundial da
Saude iniciadas em 2015, esse problema de saude publica é uma grande ameaca para a
humanidade devido ao surgimento de cepas multirresistentes (MDR) [4,151,152]. Como
exemplos, ha relatos de cepas de E. coli multirresistentes, principais causas de mortes infantis
por diarreia e septicemia [81]. Ha também registros de cepas multirresistentes de Pseudomonas
aeruginosa, Proteus mirabilis, Klebsiella pneumoniae e Enterobacter sp., que sdo as mais
frequentemente responsaveis por infeccbes em pessoas internadas em unidades de terapia
intensiva (UTI), podendo evoluir para septicemia [5]. Em resumo, a resisténcia aos
antibacterianos pode ser representada pelos trés mecanismos mais bem-sucedidos e
compreendidos: () uso de bombas de efluxo, estruturas de membrana plasmatica que 0s
expelem para o ambiente extracelular; (I1) pelas acdes das enzimas citosolicas que o0s
metabolizam; (I11) e por meio de alteracdes de alvos, que é outra forma de contornar a acéo
dessas drogas [153].

O apelo é urgente, uma vez que o cenario global se assemelha a uma situacdo pandémica
devido a rapida propagacao das estirpes MDR. Vérios estudos tém buscado explorar o potencial
biotecnoldgico dos actinomicetos e apresentar novos isolados candidatos a produtores de
bioativos de PNMs por meio de triagem pelo método de coculturas com cepas MDR. Num
destes estudos, isolados de solos egipcios (identificados como S. griseus, S. flaveolus e outros
actinomicetos) mostraram ter potencial para serem eficazes contra agentes patogénicos
bacterianos e fangicos MDR [154]. Em outro estudo, entre 100 linhagens de actinomicetos
endofiticos de algas marinhas (Caulerpa racemosa) que foram testadas, cinco mostraram
atividades antagonistas contra bactérias Gram-negativas MDR, que sdo consideradas entre 0s
patdgenos as mais virulentas porque tém uma parede celular mais espessa [155]. Embora muitos
exemplos como esses ainda precisem ser confirmados ou tenham os principios ativos
identificados, eles sinalizam substancias capazes de contornar os mecanismos de resisténcia dos
microrganismos MDR e revelam que novas classes de antibioticos com diferentes mecanismos
de acdo podem ser possiveis.

Como exemplo do potencial do ambiente marinho para ser fonte de novos antibioticos,
um novo antibidtico, nomeadamente desertomicina G, foi produzido por S. althioticus MSM3
isolado da macroalga Ulva sp. [156]. Essa substancia destaca-se por seu espectro que se estende
além da atividade bactericida contra M. tuberculosis, apresenta atividade contra patdgenos
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Gram-positivos e negativos, além de atuar contra linhagens celulares cancerigenas do
adenocarcinoma de mama humano (MCF-7) e do carcinoma de célon (DLD- 1) I. Os principios
ativos que apresentam essas caracteristicas sao de grande relevancia, uma vez que pessoas que
realizam tratamentos contra o cancer s&o mais propensas a infeccgdes e tais substancias podem
ajudar a prevenir infecgdes.

Os estudos acima sdo apenas alguns dos exemplos de triagens realizadas e publicadas
em diversos artigos nos Ultimos anos e enfatizam o potencial antibacteriano e biotecnolégico
de actinomicetos isolados de esponjas marinhas [157], solos [155], vegetais [158] e manguezais
[159]. Embora relatorios como estes revelem apenas uma pequena fracdo de um universo inteiro
que ainda € pouco explorado, é motivante encontrar isolados tdo promissores e capazes de
enfrentar numerosos patégenos como cepas MDR e MRA, o0 que nos da esperanca de que sera
possivel minimizar as numerosas mortes em ambientes hospitalares [160,161]. Por outro lado,
a urgéncia e a necessidade continua de novos medicamentos para enfrentar microrganismos
resistentes aos medicamentos parecem exigir mais e melhores pesquisas sobre o promissor filo

dos actinomicetos, entre outras solucdes potenciais.

2.3.2 Antifangicos

Tal como acontece com as bactérias patogénicas, nas Ultimas décadas, a resisténcia
fangica e o surgimento de estirpes MDR tém aumentado de forma alarmante em todo 0 mundo
[162]. Os fungos patogénicos sdo oportunistas e inimigos mortais das pessoas
imunossuprimidas; todos os anos, desde 2012, foram registadas pelo menos 1,4 milhdes de
mortes de pessoas vitimas de infec¢des fungicas [162,163]. Sem duvida, Candida albicans, C.
auris, C. glabrata e C. tropicalis sdo as principais culpadas por essas infecc6es, fato agravado
pelo surgimento de cepas que resistem a pelo menos dois ou mais antifingicos das classes
azolica e polieno, e um das equinocandinas [162,164,165]. Ndo é sem razdo que um dos
principais 6rgdos de controle de doencas, 0 CDC (Centers for Disease Control and Prevention),
enfatiza a necessidade urgente de novos antifingicos no seu recente alerta a comunidade
cientifica sobre o aumento da letalidade das infec¢des fungicas devido o rapido surgimento de
cepas MDR [79].

Este cenario global tem impulsionado a prospecgdo de novos recursos genéticos que
produzam PNMs que possam aumentar o arsenal de antifingicos disponiveis [165]. Numa das
primeiras prospecgdes no inicio do século XXI, num rastreio de 320 actinomicetos de solos

marroquinos para atividades antifungicas, 23 mostraram fortes atividades contra C. tropicalis
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R2 e Pythium irregulare (este ultimo resistente a anfotericina B e nistatina) sem interferéncia
na sintese de ergosterol, ou seja, com mecanismos de acdo ndo poliénico e azoe [166]. A
resisténcia aos polienos e azoes ocorre quando os medicamentos dessas classes ndo inibem a
sintese do ergosterol ou ndo apresentam afinidades por ele na membrana celular apo6s a
modificacdo [166]. Além disso, o ergosterol &€ muito semelhante ao colesterol das células
humanas e este é um fator limitante para estas classes [167]. Como alternativa aos inibidores
da sintese do ergosterol, tém sido utilizadas substancias sintéticas, como as equinocandinas,
classe de antifingicos que inibem a sintese da parede celular do fungo, estrutura que nédo é
observada nas células humanas. Outra classe menos conhecida que ndo inibe a sintese de
ergosterol é a das flucitosinas, entre elas a 5-flucitosina (5FC), que atua inibindo a sintese de
acidos nucleicos em fungos [166,167]. Apesar da relativa eficacia das equinocandinas e das
flucitosinas, existem varios outros estudos que tém procurado antiflngicos naturais, de
preferéncia ndo inibidores da sintese de ergosterol, como no rastreio de actinomicetos pelos
investigadores marroquinos mencionados no paragrafo anterior. Outra descoberta importante
foi a descoberta da turbinmicina, produzida pela cepa de actinomicetos Micromonospora sp.
(WMMC-415), que foi isolado da esponja marinha Ecteinascidia turbinata e é um bioativo
promissor que suprime um dos patdgenos fungicos mais resistentes, nomeadamente C. auris,
bem como Aspergillus fumigatus [168]. Num mecanismo de acéo diferenciado, a turbinmicina
tem como alvo uma proteina citosélica, a Secl4, indispensavel aos fungos e envolvida no
transporte intracelular de substancias produzidas no reticulo endoplasmatico.

Em comparagdo com a triagem que busca novos antibacterianos, a quantidade de
prospeccao realizada para novos antifungicos é muito menor; no entanto, varios estudos e
revisdes especularam sobre muitos candidatos actinomicetos como potenciais produtores de
novos fungicidas contra as cepas MDR de C. albicans, C. auris, C. glabrata e C. tropicalis, por
exemplo [169,170]. A gravidade das doengas fungicas, o aparecimento continuo de estirpes
resistentes aos medicamentos, a dificuldade decorrente do fato de as células fungicas serem
eucaridticas, como as nossas, € 0 potencial antifingico dos actinomicetos, torna-os alvos
naturais na procura de novos modelos antiflngicos, idealmente capazes de atacar apenas células

fangicas e ndo humanas.

2.3.3 Antivirais

Recentemente, durante cerca de trés anos, 0 mundo viveu uma nova pandemia

desencadeada pela sindrome respiratoria aguda grave - Coronavirus 2 (SARS-CoV-2), que, até
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2022, ceifou mais de 6 milhdes de vidas [171]. E uma exce¢do, mas as sindromes respiratorias
e a gripe sdo graves problemas de saude publica e sdo causadas pelos virus mais prevalentes
[172]. Uma destas doencas virais, a sindrome do virus sincicial, afetou cerca de 33,8 milhdes
de criancas com menos de 5 anos de idade, com aproximadamente 3,4 milhGes de casos graves
e 199.000 mortes em 2005 [173]. Segundo dados da Organizacdo Mundial da Satude (OMS),
milhGes de pessoas convivem com hepatites virais (tipos: A, B e C), que causam milhdes de
mortes todos os anos. Prevé-se o desenvolvimento da reincidéncia de virus patogénicos e o
aumento de virus emergentes devido a falta de saneamento bésico, desnutricdo e alteraces
climaticas [172].

O desenvolvimento de antivirais € muito mais lento em comparacdo com o de
antibacterianos e antifungicos porque a imunizacdo ou vacina¢do é o metodo preferido para
prevenir ou conter este tipo de patologias. No entanto, a pandemia provocada pelo SARS-CoV-
2 mostrou-nos a necessidade de medicamentos de emergéncia, € 0s métodos computacionais
foram muito importantes nestas circunstancias, uma vez que permitiram ensaios in silico
utilizando substancias conhecidas. Em um caso utilizando esse método, 50 compostos bioativos
isolados de actinomicetos de mangue foram testados contra a NSP10-metiltransferase do agente
etiologico da SARS-CoV-2 [174]. Dentre essas substancias, a sespenina, a Xiamicina-C, a
xiamicina-D, a xiamicina-E, a xiamicina-éster metilico e a xiamicina-A apresentaram as
maiores capacidades de neutralizacdo desta enzima principal componente do ciclo de replicacdo
deste virus. Na verdade, a necessidade de antivirais para doencas generalizadas € anterior a
COVID-19. Num exemplo recente, em 2013, o continente americano sofreu a epidemia do virus
Zika (ZIKV) que afetou milhdes de pessoas, algumas das quais desenvolveram sindrome de
Guillain-Barré e microcefalia [175]. Nesta ocasido, numerosos isolados bioativos de
actinomicetos foram testados in silico e alguns, como a daptomicina e a nanchangmicina,
mostraram fortes atividades contra o agente causador, embora anteriormente estes ndo tivessem
sido descritos para o tratamento desta virose [176,177].

Neste contexto desafiador para o desenvolvimento de novos antivirais, ha descobertas
que trouxeram esperanca as pessoas afetadas pelo virus HIV-1. Estudos do isolado S.
albosporus resultaram no isolamento de N,N,N-(trimetilado)-Tyr-L-Leu-L-Val-L-Leu-
(desidratado)-His, que € capaz de inibir a protease- HIV-1 que é essencial para o ciclo deste
patégeno [178]. Da mesma forma, ahmpatinina-iBu de Streptomyces sp. (CPCC202950) foi
considerado um potente inibidor da mesma protease do HIV-1 [179]. Por outro lado, a 3-acetil-
5-metil-2'-desoxiuridina, derivada de S. microflavus, foi ativa em bioensaios contra o virus da
hepatite B, herpes simples tipo 1 e 2 (HSV-1 e HSV-2) e varicela virus zoster (VZV) [180].
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Nos estudos citados acima, vemos exemplos do potencial ainda pouco explorado dos
actinomicetos para producao de antivirais, e ensaios in silico para triagem de substancias com
esse potencial. Porém, os ensaios in silico permitem observar apenas preliminarmente a
afinidade de uma substancia por um alvo e isso ndo é suficiente para usos emergenciais — uma
vez que outros experimentos, inclusive aqueles envolvendo a farmacocinética e a
farmacodindmica de um principio ativo, sdo necessarios para estabelecer sua real eficacia bem
como a dosagem correta, entre outros fatores. Por exemplo, embora tenham sido indicadas por
ensaios in silico para SARS-CoV-2, a hidroxicloroquina e a azitromicina ndo foram eficazes
contra a doenga COVID-19 [181]. As doencas virais j& mataram um namero incalculavel de
pessoas e a arma mais eficiente sdo as vacinas; entretanto, buscar novos medicamentos que
auxiliem no tratamento de virus é essencial para reduzir a mortalidade, e os actinomicetos ja
demonstraram sua capacidade de fornecer PNMs que podem auxiliar no tratamento de inimeros

virus.

2.3.4 Antiparasitarios

Das doencas parasitarias, a malaria € uma das mais devastadoras e mortais. O continente
Africano é o mais afetado por esta doenca e aproximadamente 96% ou 627.000 mortes pela
doenca ocorreram em 2020 [182]. Em todo o mundo, os vetores da malaria sdo 0s mosquitos
do género Anopheles, incluindo A. gambiae, A. coluzzii e A. arabiensis, que transmitem o0s
protozoarios Plasmodium vivax, P. falciparum, P. malariae, P. ovale e P. knowlesi [183].

P. falciparum € o que mais preocupa, pois é o mais incidente e responsavel pela forma
mais agressiva dessa parasitose, além de apresentar cepas resistentes aos antiplasmadicos atuais
[172,184]. Além da malaria, que é uma parasitose endémica em regides tropicais e subtropicais,
outras doengas transmitidas por protozoarios, como a leishmaniose e a tripanossomiase (doenga
de Chagas), sdo problemas de salde publica na maioria dessas regifes devido a resisténcia aos
antimoniais. Quando ndo tratados corretamente, podem evoluir para quadros mais graves e levar
a morte [185]. Da mesma forma, e também muito graves, as infec¢cBes por Entamoeba
histolytica afetaram aproximadamente 50 milhdes de pessoas s6 em 2012, das quais 100.000
morreram. Numa revisdo recente, a amebiase ja é considerada a terceira parasitose mais mortal
em todo 0 mundo, especialmente em paises subdesenvolvidos da América Central/Sul, Africa
e Asia devido ao saneamento basico deficiente. Com uma média de 70 mil mortes nos Gltimos
anos, essa parasitose pode afetar diversos érgdos do nosso corpo, o que pode levar a um quadro

mais grave [186].
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Os testes do extrato bruto de S. canus (N25) mostraram as melhores atividades
antiprotozoarias para P. falciparum, além de inibir também o protozoario Toxoplasma gondii,
agente causador da toxoplasmose. O acido fenazina-1-carboxilico, que é capaz de inibir esses
patdgenos, foi identificado nas fragcdes [187]. A estaurosporina (STS) e a 7-oxostaurosporina
(7OSTS), isoladas de S. sanyensis, apresentaram excelentes atividades antiparasitarias contra
Leishmania amazonensis, L. donovani, bem como T. cruzi e T. brucei [188], que sdo os agentes
causadores da doenca de Chagas e da doenca do sono. Em outro estudo, esses protozoarios
foram neutralizados in vitro pelo actinoal6lido-A de Actinoallomurus fulvus (MK10-036) [189].
Em relagdo as infecgbes causadas por E. histolytica, observando a resisténcia e os efeitos
toxicos dos medicamentos, um estudo com extratos de actinomicetos marinhos rendeu
equinomicina-A e tirandamicina-A, que apresentaram forte atividade antiamebiase e reduziram
0 crescimento de E. histolytica (HM1:IMSS) e E. histolytica (Col) em 84,2% e 64,8%,
respectivamente [190]. Até o momento, varios estudos destacaram inimeras PNMs com
capacidade de suprimir numerosos protozoarios e suas resisténcias, entre as quais Varios
isolados de actinomicetos, como mostra a revisao de Estrella-Parra et al. [191]. Desde o inicio
do século 21, muitos estudos foram publicados relatando triagem com isolados de
actinomicetos, que, entre outras atividades, mostraram atividades antimicrobianas. Embora os
actinomicetos sejam alvos naturais na busca de novos modelos antimicrobianos, had uma
necessidade urgente de identificacdo das moléculas responsaveis pelas atividades biologicas de
cepas promissoras recentemente isoladas, uma vez que a maioria dos estudos termina em

estagios preliminares sem que as substancias responsaveis pelas atividades sejam conhecidas.

2.4 ESPECTRO NAO-ANTIMICROBIANO

2.4.1 Anticanceres

A érea da medicina enfrenta dificuldades no tratamento de diversos tipos de cancer. Esta
doencas ja ceifaram milhdes de vidas em todo o mundo e é caracterizada pelo surgimento e
proliferacdo de células anormais, agressivas e invasivas [192,193]. Dados do inicio do século
XXI mostram que o fardo global do cancer em 2000 atingiu 10 milhdes de novos casos e 6
milhGes de mortes, com 22 milhGes de pessoas a viver com cancer neste periodo [194]. Vérias
projecdes da época previam que esses nimeros aumentariam ou até duplicariam, havendo
necessidade de mais estudos em busca de novos produtores de medicamentos anticanceres

[193,195]. Recentemente, estas projectes foram confirmadas; por exemplo, num levantamento
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de dados de 2018, foi observado um aumento significativo na incidéncia anual, com estimativas
gerais de 18,1 milhGes de novos casos e a ocorréncia de 9,6 milhGes de mortes naquele ano
[196]. Em 2020, esses numeros atingiram 19,3 milhdes de novos casos, com o cancer de mama
feminino (11,7%) superando o céncer de pulméo (11,4%), seguido pelo cancer colorretal
(10,0%), prdstata (7,3%) e cancer de estdmago (5,6%) [172,193].

Muitos isolados de actinomicetos sdo promissores na producdo de substancias ativas
com capacidades antimicrobianas e anticancerigenas. Por exemplo, entre 41 isolados
endofiticos de Streptomyces spp., 31,7% apresentaram atividades citotoxicas contra as células
cancerigenas A549 (pulmao), 29,3% para HL-60 (sangue), 85,4% para BEL-7404 (figado) e
90,2% para P388D1 (sangue), destacando-se sete linhagens como as mais promissoras [197].
Deve-se notar que os canceres de pulmao e figado estdo entre 0s mais comuns e mais mortais
[193]. Num estudo mais recente, trés isolados de Streptomyces spp. provenientes de solos e
sedimentos marinhos apresentaram atividades antimicrobianas e anticancerigenas em seus
extratos brutos [198]. Em seu extrato, o isolado mais notavel, Streptomyces sp. D-EGY,
apresentou ICso de 0,85 pg/mL para a linhagem HepG2 (carcinoma hepatocelular humano). Os
autores relataram quarenta compostos isolados e identificados deste extrato, cujas correlacdes
com atividades anticancerigenas devem ser investigadas.

Em outros dois estudos realizados nos ultimos anos, as expectativas parecem mais
favoraveis. Em primeiro lugar, conforme relatado acima, a desertomicina G bactericida contra
M. tuberculosis também é ativa contra células cancerigenas das linhagens de adenocarcinoma
de mama humano (MCF-7) e carcinoma de célon (DLD-1) [156]. Em seguida, a caerulomicina
A isolada de Actinoalloteichus cyanogriseus (DSM 43889) mostrou atividades citotoxicas de
amplo espectro contra linhagens celulares de cancer A375 (melanoma), A549 (pulmao), H1299
(pulmao), HepG2 (figado), HT29 (c6lon humano), HL-60 (sangue) e M624 (musculo) [199]. O
estudo do seu mecanismo de agdo indicou sua capacidade de interferir na formacdo dos
microtubos e na replicacdo do DNA, atuando especificamente nas enzimas responsaveis pela
polimerizacdo dos microtubos e na Topoisomerase I, responsavel pelo relaxamento da molécula
de DNA durante sua replicacdo. Segundo os autores, este € o segundo principio ativo isolado
de microrganismos com atividade anticancerigena que atua em dois alvos, ao contrario do
Taxol® (isolado de plantas), que atua apenas na sintese de microtubos.

Em comparagdo com os medicamentos antineoplasicos disponiveis no mercado, a
maioria derivados de plantas, estes aspirantes podem ser considerados superiores e tém menor
custo de obtencdo, revelando assim que o rastreio de metabolitos de actinomicetos pode ser

muito atrativo. No entanto, embora inimeras revisoes e estudos tenham consolidado o amplo
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espectro de acdo dos compostos bioativos destas bactérias [200-205], h&d muito mais a descobrir
sobre o potencial anticancerigeno dos metabdlitos actinobacterianos. Alguns dos metabolitos
anticancerigenos sdo possivelmente os mesmos que 0s actinomicetos utilizam contra fungos na
natureza, uma vez que os fungos sdo seres eucarioticos como nés, substancias que podem
combater fungos também podem combater canceres que sdo constituidos por nossas proprias
células modificadas. Embora esta hipdtese também sinalize um risco de toxicidade para células
humanas saudaveis, pode ser uma boa ideia procurar tanto substancias anticancerigenas entre

0s compostos antifungicos como antifungicos entre os metabolitos anticancerigenos.

2.4.2 Antidiabetes

No século XXI, entre as doengas crénicas destaca-se a diabetes, sobretudo a diabetes
tipo 2 (em média 95% dos casos), que é a mais mortal. Esta é uma disfuncdo metabdlica que
resulta da baixa disponibilidade de insulina ou recepcao inadequada de células-alvo a insulina
[206-208]. De acordo com um dos ultimos relatérios da OMS, esta doenca foi um dos principais
fatores que predispde as pessoas afetadas a um estado mais grave de SARS-CoV-2 [173]. S6 nos
Estados Unidos, uma das popula¢des mais obesas do mundo, estima-se que 10% da populacéo
tenha um dos tipos de diabetes [209].

O isolado endofitico S. longisporoflavus destaca-se por produzir um extrato com
atividade inibitdria para a enzima alfa-amilase [27]; esta enzima dificulta a absorcao de glicose
em pacientes com diabetes mellitus tipo 2. De fato, para tratar a diabetes tipo 2, alguns isolados
bioativos de actinomicetos, como a voglibose [210] e a acarbose [211], obtidos de S.
hygroscopicus-limoneus e S. calvus, respectivamente, ja sdo usados. A voglibose atua inibindo
a alfa-glicosidase, reduzindo assim os niveis de glicose no sangue em pessoas com diabetes
mellitus [211], e a acarbose é um inibidor da alfa-glicosidase e da alfa-amilase no tratamento
do diabetes mellitus tipo 2 [212]. Além disso, mais recentemente, no estudo de Kawahara et al.
[213], um novo candidato para o tratamento do diabetes mellitus 2, o alcaloide amamina (1),
isolado de Kitasatospora sp. O HGTA304 foi capaz de inibir a a-glicosidase com um valor 1Cso
(56 uM) aproximadamente dez vezes menor que a acarbose (549 uM). Resultados como estes
dao-nos esperanca de que possamos encontrar isolados de actinomicetos mais promissores que

possam ser usados para tratar doencas cronicas como a diabetes.
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2.4.3 Anticolesterol

O colesterol ¢ um componente essencial das células humanas, mas seu excesso na
corrente sanguinea pode causar danos a satide humana, principalmente problemas cardiacos
[214]. Na investigacdo de um BGC de S. lunaelactis MM109, que sintetiza PNMs distintos,
observou-se que a disponibilidade de ferro na forma mineral € essencial para a sintese do p-
vinilfenil-3-nitroso-4-hidroxibenzoato, que é um precursor de ferroverdinas triméricas que
possuem atividade anticolesterol [28]. A descoberta de novas ferroverdinas pode auxiliar no
tratamento da sarcoidose cardiaca, que é uma inflamag&o cardiaca relacionada a niveis elevados

de colesterol no sangue.

2.4.4 Tratamento de Alzheimer

A doenca de Alzheimer é uma doenca neurodegenerativa que causa deméncia e afeta
milhares de pessoas todos os anos [215]. Seus mecanismos fisiologicos ainda estdo sendo
investigados; entretanto, os acumulos de B-amiloide e acetilcolinesterase no neocortex sao
fatores determinantes. Na verdade, os inibidores da acetilcolinesterase ajudam a melhorar a
disponibilidade de acetilcolina, um neurotransmissor indispensavel para as atividades
cognitivas e a memoria. Esta atividade ajuda a diminuir os efeitos negativos do acimulo de -
amildide no neocortex [216]. Estima-se que até 2050, a cada 33 segundos, uma pessoa sera
afetada por esta doenca [215,217-219]. Ainda ndo existem medicamentos feitos a partir de
actinomicetos que possam ser utilizados no tratamento desta doenca neurodegenerativa, mas
alguns estudos ja relatam a possibilidade dos actinomicetos serem fontes de principios ativos
capazes de auxiliar no seu tratamento. Podemos citar, como exemplo, um estudo da comunidade
endofitica de Gynura cusimbua, planta medicinal chinesa que, segundo o conhecimento
tradicional desta regido, € utilizada na prevencéo da hipertensdo, doencas coronarias, Alzheimer
e aterosclerose. Este estudo mostrou que essa planta possui uma rica diversidade de
actinomicetos. O estudo também levanta a hipétese de que alguns dos metabdlitos encontrados
na planta relacionados as atividades bioldgicas podem ser originarios de actinomicetos [220].
Outro estudo reforca esta hipdtese, pois, entre 0os mais de 200 actinomicetos isolados de
esponjas do Mar Caspio e do Golfo Pérsico, 50% apresentaram extratos com atividade anti-
acetilcolinesterase [215]. Os autores enfatizam que os diversos compostos isolados e
caracterizados com atividades podem auxiliar no tratamento de doencas neurodegenerativas

que afetam a cognicdo e a memdria.
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2.4.5 Antiulceras e anti-inflamatorios estomacais

Em estudos da microbiota de uma esponja endémica do Mar Vermelho (Spheciospongia
mastoidea), foi identificado um actinomiceto (RA2) que é capaz de produzir dois compostos,
butilcicloheptilprodigiosina e undecilprodigiosina. Essas substancias apresentaram atividades
antitlcera e anti-inflamatoria em experimentos com ratos que sofreram lesdes estomacais
induzidas por &cido cloridrico/etanol. Quando estes compostos isolados de RA2 foram
administrados oralmente, foram observadas taxas diminuidas de lesbes em &reas de ulceragéo,
anomalias histopatoldgicas e infiltragdo de neutrofilos. Estes resultados sdo semelhantes aos do
omeprazol, o0 medicamento antitlcera padrdo [221]. Por outro lado, S. gramineus, associado ao
liqguen Leptogium trichophorum, juntamente com trés actinofuranonas conhecidas, produziu
seis novas actinofuranonas promissoras (D a I) [222]. Dentre estas, duas conhecidas e duas
novas actinofuranonas se destacaram como potenciais candidatas a anti-inflamatoérios devido
aos resultados em testes de atenuacdo da producdo de 6xido nitrico (NO) e evasdes de citocinas

pré-inflamatorias (IL-6) e fator de necrose tumoral -a (TNF-a).

2.4.6 Protecao, fertilizacdo e melhoria da producéo vegetal

Os elevados rendimentos alimentares na producédo agricola dependem de fertilizantes,
pesticidas e agentes de controle bioldgico. Sobre esta questao, ainda ha muito a ser explorado
dentro do fascinante grupo dos actinomicetos, como pode ser inferido de muitos estudos. Por
exemplo, foi observado um aumento significativo na fertilidade da tamareira (Phoenix
dactylifera L.) quando actinomicetos foram inoculados na sua rizosfera, melhorando assim o
ciclo de vida deste vegetal de importancia econémica para o Egito. Melhorias notadas na
aparéncia dos frutos, que apresentavam maiores teores de aclcares, acidos organicos,
aminoacidos essenciais, acidos graxos insaturados, acidos fendlicos, flavonoides, vitaminas e
minerais. Além disso, foram observadas melhorias nas atividades antitumoral, antioxidante,
antiprotozoaria e antimicrobiana (fungos e bactérias) de frutos de tamareiras tratados com
actinomicetos [223]. Em outro caso, 11 isolados dos géneros Norcadia, Streptomyces e
Janibacter de acafrdo (Curcuma longa L.) e gengibre (Zingiber officinale) apresentaram
atividades contra os fitopatdgenos Alternaria pimpriana e Colletotrichum coccodes [224].

A protecéo das plantas e a melhoria da qualidade dos seus frutos exemplificadas acima
parecem intimamente associadas e essa melhoria é uma possivel consequéncia da eliminagdo
de fitopatdgenos, e ndo uma vantagem direta para a planta. Isto também é observado nos dois

exemplos seguintes, nos quais, juntamente com o biocontrole de fitopatdgenos, foram relatadas
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melhorias significativas na qualidade dos frutos. No primeiro caso, destacou-se uma
comunidade endofitica de actinomicetos de pepinos saudaveis devido ao biocontrole do
fitopatdégeno Fusarium oxysporum f. sp. cucumerinum, que é a causa do murchamento. A cepa
Streptomyces sp. NBRC 100767 apresentou a atividade mais forte e a azalomicina B foi a
responsavel [225]. No outro estudo, a cepa Streptomyces sp. JKTJ-3 apresentou amplo espectro
de biocontrole e foi capaz de inibir 12 fitopatdgenos, incluindo Pythium aphanidermatum,
responsavel pelo murchamento de mudas de melancia [226].

Além de isolados de solos ou endofitos, cepas de actinomicetos de outros ecossistemas
podem apresentar atividade contra fitopatdgenos. Recentemente, um consércio de
actinomicetos isolados de intestinos de insetos foi relatado como sendo promissor para o
biocontrole de Bipolaris maydis, que causa ferrugem nas folhas do trigo [227]. Streptomyces
sp. O SN5431 foi 0 que obteve maior sucesso nos testes bioldégicos com extratos, e a substancia
tiuslactona B, proveniente de seu caldo fermentado, foi responsével pela atividade fungicida.

O combate aos nematoides que afetam os vegetais também pode ser auxiliado pelos
actinomicetos. A cepa Micromonospora sp. WHO06 é relatado como um potencial agente de
biocontrole do nematoide Meloidogyne incognita, que causa lesfes nas raizes de pés de tomate.
O é&cido benzenopropandico, isolado do caldo fermentado de Micromonospora sp. WHO06,
causa mortalidade de 99% com dose de 200 pg/mL ap6s 72h e inibi¢do da eclosdo dos ovos em
M. incognita [228].

Compostos volateis (COVs) de actinomicetos também demonstraram atividades
antimicrobianas. Os volateis 2-metil-1-butanol, 3-metil-1-butanol, piridina e alcool feniletilico
da linhagem Streptomyces sp SPS-33 apresentaram fortes atividades in vivo e in vitro contra o
fitopatdgeno Ceratocystis fimbriata, causador da podriddo do carvao vegetal em plantas de
batata-doce [229]. Também foram observadas diminuicdo da perda de agua e aumento da
atividade antioxidante.

A aplicabilidade de linhagens promissoras de actinomicetos na agricultura estd se
tornando uma estratégia mais sustentavel e economicamente viavel. Na relacdo harmoniosa
com as plantas, os se actinomicetos beneficiam de um fitoexsudado nutritivo e atrativo e
produzem varios metabdlitos secundarios com atividades fitopropagadoras e fitoprotetoras
[8,162,163]. Os hormdnios secretados pelos actinomicetos, ou induzidos por eles nas plantas,
estimulam diversas atividades importantes nestas. Por exemplo, a secrecdo do fitohormonio
auxina (acido indol-acético) promove o alongamento das raizes — 0 que permite que alcancem
mais nutrientes — e também a ativacdo da imunidade das plantas contra fitopatogenos fungicos.

A citocinina ajuda a retardar a deterioragéo e o envelhecimento das plantas; a giberelina ajuda
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no alargamento das raizes, na resisténcia ao estresse salino e nas interacfes endossimbidticas;
o etileno estimula a colonizacdo das raizes e as respostas imunoldgicas contra patdgenos
microbianos; e, por fim, as poliaminas estdo envolvidas na senescéncia, maturacdo dos frutos,
floracdo, organogénese, morfogénese e embriogénese. Esses hormonios, secretados pelos
actinomicetos, atuam em todos 0s processos fisiologicos das plantas, desde a germinacéo das
sementes até a resiliéncia aos estresses abioticos e bidticos e sdo sintetizados principalmente
por cepas do género Streptomyces e outros géneros raros (Nocardiopsis, Micromonospora e
Amycolatopsis, entre outros) [232,233]. Entre as enzimas, as nitrogenases sdo bastante
conhecidas. Eles tém a capacidade de converter N2 (ndo utilizavel pelas plantas) em NH3
(utilizavel pelas plantas) para a sintese de proteinas, metabdlitos secundarios, DNA e RNA
[234-236].

Tal como nestes poucos exemplos, devido a sua capacidade de fixar nitrogénio na
rizosfera e ao seu potencial para inibir fitopatdgenos, os actinomicetos sdo fortes candidatos
gue podem ser explorados para melhorias na producdo de muitas plantas. As atividades
ecologicas dos actinomicetos em favor das plantas sdo um modelo para uma agricultura mais
sustentavel, com destague para o género Streptomyces e algumas linhagens de géneros raros de

actinomicetos que vém ganhando reconhecimento [233,237].

2.4.7 Remediacao, promocao da biodisponibilidade e solubilizacdo de minerais

As vantagens da utilizagdo de actinomicetos como biorremediadores consiste no fato de
ndo apresentarem riscos a saude de animais, humanos, plantas, nem ao solo e ambientes
aquaticos. Suas atividades bioldgicas sdo estimuladas quando sao disponibilizadas as condicdes
nutricionais e ecologicas de seus nichos. As enzimas (quitinase, celulase, glucanase, protease,
lipases e fosfolipase, entre outras) secretadas pelos actinomicetos exercem importantes
atividades biolGgicas para 0 meio ambiente e para as plantas. Por exemplo, quitinase, glucanase,
lipases e fosfolipase degradam as paredes celulares e as membranas plasmaticas de
fitopatdgenos microbianos, que sdo microbios concorrentes e neutros [238]. De fato, existem
varios exemplos de actinomicetos como purificadores ambientais, entre os quais podemos
destacar o género Rhodococcus, que se apresenta como um remediador diversificado. Assim,
cepas desse género sdo capazes de produzir 3-clorobenzoato 1,2-dioxigenase (3CBDO), enzima
capaz de degradar o herbicida 3-clorobenzoato (3CBA) [239]. Outras cepas, isoladas de solos
articos, séo capazes de oxidar hidrocarbonetos [240], e outras sdo capazes de degradar produtos

farmacéuticos anti-inflamatorios ndo esteroides, como ibuprofeno, meloxicam e naproxeno
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[241]. Este género também é promissor na promocao da biodisponibilidade mineral, como é o
caso de uma cepa de Rhodococcus sp. que, por meio de enzimas peptidicas sintetases ndo
ribossémicas, sintetiza diversos sideroforos (rodoquelina, requiquelina, requibactina,
rodobactina e heterobactina A), o que demonstra que a linhagem pode ser utilizada como
auxiliar agricola para biodisponibilidade de ferro [242]. Ha também relatos de linhagens de
Streptomyces e Promicromonospora isoladas de solos marroquinos que sao capazes de
solubilizar fosfato [243]. Na verdade, os actinomicetos abrigam em seus genomas um consorcio
de enzimas pouco exploradas, capazes de atuar na decomposi¢cdo de matéria organica vegetal e
animal e na solubilizacéo de substancias inorganicas (manganés - Mn, cobalto - Co, litio - Li,
cobre - Cu, zinco - Zn, cadmio - Cd, niquel - Ni, aluminio - Al e magnésio - Mg) em estados

mais simples para usos bioldgicos [244,245].

2.4.8 Outras aplicacdes biotecnoldgicas focadas ndo apenas na medicina e na agricultura

Certamente ainda ha muito a ser revelado sobre o potencial de aplicacéo biotecnoldgica
dos actinomicetos, tanto no direcionamento de produtos quanto de processos, nao apenas na
medicina e na agricultura. Duas destas aplicacdes estdo relacionadas com a procura de
alternativas mais sustentaveis para a producdo de combustiveis e plasticos biodegradaveis.
Recentemente, um método inovador para producdo de biodiesel foi criado utilizando o
actinomiceto Piscicocus intestinalis (WA3) e a microalga Tetradesmus obliquus (AARLG022)
em cocultivo para enriquecimento de biomassa utilizando o método de efluente digerido de
biogas (BDE) [246]. Os autores observaram o aumento de lipidios de cadeia longa, &cido indol-
3-acético e siderdforos por T. obliqguus em cocultivo com P. intestinalis-WA3 (agente
fertilizante) quando compararam os resultados com os da monocultura de T. obliquus. E um
resultado animador que abre um horizonte promissor a ser explorado, neste caso, para melhorar
a producéo de biodiesel a partir de algas. Em outro estudo relevante, cepas de trés géneros de
actinomicetos: S. gougerotti, M. matsumotoense e N. prasina demonstraram a capacidade de
degradar polietileno de baixa densidade (LDPE), poliestireno (PS) e acido polilatico (PLA) sob
condicGes variadas [9]. Além disso, principalmente as cepas de S. gougerotti e M.
matsumotoense foram capazes de utilizar esses plasticos como fontes de carbono para produzir
bioplasticos de polihidroxialcanoato (PHA). Neste contexto sustentavel, os actinomicetos
ganham mais uma importante aplicabilidade dentro do seu fascinante espectro biotecnolégico.
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2.5 CONCLUSAO

Os estudos apresentados nesta revisdo sdo uma pequena amostra do enorme potencial
biotecnoldgico dos actinomicetos, sobre os quais 0 nosso conhecimento e exploragéo estdo em
rapida expansdo. Assim, considerando os dados aqui descritos e a literatura, os metabolitos dos
actinomicetos podem atender a inumeras demandas médicas, agricolas e industriais, muito além
do que é atualmente conhecido e utilizado. A utilizacdo de tecnologias de mineracdo genética
aumenta ainda mais a descoberta da imensa riqueza metabdlica escondida nos genomas de
espécies conhecidas e de novos isolados, conforme destacado por varios estudos. Assim, com
a ajuda da gendmica e da metabolémica, revela-se uma nova geracdo de antibidticos e
substancias de interesse biotecnoldgico. Considerando os avancos do século passado, desde a
descoberta da estreptomicina em 1944, os primeiros 23 anos do século XXI representam um
salto consideravel na investigacdo do potencial dos actinomicetos. Portanto, para as proximas
décadas, pode-se imaginar o desenvolvimento de produtos inovadores utilizando actinomicetos
como fonte de metabdlitos que sejam capazes de tratar inUmeras patologias e auxiliar em
diversas terapias, entre outras aplica¢fes biotecnoldgicas. No entanto, é necessario melhorar
muitas abordagens de pesquisa para ir além dos resultados preliminares. E necessario enfrentar
esta questdo nas suas causas profundas, entre as quais destacamos o isolamento de muitas
equipes de investigacdo, o baixo nivel de financiamento e a falta de planeamento estratégico e
eficaz. O esforco de todos é essencial: governos, organismos financiadores, instituicdes de
investigagdo e os prdprios investigadores. Devemos destacar também a necessidade de
investigar os diversos ambientes pouco conhecidos e com alto potencial para exploracdo da
riqgueza metabdlica de actinomicetos e outros microrganismos, dentre 0s quais destacamos 0s
ambientes aquaticos de agua doce ou salgada e os ambientes florestais tropicais, especialmente
a Amazonia. Infelizmente, muitos destes ambientes sofrem degradacao constante e grande parte
da sua microbiota esta sendo extinta sem que possamos descobrir e aproveitar o seu potencial

biotecnologico.
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RESUMO

Introducdo: As actinobacterias sdo grandes produtoras de metabdlitos antibacterianos e
antifingicos e vém crescendo a busca por substancias de interesse biotecnologico,
principalmente para uso na agricultura, entre outras aplicacdes. A Amaz0nia € potencialmente
rica em actinobactérias. No entanto, quase nao existem estudos sobre eles. Assim, apresentamos
um estudo da ocorréncia e do potencial antifungico de actinobactérias da rizosfera de Inga
edulis, planta nativa da América do Sul e de utilidade econbmica em toda a Amazonia.
Métodos: Dentre as 64 cepas de actinobactérias isoladas da rizosfera de trés plantas de 1. edulis,
20 cepas foram selecionadas e submetidas a ensaios de dupla cultura contra cinco importantes
fungos fitopatogénicos, bem como analises morfol6gicas e do gene 16S rRNA. Duas cepas,
LaBMicrA B270 e B280, também foram estudadas quanto as curvas de producdo de extratos
metabdlicos e atividades antiflngicas, incluindo sua concentracdo inibitéria minima (CIM)
contra fungos fitopatogénicos. Resultados: Entre as 20 cepas, 90% foram identificadas como
Streptomyces e 10% como Kitasatospora. Todas as cepas apresentaram antagonismos contra
dois ou mais dos cinco fitopatdgenos: Corynespora cassiicola, Colletotrichum guaranicola,
Colletotrichum sp., Pestalotiopsis sp. e Sclerotium coffeicola. Streptomyces spp. as cepas
LaBMicrA B270 e B280 foram ativas contra fitopatdgenos do guarana (Paullinia cupana).
Além disso, o extrato ACOEt/2-propanol 9:1 do meio de cultura de 10 dias da cepa LaBMicrA
B280 apresentou atividade contra todos os fitopatogenos testados, com CIM de 125 pg/mL.
Conclus6es: Os resultados revelaram uma grande variedade de actinomicetos em trés rizosferas
de 1. edulis na Amazénia e o alto potencial dos extratos metabolicos de algumas dessas cepas
bacterianas contra fungos fitopatogénicos que assolam inimeras culturas.

Palavras-chave: Rizobactérias, actinobactérias, biodiversidade, desenvolvimento agricola,
biocontrole de fitopatdgenos.
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3.1 INTRODUCAO

Na Ultima década, prospeccOes de novos isolados de actinomicetos tém sido realizadas
em diversos ecossistemas do planeta. Muitos desses actinomicetos foram revelados como fontes
de produtos naturais (NPs) promissores com diversas atividades bioldgicas ou outras aplicacbes
biotecnoldgicas [1-4]. Essas buscas por novos actinomicetos e seus metabolitos, entre outras
razdes, sdo resultado da escassez de recursos agricolas para conter a disseminacdo de
fitopatdgenos multirresistentes e outras pragas que devastam plantacGes em todas as partes do
planeta. Esses fitopatdgenos e pragas resistentes prejudicam a producao agricola e se tornaram
mais difundidos devido ao uso descontrolado e indiscriminado em larga escala de biocidas que
tém sido empregados para atender a crescente demanda por alimentos nos séculos XX e XXI.
[5-10].

Amplamente distribuidos, os actinomicetos possuem atividades ecolégicas essenciais para
0 planeta e para os seres vivos. Por exemplo, eles podem ajudar as plantas através da fixacao
bioldgica de nitrogénio, reciclagem de matéria organica, secrecbes de fitohormonios,
antibidticos e enzimas liticas, e como agentes de biocontrole de fitopestes [11,12]. Em sistemas
simbidticos, os actinomicetos beneficiam as plantas por meio de atividades como as acima e,
por sua vez, as plantas liberam nutrientes que alimentam os actinomicetos. As atividades dos
actinomicetos em favor das plantas os tornam Uteis como agentes de controle bioldgico e
fertilizantes naturais [6,9].

O potencial dos actinomicetos contra fungos fitopatogénicos tem atraido a atencdo de
muitos pesquisadores em busca de novos antiflngicos e alternativas mais sustentaveis para a
agricultura, o que deve ser destacado [7]. Na prética, entre os microrganismos, 0s actinomicetos
se destacam pela producéo de 70% dos antimicrobianos disponiveis para medicina e agricultura
[13,14]. Notavelmente, o género Streptomyces € o maior produtor dos milhares de PNs
atribuidos aos actinomicetos [15-17]. No entanto, outros géneros, incluindo Micromonospora
e Kitasatospora, vém ganhando cada vez mais aten¢do na busca por novos PNs [18,19]),
especialmente compostos antifungicos, como o0s macrolideos, a classe antimicrobiana mais
conhecida [20,21,22].

Em relacéo a biodiversidade, o filo Actinomycetota possui mais de 200 géneros, entre 0s
quais estdo Streptomyces, o maior deles com aproximadamente 700 espécies [23], e seu
intimamente relacionado Kitasatospora, o segundo, com 33 espécies, da familia
Streptomycetaceae [18,24,25]. Em geral, fenotipicamente, as bactérias pertencentes a esses
géneros sdo Gram-positivas, possuem micelios aéreos, segmentos com formato cilindrico,

esférico ou ovoide e cadeias de esporos espirais (ou parcialmente) ou lineares (15,18,26). Seus
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genomas sao ricos em guanina-citosina, com tamanhos variando entre 6 e 10 milhdes de pares
de bases (pb) de nucleotideos, e possuem quantidades diversificadas de clusters de genes
biossintéticos (BGCs) relacionados a sintese de NPs: 8 a 83 CGBs para Streptomyces e 22 a 50
para Kitasatospora [15,18,25,27,28].

No contexto resumido acima, destacamos a busca por novas cepas de actinomicetos dos
mais variados ambientes bem como por metabolitos bioativos de cepas deste Filo bacteriano,
visando atender, entre outras demandas, a necessidade de novos antifungicos eficientes contra
fitopatdgenos de interesse agricola. Embora as investiga¢fes sobre actinomicetos ocorram em
todo 0 mundo, quase ndo ha estudos sobre os amazonicos. Assim, relatamos aqui parte de um
estudo de uma amostra de actinomicetos isolados da rizosfera de trés individuos de 1. edulis
(familia Fabaceae), planta de importancia agroecolégica para a Amazonia [29-31]. As plantas
de 1. edulis estdo no campus da Universidade Federal do Amazonas (UFAM), o maior
fragmento florestal urbano da Amazénia e, com 670 hectares, um dos maiores do mundo. Este
fragmento florestal estd bem preservado e é potencialmente um ambiente representativo de
parte da incontavel e quase inexplorada diversidade microbiana amazdnica. Neste estudo
avaliamos a diversidade e o potencial antifingico de uma amostra de vinte actinomicetos contra
fitopatdgenos fungicos de interesse regional e global. Dentre esses fungos, destacamos 0s
fitopatdgenos do guarana (Paullinia cupana), uma das melhores fontes de cafeina, e o
Sclerotium coffeicola, fitopatdgeno reconhecido mundialmente por afetar centenas de plantas
de importancia agricola. Portanto, considerando a potencial diversidade dos actinomicetos
amazOnicos, este estudo é um primeiro, porém importante passo para conhecer uma pequena
amostra destes em rizosferas de plantas de I. edulis, bem como o potencial desta amostra contra

fungos fitopatogénicos de interesse agricola.

3.2 MATERIAIS E METODOS

3.2.1 Coletas de amostras de solo

As coletas de amostras das rizosferas de I. edulis foram realizadas em trés locais
diferentes no campus da UFAM (Local S1 - 3°05'19.4" S 59°58'00.5" W, Local S2 - 3°05'20.8"
S 59°57'57.5" W e Local S3 - 3° 5'19.06" S 59°57'56.26" W) (Material Suplementar -
SM1(ANEXO 2)). Nos locais, os individuos de I. edulis ndo estavam no periodo de producéo
de sementes. Em cada local, foram coletadas trés amostras de rizosfera a 40 cm do colar da raiz

da planta e a 20 cm abaixo do solo na regido pilifera das raizes. Para garantir que apenas
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amostras de rizosfera fossem coletadas, pedagos das raizes das plantas foram cortados, o solo
em excesso foi removido, e apenas o solo superficial aderido a camada superficial da raiz foi
amostrado, tomando cuidado para ndo remover pedacos da raiz superficial em si ou pedacos de
suas estruturas piliferas. Materiais esterilizados foram utilizados em todas as coletas de
amostras: tubos FalconTM de 50 mL, espatulas metalicas e sacos plasticos para transportar as
amostras. As amostras foram levadas para o Laboratorio de Bioensaios e Microrganismos da

Amazonia (LaBMicrA) - UFAM, onde foram armazenadas a -4 °C.

3.2.2 Obtencao de cepas de actinobactérias

Vinte e quatro horas ap0s as coletas, 1 g de solo de cada local foi dissolvido em 5 mL
de &gua destilada esterilizada contendo 0,02% de Tween-20. Cada suspensao foi submetida a
diluicdo serial com solucéo salina a 0,8%. Das diluices de 103, 10 e 107, foram semeados
em triplicata 50 pL em placas de Petri de 90 x 15 mm contendo meio de cultura ISP2-aveia
(para 1 L: 10 g de aveia, 14 g de agar, 10 g de malte, 4 g de extrato de levedura e 4 g de glicose)
e meio de cultura ISP2-amido (para 1 L: 10 g de amido, 14 g de agar, 10 g de malte, 4 g de
extrato de levedura e 4 g de glicose), aos quais foram adicionados 100 pg/mL do antifingico
nistatina e do antibacteriano tetraciclina. Estes meios ISP s&o modificagdes do ISP2
adicionando respectivamente farinha de aveia e amido. O ISP2 é amplamente utilizado,
principalmente para culturas de actinomicetos, e pertence ao conhecido Projeto Internacional
Streptomyces [32]. As placas de cultivo foram incubadas a 28 + 2 °C e, durante 30 dias, as cepas
de actinomicetos que germinaram foram coletadas diariamente e purificadas. Linhagens de
actinobactérias foram cultivadas por dez dias no mesmo meio sélido, dos quais cinco pedacos
de 0,6 x 0,6 cm? contendo cada linhagem foram preservados em trés microtubos criogénicos de

1,5 mL contendo 20% de glicerol. Os microtubos foram conservados em freezer a -80 °C.

3.2.3 Estudo microscopico

As actinobactérias isoladas e purificadas foram cultivadas em laminulas inclinadas em
torno de 45° por dez dias ou mais de acordo com o desenvolvimento morfologico de cada
linhagem e coradas pelo método de coloracdo de Gram (LB Laborclin®). Todas as laminulas
coradas foram observadas em microscépio 6ptico com objetiva de 100x (microscopio dptico
Carl Zeiss, acoplado ao Zen AxioCamER - Zen lite 2012 photo documenter). Para microscopia
eletronica, Streptomyces spp. as linhagens LaBMicrA B270 e B280 foram cultivadas em placas
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de Petri contendo meio de cultura ISP2 por dez dias a 28 °C. Posteriormente, discos de 0,5 cm
de didmetro do meio contendo as cepas cultivadas foram analisados usando um microscopio
eletrénico de varredura (MEV) (JSM IT500HR, JEOL Ltd. Japdo) (para detalhes, ver MS2
(ANEXO 2)) [33]. As imagens foram obtidas em tensdes de 10 e 15 kV.

3.2.4 Selecao de linhagens e estudo morfoldgico

Os isolados foram cultivados em meio ISP2 e agrupados de acordo com suas
caracteristicas macromorfolOgicas e a pigmentacdo do meio de crescimento nas placas de Petri
(frente e verso). Ap6s agrupamento, uma cepa de cada grupo com poucas cepas e duas de grupos
maiores foram selecionadas para dar continuidade aos estudos. Apos cultivo em meio de cultura
ISP2, as cepas selecionadas foram descritas morfologicamente de acordo com os manuais de
Shirling e Gottlieb [26]. As cepas foram registradas no Sistema Nacional de Gestdo do

Patriménio Genético e Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) sob o cédigo AC1746C.

3.2.5 Caracterizacdo molecular e andlise filogenética

Para a extracdo de DNA, as cepas selecionadas de actinobactérias foram cultivadas em
frascos de Erlenmeyer de 125 mL contendo 30 mL de meio de batata, dextrose e extrato de
levedura (BDL) [34], a 28 + 2 °C e 120 rpm, por 72 h. As extra¢fes seguiram o protocolo do
kit de MicroPrep™ de DNA Fungico/Bacteriano da Zymo Research. A reagdo em cadeia da
polimerase (PCR) foi realizada usando 20 ng de DNA, o kit de PCR IllustraTM PuReTaq
Ready-to-GoTM  PCR  beads (GE  Healthcare) e os iniciadores  27F
SAGAGTTTGATCMTGGCTCAG?® e 1492R ¥CGGTTACCTTGTTACGACTT? [35], com
um volume final de 25 pL, em um termociclador de 96 pocos (Applied Biosystems) [35]. As
amostras foram sequenciadas usando o método de Sanger e o kit BigDye Terminator (Applied
Biosystems).

A identificacdo foi inicialmente realizada de acordo com a similaridade baseada no
alinhamento de pares do algoritmo da regido 16S rRNA com espeécies-tipo depositadas no banco
de dados EzBioCloud (https://www.ezbiocloud.net/: acessado em 23.08.2023) [36]. Além da

identificacdo baseada na similaridade, também foi realizada anélise de méxima verossimilhanca

a partir do alinhamento das sequéncias na plataforma |Q-TREE (http://igtree.cibiv.univie.ac.at/)

usando 1.000 replicatas e o modelo evolutivo TN+F+1+G4. Streptacidiphilus albus

NBRC100918 foi usado como um grupo externo. A topologia da arvore e os valores de suporte
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no bootstrap foram visualizados usando a plataforma iTOL (https://itol.embl.de/) e editados

manualmente usando o software CorelDraw versdo 2020. Os nimeros de acesso das espécies-

tipo e cepas usadas neste estudo estdo disponiveis na Tabela 1.

3.2.6 Fitopatdgenos selecionados para avaliar o potencial antifingico das cepas de

actinobactérias

Para avaliar o potencial antifingico das cepas de actinobactérias selecionadas, foram
escolhidos cinco fitopatdgenos, que foram gentilmente fornecidos pelo Laboratério de
Microbiologia e Fitopatologia do Departamento de Ciéncias Agrarias da UFAM:
Colletotrichum sp. (pimenta tipo habanero-1SO01) isolado de lesdes de tecido foliar de plantas
de pimenta tipo habanero (Capsicum chinense); C. guaranicola (planta de guarana-P01) e
Pestalotiopsis sp. (guarana-3002R2) isolados de lesbes de tecido foliar de diferentes plantas de
guarana (Paullinia cupana); Corynespora cassicola (planta de tomate-1SO079) isolado de
lesGes de tecido foliar de plantas de tomate (Solanum lycopersicum); e Sclerotium coffeicola
(Arvore de manga-MO01) isolado de lesbes de tecido foliar de arvores de manga (Mangifera
indica). Essas plantas s&o economicamente valiosas para a regido amazonica, especialmente o

guarand, pois é uma rica fonte de cafeina.

3.2.7 Triagem utilizando técnica de cultura pareadas

ApoOs serem reativadas em ISP2, cada cepa de actinomiceto foi inoculada em uma linha
gue atravessava o centro das placas de Petri contendo ISP2 e incubada a 28 + 2 °C. No terceiro
dia, discos de agar com 5 mm de didmetro contendo cada cepa de fitopatdgeno previamente
cultivada por cinco dias em BDA foram inoculados em dois pontos nas mesmas placas de teste,
a um centimetro das bordas e perpendicularmente a linha da cepa de actinomiceto. A um
centimetro de um dos in6culos de patdgeno e paralelamente a linha de actinomiceto, uma faixa
de 10 mm de largura do meio de cultura foi removida de uma borda a outra para evitar a difusdo
metabolica pelo meio e verificar a possivel producao de substancias antifngicas volateis (Fig.
3). Placas de controle de patogenos foram feitas da mesma forma; no entanto, sem os inéculos
de actinomicetos. As placas de cultura dupla e controle foram incubadas por dez dias. Em
seguida, o crescimento dos patdgenos nas placas de controle e de cultura dupla foi verificado.
Todos os ensaios foram realizados em triplicata e as medias das zonas de inibicdo do

fitopatdgeno fungico foram calculadas (MS3 (ANEXO 2)). A formula de Edington foi aplicada
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a essa média (I = [(FGC-FGT)/FGC] x 100, onde: | = porcentagem de inibi¢do; FGC =
crescimento fungico no controle; FGT = crescimento fangico no tratamento) [37], e 0 programa
GraphPad Prism (verséo 8.0.1) foi usado para construir um mapa de calor com a porcentagem

de inibicdo micelial.

3.2.8 Monitoramento da producao de extratos

As linhagens Streptomyces spp. LaBMicrA B270 e B280, selecionadas dos ensaios de
cultura dupla, foram cultivadas por 96 h em meio ISP2 - 1,5% de &gar em placas de Petri, a
partir das quais dois pedacos de 5 x 5 mm de agar foram inoculados em um frasco de
Erlenmeyer de 250 mL contendo 120 mL de ISP2, empregando um total de 36 frascos. As cepas
foram cultivadas a 120 rpm e 28 + 2 °C. Cada linhagem cultivada foi amostrada as 12 h, 24 h,
36 h, 48 h, 72 h, 120 h, 168 h, 216 h, 264 h, 312 h, 360 h e 408 h, removendo trés frascos de
Erlenmeyer de cada vez. Em cada amostragem, o consumo de glicose e o pH foram medidos
com tiras indicadoras (analise de urina) e pesadas as massas secas dos extratos celulares e do
meio de cultura. Os extratos do meio de cultura também foram submetidos a ensaios
antifangicos.

Para obter os extratos em cada intervalo, as células e o meio de cultura de cada frasco
foram separados por centrifugacdo (centrifuga Eppendorf®) a 4.000 rpm por 15 min, e entdo
as células foram lavadas trés vezes com 10 mL de agua destilada. As células foram entdo
agitadas e maceradas por 24 h com 5 mL de AcOEt/MeOH 1:1. O meio de cultura foi
particionado trés vezes com 40, 30 e 30 mL de AcOEt/2-propanol 9:1, que foram entéo
combinados. Ap6s a evaporacdo dos solventes, os extratos foram pesados, secos em um
dessecador com silica ativada e pesados novamente, até atingirem um peso constante, a fim de
estabelecer os valores médios da triplicata de cada ponto. Apoés isso, 0s trés extratos de cada
ponto de tempo foram coletados, concentrados e pesados. Em seguida, os extratos do meio de

cultura foram armazenados a 4 °C até o dia dos ensaios bioldgicos.

3.2.9 Monitorando das atividades antifungicas

Os extratos do meio de cultura de Streptomyces spp. linhagens LaBMicrA B270 e B280
de cada doze amostragens descritas acima foram testadas contra os cinco fitopatdgenos alvo.
Os extratos foram dissolvidos em 200 pL de DMSO e misturados com 800 L de dgua destilada
autoclavada. A partir dessas solucdes, novas solucdes foram confeccionadas diluindo aliquotas

correspondentes a 20 mg de cada extrato seco em agua destilada esterilizada, atingindo volume
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final de 1 mL. Como controle positivo, 20 mg de nistatina foram suspensos em 1 mL de agua.
Os ensaios dos extratos e controles foram realizados em triplicata em placas de cultura celular
com 12 pocos, cada poco contendo: testes: 0,950 mL de BDAL (batata, dextrose, agar e extrato
de levedura), 50 pL de extrato + fitopatdgeno; controles negativos: 1 mL BDAL + fitopatdgeno;
DMSO: 1 mL de BDAL + 50 pL de DMSO aquoso a 20%; controles positivos: 0,950 mL
BDAL, 50 pL de solucdo de nistatina + fitopatégeno. As misturas dos extratos ou da nistatina
com o meio de cultura, na concentracdo final de 1 mg/mL, foram homogeneizadas a
aproximadamente 40 °C. Cada fitopatdgeno foi inoculado nos pogos utilizando discos de 5 mm
de didmetro provenientes de seu cultivo anterior em placas de Petri contendo meio de cultura
BDAL [34],a 28 £ 2 °C por 96 h. Apds dez dias de incubacédo a 28 £ 2 °C, a atividade de cada

teste foi considerada negativa para qualquer crescimento ou positiva para nenhum crescimento.

3.2.10 Producéo dos extratos e ensaio de concentracao inibitéria minima

Apbs os resultados das curvas de crescimento e dos bioensaios, as linhagens LaBMicrA
B270 e B280 foram cultivadas por dez dias, e novos extratos foram preparados conforme
descrito na Secdo 2.8. Desta vez, no entanto, a fracdo aquosa do meio de cultura, apds a particdo
com AcOEt/2-propanol 9:1, ndo foi descartada, mas liofilizada. Os extratos orgéanicos
concentrados e as fracGes aquosas liofilizadas foram armazenados a -18 °C até o momento do
teste de concentracdo inibitéria minima (MIC) contra os fitopatdgenos-alvo para o teste MIC,
0s extratos organicos e a fracdo aquosa de cada linhagem de actinomiceto foram misturados a
aproximadamente 40 °C em triplicata com BDAL em pocos de placas de cultura de células de
12 pocos até concentragdes finais de 1.000, 500, 250, 125, 62,5, 31,25, 15,63 e 7,81 pg/mL.
Posteriormente, cada fitopatdgeno foi inoculado e testado nos po¢os como no item anterior.
Novamente, a atividade para cada teste foi considerada negativa para qualquer crescimento ou

positiva para auséncia de crescimento.
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3.3. RESULTADOS

3.3.1 Diversidade morfoldgica e genotipica

Neste estudo, foram obtidas 64 cepas de actinomicetos das rizosferas de trés individuos
de I. edulis nos trés locais amostrados. O Local S2 destacou-se por produzir 30 isolados
(46,9%), seguido por S1 com 19 isolados (29,7%), e S3 com 15 isolados (23,4%). Seguindo o
procedimento descrito na Se¢éo 2.4, o agrupamento das 64 cepas resultou em 16 morfogrupos,
e 20 cepas foram selecionadas para o presente estudo. Todas as 20 cepas mostraram
caracteristicas morfoldgicas tipicas para actinomicetos de acordo com os manuais de Shirling
e Gottlieb [26] (MS4 (ANEXO 2)). A identificacdo molecular baseada no gene 16S rRNA
revelou que 18 cepas pertenciam ao género Streptomyces (90%), enquanto duas cepas
pertenciam ao género Kitasatospora (10%) (Tabela 1).

Tabela 1. Identificacdo baseada na similaridade da regido 16S do rRNA de actinomicetos provenientes das
rizosferas de Inga edulis, localizadas no campus da Universidade Federal do Amazonas, utilizando o banco de
dados EzBioCloud.

GenBank
Accession code

Strains and
LaBMicrA code
Kitasatospora sp.

EzBioCloud Taxon Name Accession number Similarity (%0)

B OR725990 K. acidiphila MMS16-CNU292" MG189374 100
K”asaéo;fg rasp. OR726028 K. arboriphila HK1 01897 AY442267 98.70
S"ept;;"g;es sp- OR724644 S. silvae For3" MW479423 99.34

S. murinus NBRC 12799
<] P AB184155
Streptomyces sp. OR724732 - lanatus NERC 12787 AB184845 98.36
B270 S, fractus MV32" FJ857947
AB184667
S. graminearus NBRC 154207
S. murinus NBRC 127997
S”eptg;”;’fes sp- OR724661 AB184155 AB184667 96.66
S. graminearus NBRC 154207
Streptg’;;’;‘*s Sp: OR725986 S. acidicola K1PNGT MN319555 100
i<i i T
Streptomyces sp. OR724700 S. misionensis DSM 40306 FNTD01000004 0451
B278 S. cupreus PSKAOLT SJACMSF010000162
S. graminearus NBRC 154207
Streptg;gges SP- OR724701 AB184667 AB184155 98.83
S. murinus NBRC 127997
Strept;;“gfes sp- OR724719 S. durocortorensis RHZ10" MW582863 96.93
Streptg;“gzes sp- OR725980 S. pulveraceus LMG 203227 AJ781377 98.70
Strept;g‘i’ges P OR726013 S. pulveraceus LMG 203227 AJ781377 100
OR726569 S. olivaceus NRRL B-3009" JOFH01000101 99.74
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Streptomyces sp. S. pactum NBRC 134337 AB184398
B314
S”em;g?’;es sp- OR733339 S. jiujiangensis JXJ 00747 KF938657 100
S”emgg’ges SP- OR730983 . similanensis KC-106" AB773850 95.45
S. anandii NRRL B-35907
Streptomyces § AY999803
P 3319 P- OR730984 S. pimonensisTRM75549" MW479154 97.92
AB184273
S. fumanus NBRC 130427
Strept;gg’;es SP- OR730985 . rochei NRRL B-24107 MUMDO01000370 100
S. katrae NRRL ISP 5550T JZWV01000648
S"emggges sp: OR730986 S. racemochromogenes NRRL B-5430" DQ026656 97.66
S. polychromogenes NBRC 130727 AB184292
Strem;g"gges 5P OR733333 S. griseoflavus LMG 193447 AJ781322 99.59
1 T
Streptomyces sp. OR733337 S. murinus NBRC 12799 AB184155 100
B290 S. graminearus NBRC 154207 AB184667
Streptomyces sp. OR734917 S. griseoflavus LMG 193447 AJ781322 99.59

B299
Nota: T* refere-se & espécie tipo. Similaridade baseada no algoritmo de alinhamento de sequéncia em pares (Myers

& Miller, 1988).

A menor similaridade foi observada para a cepa Streptomyces sp. LaBMicrA B278 que
apresentou 94,51% de similaridade com S. misionensis DSM 40306 e S. cupreus PSKAO1,
sendo que a maior similaridade foi de 100% entre Streptomyces sp. LaBMicrA B372 e S.
acidicola K1PNG6; Streptomyces sp. LaBMicrA B310 e S. pulveraceus LMG 20322;
Streptomyces sp. LaBMicrA B317 e S. jiujiangensis JXJ 0074; Streptomyces sp. LaBMicrA
B322 e S. rochei NRRL B-2410; Streptomyces sp. LaBMicrA B290 e S. murinus NBRC 12799
e S. graminearus NBRC 15420.No entanto, a identificacdo baseada na similaridade da regi&o
16S ndo permitiu discriminar oito das 20 cepas avaliadas neste estudo, como Streptomyces sp.
LaBMicrA B270, que mostrou a mesma similaridade de 98,36% com quatro espécies diferentes
(S. murinus NBRC 12799, S. lanatus NBRC 12787, S. fractus MV32 e S. graminearus NBRC
15420) (Tabela 1).

Para uma melhor resolucdo na identificacdo, a analise filogenética utilizando as 20
linhagens obtidas neste estudo e as espécies intimamente relacionadas identificadas pela analise
de similaridade no EzBioCloud foi utilizada para confirmar a posicéo filogenética dos isolados
com base nas sequéncias do gene 16S. Os isolados pertencentes a Streptomyces e Kitasatospora
formaram dois clados monofiléticos distintos, confirmando o status de género para os isolados
utilizados neste estudo (Figura 1). Onze cepas (LaBMicrA B267, LaBMicrA B272, LaBMicrA
B278, LaBMicrA B282, LaBMicrA B313, LaBMicrA B314, LaBMicrA B317, LaBMicrA
B318, LaBMicrA B2319, LaBMicrA B322 e LaBMicrA B325) foram agrupadas de acordo com
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0 tipo espécies que apresentaram maior similaridade na analise no EzBioCloud (Tabela 1).
Como esperado, as cepas LaBMicrA B270, LaBMicrA B271, LaBMicrA B280 e LaBMicrA
B290 que apresentam semelhanca com S. murinus e S. graminearus (Tabela 1) formam um
clado intimamente relacionado a elas. Resultado semelhante pode ser observado para as
linhagens LaBMicrA B304 e LaBMicrA B310, que apresentam similaridade com S.
pulveraceus LMG 20322 e formam um clado com este. Diferentemente, as cepas B289 e B299
do LaBMuicrA nao se agruparam estreitamente com S. griseoflavus, com o qual mostraram alta
similaridade no EzBioCloud.

Straplomycss durocortorensis RHZ10
Strapiomyces sifvae Ford
ptomyces sp. LabMicra B267
boomtmp r—srromcmyccs puiveraceus LMG 20322
1 f ptomyces sp. LabMicra B304
. 14 - ' - e Stroptomyces sp. LabMicra B310
. 355 M—Smptwnycos sp. LabMicra B301
A :—Srnpromym sp. LabMicra B272
. 57 b Straplomyces ackdicola K1PNG
Straplomyces frachis MV32
. 78.5 8 i Streptomyces sp. LabMicea B325
\ Straplomyces polychromogenes NBRC 13072
- 100 _'{;S!w;m:mw:as racemochroynogenss NRRLUB-5430

S Strapdomycss kalrae NRRLISP-5550

— Streptomyces sp. LabMicra B318

—— Straplomycas simianensis KC-108
Straplomyces panaciradicis 1IMR-8

Streptomyces sp. LabMicra B299
Straplomyces baningtoniae JADI
—Streptomyces sp. LabMicra B317
e Strapdomyces Jiglangensis JXJ 0074
S yoes (anatus NBRC12787
op y sp. LabM B270
I Streptomyces sp. LabMicra B271
— wptomy sp. LabMicra B220
l—{ - Strep yces sp. LabM 8290
plomy sp. LabM B289
— Strepdomyces munnus NBRC 12786
e Straplomycas graminearus NBRC 15420
= Streptomyces sp. LabMicra B278
i —— Straplomyces copreus PSKAD

Strapdomyces misianansis DSM 40308
W ' Straplomycas vanelus CMU-AS225

Strapdomyces anandi NRRLB-3530
Straptomyces fumanus NBRC 13042
Streptonryces sp. LabMicra B319
Straptomyces pimonensis TRM75549

Straptomyces olvaceus NRRLB-3009
(__:Srnpromycﬂ sp. LabMicra B314

Streptamyces pactum NBRC13433
- Straptamyces griseaffavus LMG 18344
e Streptomyces sp. LabMicra B322
e Stroptomyces rochel NRRLB-2410
Strapdomyces sundarbansensis MS1 7
Streptacidiphilus albus NBRC 100918

p— Kitasatospora sp. LabMicra B313

[ Kitasatospora arboriphils HKI 0189
[ e Kitasatospora sp. LabMicra B282

—

— Kilgsalospora scidiptWe MMS 18-CNUI2G2

Fig. 1 - Arvore filogenética de sequéncias parciais da regifo 16S rRNA utilizando a analise de méaxima
verossimilhanca de actinomicetos das rizosferas de trés individuos de 1. edulis do campus da Universidade Federal
do Amazonas (UFAM) com espécies-tipo na base de dados EzBioCloud.
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3.3.2 Atividades antifungicas das 20 cepas contra fitopatdgenos

Na triagem usando o método de ensaio de cultura dupla, todas as 20 cepas mostraram
antagonismo contra os fitopatdgenos Corynespora cassiicola (ISO079) e Colletotrichum sp.
(1ISO01) (Secdo 2.6; Fig. 2). Treze foram ativas contra Pestalotiopsis sp. (3002R2), 0 mesmo
numero foi antagonista contra Colletotrichum guaranicola (P01). As cepas Streptomyces sp.
LaBMicrA B267, B280 e B301 foram as Unicas ativas contra S. coffeicola (M01) e todos os
cinco fitopatdgenos. As cepas Streptomyces spp. LaBMicrA B270 e B280 (Fig. 3-A e C) se
destacaram por seu forte antagonismo contra, respectivamente, Pestalotiopsis sp. (3002R2) e
Colletotrichum guaranicola (P01), ambos fitopatdgenos da planta guarana (P. cupana) (Fig. 3-
B e D). Nao foi observada atividade consistente contra os fitopatdgenos dos metabdlitos volateis

dos actinomicetos.
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Phytopathogen mycelial inhibition (%)

Streptomyees sp. LaBMicra B267

Streptomyces sp. LaBMicra B270

Streptomycees sp. LaBMicra B271 0
Streptomyces sp. LaBMicra B272 | 313 | 153 | m 307 [ o
Streptomyces sp. LaBMicra B278 | 0 TQ‘J ] 0
Streptomyees sp. LaBMicra B280 35 213
Kitasatospora sp. LaBMicra B282 L7 3?.9 0
Streptomyces sp. LaBMicra B301 | 467 467 | 233
Streptomyces sp. LaBMicra B304 | 320 | 420 473 | o

Streptomyees sp. LaBMicra B310 7 433 0

Kitasatospora sp. LaBMicra B313 o | 460 | 267 | o

Streptomyces sp. LallMicra B314 0 250 | o

T O

Strepromyces sp. LaBMicra B317 0 0 | 467 | 267 0
Streptomyces sp. LaBMicra B318 | 367 | 367 0
Streptomyces sp. LaBMicra B319 M.O 350 350 0

Streptomyces sp. LaBMicra B322 | 0 o |47 | 233 o

Strepromyces sp. LaBMicra B325 0 10.0 240 | o0

Streptomyces sp. LaBMicra B289 | o o 467 | 313 | o

Streptomyces sp. LaBMicra B290 | 0 o | 433|247 o
Streptomyces sp. LaBMicraB299 | 260 | o [ 433 [ 433 | o

DL L IPC BN TP
& Y & N N
, »
& .0\0\ ¢ &
& & & @
av \\)(0 \_'osﬁ \\\\ Q'

Fig. 2 - Mapa de calor mostrando os valores percentuais médios das zonas de inibicéo do crescimento micelial de

fitopatdgenos por actinomicetos (GraphPad Prism verséo 8.0.1).
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A Streptomyces sp. LaBMicrA B270 B

LaBMicrA 270

Colletotrichum guaranicola
(POT)

Pestalotiopsis sp,
(3002R2)

C Streptomyces sp. LaBMicrA B280

Colletotrichum guaranicola

(PO1)

Pestalotiopsis sp.
(3002R2)

Fig. 3 - (A e C) Caracteristicas macro e micromorfoldgicas de Streptomyces spp. LaBMicrA B270 e B280
cultivadas por 10 dias em meio ISP2. Acima: frente e verso das placas de Petri; Abaixo: ornamentagdes miceliais
- imagens de microscopia eletrnica de varredura (MEV). (B e D) Ensaios de cultura dupla das cepas LaBMicrA
B270 e B280 (meio) com os fitopatdgenos Pestalotiopsis sp. (3002R2) e Colletotrichum guaranicola (P01)
(extremidades), ap6s 10 dias de crescimento em meio ISP2. No meio: o controle contendo apenas os fitopatégenos

apos o décimo dia de cultura.

3.3.3 Curvas de producdo dos extratos das linhagens LaBMicrA B270 e B280 e suas

atividades antifangicas ao longo do tempo

Devido aos resultados promissores nos testes anteriores de cultura dupla, as linhagens
LaBMicrA B270 e B280 foram selecionadas para o estudo das curvas de producéo dos extratos
de células e meios de cultura e das atividades dos mesmos extratos contra os fitopatdgenos de
teste ao longo de todo o tempo de crescimento. Como pode ser observado, as curvas dos extratos
de células e meio de cultura foram semelhantes as curvas cléssicas de crescimento bacteriano
(Fig. 4). Da mesma forma, a concentracdo de glicose atingiu um nivel proximo de zero quando
o periodo de producdo maxima dos extratos comecou sinalizando o final da fase exponencial e
o inicio da fase estacionaria. Curiosamente, o0 comportamento do pH foi bastante distinto para

as duas cepas; o primeiro atingiu um méaximo de 8,0 no periodo de produ¢do méxima de extrato
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e s6 diminuiu no periodo de declinio, enquanto o segundo manteve um pH de 6,5 durante todas
as fases. A diminuicdo das massas dos extratos, tipica das fases de declinio, comecou apds 272
horas de cultura (11° dia) em ambas as curvas. Um dia antes, no 10° dia, os rendimentos dos
extratos cultivados em meio ISP2 foram, respectivamente, 542 e 720 mg/L para Streptomyces
spp. LaBMicrA B270 (OR724732) e B280 (OR724701).

Streptomyces sp. LaBMicrA B270

—8— Extracellular extract (/L) —8— Intracellular extract (g/L) —A— Glucose (mmoll) —4
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Streptomyces sp. LaBMicrA B280

—&— Extracellular extract (g/L) —8— Intracellular extract (g/L) —A— Gilucose (mmol/lL)
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Fig. 4 — Curvas de rendimento de extratos metabdlicos das cepas selecionadas para estudos biologicos.

Para confirmar os ensaios de cultura dupla e verificar o tempo necessario de crescimento
para as atividades antifungicas observadas nos ensaios, 0s extratos de AcOEt/2-propanol 9:1
dos meios de cultura das cepas LaBMicrA B270 e B280, de cada ponto de tempo, foram
testados contra os mesmos fitopatdgenos. Como nos ensaios de cultura dupla, os extratos de

todos os pontos de tempo, entre 36 horas de crescimento (ponto de tempo 3) até o inicio das
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fases de declinio, mostraram atividades antifungicas contra todos os fitopatogenos. Como
também esperado dos ensaios de cultura dupla, os extratos de LaBMicrA B270 novamente ndo

mostraram atividade contra S. coffeicola (M01).

3.3.4 Ensaios de concentracdo minima inibitéria

Ap0s observar os resultados dos ensaios periddicos descritos acima, 0s extratos das cepas
LaBMicrA B270 e B280 com dez dias de crescimento foram escolhidos para os ensaios de
concentracdo minima inibitoria. Desta vez, os extratos intracelulares também foram testados
para descobrir se as células também tinham as mesmas atividades antifungicas. Os melhores
resultados foram obtidos com as fracdes de AcOEt/2-propanol 9:1 da particdo dos meios de
cultura (Tabela 2). Confirmado os ensaios anteriores, a cepa LaBMicrA B280 mostrou atividade
contra todos os fitopatdgenos e a cepa LaBMicrA B270 ndo mostrou atividade apenas para S.
coffeicola (M01). Com excecdo deste caso, 0s extratos de ACOEt/2-propanol 9:1 ndo mostraram
crescimento nas dosagens minimas de 250 ou 125 pg/mL e, apenas abaixo dessas, muito pouco
crescimento ou crescimento normal foram observados. No entanto, os extratos das biomassas
bacterianas em AcOEt/MeOH 1:1 mostraram atividade antifingica muito mais fraca e para
apenas duas ou trés cepas. Por fim, nenhuma atividade foi observada nas fragdes aquosas do

meio de cultura apos a particdo com AcOEt/2-propanol 9:1.
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Tabela 2. Concentracdo inibitéria minima dos extratos de 10 dias das linhagens Streptomyces spp. LaBMicrA
B270 e B280.

Concentracdes e atividades

Cepas testadas ~ 1.000 ug/mL 500 pg/mL 250 pg/mL 125 pg/mL 0,62 pg/mL Fitopatogenos

AcOEt/2-propanol 9:1 extrato (meio de cultura)

Colletotrichum sp.
(1so01)

C. guaranicola
(PO1)
Corysnepora
cassiicola (1ISO079)
Pestalotiopsis sp.
(3002R2)
Sclerotium coffeicola
(M01)
Colletotrichum sp.
(1so01)

C. guaranicola
(PO1)
Corysnepora
cassiicola (1ISO079)
Pestalotiopsis sp.
(3002R2)
Sclerotium coffeicola
(M01)

+ + + +

I+

+ + + * -

Streptomyces
sp. LaBMicrA + + +
B270

I+
|

+
+
+
+
+

+
+
+
+
I+

Streptomyces
sp. LaBMicrA + + + +
B280

I+

+ + + +

I+

+ + + + _

AcOEt/MeOH 1:1 extrato (biomassa celular)

Colletotrichum sp.
(1SO01)

C. guaranicola
(PO1)
Corysnepora
cassiicola (1ISO079)
Pestalotiopsis sp.
(3002R2)
Sclerotium coffeicola
(M01)
Colletotrichum sp.
(1S001)

C. guaranicola
(P0O1)
Corysnepora
cassiicola (ISO079)
Pestalotiopsis sp.
(3002R2)
Sclerotium coffeicola
(M01)

Streptomyces
sp. LaBMicrA + +
B270

I+
|
|

+
I+
|
|
|

Streptomyces
sp. LaBMicrA +
B280

I+
|
|
|

Nota: + = sem crescimento; + = crescimento muito pequeno; — = crescimento

3.4 DISCUSSAO

Muitos exemplos mostram que, em qualquer ecossistema, a interacdo de uma planta
com microrganismos pode ser benéfica, neutra ou prejudicial, determinando, entre outros
fatores, a adaptabilidade da planta (em maior ou menor grau) ao ambiente em que cresce [3,28].
I. edulis, uma planta com efeito indutivo positivo para a producdo agricola de vegetais de

interesse econdmico, como Coffea canephora var. robusta (café robusta), Theobroma cacao e
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Terminalia amazonia, também tem boa receptividade a microrganismos benéficos [29-31,38-
40]. Neste estudo, foram isoladas 64 cepas de actinomicetos das rizosferas de trés individuos
de I. edulis presentes no campus da UFAM, o maior fragmento de floresta urbana da Amazénia.
As cepas isoladas foram agrupadas em 16 grupos morfologicamente diferentes e 20 cepas foram
selecionadas e avaliadas quanto a biodiversidade e seu potencial antifungico. A anéalise
filogenética usando sequéncias 16S agrupou a maioria das vinte cepas por similaridade com
cepas tipo do banco de dados EzBioCloud. Isso sugere que a similaridade genética obtida pelo
alinhamento em pares pode ser um bom indicador para a classificacdo inicial dessas cepas com
as espécies tipo de maior similaridade. No entanto, essa analise de forma alguma indica
delimitacdo no nivel de espécies. Na verdade, atualmente, a delimitacdo de espécies de
Streptomyces, bem como de outras espécies bacterianas, tem sido realizada por analises de
dDDH (hibridizacdo de DNA-DNA digital) e ANI (identidade média de nucleotideos) usando
0 genoma completo [41,42].

Diferentes exemplos na literatura, nos quais cepas com similaridade acima de 98% na
regido 16S pertencem a espécies diferentes, ratificam que mesmo alta similaridade nesta regido
bacteriana ndo garante a identidade da espécie. E o que se encontra na descricéo recente da cepa
Streptomyces herbicida NEAU-HV9, que apresentou similaridade de sequéncia com S.
panaciradicis 1MR-8 (98,90%), S. sasae JR-39 (98,89%) e S. barringtoniae JAO3T (98,69%)
[43]. Um resultado semelhante foi observado para as cepas LaBMicrA B270 e B280, que,
embora tenham apresentado similaridade de 98,36% e 98,86% na regido 16S com S. murinus
NBRC 12799 e S. graminearus NBRC 15420, pertencem a uma nova espécie de Streptomyces
de acordo com dados do genoma completo (dados ndo mostrados). Exemplos como estes podem
indicar que muitas cepas obtidas neste estudo podem ndo estar completamente representadas
nas espécies conhecidas até o momento, revelando a necessidade de estudos mais aprofundados
usando analises filogenéticas multilocus ou filogenémicas do genoma completo para
caracterizagéo precisa dessas cepas.

Em relacdo ao seu potencial antifungico, as 20 cepas também foram interessantes nos
testes contra os fitopatdgenos de importancia agricola Colletotrichum sp. 1SO01, C.
guaranicola P01, Pestalotiopsis sp. 3002R2, Corynespora cassiicola 1ISO079 e Sclerotium
coffeicola MOL1. Esses fitopatogenos causam problemas que geram milhdes de dolares em
perdas para a agricultura. Corynespora cassiicola ¢ amplamente citada como um agente
causador de doencas em mais de 530 espécies de plantas de 380 géneros [44] diferentes e é um
agente infeccioso de micose em humanos que trabalham com culturas horticolas [45]. O género

Colletotrichum é responsavel por doengas em mais de 3.200 espécies de plantas [46]. O género
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Pestalotiopsis abriga varias espécies de interesse biotecnoldgico [47,48], mas algumas espécies
sdo relatadas como fitopatogenos [49-51]. S. coffeicola tem um alto impacto na producéo
agricola e e responsavel por lesbes nas folhas da murta indiana (Morinda citrifolia L.) [52] e
em arvores de manga (Mangifera sp.), plantas importantes para a medicina tradicional e nas
indUstrias alimenticia e cosmética [53,54].

Os resultados dos ensaios in vitro confirmam a ampla capacidade das espécies de
Streptomyces de combater outros microrganismos, especialmente fungos, e indicam que todas
as 20 cepas podem ser fontes de substancias antifingicas. As atividades antiflngicas dos
extratos periodicamente amostrados de Streptomyces spp. linhagens LaBMicrA B270 e B280,
bem como os testes de concentracao inibitoria minima, ratificaram seu potencial e sugerem
substancias antifungicas altamente eficazes, considerando sua provavel baixa concentracao
nesses extratos. Ambas as cepas sdo fortes candidatas para combater os fitopatogénicos
Colletotrichum guaranicola (PO1) e Pestalotiopsis sp. (3002R2), que ameacam a planta de
guarana (P. cupana), uma cultura muito importante na economia das comunidades amazoénicas.
As sementes de guarané figuram entre as melhores fontes de cafeina do mundo e sdo usadas na
producdo de refrigerantes, como suplemento alimentar e na medicina tradicional [55]. Além
disso, LaBMicrA B280 também foi ativa contra S. coffeicola MO1, um fitopatdgeno que afeta
centenas de plantas de importancia agricola em todo 0 mundo.

O desenvolvimento de métodos agricolas menos prejudiciais, mais ecologicamente
corretos e sustentaveis depende da disponibilidade de microrganismos que promovam o0
biocontrole e a fertilizagdo. Muitos exemplos destacam que Streptomyces e outros
actinomicetos sdo Uteis para esse fim, combatendo fitopatdgenos [56-59], melhorando a
producdo de frutas e promovendo sua fertilizacdo [4,7,10,11,60]. Nesse contexto, de acordo
com os resultados obtidos no presente trabalho, os actinomicetos da rizosfera de 1. edulis podem
representar uma alternativa viavel para uma agricultura sustentavel. E possivel que sejam
transportados através de sementes ou mudas de um solo para outro, bem como através da
serapilheira das plantas I. edulis, comumente geradas em abundancia [61-64]. Essas

possibilidades, no entanto, precisam ser investigadas.
3.5 CONCLUSAO
Neste estudo inédito, foi revelado que as rizosferas de I. edulis podem abrigar uma

ampla variedade de actinomicetos, cuja diversidade de espécies ainda precisa ser investigada.

Isso foi inferido ao comparar os genes 16S rRNA das vinte cepas de actinomicetos das
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rizosferas de trés individuos dessa planta com o banco de dados EzBioCloud, cujo resultado
indica que essas 20 cepas estdo distribuidas em mais de dez grupos distintos dentro dos géneros
Streptomyces e Kitasatospora. Também revelamos o grande potencial dessas 20 cepas contra
as linhagens fungicas fitopatogénicas de Colletotrichum sp., C. guaranicola, Pestalotiopsis sp.,
Corynespora cassiicola e S. coffeicola, que frequentemente devastam plantacGes de numerosas
culturas de importancia econémica global e regional. Duas Streptomyces spp. linhagens
LaBMicrA B270 e B280 também merecem destaque, pois, apds 10 dias de crescimento, seus
extratos ACOEt/2-propanol 9:1 do meio de cultura inibiram completamente o crescimento de
quatro, exceto S. coffeicola (B270), ou de todos os cinco fungos (B280), respectivamente, nas
dosagens minimas de 250 ou 125 pg/mL, revelando que possuem metabdlitos com potente
atividade antifungica. Coerentemente, o estudo periédico revelou que os extratos do meio de
cultura de ambos os actinomicetos tinham atividades antifngicas entre o final da fase de
crescimento (3° dia) e o inicio da fase de declinio.

Naturalmente, o presente estudo precisa ser expandido e aprofundado para uma melhor
compreensdo e uso do potencial biotecnologico dessas cepas. No entanto, ele reforca a hipotese
de que os microrganismos amazonicos, particularmente os actinomicetos, embora menos
investigados e percebidos do que as plantas, ndo sd&o menos importantes como fontes de
inestimavel potencial para resolver muitos problemas modernos, especialmente os agricolas.
Estudos adicionais serdo realizados para obter um maior conhecimento do potencial dessas
cepas para uso na agricultura, bem como na medicina. Os ingredientes ativos dos extratos e a
ativacdo de BGCs ndo expressos relacionados a sintese de NPs serdo objetos de pesquisa, com
0 objetivo de descobrir novos metabdlitos bioativos. Além disso, a possibilidade de novas
espécies também sera investigada por meio do sequenciamento completo do genoma de alguns
dos actinomicetos. Esperamos que estudos como este estimulem outros grupos regionais a
explorar os actinomicetos, entre outros microrganismos, da vasta biodiversidade microbiana na

Amazénia e reforcem a necessidade de preserva-la.
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4. CAPITULO 3 - PROSPECCAO GENOMICA E ESTUDOS
BIOLOGICOS E QUIMICOS DA LINHAGEM Streptomyces sp. nov.
LaBMicrA B280 ISOLADA DA RIZOSFERA DE Inga edulis Martius —
(Mart.) NA AMAZONIA

A versao final deste manuscrito sera publicada.
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RESUMO

Neste estudo, investigamos a identidade taxonémica e o potencial biotecnoldgico da
actinobactéria LaBMicrA B280, isolada da rizosfera de Inga edulis (Mart.) no campus da
Universidade Federal do Amazonas, em Manaus. Sua identidade taxonomica foi determinada
por meio de analises gendmicas e identidade média de aminoacidos. Foram realizadas ainda:
anotacdes de subsistemas metabdlicos e Biosynthetic Gene Clusters (BGCs); bem como ensaios
bioldgicos: antifungico, antimalarico, citotoxico e larvicida; um classico "Molecular
Networking"; e a caracterizagdo do ion majoritéario da fracdo FR3 que apresentou os melhores
resultados de bioatividade. Os calculos de hibridizacao digital entre DNAs (dDDH) e média da
identidade nucleotidica (ANI) atribuem a LaBMicrA B280 valores abaixo dos pontos de corte
para novas espécies (> 70% e > 96%). A mineracdo gendmica resultou em 39 BGCs preditos,
incluindo o responsavel pela sintese de pentamicina. Foram anotados ainda 314 subsistemas
metabolicos deste genoma e 24 categorias de genes. No Molecular Networking ndo foram
anotadas substancias — manualmente a pentamicina. Observou-se que as concentragdes de 50
png/mL de FR3 sdo efetivas em 91,3% £ 0,03 e 61,0% + 0,18 contra Plasmodium falciparum
(Cepas W2 e 3D7 respectivamente), e 91,45% =+ 0,55 de citotdéxidade contra a linhagem
cancerigena HEp-2. Na atividade larvicida foi verificada a eficiéncia de 100% contra o Aedes
aegypti (FO) na concentracao de 250 pg/mL em 48 h. Desta fracdo, que apresentou os melhores
resultados, foi isolado o fungicida pentamicina. Os resultados mostram que a linhagem
LaBMicrA B280 é uma nova espécie com um espectro biotecnolégico diversificado, bem como
uma fonte de importantes metabolitos secundarios a serem investigados.

Palavras-chave: Taxonomia, Anotacdes de BGCs, Atividades bioldgicas, Molecular
Networking, Pentamicina.
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4.1 INTRODUCAO

Em recente revisdo, relatamos muitos trabalhos publicados no presente século que
demonstram o potencial das actinobactérias, conhecidas e novas, para a produgdo de
antibioticos, uso na agricultura e diversas outras aplicaces biotecnoldgicas [1]. Prospeccbes
em ecossistemas ainda pouco explorados (oceanos, mares, desertos, manguezais e insetos, entre
outros) tém resultado ndo apenas na descoberta de novos produtos naturais (PN), como também
de novas espécies [2,3]. Varias triagens tém demonstrado que as actinobactérias,
principalmente as do género Streptomyces, continuam a ser as principais fontes de PN com
atividades antimicrobianas, porém tem aumentado o relato da producdo por esses
microrganismos de PN com atividades anticancerigena, antiparasitaria, larvicida e biocida,
entre outras [1,2,4]. De fato, as actinobactérias sdo conhecidas por serem proliferas produtoras
de PN e por produzirem os antimicrobianos mais importantes desde a descoberta da
estreptomicina — ha aproximadamente 80 anos [1,2]. Até o final da primeira década do século
XXI1 foram atribuidos a elas 9.660 metabdlitos com bioatividades — 42% dos PN microbianos
[5], e mais recentemente ha estimativas que superam 15.000 PN [6-8]. As bactérias do género
Streptomyces, o de maior nimero de relatos de PN e o maior do filo Actinobacteria, possuem
genomas que variam em tamanho de 6 a 10 milhGes de pares de bases (pb), ricos em G+C, e
podem abrigar entre 8 e 80 Clusters de Genes Biossintéticos (BGCs) [9,10]. Esses genomas
ricos em BGCs podem ser responsaveis em determinada espécie pela sintese de centenas de
metabdlitos secundarios, muitos dos quais envolvidos em diversas atividades ecoldgicas, tais
como, controle biolégico, fitopropagacéo e biorremediacgéo [2,4]. Os BGCs ocupam em média
13% dos genomas dessas bactérias filamentosas, a maioria silenciados e retentores de uma
riqueza potencialmente desconhecidas de metabdlitos secundarios a serem transcritos. Os dados
de muitos desses BGCs e de PN a eles relacionados podem ser acessados em bancos de dados
publicos e empregados em estudos de prospeccdo ou mineracdo gendmica de PN e
desreplicacdo de amostras de extratos [1,2,10], uma abordagem muito util para solucionar
problemas em diversas areas que dependem da descobertas de novo PN bioativos [1].

Muitos problemas relacionados a saude humana e a agricultura em destaque nas ultimas
décadas podem ter nos metabolitos das actinobactérias uma solucdo alternativa. Destacam-se
entre eles, a resisténcia e a multirresisténcia aos atuais antimicrobianos, fonte de grande
preocupacdo da Organizacdo Mundial da Saide (OMS) e que tem causado a morte de milhdes
de pessoas, como revelam dados de 2019, em que foram registradas 4,95 milhGes de mortes

[11]. Um exemplo tipico é a resisténcia do Plasmodium falciparum ao antimalarico
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artemisinina [12]. Este protozoario é um dos principais agentes da maléria, uma parasitose
muito agressiva transmitida por vetores do género Anopheles, causa de grande flagelo da regido
Amazonica e responsavel por milhares de mortes em 2020, somente no continente Africano
[13]. Além do combate ao protozoario da maléria, o uso de actinomicetos vem se mostrando
uma alternativa econémica e ecoldgica vidvel para conter mosquitos dos géneros Anopheles e
Aedes, reconhecidos vetores de doencas tropicais como parasitoses (maléaria) e viroses (dengue,
chicungunha e outras) que causam aproximadamente centenas de milhares de mortes por ano
[14]. A agricultura tem enfrentado um grande desafio para conter fitopatogenos que destroem
plantacGes em todo o mundo, causando perdas de milhares de ddlares todos os anos [15,16]. Os
fungos dos géneros Colletotrichum, Corynespora e Sclerotium estdo entres 0s maiores
responsaveis por estes prejuizos, causando pragas em dezenas de espécies de plantas e até
infeccBes em seres humanos, como € o caso do Corynespora cassicola [17-21]. Outro problema
para os quais 0os metabolitos dos actinomicetos podem representar uma solugéo alternativa é o
cancer. Ha muito revelada como um grande problema de satde mundial, sendo a segunda causa
de morte no mundo e atingiu recentemente 19,3 milhGes de casos em todo o mundo, com
prevaléncia do cancer de mama feminino (11,7%), de pulméo (11,4%), colorretal (10,0%),
prostata (7,3%) e estbmago (5,6%) [22,23,24].

Recentemente relatamos um trabalho inédito sobre a diversidade e atividade
antifangicas de actinobactérias da rizosfera de Inga edulis Martius no campus da Universidade
Federal do Amazonas (UFAM), uma area de aproximadamente 670 mil hectares de mata
amazonica, em sua maioria nativa, e um dos maiores fragmentos florestais naturais urbanos do
mundo [25]. Entre 64 actinobactérias isoladas das rizosferas de I. edulis, 20 foram
preliminarmente caracterizadas pelo gene 16S do rRNA e tiveram seus metabolitos ensaiados
contra linhagens de importantes fitopatdgenos. Dentre estas 20 linhagens, destacou-se por suas
atividades antifungicas aos fitopatégenos testes a linhagem Streptomyces sp. nov. LaBMicrA
B280 (OR724701), objeto dos estudos mais abrangentes que relatamos neste trabalho. Nesses
estudos foram verificadas sua identidade taxondmica; subsistemas metabolicos; os tipos de
BGCs associados a sintese de PN em seu genoma; e novas atividades bioldgicas dos seus
extratos: antiflngica contra fitopatdogenos; citotoxica contra a linhagem cancerigena do
epitelioma de laringe humano (HEp-2); larvicida contra A. egypti (FO); e antiparasitaria contra
linhagens de P. falciparum (W2 e 3D7). O extrato do meio cultivado desta linhagem também
foi estudado quimicamente em busca dos principios ativos relacionados a essas atividades e a
composicdo da fracdo que apresentou os melhores resultados foi investigada pelo classico
Molecular Networking GNPS.
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4.2 MATERIAIS E METODOS

4.2.1 Origem da linhagem LabMicrA B280

A linhagem Streptomyces sp. nov. LabMicrA B280 (OR724701) foi isolada da rizosfera
de I. edulis (Mart.), no Campus da Universidade Federal do Amazonas (UFAM) em
Manaus/Amazonas e esta preservada no Laboratorio de Bioensaios e Microrganismos da
Amazoénia (LaBMicrA), localizado na Central Analitica (CA) — UFAM [25].

4.2.2 Sequenciamento gendmico e montagem

A linhagem LaBMicrA B280 foi cultivada em frascos Erlenmeyer de 125 mL contendo
30 mL de meio de cultura BDL [26], a 28 + 2 °C e 120 rpm, por 72 h. A biomassa bacteriana
foi separada do caldo de cultivo por centrifugacdo e o DNA gendmico (gDNA) extraido
utilizando o kit Zymo Research Fungal/Bacterial DNA MicroPrep™ (Zymo Research, USA).
Em seguida, o gDNA foi quantificado no NanoDrop™ (ThermoFisher Nanodrop
spectrophotometer), analisado em gel de agarose 0,8% (p/v) e, novamente, quantificado no
Qubit® 2.0 fluorometer (Life Technologies). O sequenciado do gDNA foi realizado utilizando
a plataforma lllumina — HiSegX — PE 150 cycle, com comprimento de leitura de 2 x 150 (Paired
End), com cobertura estimada em 100x. A montagem do genoma foi realizada utilizando a
combinacdo de dados de sequenciamento de Illumina — HiSegX e fluxo de trabalho SPAdes
[27], com auxilio de curadoria manual por meio do mapeamento das leituras Illumina nos
contigs originados. A estrutura e qualidade do genoma, predicGes e anotacdes de subsistemas
foram realizadas utilizando as plataformas BV-BRC (Bacterial and Viral Bioinformatics
Resource Center) (https://www.bv-brc.org/) e Rast Annotation using Subsystem Technology
(RAST) (https://rast.nmpdr.org/rast.cgi) [28] (acessadas em 20/02/2024).

4.2.3 Filogenébmica

A identificagdo filogendmica foi realizada submetendo o rascunho do genoma da
linhagem LaBMicrA B280 nos servidores Type Strain Genome Server (TYGS) (TYGS v.391;
https://tygs.dsmz.de/) e Genome-to-Genome Distance Calculator (GGDC) 3.0 (GGDC v3.0;

https://ggdc.dsmz.de) utilizando os parametros padrbes e valor < 70% de similaridade para
delimitacdo de uma nova espécies (acessados em 20/02/2024) [29]. A topologia da arvore

filogendmica e os valores de suporte bootstrap foram visualizados usando a plataforma iTOL
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(https://itol.embl.de/). Analises complementares por meio do Overall genome relatedness index

(OGRI) foram realizadas utilizando-se métricas internacionalmente validadas: AAI (average

aminoacid identity; http://enve-omics.ce.gatech.edu/aai/), OrthoANI (orthologous average

nucleotide identity; https://www.ezbiocloud.net/tools/orthoani), ANI (average nucleotide
identity; https://www.ezbiocloud.net/tools/ani), BLAST ANI (ANIb) e MUMmer ANI (ANIm)

(https://jspecies.ribohost.com/jspeciesws/) (acessos em 25/02/2024) com delimitacdo de

similaridade < 95~96% para uma nova especie [30-32].
4.2.4 Predicdo de clusters associados a sintese de produtos naturais
Para a predicdo de Biosynthetic Gene Clusters (BGCs) foi utilizada a ferramenta

Secondary = Metabolites  Analysis  Shell  Bacterial (antiSMASH), verséo 7.0

(https://antismash.secondarymetabolites.org) (acesso em 10/03/2024). Foram utilizados o0s

parametros padrdes e seguido o pipeline da plataforma [33]. Para complementar as analises de
BGCs, foi realizada uma analise de sintenia utilizando a ferramenta Clinker
(https://cagecat.bioinforma tics.nl) [34] (acesso em 10/03/2024). Para identificacdo dos tipos
de proteinas associadas aos BGCs foram usadas as plataformas Interpro
(https://www.ebi.ac.uk/interpro/) e Protein Blast (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqgi)

(acessos em 16/03/2024). Um grafico de heatmap foi construido com base nos resultados da
identificacdo filogendmica usando o pacote 'pheatmap’ no software de ambiente R (versdo
4.0.2). Apenas as linhagens ‘Tipo” com similaridade > 50% tiveram seus BGCs comparados
com os de LaBMicrA B280. Todos os genomas das linhagens™ foram baixados do banco de
genomas “Genome” — NCBI (National Center for Biotechnology Information)

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/datasets/genome/?taxon=1883: acesso em 01/07/2024) e seus

BGCs previstos na plataforma antiSMASH. Os clusters do tipo “Hibrido” foram desmembrados
e reunidos; por exemplos “T1PKS, NRPS” em T1PKS e NRPS contados individualmente.

4.2.5 Producéo e fracionamento do extrato do meio cultivado

A producdo de extratos foi realizada como descrito em Souza Rodrigues et al. [25].
Brevemente, apds o cultivo em meio ISP2 a 120 rpm e 28 £ 2 °C por 10 dias, 0s extratos da
linhagem LaBMicrA B280 foram obtidos ap0s a separacdo das células por centrifugacao; estas
foram maceradas com AcOEt/MeOH 1:1 e o meio cultivado foi particionado com AcOEt/2-

propanol 9:1. Apos analises preliminares em CCD de fase reversa (Cig) (3 X 6 cm), 0 extrato
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AcOEt/2-Propanol 9:1 foi fracionado em uma coluna cromatografica com fase C8 (3 cm x 150
mm), apos ser misturado com silica de 63-200 um para formar uma pastilha. A coluna foi
ativada com 50 mL de MeOH-HPLC (3x) e condicionada com H20/MeOH-HPLC — 8:2 v/v
(3x); em seguida a pastilha foi adicionada no topo da coluna e procedeu-se a eluicdo com 50 ml
de H20/MeOH-HPLC - 8:2 v/v - FR1; 50 ml de H20/ MeOH-HPLC — 1:1 v/v - FR2; 50 ml
de H20/ MeOH-HPLC — 2:8 v/v - FR3; e 50 ml de MeOH-HPLC — 100% - FR4. Ap0s novas
analises cromatograficas e ensaios bioldgicos, a fracdo FR3 foi fracionada novamente e de
forma semelhante em coluna C-8, porém, eluindo-se com H20/MeOH-HPLC/Acetona 8:1:1
vIv - FR3-A; H20/MeOH-HPLC/Acetona 4:4:2 v/v - FR3-B; e MeOH-HPLC 100% - FR3-C.
Finalmente, apds analises preliminares por cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC)
em coluna analitica C18, a fracdo FR3-B (5,4 mg) foi fracionada em coluna semi-preparativa
(Sunfire, C18, 5 pum, 10 x 250 mm) Shimadzu, modelo UFLC (Shimadzu, Columbia, MD,
EUA), usando agua (A) e metanol (B) como fases moveis. O gradiente de eluigdo foi de: 65 -
100% B (v / v) durante 12 min, com um fluxo de 3.5 mL min** e monitoramento com UV a 315
nm. O composto majoritario (2,3 mg) foi obtido com tempo de retencdo (tr) de 7.7 min e
submetido a identificacdo por Ressonancia Magnética Nuclear. Os espectros de RMN
unidimensionais (1D) e bidimensionais (2D) foram obtidos em um espectrémetro de NMR
AVANCE |1l HD 500 (Bruker, Billerica, MA, EUA), operando a 11,75 T, operando a 500,13
para '*H e a 125,76 MHz para 3C. DMSO-d6 foi o solvente e TMS o padrio de referéncia

interna.

4.2.6 Ensaios biologicos

Além dos ensaios antifangicos [25], o extrato de metabdlitos extracelulares AcOEt/2-

Propanol 9:1 e fragdes foram submetidos aos ensaios a seguir.

4.2.6.1 Ensaio de Citotoxicidade

Todos os extratos foram solubilizados em dimetilsulfoxido (DMSOQ) 0,5%. A linhagem
cancerigena do epitelioma da laringe humana (HEp-2) foi cultivada em meio Dulbecco’s
Modified Eagle Medium (DMEM) (Gibco), suplementado com 10% de soro fetal bovino
inativado (Gibco) e antibidtico gentamicina (50pg/mL). Os ensaios foram realizados em triplica
utilizando o método Alamar Blue de acordo com Ahmed et al. [35]. As células foram

plaqueadas na concentragao de 1,0 x 10* células/poco em placa de 96 pocos e incubadas por 24
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h em estufa a 5% de CO: e 37 °C; adicionaram-se individualmente os extratos ACOEt/MeOH
1:1 (biomassa celular), AcOEt/2-propanol 9:1 (meio cultivado) e as fracdes FR1, FR2, FR3 e
FR4 nas concentracfes 50, 25, 12,5 e 6,3 pg/mL e, apds 72 h de incubacdo nas mesmas
condigdes citadas anteriormente, adicionou-se 10 pL de resazurina 0,4% (diluida 1:20) em cada
POGO e esperou-se o0 tempo de metabolizacdo de 2 h do Alamar blue@ (Sigma-Aldrich, Brasil).
O volume final em cada poco foi de 200 uL. A fluorescéncia foi monitorada em leitor de
microplaca (GloMax® Explorer) comprimento de onda de emissdo 580-640 nm e excitacao
520nm. O crescimento celular foi utilizado como controle positivo e DMSO 0,1% foi utilizado
como controle negativo. A porcentagem de viabilidade celular foi calculada conforme a
formula: %Viabilidade= Ft x 100/Fb, onde Ft= (fluorescéncia da célula + meio + substancia +
resazurina) e Fb= (fluorescéncia da célula + meio + resazurina). O ensaio foi realizado em

triplicata.

4.2.6.2 Ensaio antiplasmaodico

Para a avaliacdo da atividade antiplasmaodica dos extratos e fragdes, o cultivo das cepas
(W2 e 3D7) de P. falciparum foi realizado de acordo com Trager & Jenson [36], com
parasitemia final a 2% e hematdcrito a 2%. Os extratos ACOEt/MeOH 1:1 (biomassa celular),
AcOEt/2-propanol 9:1 (meio cultivado) e as fracbes FR1, FR2, FR3 e FR4 em DMSO a 0,5%,
nas concentragdes que variam de 50 a 0,39 pg/mL. Os testes foram realizados em triplicata em
placas de 96 pocos de fundo chato. O crescimento parasitario foi utilizado como controle
positivo (presenca do parasita), e o crescimento de eritrdcitos ndo parasitados como controle
negativo (auséncia do parasita). Apos 72 h de incubacdo, foram realizadas lavagens com o
tampdo PBS 1X e brometo de etilico, o que removeu os residuos de extratos. Ao final, as células
das cepas W2 e 3D7 foram ressuspensas em 200 pl de PBS 1X para a analise no citometro de
fluxo BD FACSCanto Il (BD Biosciences, San Jose, USA), no canal FL-1 com software Getting
Started with BD FACSDiva™ e FlowJo™ versao 10.

4.2.6.3 Ensaio larvicida

O preparo das larvas de A. egypti (FO) foi realizado como descrito em Oliveira et al.
[37]. Os bioensaios seletivos seguiram os critérios estabelecidos por Dulmage et al. [38] e a
OMS [39] com pequenas modificagbes e foram conduzidos em condigdes controladas de

temperatura, umidade e fotoperiodo. Os bioensaios seletivos foram realizados em triplicata
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usando copos pléasticos de 50 ml contendo 10 ml de agua destilada, dez larvas de 3° instar, racéo
em po para ratos (Teklad Global 18%) e as amostras dos extratos ACOEt/MeOH 1:1 (biomassa
celular), AcOEt/2-propanol 9:1 (meio de cultura), e das fracbes FR1, FR2, FR3 e FR4
solubilizadas em DMSO nas concentra¢des de 500 pg/ml e 250 pg/ml [39]. As leituras de
mortalidade foram registradas em 24, 48 e 72 h ap6s a exposicdo aos extratos e fragbes [40].

4.2.7 Bioautografia da atividade antifungica da fracdo FR3-B

Para o ensaio de bioautografia, foi preparada uma solugdo-méae com 5 mg da fracéo
FR3-B e 0,5 mL de MeOH-HPLC. Placas de CCD de fase reversa (C1g) com 4,5 x 6 cm foram
divididas em trés partes de 1,5 x 6 cm; cada parte recebeu aproximadamente 5 pL da solucéo-
mée 5x. O experimento foi realizado em triplicata. As placas de CCD foram eluidas com a
mistura de H20/MeOH-HPLC/Acetona: 4:4:2 em cubas para analises cromatogréficas. Apés a
eluicdo, de cada placa de CCD uma parte com um ponto de eluicédo foi cortada. A parte cortada
foi revelada com UV de 254 NM e 365 NM e vanilina, e as outras duas foram submetidas ao
ensaio de bioautografia. Para isso, as duas réplicas ou dois pontos restantes em CCD foram
mergulhadas em alcool 70% por 30 segundos e levemente aquecidas para evaporagao do
solvente. Apos isto, as placas foram posicionadas no meio das placas de Petri de 1,5 x 90 mm
e encobertas com meio ISP2. Discos de 5x5 mm das culturas dos patégenos foram inoculados
lateralmente as placas, a meia altura, alinhados com as bandas reveladas nas CCDs. Seguiu-se

o cultivo a 28 °C e durante 20 dias o crescimento de cada patdgeno foi observado.

4.2.8 Anélises por espectrometria de massas de FR3-B

A fracdo FR3-B foi analisada em um espectrometro de massa tipo ion-trap, modelo LCQ
Fleet (Thermo Scientific, San Jose, CA, USA), equipado com uma fonte de ionizagdo por
eletrospray (ESI) e operando no modo positivo. A amostra foi dissolvida em metanol na
concentracéo de 1 mg mL™ e analisada por insercéo direta de aliquotas de 5 L. Para a aquisicéo
do espectro de ions totais por ESI-MS foram utilizados os seguintes parametros: tensdo de
pulverizagdo, 5 kV; gas de bainha, 10 unidades arbitrarias (arb); gas auxiliar, 5 arb; gas de
varredura, 0 arb; temperatura capilar, 200° C; tenséo capilar, 40 V; lente tubular, 115 V; faixa
de massa, m/z 100 a 1000.
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4.2.8.1 Determinacéo da massa exata e fragmentacéo da pentamicina

A fracdo FR3 foi preparada na concentracdo de 1 mg mL™* em MeOH grau HPLC,
centrifugada a 4.000 rpm durante 15 minutos e o sobrenadante transferido para vidros de 1,5
mL e analisado em um espectrometro de massa tipo QExactive Plus — Thermo Scientific,
acoplado a um sistema UPLC Ultimate 3000 System — Thermo Scientific. Os parametros de
analise foram: modos positivo e negativo; aquisicao tipo Full MS- ddMS2; resolucdo 70,000
em MS1 e 17,500 para aquisicdo de MS2; energia de colisdo de 10, 20 e 40 para 0s ions com
abundancia relativa acima de 20%. Parametros de ionizacdo: Sheet Gas: 55; Auxiliar Gas:20;
Sweep Gas: 0; Spray voltage: 3.5 kV; Temperatura do capilar: 380 °C; Temperatura de gas:
380 °C; faixa de massa: m/z 100 a 1000. Parametros cromatogréaficos: volume de injecdo = 10
uL; tempo de corrida = 45 min; fluxo = 300 pL/min; temperatura do forno = 40 °C. Fase movel
modo positivo: A = Agua com 0,1% de acido formico; B = Metanol com 0,1% de &cido formico;
modo negativo: A = Agua a 5 mM de formiato de aménio; B = Metanol; coluna = Agilent
Zorbax C18 (2.1x50 mm, 1,8 um).

4.2.8.2 Molecular Networking (GNPS)

Uma aquisicdo com dados de MS1le MS2 da fracdo FR3 foi submetida na plataforma

Global Natural Products Social Molecular Networking (GNPS, https://gnps.ucsd.edu/) e usada
a ferramenta Molecular network™ seguindo o fluxo de trabalho: “Uma rede molecular foi criada
usando o fluxo de trabalho on-line (https://ccms-ucsd.github.io/GNPSDocumentation/) no site
do GNPS (http://gnps.ucsd.edu). A tolerancia de massa do ion precursor foi definida como 0,02
Da e uma tolerancia de ion fragmento MS/MS de 0,02 Da. Uma rede foi entdo criada onde as
arestas foram filtradas para ter uma pontuacdo de cosseno acima de 0,7 e mais de 6 picos
correspondentes. Além disso, as arestas entre dois nds foram mantidas na rede se e somente se
cada um dos nds aparecesse nos respectivos 10 nds mais semelhantes. Finalmente, o tamanho
méaximo de uma familia molecular foi definido como 100, e as arestas de menor pontuacdo
foram removidas das familias moleculares até que o tamanho da familia molecular estivesse
abaixo desse limite. Os espectros na rede foram entdo pesquisados nas bibliotecas espectrais do
GNPS. Todas as correspondéncias mantidas entre os espectros da rede e 0s espectros da
biblioteca precisavam ter uma pontuacao acima de 0,7 e pelo menos 6 picos correspondentes.”

A conversdo dos dados para a analise foi realizada utilizando o software MSConverter (ProteoWizard®,
Palo Alto, EUA).


https://gnps.ucsd.edu/
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4.3 RESULTADOS

4.3.1 Montagem do genoma e anotacgdes de sistemas metabolicos

Para verificar a qualidade e estrutura do rascunho do genoma de LaBMicrA B280 foi
utilizada a plataforma BV-BRC. O genoma da linhagem apresentou: 8.257.865 de Mb; 72,0 %
de conteudo de G+C; 96 contigs; N50 229434 e L50 13; 7701 Sequéncias Codificantes (CDSSs)
de proteinas; 66 tRNA e 06 rRNA. O mapa circular do genoma de LaBMicrA B280 (fig. 1)
apresenta a montagem completa do seu cromossomo: 0 anel mais externo em azul apresenta a
posicao e a ordem dos contigs, 0s anéis mais internos apresentam as cadeias direta (verde-CDS)

e reversa (roxa-CDS), entre outras funcionalidades estruturais.

—{ll Reference position in the genome (Mpb)
- Assembled contigs
@ CDS - direct chain

— CDS - reverse chain
{8] Non-coding genes

— AMR (Antimicrobial resistance genes)
{3 VF (Genes for virlence factors)

—l Genes for transporters
B Genes for druyg targets

3

"—- G+C content

- G+C slope

Fig. 1. Estrutura do genoma da linhagem LaBMicrA B280: o anel em azul mostra a ordem dos contigs montados; 0s anéis em
verde e roxo mais internos apresentam as regides de cadeia direta (CDS) e cadeia reversa (CDS); em vermelho genes de
resisténcia a antimicrobianos (AMR); em laranja genes relacionados com fatores de viruléncia (FV); genes relacionados com

transportes (cor azul); o conteddo de G+C esta representado nos anéis mais internos da figura.

Para anotagdes de subsistemas metabdlicos foi utilizado o servidor RAST. O genoma
de LaBMicrA B280 apresenta as ocorréncias de 314 categorias de subsistemas e 7701 CDSs.
Aproximadamente, 18% das CDSs (1351) ou 27 recursos de subsistema foram classificadas
como subsistemas funcionais, por exemplo, “Amino Acids and Derivatives (451)”,
“Carbohydrates (318)”, “Protein Metabolism (231)”, “Cofactors, Vitamins, Prosthetic Groups,
Pigments (182)”, Fatty Acids, Lipids, and Isoprenoids (170)”, “Phosphorus Metabolism (26)”,
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entre outros (Material suplementar-MS1). Na categoria “Secondary Metabolism (9)” ndo foi
observado subsistema funcional relacionado com a sintese de fitohormonios, entretanto ha as
ocorréncias de categorias relacionadas com a sintese de antibiético (Thiazole- oxazole-
modified microcin (TOMM) synthesis (6)”), sider6foros (“Iron acquisition and metabolism
(49)”) e fixag@o de nitrogénio (“Nitrogen Metabolism (21)”) (MS1).

4.3.2 Identificacdo filogenémica e Identidade Média de Aminoacidos

A identificagdo filogendmica da linhagem LaBMicrA B280 foi realizada por meio de
valores de hibridizacdo digital DNA-DNA (dDDH). Duas arvores: filogenética (16 rRNA: com
suporte médio de 62,5% (MS2)) e filogenémica (JDNA: com suporte médio de 86,9%) (fig. 2)
foram construidas com base na formula GBDP ds utilizando a plataforma TYGS. Os valores de
dDDH das formulas d4 e GGDC (Célculo de distancia genoma a genoma) (d2) apresentados
neste trabalho suportam a linhagem LaBMicrA B280 como uma nova espécie do género
Streptomyces, com similaridade < 70 % com sua correlata filogeneticamente mais préxima S.
costaricanus (murinus) DSM 41827 T (tabela 1). Os valores de identidade média de
nucleotideos (ANI) e identidades médias de aminoacidos (AAI) mantiveram-se abaixo do limite
de corte < 95~96 para a determinacdo de novas espécies, complementando os valores de dDDH
e GGDC (tabela 1).
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bootstrap Streptomyces griseofuscus NRRL B-5429
£ TR .
Strepromyces griseofuscus DSM 40191
B s
. 74.5 Strepromyces phaeogriseichromatogenes DSM 40710
. 87.25 Straptomyces graminearus JCM 6923
B 100 ; ) -
Streptomyces costaricanus DSM 41827

Streptomyces sp, nov, LaBMicrA B280

Streptomyces malayxiense MUSC 136

Streptomyces misionensis DSM 40306

Streptomyces echimatus CECT 3313

Streptomyces musisolt CHS-8T

Streptomyces dangxiongensis Z022

Straptomyces yokosukanensis DSM 40224

Strepromyces broussonetioe T44

Strepromyces lanatus JCM 4588

Strepiomyces galilaeus JCM 4757

Strepromyces flaveolus JCM 4032

Fig. 2. Anélise filogendmica inferida a partir de distancias GBDP (Genome BLAST Distance Phylogeny approach) realizada
na plataforma TYGS. S&o apresentadas as relagdes filogendmicas entre Streptomyces sp. nov. LaBMicrA B280 e linhagens
“Tipo”. Esta arvore ¢ sustentada com suporte de 100 replica¢des de pseudo-bootstrap. Para visualiza¢do da arvore foi usada a

plataforma iTOL (https://itol.embl.de/).

Tabela 1 - Valores de dDDH, Identidade Média de Nucleotideos (ANI) e Identidade média de Aminoacidos (AAI)

entre LaBMicrA 280 e a espécie “Tipo” mais relacionada Streptomyces costaricanus (murinus) DSM 41827 7.

Isolado Tygse GGDC
dDDH *dDDH dDDH** dDDH Gggf:fe”ntg:t
(do, in %) (d2, in %) (d4, in %) (d6, in %) (%)
. 74,2 63,7 63,6 74,6 0,24
LabMicrA
B280 Overall genome relatedness index (OGRI)

ANI OrthoANI AAI ANIb ANIm

(%) (%) (%) (%) (%)

95,43 95,87 94,92 95, 16 95,72

Obs.: *Férmula d2: célculo realizado na plataforma Genome-to-Genome Distance Calculator 3.0; **Formula d4:
calculo realizado na plataforma TYGS. OGRI: ANI, OrthoANI, Blast+ (ANIb) e MUMmer (ANIm). Como ponto

de corte para pertencer a mesma espécie valores > 95~96 %; Identidade Média de Aminodacidos (AAI) > 95%.


https://itol.embl.de/
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4.3.3 Minerag&o genomica e sintenia entre BGCs

O rascunho do genoma da linhagem LaBMicrA B280 foi submetido na plataforma
antiSMASH para predi¢cdes de BGCs relacionados com a sintese de PN. Trinta e nove BGCs
foram anotados, sete predicOes apresentaram 100% de similaridade com BGCs relacionados
com as sinteses de: Geosmina; Albusnodina; Ectoina; Flaviolina/1,3,6,8-tetrahidroxinaftaleno;
Leupeptina Pr/leupeptina Ac; Pentamicina; e Desferrioxamina B/Desferrioxamina E (tabela 2).
Entre as demais predicdes, 5 apresentaram similaridade acima de 50%, 22 abaixo de 50% e 5
nédo apresentam anotagdes. As predicOes para LaBMicrA B280 em sua maioria sdo de BGCs
hibridos (41,02 %). Vinte e sete predi¢6es (69,23%) apresentam niveis de similaridade < 50%.
Predominam BGCs tipo “non-ribosomal peptide synthetases” (NRPS) e “polyketide synthase”
(PKS (1, Il e 111)).

Tabela 2 - BGCs de LabMicrA B280.

Regido Tipo de BGC Inicio Predi¢des de sinteses Similaridade
Regido 1.1 RiPP-like 91,764 -
Regido 1.2 Terpeno 113,048 Geosmina 100%
Regido 1.3 NI-siderophore 265,687 Enduracididina 23%
. transAT-PKS-like, NRPS- . . 0
Regido 2.1 like, TIPKS 91,915 Cinnabaramida A 18%
Regido 4.1 lassopeptide 136,663 Albusnodina 100%
Regido 5.1 lanthipeptide-class-iii 123,978 -
Regido 6.1 ectoine 133,552 Ectoina 100%
Regido 9.1 hglE-KS, T1PKS 41,107 Hexacossalactona A 13%
Regid0 9.2 T3PKS 136,937 Flaviolina/1,3,6,8- 100%
tetrahidroxinaftaleno
Regido 10.1 NRPS 1 Omnipeptina 15%
Regido 11.1 TblPKS, NRPS, 1 Salinomicina 26%
utyrolactone
Regido 11.2 T2PKS, aminocoumarin 354,987 Pigmento de esporo 83%
Regido 14.1 T1PKS 1 Tetronasina 3%
Regido 14.2 NRP-metallophore, NRPS 97,871 Mirubactina 78%

Regido 15.1 triceptide 91,256 -

Kitacinamicina
A/Kitacinamicina
o B/Kitacinamicina 0
Regiéo 21.1 Terpene 66,259 C/Kitacinamicina 4%
D/Kitacinamicina

E/Kitacinamicina F
Regido 22.1 NRPS, terpene 102,693  leupeptin Pr/leupeptin Ac 100%



https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#ripp-like
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#terpene
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0001181/1
https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-396d79cf-d746-4d17-a33c-3aa1a7f4e438/index.html#r1c3
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#ni-siderophore
https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-396d79cf-d746-4d17-a33c-3aa1a7f4e438/index.html#r2c1
https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-396d79cf-d746-4d17-a33c-3aa1a7f4e438/index.html#r4c1
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#lassopeptide
https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-396d79cf-d746-4d17-a33c-3aa1a7f4e438/index.html#r5c1
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#lanthipeptide-class-iii
https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-396d79cf-d746-4d17-a33c-3aa1a7f4e438/index.html#r6c1
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#ectoine
https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-396d79cf-d746-4d17-a33c-3aa1a7f4e438/index.html#r9c1
https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-396d79cf-d746-4d17-a33c-3aa1a7f4e438/index.html#r9c2
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#t3pks
https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-396d79cf-d746-4d17-a33c-3aa1a7f4e438/index.html#r10c1
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#nrps
https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-396d79cf-d746-4d17-a33c-3aa1a7f4e438/index.html#r11c1
https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-396d79cf-d746-4d17-a33c-3aa1a7f4e438/index.html#r11c2
https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-396d79cf-d746-4d17-a33c-3aa1a7f4e438/index.html#r14c1
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#t1pks
https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-396d79cf-d746-4d17-a33c-3aa1a7f4e438/index.html#r14c2
https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-396d79cf-d746-4d17-a33c-3aa1a7f4e438/index.html#r15c1
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#triceptide
https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-396d79cf-d746-4d17-a33c-3aa1a7f4e438/index.html#r21c1
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#terpene
https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-396d79cf-d746-4d17-a33c-3aa1a7f4e438/index.html#r22c1
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0002095/1
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terpene, thiopeptide, LAP,

Regido 22.2 NI-siderophore, 242,232 Hopene 92%
aminopolycarboxylic-acid
Regido 26.1 NRPS’ Ia_nthlp_epnde-clg_ss- 17,16 Bleomicina 12%
i, lanthipeptide-class-ii
Napiradiomicina
Regio 28.1 NRPS, NRPS-like 13,025  A80915C/napiradiomicin 9%
a 2/napiradiomicina
3/napiradiomicina 4
gaburedin A/gaburedin
" B/gaburedin C/gaburedin 0
Regido 33.1 butyrolactone 275,82 Digaburedin E/gaburedin 20%
F
Regido 34.1 lanthipeptide-class-iil, 16,223 Hidroxistreptomicina 18%
9 ' butyrolactone ' P
WS

. 79089B/benaftamicina/W 0

Regido 36.1 NRPS 1 S 79089D/WS 5%
79089A/WS 79089C

Regido 37.1 NRPS, NAPAA 3,699 Estenotricina 13%

Regido 38.1 RiPP-like 6,973 Informatipeptina 28%

Regido 42.1 lanthipeptide-class-iii 4,276 -

. . Foxicina A/Foxicina 0
Regiao 44.1 crocagin 311,613 B/Foxicina C/Foxicina 12%
Regido 52.1 T1PKS, NRPS 83,281 Pentamicina 100%

. Antibidtico diisonitrila 0
Regido 52.2 NRPS 270,797 SE2768 50%
Regido 52.3 NRPS-like, TIPKS 317,948 Borrelidina 11%

A-503083 A/A-503083
Regi%o 53.1 T1PKS, terpene, other, 1 B/A-503083 E/A-503083 7%
lanthipeptide-class-iv =
Regido 53.2 terpene 105,551 Ebelactona 5%

. . Desferrioxamina 0
Regido 54.1 NI-siderophore 78,783 B/deferoxamina E 100%
Regido 54.2 melanin 173,648 Melanina 60%
Regido 55.1 NI-siderophore 63,343 Quinamicina 16%
Regido 55.2 T2PKS, ectoine 163,683 Kosinostatina 47%
Regido 55.3 other, T1IPKS, PKS-like 257,469 Tambjamina BE-18591 21%

. Julicromo Q3- 0
Regiéo 56.1 terpene 70,53 3fjulicromo Q3-5 25%
Regido 59.1 butyrolactone 1,963 -

Foi realizada uma analise complementar de tipos e numeros de BGCs entre 0s genomas
de LaBMicrA B280 e das linhagens™ que apresentaram valores de similaridade > 50% na
analise filogendmica (MS3) (fig. 3). No mapa de calor, 0 genoma de LaBMicrA B280 apresenta
menor intensidade (entre 10-15) para BGCs tipo NRPS e PKS do que S. griseofuscus NRRL B-

5429 e S. graminearus JCM 6923 (entre 15-20). Entretanto, seu genoma apresenta maior


https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-396d79cf-d746-4d17-a33c-3aa1a7f4e438/index.html#r22c2
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0000663/1
https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-396d79cf-d746-4d17-a33c-3aa1a7f4e438/index.html#r28c1
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#butyrolactone
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0002578/1
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0002578/1
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0002578/1
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0002578/1
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#nrps
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0002732/1
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0002732/1
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0002732/1
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0002732/1
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#ripp-like
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#lanthipeptide-class-iii
https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-396d79cf-d746-4d17-a33c-3aa1a7f4e438/index.html#r44c1
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#crocagin
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#nrps
https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-396d79cf-d746-4d17-a33c-3aa1a7f4e438/index.html#r53c1
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0000288/1
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0000288/1
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0000288/1
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#terpene
https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-396d79cf-d746-4d17-a33c-3aa1a7f4e438/index.html#r54c1
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#ni-siderophore
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#melanin
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#ni-siderophore
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#terpene
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#butyrolactone
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intensidade para NRPS e PKS do que os das demais linhagens. Para os demais tipos de BGCs
as intensidades ficam entre 0-10 para as 7 linhagens. A maioria dos BGCs estao relacionados
com a sintese de PN da classe dos policetideos (MS4). Apenas as linhagens S. griseofuscus
NRRL B-5429 e S. malaysiense MUSC 136 nédo apresentaram BGCs relacionados com a sintese
do policetideo Pentamicina (MS5) — isolado da linhagem LaBMicrA B280 neste estudo (fig. 4-

B) (ver mais adiante).

| Stroptomyces gnseofuscus NRRL B-5429

15

‘ Streplomyves gramineavus JCM 6323 10

Streptomyce sp. nav. LaBMicrA B280

| Straplomyces phasogyiseichromalogenes DSM 40710
\

| Straptomyces grissofuscus DSM 40191

l

| Streplomyces costancanus (mwinus) DSM 41827

|

| Stroptomyces malaysionse MUSC 136
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Fig. 3. Tipos e nimeros de BGCs de LaBMicrA B280 e das linhagens™ que apresentaram similaridade > 50% na
analise filogendmica com base na formula dDDH (d4, in%): S. costaricanus (murinus) DSM 41827 (63.6 %), S.
graminearus JCM 6923 (62.7 %), S. phaeogriseichromatogenes DSM 40710 (61.6 %), S. griseofuscus NRRL B-
5429 (61.4 %), S. griseofuscus DSM 40191(61.3 %) e S. malaysiense MUSC 136 (51.1%). A barra lateral indica

abundancia absoluta.

Na analise de sintenia da regido 52.1 (ver material suplementar MS5 para mais
resultados) (fig. 3-A), 15 genes de LaBMicra B280 e Streptomyces sp. S816 apresentam alta
similaridade e estdo relacionados com a sintese do policetideo Pentamicina (fig. 3-B). Na
analise entre os genes dos BGCs a tonalidade mais escura indica maior nivel de similaridade.
Na regido central da sintenia, onde estdo localizados os produtos génicos PKS I, menor é a
similaridade com uma escala proxima de 50%. Os 15 genes (descricdo da esquerda para a
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direita) estdo relacionados com fungdes de: hidrolise de ligacoes tioéster (GrsT); oxidagdo do
colesterol (Cholesterol_Oxidade); ativacao transcricional (PAS/CitB); ativacdo transcricional
(AfsR-Dnrl- RedD_regulator); transferéncia de elétrons (Fer_SF (3Fe4S_ferredoxin); oxidacéo
(CypX (Cytochrome P450)); carboxilacéo e reducdo (Crotonyl-CoA_carboxylase/reductase);
sintese de policetideos (Polyketide_synth (PksD)); e no final da sintenia os produtos génicos
(circulado de vermelho) relacionados com a sintese da Pentamicina (CypX (Cytochrome P450
e Fer_SF (3Fe-S_cluster ET)) [56]. Ainda no BGC de LaBMicrA B280 existem outros
produtos génicos, como por exemplo, sintetase peptidica ndo ribossémica (NRPS), entre outros,

séo preditos e completam sua estrutura.

p. 5816
h(cm.m 101641 m
LabMicrA D280 (BGC 52.1) l
caccor s 211 16v167 10— P4QD am— 5.0
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Fig. 4. Regido 52.1: (A) sintenia entre os genes de LaBMicrA B280 e os de Streptomyces sp. S816 (MIBiG-
BGC0002032) relacionados com a sintese de Pentamicina. (B) Proposta quimica e estrutural do ion majoritario da
fracdo FR3-B oriunda do caldo de cultivo de LabMicrA B280, que se assemelha a estrutura quimica da

Pentamicina.
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4.3.4 Atividades bioldgicas

Na triagem com os extratos brutos AcOEt/MeOH 1:1 (metabolitos secundarios
intracelulares), AcOEt/2-propanol 9:1 (metabolitos secundarios extracelulares) e sobrenadante
do meio de cultivo liofilizados, o extrato AcOEt/2-propanol 9:1 havia apresentado fortes
atividades antifungicas contra Corynespora cassiicola (1SO079), Colletotrichum sp. (1SO01),
C. guaranicola (P01), Pestalotiopsis sp. (3002R2) e Sclerotium coffeicola (M01) [25]. Estas
atividades concentraram-se na fracdo FR3 deste extrato que apresentou atividade fungicida
contra todos os patdgenos na concentragdo de 1.000 pg/mL, e uma CIM menor que a do extrato
(Tabela 4). Na avalicdo das atividades: citotoxica, larvicida e antiplasmodial dos extratos
AcOEt/MeOH 1:1, AcOEt/2-propanol 9:1 e do meio liofilizados, novamente foram observadas
efetividades no extrato AcCOEt/2-propanol 9:1 e na sua fracdo FR3, a qual apresentou, entre as

quatro fragGes, os melhores resultados citotdxico, larvicida e antiplasmodial (tabela 3).

Tabela 3 - Atividades biolégicas da fracdo FR3 de LabMicrA B280.

Atividades bioldgicas e concentragdes efetivas de FR3

Atividades antifangicas (CIM)*

62 pug/mL 62 pg/mL 62 pg/mL 62 pug/mL 125 pg/mL
Colletotrichum sp. Colletotrichum Conynespora Pestalotiopsis sp.  Sclerotium coffeicola
(1S001) guaranicola (P01)  cassiicola (1s0079) (3002R2) (M01)

Atividade citotdxica contra a linhagem cancerigena do epitelioma de laringe humano (HEp-2)

50 pg/mL 25 pg/mL 12,5 pg/mL 6,3 pg/mL

91,45+0,55 76,13 £ 0,53 37,80 £ 0,88 24,28 + 0,88

Atividade larvicida contra Aedes egypti (FO)

24h 48h 72h 24h 48h 72h
500 pg/mL 500 pg/mL 500 pg/mL 250 pg/mL 250 pg/mL 250 pg/mL
100 % de M** 100 % 100 % 83,3 % 100 % 100 %

Atividade antiparasitaria contra P. falciparum (W2 e 3D7)

50 pg/mL 25 pg/mL 12,5 pg/mL 6,3 pg/mL 3,12 pg/mL 1,56 pg/mL

P. falciparum (Cepa W2)

91,3 % £ 0,03 375%+009 235%+0,08 11,25%=+0,53 3,27 % £ 0,03 2,30 % £ 0,24

P. falciparum (Cepa 3D7)

61,0 % 0,18 11,8 % £ 0,01 5,8 % + 0,04 35%+0,14 0,0 % 0,00 %

Obs.: *CIM = Concentragdo inibitéria minima. M** = Mortalidade.
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4.3.5 Molecular Networking e bioautografia

A andlise no GNPS, utilizando a ferramenta “Molecular Networking”, apresentou 30
agrupamentos ou “Network Nodes”. Dentre estes, apenas 13 “Network Nodes” apresentaram
anotacgdes dentro da linha de corte estabelecida de cosseno (0,7 a 1,0). Dentre os “Network
Nodes” de interesse 3, 5, 6 13 e 14, das sustancias ionizadas no modo positivo, apenas o 13
apresentou anotacdo manual dentro da margem de cosseno estabelecida (Fig. 5-A). Com base
nos perfis de MS2 os “Network Nodes” 3, 5, 6 13 ¢ 14 destacam-se como 5 grupos de
substancias que podem pertencer a diferentes classes de substancias. O ion em m/z 693,382
([M+Na]*), confirmado pelo ion em m/z 709,377 ([M+K]") foi identificado como Pentamicina
(“Network  Nodes” 13) (fig. 5-A), (“Molecular Networking” disponivel em:
https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status.jsp?task=65a5a15056416dbdbleb7e7e7da227). As
analises seguiram o pipeline da plataforma para dados com aquisicdo em alta resolucdo. Na

analise por bioautografia pode ser observado que a atividade da fracdo FR3-B, que apresenta
as melhores atividades biologicas, pode ser devida a pentamicina que absorve luz UV em 365
nm (fig. 5-B).


https://gnps.ucsd.edu/ProteoSAFe/status.jsp?task=65a5a15056ff416dbdb1eb7e7e7da227
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Fig. 5 - A) “Molecular Networking (GNPS)”. B) Anélise espectrométrica da fragdo FR3 em ionizagdo positiva
(+). Bioautografia da atividade antifungica da fracdo FR3-B. Placa de Petri a esquerda: controle; no centro: placas
de CCD reveladas em UV (luz ultravioleta) e VN (vanilina); a direita: placa de Petri teste com duas placas de CCD
da fragdo em teste, revelando atividade para um ou mais metabdlitos ao centro contra o fitopatégeno (C. cassiicola
(1s0079).
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4.3.6 Caracterizagdo estrutural do macrolideo pentamicina

O fracionamento da fracdo RF3 por HPLC resultou na purificacdo da pentamicina (fig.
4) como um solido amorfo de cor amarela (2,3 mg), correspondente ao pico majoritario (tr =
7.7 min a 315 nm) (MS6). A analise desta substancia por espectrometria de massas de alta
resolucdo (HRMS) permitiu confirmar a sua massa e formula molecular, respectivamente
670,393 (calculada) u e CssHsgO12, através do ion em m/z 671,573 ([M+H]*) (observado)
671,471 (calculado) no espectro de massas de alta resolucdo e 693,5 ([M+Na]") e 709,5
([IM+K]") no de baixa resolucdo. A identificacdo estrutural da amostra com a pentamicina foi
constatada através dos dados de RMN 1D e 2D (MS7) e da comparacdo com os dados da
literatura (Tabela 4) [41]. No espectro de RMN de *H foram observados varios sinais
compativeis com esta molécula na regido de hidrogénios carbinolicos, em 6 3,1-4,0, e na regido
de olefinas, em & 5,9-6,5, além de sinais de CH, CH2 e CH3z em & 0,8-2,5. Também foram
observados alguns sinais em 6 4,8-5,3 que apresentaram menores intensidades quando o
experimento foi feito com supressdo do sinal da agua e também variavam ligeiramente de
posicio entre diferentes repeticdes do espectro de RMN de 'H. No espectro de RMN de C
foram observados os 35 sinais esperados para a Pentamicina, entre os quais dois sobrepostos
em & 73,0. Com o auxilio do DEPT-135 (MS7) e dos espectros de RMN 2D foi possivel
determinar as multiplicidades e as correlacdes coerentes para a estrutura desta substancia.
Destacamos algumas correlac6es, fundamentais para o posicionamento da cadeia lateral, o
fechamento do anel na funcdo éster e a intersecdo do seguimento de duplas ligacbes com o
restante da estrutura. O hidrogénio H-2 em & 2,49 (dd 8,4, 7,4) correlaciona no COSY (SM7)
com os hidrogénios H-3 e H-1° e no HMBC (MS7) com os carbonos C-1, C-3, C-4, C-1’ ¢ C-
2’, revelando sua posi¢do central em relacdo a funcdo éster, a cadeia lateral e a parte
polihidroxilada da molécula. O H-27 correlaciona pelo COSY com H-26 e H-28 e pelo HMBC
com o C-1, C-25, C-26 e C28, confirmando o fechamento através do oxigénio do éster e sua
proximidade ao inicio da sequéncia olefinica. No outro extremo desta sequéncia, 0s hidrogénios
metilicos H-29 correlacionam pelo COSY fracamente com o H-17 e pelo HMBC com C-15,
C16 e C17. Essas correlagdes e as do H-14 no HMBC com C-12, C-13, C-15e C-16 e no COSY
com os vizinhos H-13 e H-14, confirmam o encontro da sequéncia metilénica com a dos trés
carbonos carbindlicos vizinhos e o inicio da sequéncia de metilenos alternados com carbonos
carbindlicos. Ainda foram importantes as correlagdes dos hidrogénios hidroxilicos desta
sequéncia, as quais permitiram determinar a posi¢édo de cada um de seus carbonos. Por exemplo,

o sinal em 4,9 do hidrogénio 1'-OH apresentou correlagdo com 0 H-1" no COSY e com os C-2,
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C-1 e C-2’ no HMBC. A proximidade desse hidrogénio ao 3-OH foi confirmada pela
correlacdo espacial no NOESY, no qual foram confirmadas também as proximidades dos
vizinhos sequéncia destes até 0 11-OH. Os dados de multiplicidades e deslocamentos quimicos
dos espectros de RMN de 'H e *C sio semelhantes aos descritos anteriormente para a
pentamicina (também conhecida como fungicromina). As diferencas dos dados da amostra em
discussdo com os da referéncia podem ser atribuidas principalmente ao efeito dos diferentes

solventes utilizados (Tabela 4).

Tabela 4 - Dados de RMN de *H e *3C e 2D de pentamicina e confronto com dados da literatura.

1H/13C 1He 1H* 13C®  13C* HMBCE cosye NOESY®
1 1729s 172,98
2 249dd84,741H  255dd9,7 606d 6035 1,3,4,1,2 3,1 3,2
3 4,02 m 1H 4,05m 722d 1341 1,5, 2f, 1f 2,4,3-0H  2,25,27,28
4 1,399 m 152 420t 4138 2,5 3,5
5 3,91 m 1H 402m 721d 7408 nd 4,6,5-OH
6 1:28 m i*’zg m 4581t 45,17 5
7 3,90 m 1H 4,14 ~m ~6 708d 7392 7-OH
8 iii m ilig m 457t 45,33
9 3,89 m 1H 402~dd~6,~6  730d 7420 10a/b, 9-OH
10 tﬁ 151 m a7t 4434 % é}i112f 1013?%1 21
11 3,80 m 1H 395m 711d 7145 12b, 10b, 11-OH
12 1,60 add '132,3, 108, i:gg m 405t 39,58 18: I " ﬁg "

39 1H

13 3,144 105 330d 11 702d 7034 12b, 13-OH, 14 12a
14 350492 355dd9,15 784d 7831 12,13, 15, 16f 13,15
15 371d89 1H 386d9 800d 8043 14,16,17,20 14, 15-OH, 17f 17
16 1406s 13855
17 596dd112,101H 608dd11,2,20 1290d 12991 15,18 19,29 18, 15, 29 15,19
18 648dd144, 1141H 655dd14,1,112 1298d 129,06 16,17, 20 17,19 29
19 6,28 m 1H 6,38 dldl”l 144, 1349d 13536 17,21 18,20 17
20 6,35 m 1H 643dd12,12  1342d 13413 18 19
21 6,37 m 1H 642dd12,12  1309d 13481 19 22 25
22 6,26 m 1H 6,32 m 1331d 13366 20,24 21,23
23 640dd140,1071H 644dd12,12  13511d 13421 22,25 22,24
24 6,36 m 1H 648dm143  13513d 131,97 22,26 23,25
25  606dd144,421H 612dd143,50  1369d 134,28 23,26 24,26 3,21
26 4,01 m 1H 4,07dd 6, 6 730d 7325 25,27 25, 26-OH, 27
27 4650973,641H  479q7,d7 750d 7525 1,25, 26, 28 26,28 3,28
28 122d6,33H 1,16d6 196q 17,96 26,27 27 27
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29 1,715l 3H 178s 135¢ 11,74 15, 16, 17, 19f 17

r 3,69 m 1H 3,70m 71,4d 72,59 2,1-OH, 2a

2 1%2 igg i 36,0t 36,22 j'f 1

3 1‘14%6”] igg m 26,41 26,01

4 1,258 1,30m 331t 32,88 35

5 1,27 1,33m 239t 23,65 4,6 6

6 0,88 17,0 3H 08817 1584 14,38 5 4 5
1'-OH 490's 2,1,2 1 3-OH
3-OH 519d2,6 2,3 3 2 3'1‘.‘65H'OH’
5-OH 507s 4,5,6 5 4 3'7(?8;46' £
7-OH 4975 67,8 7 >ORS 9,9
9-OH 5225 8,9,10 9 7-(1)1H-'o?-'| S
11-OH 491s 10f, 11, 12f 11 9-OH, 12a
13-OH 442d50 13f 13
14-OH 457 no
15-OH 4855 15
26-OH 533d4,8 25,26, 27 26 3

Espectros de pentamicina oriunda da linhagem Streptomyces sp. LabMicrA 280: 2RMN de *H a 500,13, "RMN de
13C a 125,76 MHz e ‘RMN 2D em DMSO-d6, com TMS como referéncia; e da linhagem S. cellulosae (ATCC
12625): *RMN de * H a 400 ou 500 MHz em 25 mol % de DMSO-d6/ MeOH-d4; **RMN de **C a 100,6 MHz

em MeOH-d4, com o solvente em 6 49,00 como referéncia [41].

4.4 DISCUSSAO

A linhagem Streptomyces sp. nov. LabMicrA B280 foi isolada da rizosfera de I. edulis,
planta endémica na Amazobnia, utilizada como vetor agroecoldgico nos cultivos de outros
vegetais de importancia econémica para a regido amazonica [42,43]. Em um trabalho anterior,
por meio de microscopia eletrénica de varredura (MEV), foi observado que as estruturas
micromorfolégicas de LabMicrA B280 com hifas filamentosas em espirais e septadas eram
tipicas do género Streptomyces spp. [44,45]. Também foi observado que o gene rRNA 16S
desta linhagem tinha mais de 98% de similaridade com as linhagens “Tipo” S. graminearus
NBRC 15420 e S. murinus NBRC 12799 [25]. Ndo havendo duvidas quanto ao género, restava
identificar a especie um dos motivos para 0 sequenciamento do genoma total no presente
trabalho. A qualidade e estrutura do rascunho do genoma de LabMicrA B280 foram
visualizadas na plataformas BV-BRC (3.35.5). N50 e L50 sdo métricas que descrevem a
qualidade de um genoma e os valores apresentados para o rascunho do genoma de LabMicrA

B280 indicam boa qualidade. Quando o valor de N50 for maior que o valor de L50, melhor é a
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gualidade da montagem; o observavel para o rascunho do genoma de LabMicrA B280 — o que
permite melhor compreensdo da estrutura e composicdo gendmica de uma amostra de gDNA.
Assim, com base nos valores de dDDH (d4, em %) e GGDC a linhagem LabMicrA B280 foi
identificada como uma nova espécie do género Streptomyces (tabela 1) apresentando 63,6% (<
70%) de similaridade com S. costaricanus DSM 41827 T, atualmente reclassificada como S.
murinus DSM 41827 T [29,46,47] As demais métricas ANI, OrthoANI, AAI, ANIb e ANIm
corroboram com este resultado, de acordo com a validacdo internacionalmente aceita [30-
32,48,49].

Nas anotagdes realizada na plataforma RAST (SEED Viewer version 2.0), foram
observadas 27 categorias de genes no genoma de LabMicrA B280 relacionadas com atividades
importantes para o solo e vegetais (MS1). Por exemplo, a categoria “Phosphorus Metabolism”
mostra que LabMicrA B280 pode ser capaz de atuar como um regulador ambiental da
biodisponibilidade de Fdésforo, nutriente importante para 0s vegetais, por ajudar no
desenvolvimento das raizes e na absor¢do de agua [1,4,50]; na categoria “Secondary
Metabolism” a capacidade de sintetizar o aminoacido nao proteinogénico “Lanthionine” usado
na sintetize de antibidticos peptidicos e antibidticos peptidicos da classe das microcins, o que
confere a LabMicrA B280 capacidade de atuar como agente de biocontrole [1,4,50]; na
categoria “Nitrogen Metabolism” a capacidade de metabolizar compostos nitrogenados,
atividade relacionada com a biodisponibilidade de nitrogénio, indispensavel para a sintese de

2

aminodacidos [1,4,50]; e na categoria “Iron acquisition and metabolism ” a capacidade de
sintetizar “Siderophores”, por exemplo “Siderophore assembly kit (26)” e “Siderophore
Desferrioxamine E (6)” (ver MS1) que atuam na captacdo de ferro, solubilizando-o e
transportando-o. Nutriente importante para os vegetais, por exemplo, porque atua na sintese de
clorofila e fotossintese, no metabolismo do nitrogénio e na respiracao celular [1,4,50]. Os
siderdforos ainda podem formar complexos estaveis com metais pesados (U, Np, Al, Cu, Cd,
Ga, Zn e Pb) e aumentar suas concentracdes solUveis [51]. Essas possiveis atividades
metabolicas e outras de LabMicrA B280 sdo essenciais para 0s solos e vegetais, e a destacam
como um possivel agente remediador, fertilizador e de biocontrole [1,4,50,].

Corroborando com os resultados descritos acima, o elevado nimero de grupos de genes
orfaos presentes no genoma de LabMicrA B280 (69,23%) ndo apenas a ratificam como uma
espécie nova, como revelam uma riqueza de PN desconhecida, que pode ser aproveitada por
meio de metodologias atualmente disponiveis [1]. Em relagdo as predi¢cbes com 100 % de
similaridades podemos citar: a geosmina, metabolito secundario volatil responsavel pelo cheiro

terroso [52] e comunicacdo quimica ambiental [53]; a ectoina, um metabdlito secundario que
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apresenta importantes atividades bioldgicas, por exemplo, anticancer [54] e é candidata a
farmaco contra o mal de Alzheimer e a rinoconjuntivite [55]; a pentamicina, um antifangico
usado no tratamento de candidiase vaginal [56] e tricomoniase [57]; e as desferrioxaminas B e
E, sideréforos ndo peptidico que atuam na quelacdo de ferro comumente sintetizado por
espécies dos géneros Streptomyces, Nocardia e Micromonospora, atividade importante para 0s
microrganismos e vegetais [58]. A desferrioxamina B é comercializada como Desferal e
utilizada no tratamento de sobrecarga de ferro em humanos [59,60]. Mais de 50% das predicdes
para LaBMicrA B280 estdo relacionadas com a capacidade de sintetizar antimicrobianos e
anticanceres. Os BGCs com baixos niveis de similaridade (< 50 %) podem estar relacionados
com as sinteses de antibidticos, anticanceres e sideroforos desconhecidos, entre outros PN.
Entre os BGCs com baixas similaridades, dois, um com moderado nivel de similaridade predito
pela Region 14.2 (78%) e outro com baixo nivel predito pela Region 44.1 (12%), estdo
relacionados com as sinteses de sideréforos tipo mirubactin e foxicin (tabela 4) — capacidade
de sintetizar sideroforos predita, também, pela analise de subsistemas metabdlicos no servidor
RAST [61,62]. Ja os BGCs preditos com similaridade < 50 % estdo relacionados com as sinteses
de importantes antibidticos e antitumorais. Por exemplo, de antibiéticos: a Region 1.3 (23%)
prediz a sintese de “enduracididine”, ativo contra Staphylococcus aureus resistente a
meticilina (MRSA)[63]; a Region 9.1 (13%) a sintese de “hexacosalactone A”, que apresenta
moderada atividade contra Proteus vulgaris CPCC 160013 e S. aureus ATCC 25923, e
antifangica contra o fitopatdgeno Valsa ambiens [64]; a Region 37.1 (13%) a sintese do
antibiotico “stenothricin”, ativo contra bactérias Gram-negativas e Gram-positivas que causam
pneumonias e infec¢des no sistema urinario [65]; a Region 52.3 (11%) a sintese do macrolideo
e antifungico “borrelidin”, que exibe forte atividade contra o fitopatdgeno Phytophthora sojae
[66] e antimalarica [67]; a Region56.1 (25%) a sintese de antibacterianos do grupo
“julichromes”, ativos contra Micrococcus luteus e Bacillus subtilis, e MRSA [68]; a Region
28.1 (9%) a sintese de “napyradiomycin”, ativo contra MRSA e Enterococcus faecium [69].
Os BGCs relatados a seguir estdo relacionados com a sintese de antimicrobianos e anticanceres,
por exemplo: a Region 2.1 (18%) [70]; Region 11.1 (26%) [71]; Region 21.1 (4 %) [72]; a
Region 26.1 (12%) [73]; Region 55.1 (16%) [74]; Region 55.2 (47%) [75]; Region 55.3 (21%)
[76]; Region 36.1 (5%) [77]. Os baixos niveis de similaridade para 69,23% (27) dos BGCs de
LabMicrA B280 nos permite inferir que esta candidata a nova espécie pode ser fonte de PN
desconhecidos; principalmente, sintetizados por BGCs dos tipos PKS e NRPS que séo

amplamente distribuidos entre espécies de Streptomyces spp. [10].
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A atividade do extrato AcOEt/2-propanol 9:1 da linhagem LabMicrA B280 contra os
fitopatdgenos: Colletotrichum sp. (ISO01), C. guaranicola (P01), Pestalotiopsis sp. (3002R2),
C. cassiicola (CD: 1s0079) e S. coffeicola (M01) [25], mostrou-se coerente com a presenca da
pentamicina na fracdo FR3 que, mais concentrada que o extrato, apresentou atividades mais
fortes (CIM 62 pg/mL). Observa-se que 0 mesmo extrato organico (AcOEt/2-propanol 9:1) e a
fracdo FR3 que contém a pentamicina apresentaram outras atividades biologicas observadas
neste trabalho, inclusive a larvicida contra o Aedes egypti (FO), principal vetor da dengue, febre
amarela, Zika e Chikungunya, revelando o potencial desse extrato e da FR3 como mais um
instrumento no controle biolégico deste mosquito incidente em zonas urbanas e considerado
um problema de satde publica [78-80]. Também foi observada forte atividade antiplasmodial
contra duas cepas de P. falciparum (W2 e 3D7), sendo a maior efetividade contra a cepa W2
(91,3 % + 0,03) e menor contra 3D7 (61,0 % £ 0,18 %). Estes resultados quando comparados
com os da literatura mostram melhores efetividades e a possibilidade, indicando que a
pentamicina e possivelmente outras sustancias presentes nessas amostras, tém potencial
farmacoldgico antimalarico [81-86]. Da mesma forma, a citotoxidade contra a linhagem
cancerigena HEp-2 nas concentracdes de 50 pg/mL (91,45 + 0,55) e 25 pg/mL (76,13 £ 0,53)
revelam o potencial da pentamicina ou de outro metabdlito presente na fracdo FR3 para o
combater esta doenca — melhores resultados quando comparados com os de outros estudos com
espécies do género Streptomyces spp. [87,88].

Embora o macrolideo pentamicina seja a substancia majoritaria da fracdo FR3 e o ion
central no “Network Nodes” 13, a analise metabolomica direcionada apresenta outros “Nodes”
(3, 5, 6, 14) com ions sem analogos na plataforma GNPS, revelando a possibilidade de
substancias desconhecidas na fracdo FR3 [89] relacionadas com as atividades bioldgicas
relatadas neste estudo — o que corrobora com os resultados da mineracdo gendmica. Os
macrolideos sdo uma importante classe de PN de interesses medicinal e agroindustrial que
apresentam diversas atividades bioldgicas (antimicrobianas, anticancer, entre outras) e sao
sintetizados por linhagens de actinobactérias isoladas de diversos ecossistemas [90-93]. Um
dos principais fatores negativos para essa classe € alta instabilidade quimica para algumas
substancias, as inviabilizando para usos clinicos, como por exemplos a pentamicina. Entretanto,
a caracterizacdo de BGCs de interesses biotecnoldgicos tém aberto caminhos para a sintese de
analogos de macrolideos, que apresentam alta instabilidade quimica, por meio da engenharia
biossintética. Por exemplo, Payero et al. [94] em seu trabalho relata que a exclusdo de genes
que codificam CYPs, responsaveis pela hidroxilagao de C-26 (FilC) e C-1' (FilD) na biossintese
de filipina Il1, leva a producéo de analogos com atividade antifingica mais fortes. O que poderia
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ser usado para avaliar se analogos da pentamicina desenvolveriam melhores atividades e
estabilidade quimica visando o uso clinico [56]. A pentamicina € um antifingico de interesse
agricola porque apresenta atividades contra importantes fitopatdogenos, por exemplo,
Rhizoctonia solani, Phytophthora infestans e Pseudoperonospora cubensis [95]. E em nosso
estudo ha a possibilidade deste espectro ser aumentando com os resultados apresentados para
outros géneros de fitopatdogenos. Em seu estudo Wan et al. [96] destaca seus esforcos para
aumentarem a sintese do macrolideo fungichromin (pentamicina) por Streptomyces sp. WP-1.
Ao ativarem a superexpressdo dos reguladores ptnF (PAS-CitB) e ptnR (AfsR-Dnrl-
RedD_rgulador), e de ptnB (crotonyl-CoA reductase/carboxylase) o rendimento de
fungichromin aumentou significativamente para 8,5 g/L. A sintese do macrolideo pentamicina
depende do gene ptnJ (CypX (Cytochrome P450), que codifica um CYP P450 capaz de
converter filipina 111 em pentamicina adicionado um grupo hidroxila em C-14 [56]. A analise
por bioautografia da fragdo FR3 configura com as atividades antiflngicas relatada na literatura
para a pentamicina. Pelo menos duas manchas podem ser observadas na regido da CCD que
inibiu o crescimento do patégeno. Contudo, a pentamicina (ou fungicromina) [41,97], dados os
relatos como potente antifungico [56] e antiparasitario [57], é o principal candidato a justificar
as atividades observadas para a fracdo FR3. Naturalmente, sera necessario investigar, em novos
estudos, se esta substancia esta relacionada de fato com tais atividades ou outras presentes na
fracdo FR3. Essa riqueza, a principio, desconhecida apresentada no genoma e no metabolismo
secundario de LabMicrA B280, corrobora com a grandiosidade da floresta Amaz6nica, regido

superestimada em relacéo ao potencial biotecnol6gico dos seus recursos genéticos microbianos.

4.5 CONCLUSAO

Neste estudo relatamos a linhagem Streptomyces sp. nov. LabMicrA B280, obtida da
rizosfera de I. edulis, como uma nova espécie. As analises do seu genoma mostram varios BGCs
relacionados com a sintese de metabdlitos, com principios ativos conhecidos ou nao, além da
possibilidade de inumeros metabdlitos a serem determinados se sdo inéditos ou ndo. As analises
de subsistemas metabolicos mostram o potencial da linhagem Streptomyces sp. nov. LabMicrA
B280 desempenhar importantes atividades ambientais de interesse agricola. Os ensaios
bioldgicos dos extratos e fracbes também revelam a linhagem LabMicrA B280 como uma
promissora produtora de principios ativos com fortes atividades antimalarica, larvicida,
citotoxica e antifingica. A pentamicina, ion majoritario da fragdo que apresentou os melhores

resultados, ainda deve ser comprovada se é a substancia responsavel pelas atividades relatadas
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ou se essas atividades devem ser atribuidas a outras substancias presentes nas amostras

bioativas analisadas.
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5. DISCUSSAO INTEGRADORA

Neste trabalho, foram apresentados trés capitulos relacionados a diversidade e ao
potencial biotecnoldgico de actinomicetos associados a rizosfera de trés individuos de Inga
edulis presentes no campus universitario da Universidade Federal do Amazonas - UFAM. Para
a melhor compreensao do trabalho desenvolvido no contexto mundial mais recente, no primeiro
capitulo ¢ apresentado um breve levantamento bibliografico que utilizou 246 referéncias e
resultou na elaboragdo de um artigo de revisdo, apresentando importantes e diversificados
estudos sobre os actinomicetos no contexto de seu espectro biotecnoldgico no século XXI. De
forma resumida, apresenta-se um panorama da importancia deste grupo de microrganismos
como o principal responsavel pela sintese dos antibidticos mais importantes para a medicina
desde o inicio da antibioterapia. Também fica evidente a versatilidade biotecnoldgica deste
grupo de bactérias filamentosas para a producao de outros importantes metabdlitos, tais como:
anticanceres, anti-inflamatdrios e antiglicantes, entres outros. A partir do conhecimento de suas
funcdes ecoldgicas, por exemplo: agentes de biocontrole de fitopragas, fertilizadores e
biorremediadores, métodos ecologicos e sustentadveis vém sendo desenvolvidos para serem
aplicados pelas industrias agricolas. Estes atributos biotecnoldgicos descritos em varios estudos
tém sido os principais estimuladores para as realizagdes de prospeccdes em varios ecossistemas
ainda pouco explorados. No presente estudo, o fragmento supracitado ¢ parte da floresta
amazonica, um bioma cuja diversidade e potencial biotecnologico de actinomicetos sdo
praticamente desconhecidos.

Referente ao desenvolvimento experimental, os principais resultados foram objetos de
dois manuscritos, um submetido e outro a submeter em breve. O primeiro manuscrito consta no
capitulo 2, onde relatamos a realizagao de prospecgdes nos solos rizosféricos de trés individuos
de I. edulis, leguminosa endémica na floresta amazonica, presentes no Campus da UFAM.
Obtivemos um total de 64 linhagens isoladas, dentre as quais vinte foram selecionadas para
estudos e se destacaram como fontes de possiveis substancias antifingicas. Esta pequena
amostra da biodiversidade microbiana do Campus da UFAM nos apresenta um potencial
biotecnoldgico interessante, a julgar pelas atividades bioldgicas observadas, havendo ainda
muito a ser conhecido e compreendido. Neste primeiro momento, as atividades contra
importantes fungos fitopatdgenos nos leva a inferir que estas linhagens sdo importantes
candidatas a agentes de biocontrole em modelos agricolas ecologicamente mais sustentaveis.
Como a identificacao das linhagens selecionadas foi feita preliminarmente apenas por aspectos

nao determinantes de espécies, inclusive pelo estudo da regido 16S do rRNA, nado tendo sido
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realizada pelo padrdo ouro ou Hibridizagdo DNA-DNA, nesta primeira abordagem nao foi
possivel determinar para neste grupo de actinomicetos a diversidade de espécies e a ocorréncia
de espécies novas. Nesta perspectivas, uma destas foi selecionada para estudos mais avangados
de identificacdo por DNA, novas atividades bioldgicas e identificagdo de seus metabdlitos,
resultando no capitulo trés. Esta linhagem, LabMicrA B280, ja havia se destacado em relacao
as demais por apresentar atividade antifingica contra todos os fitopatégenos ensaiados. No
novo estudo, ela se destaca como uma fonte promissora de produtos naturais devido seu espetro
biotecnoldgico de atividades antifingicas, citotoxica, antiparasitaria e larvicida. Os estudos do
DNA da linhagem LabMicrA B280 a revelou como uma espécie nova e a presenca de grupos
génicos de varias substancias conhecidas e de um nimero maior de substancias a serem
determinadas podendo ser inéditas ou ndo. Uma das substancias conhecidas cujos
agrupamentos génicos foram determinados nessa linhagem, a pentamicina, foi isolada. A
pentamicina ¢ um raro antifungico da classe dos macrolideos, comercializado como creme
vaginal por sua forte a¢do anticandida. Os resultados apresentados neste trabalho revelam,
portanto, um potencial biotecnoldgico a ser explorado para os actinomicetos da rizosfera de 1.
edulis e se alinham com as perspectivas sobre a riqueza que Amazonia detém. A considerar
apenas as vinte linhagens estudadas na presente tese, todas tém potencial biotecnoldgico pelo
menos como produtoras de substancias antifungicas para dois fitopatdégenos, o que deve ser

constatado através de estudos que visem a descoberta de novos produtos naturais.
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6. CONCLUSOES GERAIS

Neste inédito estudo, apresentamos uma pequena amostra do potencial biotecnoldgico
de actinobactérias isoladas de solos rizosféricos na UFAM. No primeiro capitulo, apresentamos
uma revisdo que destaca o potencial biotecnolégico destas bactérias no século XXI. Nesta
revisao, destacamos o diversificado espectro biotecnoldgico desses proliferos produtores de
produtos naturais que vai desde a sintese de potentes antimicrobianos a antiglicantes, como
também importantes recursos ecol6gicos e agroecoldgicos. Ela teve por objetivo chamar a
atencdo para os importantes resultados de varios estudo que apresentam inimeras substancias
candidatas a recursos medicinais e agricolas, entre outros. No capitulo dois apresentamos vinte
linhagens selecionadas dentre 64 isoladas que se destacam como fontes de sustancias
antifungicas e algumas como possiveis espécies novas. Este achado sugere que as rizosferas de
I. edulis, leguminosa endémica no Campus da UFAM, podem conter uma diversidade
microbiana, com predominancia do género Streptomyces e linhagens de géneros raros (por
exemplos Kitasatospora), bactérias cujo potencial biotecnoldgico também se projeta promissor.
Assim, todas as vinte linhagens estudas preliminarmente apresentaram atividades antifingicas
contra pelo menos dois dos cinco fitopatdgenos ensaiados e esse pretenso potencial
biotecnoldgico foi ratificado na linhagem LabMicrA B280, a qual se revelou como uma nova
espécie, fonte de substancias com atividades antifungica, antiparasitaria, citotoxica e larvicida.
As analises do genoma desta linhagem revelaram ainda uma riqueza de produtos naturais
desconhecida a ser exploradas. O BGC responsavel pela sintese do antifungico pentamicina foi
confirmado pelo isolamento deste metabdlito do extrato do meio cultivado da linhagem
LabMicrA B280. A presenca da pentamicina nas amostras que apresentaram as atividades
ensaiadas indica que esta substancia tem um espectro ampliado de acdo para além das

conhecidas atividades antifungicas, fato a ser investigado.
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ABSTRACT

To Investigate the biocatalytic potential of Amazonian actinomycetes for

I(EV'IOIDS
actinomycetes,

biotransformation. To carry out the present study, eleven actinomycetes of the genus smptomms
isolated from mga-qao (Inga edulis Mart.) rhizospheres were tested for their ability to bioconvert the
b R4 )-Hi e, S-()- limonene. 15-(-)-o-pinene, and [(-)-B-pinene as sole carbon and
source. According to gas ch graphy-mass specvornetry analysis, three strains,
LabMicra 8270, LaBMicrA 83!0 and LaBMicrA B314, were able to L sfi 154-)-a-pi after
96 h of growth. However, Streptomyces LaBMicrA B270 was the most promising since it converted
after only 72 h all the 15{-)-o-pinene mainly into cis-verbenol (74.9£1.24%) and verbenone
{18,241.20%), compounds that have Important biological activities and great Industrial Interest as
additives in foods and «nme«:s These findings can stimulate the development of natural aromas
using Y ratify the potential of microorganisms from almost
unexplored nu:hes such as the Amazonian rhizosphere, and reinforce the importance of preserving

biocormersion; as-verbenal,
menoterpene hydrocarbons;
rhzosphere microbvome

those niches.
GRAPHICAL ABSTRACT

Monoterpene biotransformation

Introduction

Biotransformation has emerged as an attractive alternative
for the derivatization of terpenes since, when compared to
laboratory synthesis, it utilizes mild conditions, has an ele-
vated regio- and enantioselectivity, does not generate toxic
wastes, and generates products that can be labeled as “natu-

ral compounds” However, the most significant advantage of

biotransformation processes is their ability to produce com-
pounds that are not casily obtained by chemical methods.!"*!
Performed i vitro or in tanks. biotransformation with

microbial cells (bacteria, yeasts, and filamentous fungi) or
enzymes can be repeated indefinitely, without further dam-
age to the environment, which gives it another
advantage."')

In the last years, the biotechnological production of nat-
ural compounds has increased and has become promising
for enabling the formation of aroma compounds. One rea-
son for this rise in interest in biotechnological processes for
producing aromas is the possibility of using agro-industrial
by-products that are rich in monoterpene compounds, ¢.g.,
limonene and pinene, that can be used as substrates for
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biotransformation,’™ The biotechnological importance of
using monoterpenes as substrates for producing aroma com-
pounds has been described and reviewed to a greater degree
in the last few years>7)

R-(+)-limonene (PubChem CID: 440917) and S-(-)-
limonene (PubChem CID: 439250) are the most studied
monoterpenes and the former is one of the most abundant
In nature and a major constituent of several essential oils of
mainly citrus species.|” It is present in high concentrations
in orange peel oil (approximately 90%) and can be obtained
In large amounts as a by-product in the production of cit-
rus juices and pulps.””l The two limonene isomers are inex-
pensive precursors for the production of more expensive
oxygenated derivatives such as carveol, carvone isomers,
perillyl alcohol, menthol, p-cymene, limonene-1,2-diol and
a-terpineol, among others. They also have a broad range of
applications  due to  their  odorant and  bicactive
properties.*!

Other important monoterpenes are pinenes, which are
bicyclic monoterpenes found in two isomeric forms,
a-pinene {PubChem CID: 6654) and f-pinene (PubChem
CID: 14896). a- and f-pinenes represent 75% to 90% of the
essential ofl from conifers and can be found in concentra-
tions ranging from 50% to 70% and from 15% to 30%,
respectively, in turpentine oil (crude resin from conifer
trees, especially pine trees), an abundant by-product of the
paper and cellulose industry!"! As such, a-pinene and
B-pinene have been employed as substrates in biotransfor-
mation processes for the formation of important aroma
compounds, including verbenol, verbenone, myrtenol, and
a-terpineol.!"!)

Despite the various advantages of biotransformation using
microorganisms, including more economical and eco-friendly
procedures (green chemistry principles), it naturally has cer-
tain challenges,!V such as achieving an efficient and feasible
strain and the possible toxicity of the substrate to some of
the microorganisms being screened. Therefore, many studies
have focused on selecting new biocatalysts for the biotrans-
formation of many substrates, including terpencs.’”)
Fortunately, the worldwide diversity of microorganisms is
enormous, which makes them an almost inexhaustible group
of biocatalysts.

Brazil retains 15-20% of the world’s biodiversity, espe-
cially in the Amazon, and therefore has an Incalculable
number of unexplored microorganisms for biotechnologi-
cal applications,?l including actinomycetes, which are
highly diverse and can be found in varied habitats and
can grow in a large variety of substrates!'*' Besides
their importance to the sustainability of the Amazon
Forest and as sources of antibiotics, the actinomycetes can
also be explored for diverse biotechnological purposes,
including the biotransformation of terpenes, which is a
subject that is poorly targeted worldwide. Therefore, the
objective of this study was to investigate the capacity of
actinomycetes of the genus Streptomyces, isolated from
the rhizosphere of Inga-cipd (Inga edulis Mart) In the
Brazilian Amazon, for the biotransformation of the mono-
terpenes limonene and pinene, which are abundant and

cheap precursors of many aromas that
added value,

have high

Materials and methods
Chemicals

All the chemicals for the culture media for the growth and
maintenance of the fungal cultures were purchased from
Kasvi Brasil (Sao Jos¢ dos Pinhais, Brazil) and Biotec
Reagentes Analiticos (Parand, Brazil). All the reagents used
in the preparation of the mineral medium were of analytical
grade and were obtained from Nuclear-CAQ Casa da
Quimica Ttda. (Diadema, Brazil), Ultrapure water (resistivity
= 18.2 M{¥em) was purified using a Milli-Q gradient sys-
tem (Millipore, Milford, USA). The standards R-(+)-limo-
nene (293%), S-(-)-limonene (295%), 1S-(-)-a-pinene
{297%), and (-)-p-pinene {=97%) used as substrates were
acquired from Sigma-Aldrich Brazil (S3o Paulo, Brazil). The
ethyl acetate (HPLC/Spectrophotometric) used for sample
preparation was purchased from Tedia (Rio de Janeiro,
Brazil).

Microorganisms

The Streptomyces actinomycete strains used in this study
belong to the bacterial collection of the Laboratory of
Bioassays and Microorganisms of the Amazon (LaBMicrA)
at the Analytical Center of the Multidisciplinary Support
Center of the Federal University of Amazonas (CA/CAM/
UFAM). All the strains were isolated from the rhizosphere
of inga-cipo plants (Inga edulis Mart.) collected out in three
different points on the campus of the Federal University of
Amazonas (UFAM) in Manaus, Amazonas state (Point
1-3°05'19.4" § 59°58'00.5" W, Point 2-3°05'20.8" § 59°57'57.5"
W, and Point 3-3° 5'19.06"S 59°57°56.26"W). The actinomy-
cete strains were identified in the Streplomyces genus using
the genes banks NCBI and EzBioCloud (Table 1). In accor-
dance with Brazilian legislation, all fungi were registered in
the Brazilian National System of Genetic Heritage
Management and Associated Traditional Knowledge (SisGen)
under number AC1746C. The information of all Strepromyces
strains identified in this study ts listed in Table 1,

Inoculum preparation

The strains of actinomycetes were cultivated in Petri dishes
containing the International Streptomyces Project-2 semi-solid
culture medium (ISP2) (10g/L. starch, 4g/l. yeast extract,
10g/L malt, 4g/L dextrose, and 20g/L agar) at 28°C for
cightdays to confirm the viability and purity of the pre-
served samples. Macro- and micromorphological confirma-
tion of each strain was conducted by microculture on a
slide. Then, two Icm’ fragments of each strain on agar were
inoculated in Erlenmeyer flasks (125ml) containing 50mlL
of 1SP2 liquid culture medium. The conical flask was incu-
bated at 28°C in a rotary shaker at 120rpm for 72hr!"
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Table 1, I n two GenBanks for the Streptomyces strains screened for monoterpenes biotransformation in this work.
Correspondem at

Strains* Correspondent at Bank/NCBI larity (%) £2850Coud Simetarity %)

Streptomyces sp. 5. pulveraceus 9951% S silvae Ford 9934%

LaBMicrA B267 NBRC 3855

Streptomyces sp. S. butl strain C2 S641% S murinus NBRC 12799 98.36%

LaBMicrA 8270

Streptomyces sp. 5. graminecrus §753% S grarminedrus NBRC 96.66%

LaBMicrA 8271 NERC 15420 15420

Streptomyces sp. 5. acidscoio 8860% S sundarbansensis MS1/7 7835%

LaBMicrA 8272 KIPNE

Streptomyces sp. 5. misionensis 9378% S misianensis DSM 40306 M4351%

LaBMicrA 8278 JCM 4497

Streptomyces sp. 5. pulveraceus S6.65% S. durecortorensis RHZ10 96.93 %

LaBMicrA 8301 NBRC 3855

Streptomyces sp. 5. pulveraceus 58.56% S durocortarensis RHZ10 95.07 %

LaBMicrA 8310 $NBRC 3855

Streptomyces sp. 5. olivaceus 9961% S ofivaceus NRAL B-3009 99.74%

LaBMicrA 8314 NBRC 12805

Streptomyces sp. 5. similanensis 95.10% S simdanenss KC-106 95.45%

LaBMicrA B318 KC-106

Streptomyces sp. - -

LaBMicrA 83037

Streptomyces sp. - -

LaBMicrA B209°

m suggestions from the gens banks were on basis of the 165 ANA sequencng.
. Identified as S

yces by pic analysis.

After incubation, the humid biomass was recovered by cen-
trifuging at 4400rpm and 28°C for 10min (Eppendorf
Centrifuge 5702, Merck KGaA, Darmstadt, Germany) under
sterile conditions.

Screening for biotransformation assays

Screening experiments were performed in accordance with
Molina et al'" and Bier et al’”’l in an aqueous system to
obtain a high recovery rate of both transformed products.
The biomass recovered as described above (2g wet weight)
was resuspended (under aseptic conditions) in Erlenmeyer
flasks (125mL) containing 50mL of mineral medium (ultra-
pure water containing 0.5g/L MgSO,, 3g/L. NaNO,, 1g/L
K,HPO,, 05g/L KCl, and 0.01g/L Fe,SO; pH was not
adjusted). After added 0.5% (v/v) of one of the substrates to
be tested (R-(+)-limonene, S-(-)-limonene, 15-(-)-a-pinene,
and (-)-f-pinene), the flasks were incubated at 28°C for
96hr in a rotary shaker operating at 120rpm. Controls of
the biotransformation experiments were each substrate and
the mineral medium, without any inoculum, and with only
each inoculum in the medium, without any substrate.
Periodically, 500uL samples from each treatment (biotrans-
formation and control experiments) were taken every 24hr
in order to monitor the consumption of substrate and prod-
uct formation. Each sample was extracted with the same
volume of ethyl acetate. After phase separation in a vortex
chamber, the organic layer was separated and stored at
~80°C until analysis.

Gas chromatography-mass spectrometry analysis

The qualitative analysis was performed in accordance with
Sevalho et al!"™ using a gas chromatograph (Trace Ultra)
coupled to a mass spectrometer (I1SQ Single Quadrupole,

Thermo Scientific) equipped with a TR-5 capillary column
(Trace) of 30m length x 0.25mm id. x 025um of film
thickness, The injection was done in split mode (split ratio
of 1:30) using a 1 ul sample. Helium was used as the carrier
gas (flow rate 1.0mL/min). The column temperature pro-
gram was 40°C (as the initial temperature} for 10min,
increased by 3°C/min to 100°C, followed by a constant
ramp rate of 20°C/min until reaching the temperature of
200°C, which was maintained for Smin, Other conditions;
both injector and detector at 250°C, ionization energy of
70eV, scan without delay, and mass range of m/z 35-400,

Data analysis

The compounds were identified using the National Institute
of Standards and Technology (NIST) library (similarities
<90% were not considered). The ratio between the con-
sumption of the substrate and its derived products was
determined on the basis of the chromatographic peak areas
using the Xcalibur software (version 2.2) of the GCMS sys-
tem used, Three independent assays were performed for
cach experiment. Values are presented as the mean+ stan-
dard deviation (SD) of the peak area of the chromatograms
of the substrate and derived products. Statistical analyses
were performed using the software GraphPad Prism (version
95.1) for Windows (GraphPad Software, San Diego,
California, USA).

Results and discussion

Among the eleven Strepfomyces actinomycete strains screened
for the biotransformation of R-(+)-limonene, S-(-)-limonene,
15-(-)-a-pinene, and (-)-B-pinene, three (27%) were able to
biotransform at least or only one substrate, 15-(-)-a-pinene, as
the single carbon source. Eight actinomycete strains were
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Figure 2. Relative peak areas i the GO-MS analysis showing the 15-(-|-o-pinene
substrate ining after bi formation wsing Streplomyces strains ftér 48 hr.

capable of using the hydrocarbons R-(+)-limonene, S-(-)-
limonene, and (-)-B-pinene, respectively, the as the sole carbon
source for growth, but not showed accumulation of metabo-
lites (Figure 1), suggesting the complete degradation of these
monoterpenes into carbon dioxide (CO,). This problem may
be related to the toxicity of monoterpence substrates that in
many cases can inhibit the microorganisms and limit the max-
imum concentration of substrate used in the bioprocesses,”
Considering the cleven strains, any decrease in the absolute
area af the substrate peak combined with the absence of any
detectable peak of derivatives in the gas chromatography-mass
spectrometry analysis was considered as being a loss for evap-
oration or consumption without any biotransformation.

The hydrocarbon  structure of monoterpenes provides
them with high hydrophobicity and, similarly to other
membrane-active organic compounds like alkanes, The tox-
ieity derived from hydrophobic organic compounds is cor-
related with the logarithm of its octanol/water partition
coefticient (LogP or Log K_,), in which LogP values ranging
from | to 5 usually translate into compound toxicity for
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whole cells. As an adaptive response, cells may change the
membrane fatty acid profile to preserve membrane charac-
teristics, Nevertheless, the mechanisms reported seem to be
dependent on the genomic background of the cell and cell
physiology (e.g.. the growth phase), but also on the chemical
properties (e.g., acyclic vs. cyclic, chain length, branching
degree, and the degree and position of the oxyfunctionaliza-
tion) and concentration of the stressor/*"*!

For Rottava et al.”"! to reduce this effect of toxicity of
these monoterpene compounds to microorganisms, the
method of cell induction by the substrate has been employed,
allowing the microorganism adaptation with lower amounts
of substrate. In this context, slow continuous feeding
(fed-batch fermentation), cell protection via immobilization
or in situ flavor extraction membranes, and co-solvents are
alternative approaches to overcome the problems related to
substrates, Alternatively, procedures for strain adaptation or
genetic engineering tools may be used to increase the sub-
strate tolerance of fungal strains, The development of pro-
cesses using engineered strains overexpressing genes related
to key enzymes involved in biotransformation processes can
be considered one of the most promising approaches for
aroma production,#+

The three strains that were able to biotransform 15-(-)-a-
pinene, Streptomyces spp. LaBMicrA B270, LaBMicrA B310,
and LaBMicrA B314 consumed this substrate completely and
accumulated interesting compounds after 96hr of reaction.
However, Streptomyces sp. LaBMicrA B270 was the most
promising one regarding its capacity to use the substrate as
the single carbon and energy source in a mineral medium
and accumulate products earlier, in only 48hr (Figure 2).

There are many reports on the biotransformation of
monoterpenes using microorganisms, most fungi, but there
are not many that use actinomycetes, and almost none that
use  Amazonian microorganisms, Generally, in  screening
assays, the first experiments aim to identify the most ade-
quate and robust strain for each process, since both substrate
and product may cause inhibitory effects on cell growth,
Therefore, all strains to be selected are incubated with the
substrate to be used in order to find which strains can use
the substrate as sole the carbon source, indicating the exis-
tence of a metabolic pathway for substrate degradation and
possible accumulation of interesting secondary metabolite. In
this context, many researchers have been focusing on iden-
tify new microorganisms that can be used in biotechnologi-
cal process, through isolation, screening and selection of the
best strains capable of producing aroma compounds from
different substrates. This is a promising methodology since is
a natural way to obtain new products at low costs."”!

It is Interesting to notice that in this first step, the incuba-
tion conditions are usually similar in various screening works.
This fact may be due to the necessity to maintain the opti-
mum temperature, pH, and agitation for strain growth in
order to have a better comparison of the results. The resistance
to process conditions and ability of substrate degradation are
important biocatalysts characteristics; however, it does not
guarantee high concentration or specificity of products!**!

This investigation was focused more on the qualitative study
of the products obtained than on your absolute earnings, to



select biocatalysts with potential for application in future, more
detailed and larger-scale works, Substrate consumption and for-
mation of biotransformation products were monitored by gas
chromatography-mass spectroscopy (GC-MS) analysis.

The periodic GC-MS chromatographic profiles of the bio-
transformation samples of 18-(-)-a-pinene using Streptomyces
sp. LaBMicrA B270 showed the complete consumption of
this substrate in 72hr (Figure S1). According to GC-MS
analyses and comparisons with the NIST library, the three
main products were cis-verbenol, verbenone, and pinocar-
veol, all from oxidation changes and with the same bicydic
structure of the substrate. The high rates of cis-verbenol and
verbenone stood out among them, with chromatographic
areas of 749+ 1.24% and 18.2% 1.20% of the total peak areas,
respectively (Figures 2 and 3 and Table 2).

Despite taking an additional 24 hr, in other words, 96hr
of exposure, the biotransformation of 15-{-)-a-pinene by the
Streptomyces spp. LaBMicrA B310 and LaBMicrA B314 also
presented cis-verbenol and verbenone as the major com-
pounds together with other minor derivatives (Figures S2
and $3, respectively). From of the Table 2 present the
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15-(-)-a-pinene into volatile comp accumulated in the
ethyl acetate fraction (%). Furthermore, no peak related to
any hypothetic derivative from the substrates was detected in
the experiment controls (Figure $4). For the above analyses,
only peaks of the derivatives with similarities of >%0% to the
NIST proposals (Reverse Search Index) were considered.

So far, there are only a few reports on a-pinene oxidation
via bacterfal biotransformation. In a recent study, Saidani
et al*! showed the biotransformation of a-pinene hy cell
cultures of Paenibacillus popilliae 1 C and Streptomyces rochei
ABI1, which resulted in the formation of main compounds
such as trans-verbenol (59.47% and 40.40%, respectively).

Oxidative biotransformations of a-pinene led to chemical
products commercially important as natural derivatives that
are useful as flavers and fragrances with significant potential
for industrial applications. These can take the following two
competitive routes:'' epoxidation of the double bond of the
cycle teading to pinene epoxide and diverse monoterpenoid
derivatives and,”! as in the present work, allylic oxidation of
a-pinene catalyzed by a-pi VB with subse-

three Streptomyces strains pr @ able to bioconvert quent opening of the cyclobutene ring to form acyclic
ok sian ccvebenct CHL) .
- II.
LA Sy
LS
o
LS
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E ] verbenons
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L
Retention Relative
3 Compounds RSI Structure
time (min) peak area (%) 6
18.61 pmocarveol 6812005 918 '_‘$|/
9 i 1o
18.79 ciz-verbenol 74952124 930 “}Ij]\“
|
2164 verbenone 18.25x120 956 *@\,
Figure 3. GC-MS iy howing the bi 4 derr of 15{-Fa-pinene using Streptomyces sp. LaBMicrA B270 after 72hr. RSE Reverse

Search Index. ’Chmmawgra;hlt column bleed
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Table 2. Derwatives obtained via biotransformation of 15-4-)-a-pinene using
Streptomyces spp.

AT Compounds 1%6)* La8MscrA B270  LaSMiarA B310  LaBMiorA B314
18,61 Pinocarveol 6.81+005 4824008 7.76+0.48
1879 Ciswerbenot 74954124 §7.35+2.10 69.2241.17
2119 Myrtenol ND NP 5.54+0463
21,64 Verbenone 18,254 1.20 37804210 17,49+ 0.06

Nate: RT: retention time, ND! not detected.
“Percentage of peak ared in the CG-MS analysis,

aldehydes in the production of verbenol-verbenone and
myrtenol-myrtenal mixtures. !

Among the value-added aromatic compounds, cis-verbenal
(PubChem CID: 164888), our main finding, is a valuable
food-flavoring compound and has a fresh pine odor. It is an
ingredient for soft drinks, soups, meats, sausages, and ice
cream. It also has biological activity such as antimicrobial
and anti-fungicide properties!"”) In addition, this aroma is a
natural precursor of verbenone, and possesses anti-ischemic,
antioxidant, and anti-inflammatory properties that prevent
neuronal cell death caused by oxygen-glucose deprivation
and reduce cerebral ischemic injury.##!

Verbenone (PubChem CID: 29025) is a colorless liquid
with an odor typical of mint and camphor. It has been
reported as having good pesticidal properties and actis as an
anti-aggregation pheromone and a repellent for the pine
bark beetle. It also has pharmacological properties like
broncho-dilating, anti-inflammatory, and hemolytic activi-
ties.!* This product is mainly used in the food industry
for the formulation of bakery products and sweets, but it
can also be used as a starting material in the synthesis of
various organic compounds, such as bicyclic lactones. These
applications and the value of this compound make the bio-
technological production of verbenone of great interest.!"'"

Economically, the advantages of the biotransformation of
a-pinene are clear when comparing the reference prices of the
substrate and products. For example, using the database of
Merck KGaA (httpsi//www.sigmaaldrich,com/US/en), the val-
ues of as-verbenol (95%) are around USS 126.00 for 5g and
USS 403.00 for 25g. The reference price of verbenone (94%)
is around USS 82,60 for 10g and USS$ 173.00 for 50g, whereas
the reference price of 18-(-)-a-pinene (97%) 1s about US$
76.50/kg or around USS 0.08/g, at least 45 x more inexpen-
sive than verbenone and 212 than cis-verbenol. Therefore, it
seems worth making efforts and allocating resources to better
understand and explore the biotransformation of pinene.

Because of the wide range of products of commercial

interest that can be produced from terpenes, studies on

derivative from the lim and (-)-p-pi were achieved,
three strains  biotransformed  15-(-)-a-pinene mainly into
cis-verbenol and verbenone, which are compounds that have
important biological activities and great industrial interest as
additives in foods and cosmetics. Further efforts are needed
to improve the concentration of these derivatives and obtain
higher yields. However, work like this confirms the potential
of microorgantsms from yet unexplored niches such as the
Amazonian rhizosphere and also the need to preserve them.
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FUNGI ASSOCIATED WITH THE BASIDIOMES OF
Hymenochaetaceae (Agaricomycetes, Basidiomycota) IN THE
AMAZON

FUNGOS ASSOCIADOS ADS BASIDIOMAS DE
Hymenochaetaceae (Agaricomycetes, Basidiomycota) NA
AMAZONIA

ABSTRACT

The Hymenochaetaceae are basidiomycete, wood-decompasing fungi that are
found in different habitats, including the Amazon region, and can be parasitized
or live in association with some plant organisms. This study investigated the
culiivable fungi associated with the basidiomes of Hymenochaetaceae collected
in different areas of the Brazilian Amazon. In all, 107 specimens of
Hymenochaetaceae were collected and 203 strains of associated fungi were
obtained, which were grouped into 16 morphogroups, with Trichoderma and
Aspergillus being the most representative. A total of 19 sirains were identified
using the molecular method, which made it easier fo find their possible
biotechnological applications cited in the literature. This invesfigation has enabled
new discoveries that may be inspire further studies that explore microbial
resources through co-culture and the relationship between macrofunagi and their
associated fungi.

Keywords: Amazaon, Funga, Macrofungi, Microfungi.

RESUMO

Os Hymenochastaceae séo fungos basidiomicetos, decompositores de madeira
encontrados em diferentes habitats, inclui-se a regio Amazdnica, que podem
ser parasitados ou wiver associados com alguns organismos vegetais. Esie
estudo investigou os fungos cultivaveis associados ao basidioma de
Hymenochaetaceae coletados em diferentes areas da regido Amazdnia
brasileira. Foram coletados 107 espécimes de Hymenochaetaceae onde foram
obtidas 203 linhagens de fungos associados, agrupadas em 16 morfogrupos,
sendo Thchoderma e Aspergiius os mais representativos. Um total de 15
linhagens foram identificadas peloc método molecular, o que facilitou a
localizac8o de suas possiveis aplicacdes biotecnolégicas citadas na literatura.
Essa invesfigacdo possibilitou novas descobertas que podem ser inspiradoras
para estudos mais aprofundados para explorar recursos microbianos atraves da
cocultura e a relacdo macrofungos e os seus fungos associados.
Palavras-chaves: Amazdnia, Funga, Macrofungos, Microfungos.
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Diversity and chemotaxonomy of Amazonian Trichoderma spp.
Abstract

Trichoderma is a genus of interest to researchers from various areas, due to its species
diversity. biotechnological importance. and its applications. The present study aimed at the
grouping and characterization of 37 Trichoderma spp. through morphological, molecular, and
chemotaxonomic analysis of the fungus obtamed in different tropical habitats. The lincages
were evaluated with concatenated phylogenetic analysis through the sequences of internal
transcribed spacer (/75) regions, and portions of the translation elongation factor |-a gene
(TEFI-a). From the 37 strains of Trichoderma, nine species groups were obtained, namely:
T. asperellum (2), T. harzianum (9), T. lentiforme (12), T. spirale (1), T. koningiopsis (2), T.
atroviride (3), T. asperelloides (2), T. afroharzianum (4), T. reesei (2). A Clonostachys rosea
strain was used as out group. 7. lentiforme and T. harzianum stood out with more 50% of all
strains studied and identified. The work done indicates the high diversity of Trichoderma spp.
from the Amazon. The chemometric data showed the chemical correlations and intraspecific
similarities among the species of Trichoderma through its intracellular and extracellular
metabolites, as the main ions and in common and chemical proximity between species of the
same clade.

Keywords: Endophytic fungi, Trichoderma, Phylogenetic analysis, Chemical profile.

Diversidade e quimiotaxonomia de Trichoderma spp. da Amazénia,
Resumo

Trichoderma € um género de interesse de pesquisadores de diversas dreas, devido a sua
diversidade de espécies, importancia biotecnologica ¢ suas aplicagdes. O presente estudo
objetivou agrupar e caracterizar 37 Trichoderma spp. através de analises morfologicas,
moleculares ¢ quimiotaxondmicas do fungo obtido em diferentes habitats tropicais. As
linhagens foram avaliadas com andlise filogenética concatenada através das sequéncias de
regides espagadoras transcritas internas (/75) e por¢des do gene do fator de alongamento de
tradugdo 1-a (TEF!-u). Das 37 cepas de Trichoderma foram obtidos nove grupos de espécies,
a saber: T. asperellum (2), T. harzianum (9), T. lentiforme (12), T. Spirale (1), T. koningiopsis
(2). T. atroviride (3). T. asperelloides (2). T. afroharzianum (4), T. reesei (2). Uma cepa de
Clonostachys rosea foi usada como grupo externo. T lentiforme e T. harzianum se destacaram
com mais de 50% de todas as cepas estudadas e identificadas. O trabalho realizado indica a
alta diversidade de Trichoderma spp. da Amazonia. Os dados quimiométricos mostraram as
correlagoes quimicas e semelhangas intraespecificas entre as espécies de Trichoderma através
de seus metabolitos intracelulares e extracelulares, como os principais ions e em comum e
proximidade quimica entre espécies do mesmo clado.

Palavras-chave: Fungos endofiticos, Trichoderma, Andlise filogenética, Perfil quimico.
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RESUMO

Hodiernamente, estdo sendo apresentados cada vez mais casos de infecgGes por microrganismos
no Brasil e no mundo, e os antibioticos atuais estdo gradativamente perdendo a eficicia frente a
patogenos resistentes. Tendo em mente que a biodiversidade do Campus da Universidade Federal
do Amazonas em Manaus apresenta demasiado potencial para produgdo biotecnoldgica de
produtos naturais, e pouca exploragdo de estudos em antibidticos, esse projeto apresenta um
estudo biolégico e quimico acerca da antibiose desses microrganismos, visando investigar a
producdo de antibidticos por meio de bactérias pseudofilamentosas, ou seja actinomicetos, por
meio da produgdo de metabdlitos secundarios avaliados frente a patdgenos de interesse clinico
para estudo quimico bioguiado, sendo estes Candida albicans, Staphylococcus aureus, Escherichia
coli e outros. Pelo método de culturas pareadas foi selecionada uma linhagem P2-11, da qual feita
uma curva de producdo dos extratos e estes foram testados e feito o perfil quimico, deste a melhor
atividade encontrada foi para E. coli, E. faecalis e B. cereus. Apos, também foram realizados o
cultivo de mais 19 linhagens, em tempos de crescimento de 5 e 10 dias, dos quais os extratos do
meio fermentado e da biomassa celular foram avaliados apenas contra quatro Candidas spp e
obtiveram resultados de inibi¢do para C. glabrata, C. haemulonii, C. parapsilosis e C. albicans.

Palavras-Chave: Actinomicetos; antibidticos; metabdlitos; patégenos humanos.
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1. INTRODUCAO

A floresta Amazénica é conhecida como uma das maiores florestas do mundo, sendo uma
das principais fontes da biodiversidade do Brasil, conhecida por deter 20% da variedade dos seres
vivos presentes no mundo. Apesar de apresentar uma relevante biodiversidade em sua fauna e
flora, a compreensdo a respeito das interagdes dos microrganismos com o meio ambiente,
mostra-se nao totalmente explorada apresentando potencial para novos estudos (SOUZA et al,,
2004). Esta destaca-se por apresentar um clima predominantemente equatorial e umido que
favorece o crescimento microbiano.

Portanto destaca-se a presenga dos Actinomicetos, bactérias pseudofilamentosas,
Gram-positivas e formadoras de esporos. Onde de acordo com o estudo realizado por SILVA et al
(2012), a comunidade de actinomicetos constitui cerca de 10 a 50% da populagdo presente no
solo, interagindo com substancias como: celulose, hemiceluloses, fendis, quitina, queratina,
ligninas e himus, que de modo geral ndo sdo consumidas por outros microrganismos.

Dessa forma, (DE OLIVEIRA (2018), destaca o potencial antimicrobiano de actinomicetos de
solos amazdnicos em que reitera a importdncia da producdo de metabdlitos secundarios bioativos
provenientes de actinomicetos foram relatados na ultima década. Portanto, evidencia-se que os
Actinomicetos se destacam como uma fonte bioldgica de substdncias antibidticas, antitumorais,
anti-inflamatdrios, antivirais, antiparasitarios, imunossupressores, produ¢do de vitaminas e
enzimas (YARBROUGH et al., 1993; JESUS, 2013; MINOTTO, 2014; DE SOUSA et al., 2019).

2. OBIJETIVO GERAL

Investigar a producdo de antibidticos de Actinomicetos isolados do Campus da
Universidade Federal do Amazonas, em Manaus-Amazonas, frente a patégenos de interesse clinico
para estudo quimico bioguiado.

3. METODOLOGIA

As linhagens foram obtidas por meio do selecionamento de 20 actinomicetos da colegao de
trabalho de microrganismos do Laboratorio de Bioensaios e Microrganismos da Amazdnia da
Central Analitica da Universidade Federal do Amazonas (LABMICRA/CA/UFAM). A reativacdo das
linhagens foi realizada em placas de petri contendo meio de cultura ISP2 dgar (Agar 1,5%, extrato
de levedura 0,4% e extrato de malte 1%) e cultivados a 28 °C durante 8 dias.

Das linhagens a serem selecionadas para os ensaios de antibiose, foi realizada a curva de
crescimento da P2-11 para anélise de consumo da glicose, acompanhamento do pH, perfil quimico
e ensaio de antibiose. Foi realizado o microcultivo em 1SP2, em laminulas inclinadas para
visualizagdo em microscopio Feldmann com captura de imagem e Software de medidas nas
objetiva de 100x. Para a curva de crescimento, foram inoculados em erlenmeyer de 250 mL
contendo meio de cultura ISP2, em incubadora Shaker a 120 rpm e retirado de acordo com os
pontos de coleta para a construgdo da curva de crescimento. Ao retirar cada ponto de coleta do
experimento de acordo com os pontos, foram medidos em cabine de seguranca bioldgica o pH,
glicose, densidade, nitritos e proteinas por meio de fitas de urinalise,

Os extratos foram levados a centrifugacdo em tubo falcon de 50 mL, para a separacdo do
meio fermentado do meio celular. O meio celular foi submetido a maceracdo com acetato de etila
e metanol em concentragao 1:1 e colocado em dessecador contendo silica. O meio fermentado foi
particionado em funil de separagdo com Acetato de Etila e Isopropanol com proporgdo 9:1 em 3
particionamento com 40 mL, 30 mL e 30 mL e logo em seguida concentrado por rotaevaporacdo.
Os extratos foram testados em Screening em placa de 96 pogos frente a linhagens clinicas de C.
glabrata, E. coli, S. coccus, P. aeroruginosa, B. cereus e E. Faecalis. Ainda, ocorreu as analises
espectrométricas dos extratos em ESI/LC/MS referentes a cada tempo de coleta,

Em seguida foram realizados extratos de metabdlitos das 19 linhagens restantes em tempo
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de crescimento de 5 e 10 dias, liofilizados e testados frente a C. glabrata, C. haemulonii, C.
parapsilosis e C. albicans. Ainda foram realizadas anélises por meio de ESI/LC/MS e estudo acerca
de seus ions de interesse.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
Para os extratos da linhagem alvo, por meio da figura abaixo é possivel notar que o estes
apresentaram inibi¢do parcial frente as bactérias e pouca inibi¢do frente a levedura,
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Figura 1: Testadoras frente a linhagem alvo.

Por meio da figura abaixo, em crescimento de 5 e 10 dias, é possivel notar que em 5 dias de
cultivos 18 linhagens, ja haviam produzido algum metabdlito secundério bioativo, apenas as
linhagens 10 e 17 ainda ndo haviam produzido. Vale ressaltar o extrato MF-7A com atividade para
C. globrata e C. haemulonii. Outro fato interessante desta triagem sdo os resultados para C. krusei
com sete extratos positivos (1, 2, 3, 4, 16, 18 e 19). Dos sete extratos ativos contra C. albicans seis
também tem atividade contra C. haemulonii. Destes 40 extratos produzidos com 5 dias de cultivo,
12 foram extracelular e apenas um intracelular (15 = biomassa celular) apresentaram antibiose.
Porém & importante destacar que o metabolismo de algumas linhagens sdo claramente mais lentas
que outras e o seus melhores metabadlitos secundarios bioativos foram produzidos com 10 dias

I\||||‘|| ||||‘|| ||||||n |||n‘|| |

...................

Figura 2: Testadoras frente aos extratos de linhagens de actinomicetos.

5. CONCLUSOES

A produgdo de antibidticos por Actinomicetos isolados do Campus da Universidade Federal
do Amazonas, em Manaus-Amazonas, avaliada frente a patdgenos de interesse clinico mostrou das
20 linhagens avaliadas, duas promissoras contra Candida spp. e atividades contra outros patdgenos
humanos com . cofi, B. cereus e E. faecalis com a linhagem P2-11.
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Os extratos do meio fermentado e da
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Evaluation of the potential of phenolic content and antioxidant activities of the extracts
acquired from two Amazon actinomycetes of the genus Streptomyces
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Keywords; Rhizosphere; Actinomycetes extracts; Antloxidant substances,

Abstract: Actinomycetes are well-known as the source of bioactive metabolites. Natural extracts are
the source of many antiosdant substances. They have proven wseful not only as supplements to
prevent diseases caused by oxdative stress but also as food additives that prevent oxidation, The study
almed to evaluate the phenolic content and antioxidant actiwities of extracts of two Amazon
actinomycetes. The two strains of actinomycetes (LabMicra-B8270 and LabMicra-8270) belong to the
warking collection of the Laboratary of Bioassays and Microorganisms of the Amazon [LabMicrA) at
the Federal University of Amazonas (SISGEN: AC1746C). The present in witro study investigated the
potential use of the actinomycetes extracts using the total phenolic content [TPC-Folin-Ciocalteu
spectrophotometric using gallic acid as the standard) and antioxidant [(dipheny! 2-pyeril hydeazil
{DPPH | scavenging assay). The total phenolic content of the extracts was exprassed as mg galllc acid
equivalents (GAE) per gram of sample i dry weight. The TPC value of the LabMicra-B270 extract was
46.45 + 5.25mg GAE/g and that for the LabMicra-B280 extract was 24 604 2 .80 mg GAE/g. DPPH:
scavengng capacity {%CS) was measured at 515 nm. Especially the extracelular fraction of the
LabMicra-B270 extract showed the strongest antioxidant activity with a DPPH: CSe of 23% at
a concentration of 273 1 0,02 pg/mL, which was comparable to that of ascorbic acid, used as & positive
control. This is the first report that endorses. the bicactivity of the LabMicra-B270 extract obtained
from an actinomycete of the genus Streptomyces isolated from the rhizosphere of inga-cips {Ingo

mtips O proceedings. scencan'1 77441 2lang-pt-br

eduls Martius) with potential antioxidant activity that may be attributed to the phenolic compounds
prasent. Furthermore, this study contributes to the increase in knowledge regarding the blodiversity
of the Amazon, Further studies aiming at the structural elucdation of the molecules present in
bicactive extracts showdd therefore be carried out.

Funding: We would like to thank the institutions FAPEAM, CNPq, and CAPES
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ANEXOS

ANEXO 1: MATERIAL SUPLEMENTAR DO CAPITULO 2

POTENCIAL BIODIVERSIDADE E ATIVIDADES ANTIFUNGICAS DE
ACTINOMICETOS AMAZONICOS ISOLADOS DA RIZOSFERA DE PLANTAS

Inga edulis

Material suplementar - MS1.
Pontos de coletas
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1.2.

1.3.
1.4.

1.5.

1.6.

1.7.

1.8.
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Material suplementar — MS2.

Procedimento operacional padrdo (POP) para imageamento de amostras no microscépio

eletronico de varredura (MEV)

1. Processamento pré-microscopia eletronica de varredura:

Amostras: discos de meio de cultura de aproximadamente 0,5 cm contendo as amostras
foram seccionados e transferidos para uma placa de 24 pogos;

Fixacao: fixagdo por meio da submerséo das amostras em fixador Karnovsky modificado
(glutaraldeido 2,5%, paraformaldeido 2,5% em tampéo cacodilato de sédio 0,2 M pH 7.2)
por 24 horas, em temperatura ambiente;

Lavagem: 4 lavagens sucessivas em tampdo cacodilato de sodio 0,2 M pH 7.2;
Pos-fixacdo: submersdo das amostras por 2 horas em solugéo de tetroxido de ésmio 2%
e ferrocianeto de potassio 1.6% (proporc¢do 1:1) em tampéo cacodilato de sodio 0.2 M. A
pos-fixacdo foi no escuro, cobrindo a amostra com papel aluminio;

Lavagem pos-fixagdo: o excesso de osmio foi lavado duas vezes com o tampéo
cacodilato de sodio 0,2 M pH 7.2;

Desidratacdo: ap6s lavagem em tampdao, as amostras foram desidratadas com solugdes
de etanol a 30%, 50%, 70%, 80%, 90% e 100%, mantendo-se as amostras submersas por
em cada uma das solucdes por 20 minutos (este processo foi repetido trés vezes na etapa
do etanol 100%).

Secagem em ponto critico: apds desidratacdo, as amostras submersas em etanol absoluto
foram submetidas a secagem em ponto critico Leica EM CPD300 por 2h com 14 ciclos;
Metalizagéo: terminado 0s processos citados anteriormente, as amostras serdo fixadas em
fitas de carbono a stubs e submetidas a 4 minutos de metalizagdo com ouro, no
metalizador JEOL Smart Coater.

Analises utilizando o microscépio eletrénico de varredura Jeol JSM-IT500HR



170

Material suplementar — MS3.
Graficos de barras com valores de desvio padrédo para cada desvio padrdo do teste.
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Material suplementar — MS4. Cadigos de acesso GenBank/NCBI e macromorfologias e
micromorfologias das cepas selecionadas. Caracteristicas macro e micromorfologicas de
cepas com excelente atividade antifingica. Microculturas visualizadas em microscopio optico
(Carl Zeiss) acoplado ao programa Zen Photo/Image (AxioCamER-Zen lite 2012), utilizando
objetiva de 100x e escala de 0,5 pm.

Isolated

strains Code GenBank/NCBI Morphology
Streptomyces
sp. OR724644
LaBMicrA

B267
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Streptomyces
sp.
LaBMicrA
B270

Streptomyces
sp. OR724661
LaBMicrA
B271




173

Streptomyces
sp. OR725986
LaBMicrA
B272

Streptomyces OR724700
sp.
LaBMicrA
B278




174

Streptomyces
sp.
LaBMicrA
B280

Kitasatospora
sp. OR725990
LaBMicrA
B282
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Streptomyces
sp. OR724719
LaBMicrA
B301

Streptomyces
sp. OR725980
LaBMicrA
B304




176

Streptomyces
sp. OR726013
LaBMicrA
B310

Kitasatospora
sp. OR726028
LaBMicrA
B313
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Streptomyces
sp. OR726569
LaBMicrA
B314

Streptomyces
sp. OR733339
LaBMicrA
B317



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/OR726569
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Streptomyces
sp.
LaBMicrA
B318

OR730983

Streptomyces
sp.
LaBMicrA
B319

OR730984

Streptomyces
sp.

OR730985
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LaBMicrA
B322

Streptomyces
sp. OR730986
LaBMicrA
B325
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Streptomyces
sp. OR733333
LaBMicrA
B289

Streptomyces
sp. OR733337
LaBMicrA
B290



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/OR733333
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Streptomyces

OR734917

sp.
LaBMicrA

B299
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MS1. Propostas da plataforma RAST de subsistemas metabdlicos e sequéncias Codificantes (CDSs) de acordo

com suas funcionalidades.

Subsystenm Coverage Sulsystem Feature Counts
B B Frotein Metabolism (231)
@MW Cell Dwvisien and Call Cy<le (0)
@B Respraton (116)
@ B Stress Responss (54)
@ @ Phatosynthesis (0)
@ Nitrogen Matabolism (21)
2 Mitrogen Metabolim - ro subcategory (21)

Nerosauye stress (1

Allantoin Utkzance (JSI

Crvanate vdrohesis {2)

Ammonia azsmilation (13)

Dengrification {0)
08 Secondary Metabolism (9)
Hydrocarbans (0)
Biologically actve compounds in metazoan cell defence and ddferentistion (0)
Place Octadecanoids {0)
Bacterial oytostatics, dfferentiztion factoes and ant®sctics (0)
Biosynthesis of phenylpropanoids (0)
B Secondary Matabolism - no subcategary (9)

Laoth 0 Syntbetases (3)

Thab ol axaz edilied mnroon (TOMMI syoth
Aromatic amino aods and dervatives {0)
UV-absorbing secondary metabolres (0)
Lipid-dacived madiators (0)

Plant Alkalods {0)
Plart Hoemones (0)
@ W Phages, Prophages, Transposabie eloments, Flasmide (3)
@ W Sullw Metabolism (9)
B  RRA Metabolism (51)
B ONA Metabolism (111)
@ W Cartohydrates {318)
@ W Cell Wall and Capuide (42)
B8 Muscelansous (29
@ B Phasphones Metabolism (26)
Tron acquesion and metabalnm (4%)
& lron scgusivon ond metabolsm - no subcategory (17)
ron transpot (0}
@ Sidaropheres (32)
Sideeophore assembly X2 (25)
Sigergphore Desfernoxarune £ (6)
Membrare Transport (43)
Potassium metabelism (7)
Amino Acids and Denvatives (451)
Dormancy and Spocuiation {140)
Fatty Acids, Lipids, and 1soprenoids (170)
Regulaton and Celi signaling (22)
Virulerce, Dsense and Defense (38)
Motiity and Chemotaxes {0)
Cofactors, Vitamins, Prasthetic Groups, Prgments (182)
Metabaism of Asomatic Compounds (28)
Nudieosides and Nudeotides (122)

SIpaEseIaeEea
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MSL1. Siderophore assembly kit (26)

Functional Role Reactions
Sdab Siderophore biosynthesis diaminobutyrate--2-oxoglutarate aminotransferase
(EC 2.6.1.76)
Sdad Siderophore biosynthesis L-2,4-diaminobutyrate decarboxylase
SSIAc Siderophore synthetase large component, acetyltransferase
SSsAc Siderophore synthetase small component, acetyltransferase
SSLc Siderophore synthetase component, ligase
ShsM Siderophore biosynthesis protein, monooxygenase
LCFAL Long-chain-fatty-acid--CoA ligase of siderophore biosynthesis
STra Siderophore transport protein
STonBrec TonB-dependent siderophore receptor
FeSRTon Ferric siderophore receptor, TonB dependent
Sperm Siderophore related permease
FhuA Ferric hydroxamate outer membrane receptor FhuA
FhuB Ferric hydroxamate ABC transportT:rh(JBC 3.A.1.14.3), permease component
FhuC Ferric hydroxamate ABC transport(Fa:rh(uTCC 3.A.1.14.3), ATP-binding protein
FhuD Ferric hydroxamate ABC tra_nsp_orter (TC_: 3.A.1.14.3), periplasmic substrate
binding protein FhuD
FeSB Iron-siderophore transport system, substrate-binding component
FeTM Iron-siderophore transport system, transmembran component
FeP Iron-siderophore transport system, permease component
FeATP Iron-siderophore transport system, ATP-binding component
PchR Transcriptional regulator PchR
PchA Isochorismate synthase (EC 5.4.4.2) of siderophore biosynthesis
PchB Isochorismate pyruvate-lyase (EC 4.-.-.-) of siderophore biosynthesis
PchC Thioesterase in siderophore biosynthesis gene cluster
PchD 2,3-dihydroxybenzoate-AMP ligase (EC 2.7.7.58) of siderophore biosynthesis
DHBAMPL1 2,3-dihydroxybenzoate-AMP ligase (EC 2.7.7.58)
PchEPchF Siderophore biosynthesis non-ribosomal peptide synthetase modules
PchG Thiazolinyl imide reductase in siderophore biosynthesis gene cluster
PchHPchl Putative ABC iron siderophore gzrrl]s;)i(;r;er, fused permease and ATPase
CycPep ABC-type siderophore export system, fused ATPase and permease
components
FptA Outer membrane receptor for ferric siderophore
FtpB Hypothetical protein FtpB in siderophore gene cluster
FtpC Putative iron-regulated membrane protein in siderophore cluster
FptX Inner-membrane permease for ferric siderophore
ICM Isochorismatase (EC 3.3.2.1) of siderophore biosynthesis
BDH 2,3-dihydr0—2,3—dihydr_oxybenzoate_dehydrogenase (EC 1.3.1.28) of
siderophore biosynthesis
FeR Ferric reductase (1.6.99.14)
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PchK Putative reductoisomerase in siderophore biosynthesis gene cluster
ABCp ABC-type Fe3+-siderophore transport system, permease component
ABCatp ABC-type Fe3+-siderophore transport system, ATPase component
ABCsb ABC-type Fe3+-siderophare transport system, periplasmic iron-binding

component

ABCp2 ABC-type Fe3+-siderophore transport system, permease 2 component
Tonhem TonB-dependent hemin receptor

hmuU Hemin ABC transporter, permease protein

hmuV ABC-type hemin transport system, ATPase component

hmuT Periplasmic hemin-binding protein

hmuS Hemin transport protein HmuS

hmuR TonB-dependent hemin , ferrichrome receptor

estlip Esterase/lipase in siderophore cluster

MSL. Siderophore Desferrioxamine E (6)

Functional Role Reactions
Tr Putative Desferrioxamine E transporter
Hypl Hypothetical protein associated with desferrioxamine E biosynthesis
DesA Desferrioxamine E biosynthesis protein DesA
DesB Desferrioxamine E biosynthesis protein DesB
DesC Desferrioxamine E biosynthesis protein DesC
DesD Desferrioxamine E biosynthesis protein DesD
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MS2-FILOGENIA COM BASE NAS SEQUENCIAS DE 16S rRNA

i E F
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MS2. Arvore construida conforme descrito: “Second, an additional set of ten closely related type strains was
determined via the 16S rDNA gene sequences. These were extracted from the user genomes using RNAmmer [4]
and each sequence was subsequently BLASTed [5] against the 16S rDNA gene sequence of each of the currently

21282 type strains available in the TYGS database. This was used as a proxy to find the best 50 matching type
strains (according to the bitscore) for each user genome and to subsequently calculate precise distances using the
Genome BLAST Distance Phylogeny approach (GBDP) under the algorithm ‘coverage' and distance formula ds”.



186

A

MS3 - TABELA COM OS RESULTADOS DA ANALISE FILOGENOMICA NA

PLATAFORMA TYGS.
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MS4 - TABELAS COM OS RESULTADOS DAS ANALISES REALIZADAS NA
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PLATAFORMA Secondary Metabolites Analysis Shell Bacterial (antiSMASH), versédo 7.1.0

para as linhagens ‘Tipo” com similaridade > 50% com os de LaBMicrA B280.

Streptomyces costaricanus (murinus) DSM 41827

Most similar known

Region Type From To cluster Similarity
Region 2.1 T1PKS,NRPS 82,404 240,865 pentamycin 100
. diisonitrile antibiotic
Region 2.2 NRPS 263,36 307,871 SE2768 66
Region 2.3 NRPS-like, TIPKS 315,923 364,319 borrelidin 11
Region 2.4 terpene 524,503 546,176 - 0
Region 2.5 other,NRPS 941,972 1,009,690 actinomycin D 89
. . foxicin A/foxicin
Region 2.6 crocagin 1,157,938 1,186,024 B/foxicin C/foxicin 12
Region 2.7 ectoine, NRPS,NAPAA 1,350,113 1,465,850 stenothricin 27
flaviolin/1,3,6,8-
Region 2.8 T3PKS 1,469,403 1,510,467 tetrahydroxynaphthalen 100
e
Region 2.9 T1PKS,hglE-KS 1,564,063 1,616,057 hexacosalactone A 13
Region 2.10 ectoine 2,220,986 2,231,396 ectoine 100
Region 2.11 lanthipeptide-class-iii 2,926,423 2,949,113 - 0
Region 2.12 melanin 3,155,197 3,165,802 melanin 60
. . desferrioxamin
Region 2.13 NI-siderophore 3,231,035 3,260,804 B/desferrioxamine E 100
Region 2.14 lassopeptide 3,407,986 3,430,539 albusnodin 100
Region 2.15 triceptide 3,726,217 3,747,600 - 0
Region 2.16 T2PKS,T1PKS 3,892,919 3,965,524 spore pigment 83
. julichrome Q3-
Region 2.17 terpene 5,524,473 5,545,558 3ljulichrome Q3-5 25
Region 2.18 terpene 5,865,999 5,887,045 - 0
. NRPS,NI- . .
Region 2.19 siderophore, TIPKS 6,179,929 6,259,273 kinamycin 25
Region 2.20 other, T1PKS,PKS-like 6,393,040 6,450,673 meilingmycin 5
Region 2.21 RiPP-like 6,522,342 6,533,646 - 0
Region 2.22 terpene 6,543,768 6,565,930 geosmin 100
Region 2.23 T1PKS,NRPS,RRE- 6,692,669 6,819,413 omnipeptin 17
containing,NI-siderophore
NRPS,NRPS- leupeptin Pr/leupeptin
Region 2.24  like betalactone,phosphonat 7,044,622 7,138,010 pep Ao pep 100
e
Region 2.25 terpene,thiopeptide,LAP 7,233,514 7,286,437 hopene 92
. transAT-PKS-like,NRPS- . .
Region 2.26 like, TIPKS 7,440,625 7,490,443 cinnabaramide A 18
Region 227  NRPS.lanthipeptide-class- 7 oop 504 7 790 438 bleomycin 12
i,lanthipeptide-class-ii
Region 2.28 NRP-metallophore,NRPS 7,738,419 7,800,121 mirubactin 78
Region 2.29 T1PKS 7,826,602 7,871,137 tetronasin 3
Region 2.30 RiPP-like 7,934,491 7,944,706 informatipeptin 28
Region 2.31 betalactone 8,043,349 8,072,825 fusaricidin B 25
Region2.32  NRPS,TIPKS,NRPS-like 8,129,706 8,213,992 petrichorin 11
AJpetrichorin B
Region 2.33 terpene 8,218,702 8,239,982 ebelactone 5
A-503083 A/A-503083
Region 2.34 other,hydrogen-cyanide 8,286,210 8,331,458 B/A-503083 E/A- 7

503083 F



https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-fd1c1187-4f15-4dd0-aedd-b00e04672318/index.html#r2c1
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0002032/1
https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-fd1c1187-4f15-4dd0-aedd-b00e04672318/index.html#r2c2
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#nrps
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0001574/1
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0001574/1
https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-fd1c1187-4f15-4dd0-aedd-b00e04672318/index.html#r2c3
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0000031/1
https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-fd1c1187-4f15-4dd0-aedd-b00e04672318/index.html#r2c4
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#terpene
https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-fd1c1187-4f15-4dd0-aedd-b00e04672318/index.html#r2c5
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0000296/1
https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-fd1c1187-4f15-4dd0-aedd-b00e04672318/index.html#r2c6
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#crocagin
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0001598/1
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0001598/1
https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-fd1c1187-4f15-4dd0-aedd-b00e04672318/index.html#r2c7
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0000431/1
https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-fd1c1187-4f15-4dd0-aedd-b00e04672318/index.html#r2c8
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#t3pks
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0002127/1
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0002127/1
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0002127/1
https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-fd1c1187-4f15-4dd0-aedd-b00e04672318/index.html#r2c9
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0002497/1
https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-fd1c1187-4f15-4dd0-aedd-b00e04672318/index.html#r2c10
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#ectoine
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0000853/1
https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-fd1c1187-4f15-4dd0-aedd-b00e04672318/index.html#r2c11
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#lanthipeptide-class-iii
https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-fd1c1187-4f15-4dd0-aedd-b00e04672318/index.html#r2c12
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#melanin
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0000909/1
https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-fd1c1187-4f15-4dd0-aedd-b00e04672318/index.html#r2c13
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#ni-siderophore
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0000940/1
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0000940/1
https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-fd1c1187-4f15-4dd0-aedd-b00e04672318/index.html#r2c14
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#lassopeptide
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0002006/1
https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-fd1c1187-4f15-4dd0-aedd-b00e04672318/index.html#r2c15
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#triceptide
https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-fd1c1187-4f15-4dd0-aedd-b00e04672318/index.html#r2c16
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0000271/1
https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-fd1c1187-4f15-4dd0-aedd-b00e04672318/index.html#r2c17
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#terpene
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0002012/1
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0002012/1
https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-fd1c1187-4f15-4dd0-aedd-b00e04672318/index.html#r2c18
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#terpene
https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-fd1c1187-4f15-4dd0-aedd-b00e04672318/index.html#r2c19
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0000236/1
https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-fd1c1187-4f15-4dd0-aedd-b00e04672318/index.html#r2c20
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0000093/1
https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-fd1c1187-4f15-4dd0-aedd-b00e04672318/index.html#r2c21
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#ripp-like
https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-fd1c1187-4f15-4dd0-aedd-b00e04672318/index.html#r2c22
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#terpene
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0001181/1
https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-fd1c1187-4f15-4dd0-aedd-b00e04672318/index.html#r2c23
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0002078/1
https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-fd1c1187-4f15-4dd0-aedd-b00e04672318/index.html#r2c24
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0002095/1
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0002095/1
https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-fd1c1187-4f15-4dd0-aedd-b00e04672318/index.html#r2c25
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0000663/1
https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-fd1c1187-4f15-4dd0-aedd-b00e04672318/index.html#r2c26
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0000971/1
https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-fd1c1187-4f15-4dd0-aedd-b00e04672318/index.html#r2c27
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0000963/1
https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-fd1c1187-4f15-4dd0-aedd-b00e04672318/index.html#r2c28
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0000392/1
https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-fd1c1187-4f15-4dd0-aedd-b00e04672318/index.html#r2c29
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#t1pks
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0000163/1
https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-fd1c1187-4f15-4dd0-aedd-b00e04672318/index.html#r2c30
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#ripp-like
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0000518/1
https://antismash.secondarymetabolites.org/upload/bacteria-fd1c1187-4f15-4dd0-aedd-b00e04672318/index.html#r2c31
https://docs.antismash.secondarymetabolites.org/glossary/#betalactone
https://mibig.secondarymetabolites.org/go/BGC0001152/1
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Streptomyces graminearus JCM 6923
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Region Type From To Most similar known cluster Similarity
Region 1.1 T1PKS,NRPS 168,971 325,239 pentamycin 100
Region 1.2 NRPS 352,217 396,647 diisonitrile antibiotic SF2768 66
Region 1.3 NRPS-like, TLIPKS 396,962 445,364 borrelidin 11
Region 2.1 other, TIPKS, PKS-like 33,328 91,048 tambjamine BE-18591 21
Region 2.2 RiPP-like 149,147 160,451 0
Region 2.3 terpene 172,697 194,859 geosmin 100
Region 2.4 T1PKS,NRPS,RRE- 306,164 433,231 friulimicin A/friulimicin 21

containing,NI-siderophore B/friulimicin C/friulimicin D
Region 5.1 RiPP-like 90,632 101,069 0
Region 5.2 terpene 218,469 239,554  julichrome Q3-3/julichrome Q3- 25
5
Region 6.1 T1PKS 67,344 115,779 A54145 3
Region 6.2 ectoine 124,906 135,283 showdomycin 23
Region 6.3 NRPS,NAPAA 148,672 191,923 stenothricin 13
Region 6.4 T3PKS 195,327 236,391 flaviolin/1,3,6,8- 100
tetrahydroxynaphthalene
Region 7.1 lanthipeptide-class-iii 86,809 109,499 0
Region 7.2 NRPS-like 182,35 225,895 SCO-2138 64
Region 9.1 RiPP-like 85,544 95,759 informatipeptin 28
Region 10.1 other, NRPS 250,228 317,982 actinomycin D 89
Region 11.1 melanin 130,254 140,868 melanin 60
Region 11.2 NI-siderophore 210,852 240,621 desferrioxamin 100
B/desferrioxamine E

Region 14.1 T1PKS 1 35,965 tetronasin 3
Region 14.2 NRP-metallophore,NRPS 62,499 125,392 coelibactin 54
Region 15.1 ectoine 79,678 90,088 ectoine 100
Region 16.1 NRPS, lanthipeptide-class- 92,24 157,203 bleomycin 12

i,lanthipeptide-class-ii
Region 16.2 NRP- 174,191 257,764 mirubactin 78

metallophore,NRPS, lassopepti
de
Region 18.1 T1PKS 1 2,515 0
Region 19.1 T1PKS 1 13,76 JBIR-100 38
Region21.1  T1PKS,NRPS,butyrolactone 48,973 119,472 5-isoprenylindole-3-carboxylate 47
B-D-glycosyl ester
Region 23.1 T1PKS,NRPS-like,transAT- 49,489 99,328 cinnabaramide A 18
PKS-like
Region 25.1 T1PKS 1 56,62 0
Region 25.2 other,lanthipeptide-class-iv 61,391 102,764 A-503083 A/A-503083 B/A- 7
503083 E/A-503083 F
Region 25.3 terpene 150,883 172,199 ebelactone 5
Region 25.4 T1PKS 174,758 215,666 petrichorin A/petrichorin B 14
Region 26.1 lanthipeptide-class-i 5,014 31,44 desulfoclethramycin/clethramyc 4
in

Region 27.1 hglE-KS, T1PKS 43,283 95,421 hexacosalactone A 13
Region 31.1 lassopeptide 58,117 80,667 albusnodin 100
Region 34.1 thiopeptide,LAP,terpene 103,64 156,267 hopene 92
Region 34.2 NRPS,phosphonate, NRPS- 239,357 373,702 leupeptin Pr/leupeptin Ac 100

like,betalactone,PKS-

like, NRP-metallophore
Region 39.1 lanthipeptide-class- 112,527 166,946 spore pigment 83

v, T1PKS, T2PKS

Region 44.1 lassopeptide 1 5,387 0
Region 53.1  T1PKS,NI-siderophore,NRPS 101,601 182,416 kinamycin 25
Region 56.1 butyrolactone 9,576 20,511 s56-pl 3
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Streptomyces phaeogriseichromatogenes DSM 40710
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Most similar known

Region Type From To cluster Similarity
Region 1.1 116,13 163,818 carbapenem MM4550 10
Region 1.2 T1PKS,NRPS 235,318 398,193 pentamycin 100
Region 1.3 T1PKS 1,239,650 1,288,085 0

. ectoine,NRPS,N -
Region 1.4 APAA 1,306,145 1,418,905 stenothricin 27
Region 1.5 T3PKS 1,422,142 1,463,206 flaviolin/1,3,6,8- 100
tetrahydroxynaphthalene
Region 1.6 TlPKKSéhglE' 1,500,475 1,552,394 hexacosalactone A 13
Region 1.7 ectoine 2,147,139 2,157,549 ectoine 100
Region 1.8 NRPS-like 2,717,068 2,760,595 SC0-2138 64
Region 1.9 melanin 3,014,235 3,024,831 melanin 60
Region 110  Ni-siderophore 3,088,221 3,117,990 desferrioxamin 100
B/desferrioxamine E
Region 1.11 T2PKS 3,730,348 3,802,859 spore pigment 83
Region 1.12 butyrolactone 4,462,940 4,473,872 s56-pl 3
. julichrome Q3-
Region 1.13 terpene 5,285,583 5,306,668 3ljulichrome Q3-5 25
. NRPS,NI- . .
Region 1.14 siderophore 5,866,654 5,924,422 kinamycin 13
Region 1.15 Othe}g_ }ﬁ(’:svp 6,007,884 6,155,440 meilingmycin 5
Region 1.16 RiPP-like 6,205,126 6,216,430 0
Region 1.17 terpene 6,227,254 6,249,416 geosmin 100
T1PKS,NRPS,R
. RE- . .
Region 1.18 containing,NI- 6,356,381 6,483,026 omnipeptin 17
siderophore
terpene,NRPS,b
etalactone,NRP
Region 1.19 S- 6,706,631 6,801,922 leupeptin Pr/leupeptin Ac 100
like,phosphonat
e
. terpene,thiopept
Region 1.20 ide, LAP 6,886,975 6,939,399 hopene 92
transAT-PKS-
Region 1.21 like,NRPS- 7,097,737 7,147,564 cinnabaramide A 18
like, TIPKS
NRPS, lanthipep
Region1.22 . Ude-class- 7,259,960 7,324,387 0
i,lanthipeptide-
class-ii
Region 1.23 T1PKS 7,391,128 7,435,663 tetronasin 3
Region 1.24 RiPP-like 7,460,349 7,470,564 informatipeptin 28
NRPS, TLPKS,N etrichorin A/petrichorin
Region 1.25 RPS- 7,643,360 7,747,669 P 5 P 17
like,terpene
other lanthibeoti A-503083 A/A-503083
Region 1.26 -anthipep 7,786,940 7,828,313 B/A-503083 E/A-503083 7
de-class-iv =
Region 1.27 NI-siderophore 7,828,318 7,859,639 peucechelin 10
Region128  NAPAANYDOG ;006 246 7,907,443 g-Poly-L-lysine 100
en-cyanide
NRPS-
Region 1.29 like,NRPS,T1P 8,051,378 8,117,297 carbapenem MM4550 10
KS
terpene, T2PKS,
butyrolactone, T
Region 2.1 1PKS,transAT- 58,782 244,653 lankamycin 100

PKS,NRPS,redo
x-cofactor
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Region Type From To Most similar known cluster ~ Similarity
Region 3.1 NI-siderophore 157,173 186,942 B /C?::ff:rrr'riic‘)’;‘:r?:iir:‘e . 100
Region 3.2 melanin 250,288 260,884 melanin 60
Region 4.1  NRPS,T1PKS,NRPS-like,terpene 1 102,707  petrichorin A/petrichorin B 17
Region 4.2 other, lanthipeptide-class-iv 142,733 184,106 A'55003£08833'AE//§-_55%§%8833 E/ A- 7
Region 4.3 NI-siderophore 184,512 215,833 peucechelin 10
Region 4.4 NAPAA  hydrogen-cyanide 227,003 263,704 e-Poly-L-lysine 100
Region 5.1 T1PKS 35,697 80,232 tetronasin 3
Region 5.2 RiPP-like 103,825 114,04 informatipeptin 28
Region 7.1 T2PKS 68,753 141,264 spore pigment 83
Region 10.1 other, TIPKS,PKS-like 150,765 201,941 tambjamine BE-18591 21
Region 12.1 NRPE@?;?}'S?;%?;}‘EPS' 81,37 169,164  leupeptin Prfleupeptin Ac 100
Region 13.1 NRPS-like 139,371 173,966 SCO-2138 64

Region 14.1 RiPP-like 87,504 98,829 0
Region 14.2 terpene 109,794 131,956 geosmin 100
Region 19.1 ectoine 78,749 89,159 ectoine 100
Region 20.1 NRPS, T1PKS 1 73,514 meridamycin 23
Region 21.1 N?E;ﬁg‘;‘;gg‘;“gig‘;’?fs 73712 137,83 0
Region 23.1 thiopeptide,LAP,terpene 68,783 116,469 hopene 92
Region 26.1 T1PKS,NRPS 1 35,971 meilingmycin 2
Region 27.1 T1PKS,hgIE-KS 10,992 62,938 hexacosalactone A 13
Region 31.1 T3PKS 53931 93,235 tetr;@‘é‘%‘&’ :éiﬁfélene 100
Region 32.1 T1PKS 65,088 92,62 filipin 84
Region 33.1 T1PKS 50,787 89,81 0
Region 34.1 2PKS,T1PKS,butyrolactone,terpene 1 81,356 lactonamycin 26
Region 38.1 NRPS-like 49,83 71,372 paulomycin 13
Region 40.1 terpene 1 10,843  lulichrome gg:g/j“"‘:hmme 21
Region 43.1 insAT-PKS-like,NRPS-like, TIPKS 22,926 62,843 cinnabaramide A 18
Region 46.1 NRPS 1 23,183 arthrofactin A 50
Region 46.2 ectoine 23,938 34,315 showdomycin 23
Region 49.1  NlI-siderophore,RRE-containing 5,16 50,141 enduracididine 23
Region 55.1 lanthipeptide-class-i 12,512 37,694 0
Region 56.1 terpene 25,112 45,644 carotenoid 63
Region 61.1 NRPS-like 4,646 42,388

Region 64.1 NRPS,NAPAA 1 39,597 glycinocin A

Region 66.1 NRPS,NRPS-like, TIPKS 1 37,089

Region 67.1 T1PKS 30,816 68,421 carbapenem MM4550 10
Region 68.1 butyrolactone 26,001 36,933 s56-pl 3
Region 70.1 NI-siderophore,NRPS 12,318 63,259 kinamycin 13
Region 73.1  -ansAT-PKS,NRPS,redox-cofactor 1 55,332 lankacidin C 100
Region 82.1 T1PKS 1 21,938 lankamycin 56
Region 87.1 T1PKS 1 18,774 piericidin Al 41
Region 93.1 T1PKS,transAT-PKS 1 25,139 tetrafibricin 100
Region 102.1 T1PKS 1 8,642 niddamycin 71
Region 105.1 NRPS 1 5,834 enduracidin 6
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Region 107.1 NRPS 1 5209  Skyllamyein EE)/Sky”amyC'” 3
Region 109.1 T1PKS 1 4,639 0
Region 118.1 NRPS-like,NRPS 1 4,29 triostin A 11
Region 123.1 T1PKS 1 4,156 0
Region 127.1 NRPS 1 2,695
Region 128.1 NRPS 1 3,053
caniferolide A/caniferolide
Region 133.1 T1PKS 1 5,545 B/caniferolide C/caniferolide 12
D
Region 145.1 NRPS 1 2,462 taromycin A 10
. rhizomide A/rhizomide
Region 146.1 NRPS 1 1,167 B/rhizomide C 100
Region 147.1 T1PKS 1 1,315 0
Region 151.1 NRPS 1 1,458 0
Streptomyces griseofuscus DSM 40191
Region Type From To Most similar known cluster  Similarity
Region 1.1 T1PKS,NRPS,NRPS-like 111,752 177,078 carbapenem MM4550 6
Region 1.2 hydrogen-cyanide, NAPAA 311,877 348,578 g-Poly-L-lysine 100
Region 1.3 NI-siderophore 359,748 391,069 peucechelin 10
. L . A-503083 A/A-503083 B/A-
Region 1.4 other,lanthipeptide-class-iv 391,475 432,848 503083 E/A-503083 F 7
- terpene,NRPS- . . . .
Region 1.5 like, NRPS. T1PKS 472,874 577,169 petrichorin A/petrichorin B 17
Region 1.6 RiPP-like 748,061 758,276 informatipeptin 28
Region 1.7 T1PKS 781,869 826,404 tetronasin 3
lanthipeptide-class-
Region 1.8 i,NRPS,lanthipeptide-class- 893,057 957,479 0
i
. T1PKS,NRPS- . .
Region 1.9 like transAT-PKS-like 1,071,652 1,121,491 cinnabaramide A 18
Region 1.10 thiopeptide,LAP,terpene 1,283,460 1,335,882 hopene 92
. NRPS,phosphonate, NRPS- . .
Region 1.11 like, betalactone 1,420,835 1,508,629 leupeptin Pr/leupeptin Ac 100
Region 1.12 lanthipeptide-class-i 1,676,415 1,701,597 0
Region 1.13 NRPS-like 1,806,037 1,854,157 0
NRPS,NI-
Region 1.14 siderophore,RRE- 1,916,413 2,043,080 omnipeptin 17
containing, TIPKS
Region 1.15 terpene 2,149,984 2,172,146 geosmin 100
Region 1.16 RiPP-like 2,183,111 2,194,436 0
Region 1.17 PKS-like, TLPKS,other 2,320,695 2,378,251 meilingmycin 5
Region 1.18 NI-siderophore, NRPS 2,541,499 2,599,039 kinamycin 13
Region 1.19 terpene 3158540 3,179,625  Julichrome 82:2’1“"°hr°me 21
Region 1.20 butyrolactone 4,004,072 4,015,004 s56-pl 3
Region 1.21 T2PKS 4,642,100 4,714,611 spore pigment 83
Region 1.22 NI-siderophore 5471347 5501116 desferrioxamin 100
B/desferrioxamine E
Region 1.23 melanin 5,564,462 5,575,058 melanin 60
Region 1.24 NRPS-like 5,827,796 5,871,323 SC0-2138 64
Region 1.25 ectoine 6,446,222 6,456,632 ectoine 100
Region 1.26 hglE-KS, T1PKS 7,049,867 7,101,813 hexacosalactone A 13
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flaviolin/1,3,6,8-

Region 1.27 T3PKS 7,167,442 7,208,506 tetrahydroxynaphthalene 100
Region 1.28 NRPS,NAPAA ectoine 7,211,733 7,324,494 stenothricin 27
Region 1.29 T1PKS 7,342,225 7,390,660 0
Region 1.30 NRPS, T1PKS 8,241,194 8,397,648 pentamycin 100
Region 1.31 T1PKS 8,471,303 8,518,949 carbapenem MM4550 10
Region 1.32 terpene 8,603,150 8,628,841 carotenoid 63
Streptomyces malaysiense MUSC 136
Region Type From To Most erll:Ji;?grknown Sim;larit
Region 1.1 T1PKS 25,252 69,784 tetronasin 3
Region 1.2 RiPP-like 85,935 96,15 hexacosalactone A 4
Region 3.1 T2PKS,T1PKS 1 19,552 spore pigment 66
Region 6.1 T1PKS 1 17,45 tetronasin 3
Region 13.1 hglE-KS, T1PKS 41,631 71,625 hexacosalactone A 4
Region 20.1 NRPS,NAPAA 60,352 92,107 stenothricin 13
Region 24.1 NRPS phenazine 2177 336,496 d"s"”'g;';aﬁrg'b'o“c 55
labyrinthopeptin
Region 29.1 lanthipeptide-class-iv 1 12,968 A2/labyrinthopeptin 40
Al/labyrinthopeptin A3
Region 33.1 NRPS,other 1 40,89 himastatin 24
Region 38.1 NRPS 1 14,352 cadaside A/cadaside B 14
Region 60.1 NRPS 1 4,932 omnipeptin 11
Region 67.1 NRPS-like 1 2,369 0
Region 75.1 terpene 181,768 202,805 Julichrome gg:g/julichrome 25
Region 78.1 terpene 51,601 73,763 geosmin 100
Region 78.2 RiPP-like 82,522 93,814 0
Region 79.1 NRPS-like 1 1,048 rh'ZOB”;‘r'ﬁiez an T&'{f‘(’:’“‘de 100
Region 92.1 N:@fﬁ&"g&gg;?ﬁ 24116 102,998 meilingmycin 5
Region 92.2 Tsiﬁ 'fasm'ﬁlngsgzﬁﬂ'gg Scs'fﬁs 149,127 191,034 germicidin 100
Region 95.1 hydrogen-cyanide 14,963 27,948 aborycin 14
Region 99.1 NRPS,NRPS-like 20,094 91,556 JBIR-34/JBIR-35 70
Region 101.1 NRPSgiﬁi?&%its:%ﬁgg &,NRP 1 82,963 leupeptin Pr/leupeptin Ac 100
Region 103.1 ectoine 75,59 85,994 ectoine 100
Region 109.1 T1PKS 1 24,67 clipibycyclene 4
Region 109.2 terpene 42,773 68,956 isorenieratene 100
Region 111.1 terpene 35,765 55,488 ebelactone 5
Region 112.1 LAP thiopeptide 1 23,357 hexacosalactone A 4
Region 119.1 NRPS 3,65 49,793 pseudouridimycin 12
Region 120.1 T1PKS 1 29,531 maklamicin 8
Region 122.1 T3PKS 11,316 52,38 tetr;r']‘;‘/‘é'g)'&/ ﬁéﬁiﬁﬁ;lene 100
Region 123.1 NI-siderophore 36,306 67,536 enduracididine 20
Region 124.1 terpene,thiopeptide, LAP 81,047 133,545 hopene 92
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lanthipeptide-class- thioholgamide

Region 125.1 v,thioamitides 54,3 97,345 AJthioholgamide B 100
; ; desferrioxamin

Region 131.1 NI-siderophore 1,359 31,128 B/desferrioxamine E 100

Region 131.2 melanin 86,102 96,674 melanin 60

Region 134.1 NRPS 1 11,817 cadaside A/cadaside B 9

Region 135.1 T1PKS,NI-siderophore 1 23,791 kinamycin 13

Region 149.1 T1PKS 43,627 71,189 versipelostatin 54
. lanthipeptide-class- -

Region 161.1 i NRPS, lanthipeptide-class-ii 14,621 78,763 bleomycin 12

Region 165.1 transAT-PKS-like, NRPS-like 39,607 64,77 cinnabaramide A 18

Region 167.1 butyrolactone 6,441 17,388 neocarzinostatin 6

MS5 - SINTENIA ENTRE OS BGCS COM 100% DE SIMILARIDADE E SEUS
PRODUTOS QUIMICOS

Streptomyces coelicolor A3(2)
GO0 IR Y 2T

A
LabMicrA B280 (BGC 1.2)
L0001 R M 1. 22163

B

Geosmina

Regido 1.2: (A) sintenia dos genes dos BGCs dos genomas da linhagem LaBMicrA B280 e S. coelicolor A3(2).
(B) Geosmina (MIBiG-BGC0001181).
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Streptomyces albus

BGCDO0X006 1 - 1346

LabMicrA B280 (BGC 4.1)

Q0001 RAF P11 22550

b [ - ——

B 1% 0 identity (%) 100
Kip o
- @ w0 albusnod @ UgpA (GIPARC wansp _pemmease |
|G,\9‘*6u @ Lassopapbae (asn_synih AEB) Ugpdl (bact_sole bd_peot1)
@& “ . ! m ® Lassopeptice (asn_uynth_i3) ® SPS1 (Ser/Th profein_kinase)
e~ {5 - g Lannapephde (Microom J24) ® TaghoWeaA
> @‘ = © Rienk. (N acotyransherane ) None pradctng

Albusnodin ® Ugpt (ADC mansp perrmeass |

Regido 4.1: (A) sintenia dos genes dos BGCs dos genomas da linhagem LabMicrA B280 e Streptomyces albus.
(B)Albusnodin (MIBiG-BGC0002006).

Streptomyces anulatus

BACODOORS A (roversed) 14661

LabMicrA B280 (BGC 6.1)

cO000T RAF Y 110401

o |
B HOOC H 2500 Identity (%) 100
® IR (WTH_MetabolicPath_Reqg) ® Lctoine EctB (Aminotrans_3)
l ® CudA (Aminotran_5) ® Lctoine _ECA (GNAT_S1F)
N @ PhyH (Phytyl_CoA_dOaseo-like) ® Pucs (AGAT/SGAT/HKT)
Ectoine_synth (ectC) None predicted

Regido 6.1: (A) sintenia dos genes dos BGCs dos genomas da linhagem LabMicrA B280 e S. anulatus.
(B)Ectonina (MIBiG-BGC0000853).
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Regido 9.2: (A) sintenia dos genes dos BGCs dos genomas da linhagem LabMicrA B280 e Streptomyces
coelicolor A3(2). (B) Flaviolin/1,3,6,8-tetrahydroxynaphthalene (MIBiG-BGC0002127).
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PapP (Prokdase)

© Mark (AB_hydrolise SF)

@ In_acohol_dn

® TRACR (HTH-typa_trans_rog )
UgnB (ABC type phcerok-3phasp)

® UWpAALC vansp permeanse)
None predicied

Regido 22.1: sintenia dos genes dos BGCs dos genomas da linhagem LabMicrA B280 e Streptomyces roseus.
(B) Leupeptin Pr e (C) Leupeptin Ac (MIBiG-BGC0002095).
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Regido 54.1 relacionada com a sintese de Desferrioxamina B/Deferoxamina E (MIBiG-BGC0000940). Sintenia

dos genes dos BGCs dos genomas da linhagem LabMicrA B280 e Streptomyces coelicolor A3(2).



196

MS6 — Fracionamento de FR3 e isolamento do macrolideo Pentamicina

mV
Detector ACh2:315nm

1504
1404 A 90
1304
80
1204
1104 70
1004
904 60
804
50
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40
504
40+ 30
304
204
104
o4
-104

20 3.0 4.0 5.0

Cromatograma da fracdo RF3 destacando o pico principal (pentamicina); B) substancia isolada (cor amarela).
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MS7 — dados e RMN 1D e 2D.

WA LI AL D e Ve Snalntew JRLE Creema) hes J504 A ew Biarmia Sates o rimass B Rase E
I N3 r It
s b 4 4 B -
=
.
.
| )
'
'
' \ | | -
L] | A : Ny
. \ o - A
: .
. . ' P

Espectro de RMN de 'H (500 MHz, DMSO-d6) da amostra FR3.
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Espectro de RMN de *C (500 MHz, DMSO-d6) da amostra FR3.
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Espectro de RMN-COSY (500 MHz, DMSO-d6) da amostra FR3.
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RMN-HMBC (500 MHz, DMSO-d6) da amostra FR3.
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ANEXO 3

Imagens das culturas dos isolados do Ponto 1 de coleta com 10 dias de cultivo.
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Imagens das culturas dos isolados do Ponto 2 de coleta com 10 dias de cultivo.
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Imagens das culturas dos isolados do Ponto 3 de coleta com 10 dias de cultivo.
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ANEXO 5

Imagens das co-culturas

Fitopatdgeno Pestalotiops sp. (nas extremidades das placas) isolado de pé de guarana e

actinobactérias no centro das placas.
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P1-07

P2-19

Fitopatdgeno Colletotrichum guaranicola (nas extremidades das placas) e actinomiceto no

centro das placas

P1-15 p2-27



P1-05 P2-20

P2-05 P1-22



207

P1-02 P2-11

P2-02 P1-06

P1-17
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Fitopatdgeno Corynespora cassiidia (1S079) isolado de pé de tomate e actinomiceto no centro

das placas

P2-27 P1-02

P3-09 P2-05
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P2-23 P1-15
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P1-05

Fitopatdgeno Colletotrichum sp. (nas extremidades das placas) isolado de pé de pimenta-de-
cheiro e actinomiceto no centro das placas

P2-23 P1-05
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P2-27 P2-19
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P2-05

Fitopatdgeno Sclerotium coffeicola (nas extremidades das placas) e actinomiceto no centro

das placas




