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RESUMO

ICHIWAKI S. Caracterizacdo e identificacdo de linhagens de actinomicetos
isoladas de amostras de 4gua e sedimento da baciado rio Tieté. 2017. 142 f. Tese
(Doutorado em Biotecnologia) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de
Séo Paulo, S&o Paulo, 2017.

A bacia do rio Tieté, compreende a maior regido hidrogréafica do Estado de S&o Paulo
e parte de sua extensédo se encontra em regides da Mata-Atlantica, famosa por sua
riqueza em biodiversidade. A microbiota de ambientes de agua doce, além de muito
diversificada, € pouco explorada e pode representar uma fonte importante de novos
microrganismos produtores de moléculas bioativas. Os actinomicetos sdo bactérias
conhecidas pela producdo de uma grande variedade de moléculas bioativas, e séao
frequentemente descritas em ambientes aquaticos. Desta forma, o objetivo deste
trabalho foi caracterizar e identificar linhagens de actinomicetos isoladas de amostras
de 4gua e sedimento da bacia do rio Tieté. Nove linhagens de actinomicetos foram
isoladas de amostras coletadas ao longo da bacia do rio Tieté, 6 pertencentes ao
género Streptomyces e 3 ao género Micromonospora. Foram realizadas as
caracterizacdes fenotipicas dos isolados e a identificacdo em nivel de espécie por
meio de andlise filogenética (MLSA) e testes de perfil taxonémico. Os resultados
obtidos indicaram que 3 isolados (identificadas como NBS 10/01, NBS 14/02 e NBS
11/28) pertencem a novas especies de actinomicetos. Os demais isolados foram
identificados como membros das espécies S. bingchenggensis (NBS 14/10), S.
lavendulae (NBA 43/10), S. humi (NBA 51/00) e S. gancidicus (NBA 55/19); M.
sediminicula (NBS 11/29) e M. tulbaghiae (NBA 65/00). Foram realizadas triagens
para verificar a producdo de enzimas hidroliticas e de metabdlitos secundarios com
atividades antifungica e antibacteriana, além da producédo de pigmentos sollveis e
melaninas. Todos as linhagens de actinomicetos foram capazes de hidrolisar ao
menos um dos substratos lignocelulésicos testados. Todos os isolados do género
Streptomyces apresentaram atividade antifingica. Com excecao de uma linhagem de
Streptomyces e uma de Micromonospora, todos os isolados apresentaram atividade
antibacteriana. Quatro linhagens de Streptomyces também apresentaram atividade
antibacteriana contra bactérias multiresistentes a antibiéticos. Os genomas dos 9
isolados foram sequenciados e anotados pelas ferramentas RAST e antiSMASH para
realizar a traigem in silico do potencial biotecnolégico das linhagens. Os principais
grupos de clusters identificados nas linhagens foram: PKS do tipo |, Il e lll, sideréforos,
terpenos, NRPS, ectoinas, fenazinas, lantipeptideos, butirolactonas e bacteriocinas.
Os genomas dos isolados de Streptomyces apresentaram maior quantidade e
diversidade de clusters de genes biosintéticos em relacdo aos genomas de
Micromonospora. O presente trabalho permitiu isolar e caracterizar linhagens de
actinomicetos de um ambiente aquatico pouco explorado e considerado um hotspot
para a biodiversidade. Todos os isolados deste estudo apresentaram, grande
potencial biotecnolégico, seja produzindo metabdlitos secundarios de atividade
antimicrobiana, enzimas lignoceluloliticas, pigmentos sollUveis ou melaninas.

Palavras-chave: Streptomyces. Micromonospora. Novas espécies. Potencial
biotecnolégico. Bioinformatica



ABSTRACT

ICHIWAKI. S. Characterization of actinomycetes isolated from water and
sediment samples from Tieté River Basin. 2017. 142 p. Ph.D Thesis
(Biotechnology) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sao
Paulo, 2017.

The Tieté river basin is the largest hydrographic region of Sdo Paulo and part of its
extension lies in the Atlantic Forest, a famous for its biodiversity richness. The
microbiota of freshwater environments is highly diversified and very underexplored,
and may represent an important source of new microorganisms that are bioactive-
molecules producers. Actinomycetes are bacteria known to produce a wide variety of
bioactive molecules, and are often described in aquatic environments. Thus, the aim
of this study was to characterize and identify actinomycetes strains isolated from water
and sediment samples from the Tieté river basin. Nine strains of actinomycetes were
isolated along the Tieté river basin, 6 Streptomyces strains and 3 Micromonospora
strains. The phenotypic characterization of the isolates and the identification at the
specie level were performed. The identification was performed by phylogenetic
analysis (MLSA) and taxonomic profile tests. The results showed that 3 isolates
(identified as NBS 10/01, NBS 14/02 and NBS 11/28) are new species of
actinomycetes. The remaining isolates were identified as S. bingchenggensis (NBS
14/10), S. lavendulae (NBA 43/10), S. humi (NBA 51/00) and S. gancidicus (NBA
55/19); M. sediminicula (NBS 11/29) and M. tulbaghiae (NBA 65/00). Screenings were
performed to verify the production of hydrolytic enzymes and secondary metabolites
with antifungal and antibacterial activities, as well as the production of soluble pigments
and melanins. All actinomycete strains could hydrolyse at least one of the
lignocellulosic substrates. All isolates of the genus Streptomyces showed antifungal
activity. Except for one Streptomyces strain and one of Micromonospora strain, all
isolates showed antibacterial activity. Four Streptomyces strains showed antibacterial
activity against multiresistant bacteria. The genomes of all isolates were sequenced
and annotated by RAST and antiSMASH tools to perform the in silico screening of
biotechnological potential. The main groups of clusters identified in the genomes were:
type I, Il and Il PKS, siderophores, terpenes, NRPS, ectoins, phenazines,
lantipeptides, butyrolactones and bacteriocins. The genome of Streptomyces isolates
showed a higher quantity and diversity of clusters than Micromonospora genomes. The
present study allowed isolating and characterizing actinomycete strains from an
underexplored aquatic environment, considered a biodiversity hotspot. All the isolates
in this study had a high biotechnological potential, either producing secondary
metabolites of antimicrobial activity, lignocellulolytic enzymes, soluble pigments or
melanins.

Keywords: Streptomyces. Micromonospora. New species. Biotechnological potential.
Bioinformatics.
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1 INTRODUCAO
1.1 Bacia do rio Tieté

A bacia do rio Tieté, compreende a maior regido hidrografica em area de
drenagem do Estado de S&o Paulo e apresenta aproximadamente 73.400 km?. Sua
malha hidrogréafica € composta pelo rio Tieté e seus afluentes, além de outros rios
como o Piracicaba, Capivari, Sorocaba, Jacaré-Pepira e Batalha. O rio Tieté € o mais
extenso do territorio paulista, percorrendo aproximadamente 1.100 Km, desde sua
nascente localizada no municipio de Salesépolis, até desaguar no rio Parand, divisa
com o estado de Mato Grosso do Sul. Ao contrario da maioria dos rios, o sentido de
suas aguas segue do litoral para o interior do estado, passando por diversos
municipios paulistas (SAO PAULO (ESTADO), 2009). Desempenha um importante
papel no abastecimento e producdo de energia elétrica para a populagéo, possuindo
mais de 10 hidrelétricas ao longo de sua extensao e de seus afluentes (MORTATTI et
al., 2013). A nascente do rio Tieté localiza-se em uma area preservada da Serra do
Mar e parte de sua extensao encontra-se em unidades de conservagao que ainda
guardam riquezas do bioma da Mata-Atlantica; um dos cinco mais importantes
hotspots em biodiversidade do mundo e também um dos mais ameagados por fatores
antropogénicos (BRUCE et al., 2010; MYERS et al., 2000).

A regido da Bacia do Tieté € subdividida em 6 Unidades de Gerenciamento de
Recursos Hidricos (UGRHI), que sao divisbes definidas para efeito de planejamento
e gerenciamento dos corpos d’agua (Figura 1). As Unidades de Gerenciamento que
fazem parte da Bacia do Rio Tieté sdo: UGHRI 05 — Piracicaba/Capivari/Jundiai (PCJ),
UGHRI 06 — Alto Tieté, UGHRI 10 — Tieté/Sorocaba, UGHRI 13 — Tieté/Jacaré. UGHRI
16 — Tieté/Batalha e UGHRI 19 — Baixo Tieté (SAO PAULO (ESTADO), 2012).

As UGRHIs da Bacia do Rio Tieté possuem caracteristicas socioeconémicas
distintas entre si. As UGRHIs 05 e 06, caracterizam-se principalmente pela forte
atividade industrial e pelos grandes nucleos urbanos, que contribuem com grande
parte do volume de contaminantes que comprometem a qualidade da agua. Dentro da
UGRHI 6 esta localizada a Regido Metropolitana de Sdo Paulo, que conta com um
dos mais diversificados parques industriais da América Latina. Além disso, a intensa
urbanizacdo destas regides contribui com uma alta carga de poluentes de origem
doméstica (MIDAGLIA, 2011; SAO PAULO (ESTADO), 2017). A UGRHI 10 também
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se destaca por sua atividade industrial em diversas areas, como téxtil, celulose e
papel, alimenticia, sucroalcooleira e de refinaria de petréleo. As UGRHIs 13, 16 e 19
sdo menos industrializadas e encontram-se em estagio de expansdo de sua
agroindustria. Na UGRHI 13 ocorre o predominio da agroindustria de cana-de-agucar,
eucalipto e laranja, sendo esta Ultima a principal responsavel pelo consumo de agua
daregido. Nas UGRHIs 16 e 19 o enfoque econdmico esta em atividades relacionadas

a agropecudria, como o cultivo da cana-de-agucar e pecuaria de corte .
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Figura 1 - Bacias Hidrogréficas do estado de S&o Paulo e Unidades de Gerenciamento de Recursos
Hidricos (UGRHI). A Bacia do Rio Tieté é composta por 6 UGRHIs: UGHRI 05 —
Piracicaba/Capivari/Jundiai (PCJ), UGHRI 06 — Alto Tieté, UGHRI 10 — Tieté/Sorocaba,
UGHRI 13 — Tieté/Jacaré. UGHRI 16 — Tieté/Batalha e UGHRI 19 — Baixo Tieté. Fonte: S&o
Paulo (Estado), 2015.

As caracteristicas socioeconémicas das UGRHIs podem influenciar o indice de
Qualidade das Aguas (IQA) destas regibes. O IQA é um indice que incorpora nove
variaveis para a avaliagéo da qualidade das aguas, tendo como determinante principal
a sua utilizacdo para abastecimento publico. As variaveis utilizadas pelo IQA séo:
temperatura, pH, oxigénio dissolvido, demanda bioquimica de oxigénio, coliformes
termotolerantes, nitrogénio total, fésforo total, residuo total e turbidez. (SAO PAULO
(ESTADO), 2014).

De acordo com as analises de IQA da Companhia Ambiental do Estado de Séo
Paulo (CETESB), a UGRHI 06 apresenta boa qualidade de 4guas nas proximidades
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com a nascente do rio Tieté e uma acentuada queda de qualidade quando o rio
atravessa a Regido Metropolitana de Sdo Paulo, onde passa a ser classificada como
ruim ou péssima. Ainda segundo esta andlise, o IQA apresenta melhora consistente
apos o reservatério de Barra Bonita, localizado na UGRHI 10, sendo classificado como
bom em algumas cidades. Nas UGRHIs 16 e 19, trecho final do rio Tieté, o IQA ja é
classificado como bom ou 6timo (SAO PAULO (ESTADO), 2014). Com estes dados
observa-se a capacidade de recuperacdo que o rio apresenta ao longo de seu
percurso. No entanto, a falta de tratamento adequado dos residuos industriais e
esgotos domeésticos causam sérios problemas ambientais, especialmente ao longo da
Regido Metropolitana de S&o Paulo. Em consequéncia, ocorre a deterioracdo da
qualidade da &gua e o impacto na fauna, flora e comunidade microbiana associadas
a este ecossistema (MORTATTI et al., 2013).

1.2 Biodiversidade microbiana em ambientes de agua doce

A comunidade microbiana desempenha um papel fundamental na manutencao
dos ambientes de agua doce, reciclando compostos organicos e atuando nos ciclos
biogeoquimicos desses ecossistemas (GIBBONS et al.,, 2014). A diversidade de
microrganismos nestes ambientes pode ser especialmente elevada devido a mistura
que ocorre entre as comunidades microbianas aquética e a terrestre. Taxons tipicos
do solo sdo frequentemente encontrados em ambientes de agua doce, sendo muitas
vezes introduzidos pela acdo das chuvas (SILVA, 2013). Entre os Filos mais
comumente encontrados nestas comunidades estdo as Proteobacteria (a, B e Y),
Bacteroides, Cyanobacteria, Actinobacteria, Verrucomicrobia e Planctomycetes
(STALEY et al., 2013).

A biodiversidade destes ambientes pode ser facilmente impactada por
poluentes como herbicidas, pesticidas, metais pesados, excesso de matéria organica
e até mesmo pela introducdo de bactérias ndo nativas ao ambiente. Estes fatores
podem modificar significativamente a estrutura da comunidade microbiana, tanto na
coluna d’agua quanto no sedimento dos rios, alterando a presenga ou abundancia de
taxons especificos neste ecossistema (STALEY et al, 2013). Estudos tém
demonstrado que as comunidades microbianas sdo extremamente sensiveis a

mudancas fisicoquimicas que ocorrem no sedimento de ambientes de agua doce, 0
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que pode ser utilizado como indicador de degradacdo ambiental (GIBBONS et al.,
2014; RAMSEY et al., 2005) .

Apesar da grande diversidade microbiana que os ambientes de agua doce
apresentam, ainda pouco se sabe a respeito de suas comunidades em comparacao
aguelas de ambientes terrestres. Nos ultimos anos, a percepcdo do valor destes
habitats vem crescendo e estes passaram a ser considerados como possiveis fontes
de microrganismos biotecnologicamente interessantes (RIFAAT, 2003). A constante
exploracdo dos ambientes terrestres, por muitos anos, foi responséavel pela
descoberta de microrganismos produtores de moléculas bioativas, como enzimas e
metabdlitos secundarios. Porém, com o recorrente isolamento de compostos ja
conhecidos, o foco dos estudos mais recentes tem sido a exploracdo de ambientes
pouco explorados ou inexplorados, especialmente, ambientes aquaticos marinhos e
de agua doce (RIZVI; KAMBLE; KADAM, 2012). Microrganismos descobertos nestes
ambientes tém sido descritos como produtores de novas moléculas antibiéticas ou
enzimas hidroliticas (ENCHEVA-MALINOVA et al.,, 2014; MOHAN et al., 2013;
SAADOUN; GHARAIBEH, 2002). O isolamento de novos microrganismos, e novas
moléculas produzidas por eles, € de grande interesse para o desenvolvimento de
novos farmacos, especialmente frente a emergéncia de linhagens de patégenos
multirresistentes a antibidticos (SINGH; SHARMA; TALUKDAR, 2014).

1.3 Actinomicetos

Um dos tdxons frequentemente encontrados em ambientes de agua doce, sédo
0s actinomicetos (SILVA, 2013).

Os actinomicetos sdo bactérias filamentosas ou em forma de bastéo,
esporulantes, Gram-positivas e geralmente aerdbias, pertencentes ao Filo
Actinobacteria, Classe Actinobacteria. Caracterizam-se por apresentar alto conteddo
de guanina e citosina (G+C) no DNA, sendo sempre superior a 55%. S&o altamente
diversos morfologicamente, podendo variar entre micrococos, bastdes pleomorficos,
filamentos ramificados ou ndo ramificados, o que sempre esta relacionado com suas
estratégias reprodutivas. As hifas se organizam em micélios e possuem aparéncia
semelhantes as dos fungos. Podem apresentar desenvolvimento vegetativo por
micélio substrato (micélio submerso no substrato) e, em alguns géneros, formacéo de

micélios aéreos e esporos assexuais, o que levou estas bactérias a serem inicialmente
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classificadas como fungos (Figura 2) (FLARDH; BUTTNER, 2009). No entanto, sua
posicdo dentro do dominio Bacteria foi estabelecida devido a caracteristicas como a
auséncia de nucleo, a sensibilidade a fagos e a antibioticos antibacterianos, e a falta
de esterbis na parede celular (LECHEVALIER; LECHEVALIER, 1967). Outra
caracteristica peculiar de alguns actinomicetos é a capacidade de sintetizar a
geosmina, um terpeno volatil responsavel pelo odor caracteristico da terra molhada
(CHAUDHARY et al., 2013).

Cadeia de
esporos
Micélio
aéreo

Micélio
substrato

Figura 2 - Esquema de colénia de actinomiceto com desenvolvimento micelar aéreo e de micélio
substrato. Em azul, pode-se observar a formacgéo de cadeia de esporos nas hifas aéreas.
Fonte: Adaptacéo de Li et al. (2016)

O grupo dos actinomicetos reune tanto bactérias mortais, como Mycobacterium
tuberculosis, quanto bactérias importantes na producdo de farmacos antibioticos,
como as bactérias do género Streptomyces (DOROGHAZI; METCALF, 2013). Sdo
bactérias encontradas amplamente na natureza, mas sdo primariamente habitantes
do solo, onde desempenham um importante papel na ciclagem da matéria organica.
Sao capazes de realizar uma grande variedade de processos metabodlicos e de
produzir distintos compostos bioativos. Esta plasticidade metabdlica lhes permite
utilizar diferentes fontes de carbono e energia, encontradas nos mais diversos
ecossistemas (BHAT et al.,, 2013). A quantidade e diversidade de actinomicetos
isolados de um determinado ecossistema sao influenciadas diretamente por fatores
como temperatura, pH, quantidade de matéria organica, aeracdo, presenca de
atividade agricola ou industrial na regido, entre outros. Representantes de
actinomicetos ja foram descritos em ambientes aquaticos, sedimentos marinhos e de

lagos, ambientes extremos como o solo da Antartica, solos de desertos e até mesmo
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em simbiose com plantas leguminosas (CARRO et al., 2012; ENCHEVA-MALINOVA
et al., 2014).

A caracteristica mais marcante destes microrganismos € a capacidade de
produzir uma grande variedade de compostos bioativos. Muitos destes produtos
naturais possuem propriedades antibioticas, sendo importantes recursos na producao
de medicamentos (MUTHU et al., 2013). Actinomicetos de diversos ambientes tém
sido descritos como produtores de compostos bioativos, no entanto, apenas nas
Ultimas décadas os estudos de actinomicetos de ambientes aquaticos ganharam
importancia, resultando na descoberta de novas espécies e novas moléculas
(NINGTHOUJA; SANASAM; NIMAICHAND, 2009; RIFAAT, 2003; RIZVI; KAMBLE;
KADAM, 2012).

1.4 Potencial biotecnoldgico dos actinomicetos

Os actinomicetos s&o importantes economicamente e biotecnologicamente
devido a ampla variedade dos compostos bioativos que produzem. Os maiores
produtores de biomoléculas comercialmente importantes sdo encontrados nos
géneros Streptomyces, Micromonospora, Saccharopolyspora, Amycolatopsis, e
Actinoplanes (CHAUDHARY et al., 2013). Estes actinomicetos sdo conhecidos por
sintetizar metabdlitos secundarios de acdo antimicrobiana, antitumoral,
imunossupressora, antioxidante e diversas enzimas de aplicacéo industrial (BHAT et
al., 2013). Devido a estas potencialidades, a triagem, isolamento e caracterizacao de

actinomicetos tém sido areas de intenso estudo no mundo inteiro nas uUltimas décadas.

1.4.1 Enzimas hidroliticas

Os actinomicetos sao capazes de produzir uma grande variedade de enzimas
hidroliticas extracelulares que degradam macromoléculas complexas, como por
exemplo quitina, celulose, lignocelulose, caseina, amido, entre outros (MOREIRA;
SIQUEIRA, 2006). Esta caracteristica os torna capazes de utilizar as mais diversas
fontes de carbono e energia, o que lhes confere uma importante vantagem competitiva
em relac&o a outros microrganismos que disputam o mesmo nicho (BHAT et al., 2013)

Entre as formas de carbono fixado presentes na natureza, a celulose é a mais

abundante. A celulose € o principal polissacarideo constituinte da parede celular
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vegetal. E um polimero de cadeia longa, composto por monémeros de D-glicose
unidos por meio de ligagdes B-1,4-glicosidicas (GRIGOREVSKI DE LIMA et al., 2005).
Muitos microrganismos conseguem hidrolisar parcialmente a celulose, mas apenas
grupos restritos de microrganismos sdo capazes de hidrolisad-la completamente,
gerando glicose. Isto é possivel através da producdo de multiplas enzimas hidroliticas
gue atuam em sinergismo (DE MENEZES et al., 2008). No ambiente terrestre, a
celulose encontra-se geralmente embebida por uma matriz de lignina formando um
tecido vegetal duro e fibroso, mais dificil de degradar. Fungos e actinomicetos podem
acessar esta celulose, gracas ao crescimento de suas hifas que penetram nos tecidos
vegetais mais resistentes (LEE et al., 2002; MCCARTHY, 1987). Poucos estudos
relatam a contribuicdo dos microrganismos na degradacgéo de celulose em ambientes
aquaticos, mas sabe-se que alguns géneros de actinomicetos, como Micromonospora,
desempenham este papel em ecossistemas lacustres (DE MENEZES et al., 2008).

As trés principais enzimas envolvidas na hidrélise da celulose sdo a
endoglicanase (endo-1,4-B-D-glicanase, EC 3.2.1.4), celobiohidrolase (exo-1,4-B-D-
glicanase, EC 3.2.1.91) e [-glicosidase (1,4-B-D-glicanase, EC 3.2.1.21). A
endoglicanase cliva as ligacdes 3-1,4-glicosidicas que existem no interior da molécula
de celulose, a celobiohidrolase remove unidades de celobiose das extremidades da
molécula de celulose e a B-glicosidase divide as moléculas de celobiose em duas
unidades de glicose (GRIGOREVSKI DE LIMA et al., 2005).

Além da celulose, a parede celular vegetal contém outros polissacarideos, as
hemiceluloses e pectinas. As hemiceluloses sédo polissacarideos complexos de
estrutura altamente variavel. Tem por funcdo fortalecer a parede celular vegetal
interagindo com a celulose e, em alguns casos, com a lignina. A xilana, € a mais
abundante das hemiceluloses, e é composta por monémeros de xilose, uma pentose
(SCHELLER; ULVSKOQV, 2010). As principais enzimas que participam de sua hidrélise
sao as endo-1,4- B-D-xilanases (EC 3.2.1.8) e B-xilosidases (EC 3.2.1.37), que atuam
juntas quebrando internamente a cadeia principal da xilana. Um conjunto de enzimas
auxiliares atuam na hidrdlise das cadeias laterais, como por exemplo a-glicuronidase
(EC 3.2.1.131) e acetil-xilana-esterase (3.1.1.72) (ARO; PAKULA; PENTTILA, 2005).

As pectinas sao polissacarideos compostos por macromoléculas glicosidicas
de alto peso e um dos principais componentes da lamela média nas plantas, uma fina
camada extracelular adesiva que se encontra entre a parede celular vegetal e células

jovens adjacentes. As enzimas que degradam estes polissacarideos sdo as
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pectinases, que podem agir rompendo as ligacfes entre as moléculas (hidrolases e
liases) ou promovendo reacdes de desesterificacdo (esterases). Estas enzimas sao
h& muito tempo utilizadas na industria alimenticia para aumentar a producédo e
clarificar sucos de frutas (PEDROLLI et al., 2009).

Enzimas lignoceluloliticas sdo comumente utilizadas em varios setores,
incluindo alimenticio, téxtil, na producéo de papel, bebidas, detergentes, na agricultura
e alimentagdo animal. Linhagens selvagens e mutantes do fungo filamentoso
Trichoderma spp., tem sido por muito tempo consideradas as melhores produtoras
destas enzimas. No entanto, a sua producdo é muito custosa e uma enorme
quantidade é requerida para hidrélise em escala industrial (AMORE et al., 2012). Por
esta razao, microrganismos capazes de produzir estas enzimas a partir de substratos
de baixo custo ou a partir de residuos industriais sdo frequente foco de estudos
(GRIGOREVSKI DE LIMA et al.,, 2005). Outra aplicacdo para estas enzimas é a
producado de bioetanol a partir do residuo de matérias primas vegetais, como bagaco
da cana-de-agucar. (HIRSCH; VALDES, 2010). Bactérias geralmente possuem melhor
taxa de crescimento que fungos, sendo bons candidatos para a producao de enzimas
hidroliticas. Diversas linhagens de actinomicetos do género Streptomyces tém sido
estudadas e descritas como boas produtoras de enzimas lignoceluloliticas
termoestaveis (AMORE et al., 2012; CHATER et al., 2010; GRIGOREVSKI DE LIMA
et al., 2005; PRASAD; SINGH; BEDI, 2013).

1.4.2 Metabélitos secundéarios

Metabdlitos secundarios sdo compostos organicos de baixo peso molecular,
guimicamente e taxonomicamente diversos, que nao estao diretamente envolvidos
nas funcdes de crescimento, desenvolvimento e reproducédo da célula ou organismo
produtor. Sua funcdo ndo € essencial para a sobrevivéncia, ao contrario dos
metabdlitos primarios (aminoacidos e nucleotideos, por exemplo) que sdo moléculas
diretamente envolvidas no crescimento, desenvolvimento e reproducdo (HASANI;
KARIMINIK; ISSAZADEH, 2014). Apesar de ndo serem essenciais, sdo importantes
para seus produtores como moléculas protetoras, sinalizadoras, reguladoras, ou
agindo como antibidticos ou toxinas. Ainda assim, muitos metabdlitos secundarios

permanecem com suas fungdes desconhecidas (DEMAIN; ADRIO, 2008).
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As caracteristicas mais marcantes dessas moléculas séo a incrivel variedade
estrutural e a frequente presenca de atividades biolégicas. Antigamente, apenas 0s
metabdlitos secundarios que tinham a¢&o antimicrobiana, antiviral ou antitumoral eram
denominados antibioticos. Atualmente esta denominacdo se estendeu a todos 0s
metabdlitos secundarios de origem microbiana, que regulam processos de
crescimento, replicacdo e/ou exibem algum tipo de resposta regulatéria (estimulo,
inibicdo ou regulacéo) em células de procariotos ou eucariotos, em nivel bioquimico e
em minimas concentra¢ées (BERDY, 2005).

Entre os metabdlitos secundarios mais estudados e de maior relevancia estdo
os policetideos (PK). Os policetideos sdo uma grande classe de produtos naturais que
possuem ampla diversidade estrutural e funcional. Muitas das moléculas bioativas
sintetizadas por actinomicetos se enquadram nesta classe, como por exemplo as
tetraciclinas (antibacteriano e antitumoral), a daunorrubicina (antitumoral), a
rapamicina (imunossupressor), a lovastatina (regulador de colesterol) e melaninas
(pigmentos antioxidante). Além de serem sintetizadas por bactérias, os policetideos
podem ser produzidos por fungos e plantas (SHEN, 2003).

Sao sintetizados através da condensacédo de unidades de acil (geralmente um
acetil) e malonil que dao origem a um esqueleto de carbono para a futura molécula de
policetideo. Desta forma, pequenas moléculas acil sdo adicionadas nesta cadeia em
crescimento e sdo modificadas por um conjunto de enzimas. Esta via forma diversas
estruturas de policetideos com diferentes atividades biol6gicas (HERTWECK, 2009).

As enzimas responsaveis pela sintese de policetideos sdo as policetideo
sintases (PKS), que podem ser de trés tipos: as PKSs do tipo |, sdo enzimas
multifuncionais que sao organizadas em dominios, cada um com uma funcdo. Os
dominios ndo interagem entre si e atuam separadamente para a catélise de um ciclo
de elongacdo da cadeia do policetideo. As PKSs do tipo Il, sdo multienzimas
complexas que atuam juntas em um set Unico de funcBes e sdo encontradas em
bactérias e plantas. As PKSs tipo Ill, sdo enzimas homodiméricas, ou seja, compostas
por duas cadeias peptidicas idénticas. (SHEN, 2003).

Outra classe de metabdlitos secundéarios de grande importancia sao 0s
peptideos nao-ribossomais (NRP). Estas moléculas possuem amplo espectro de
atividades biologicas e farmacéuticas, que incluem acéo antimicrobiana,
imunomoduladora e antitumoral. Alguns exemplos de farmacos derivados destas

moléculas sdo a ciclosporina, um imunossupressor utilizado em pacientes
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transplantados; a daptomicina, um antibacteriano usado em casos de infec¢cbes por
bactérias Gram-positivas multi-resistentes e os B-lactamicos, a classe mais famosa de
antibioticos. S&o sintetizadas por complexos multienzimaticos chamados sintetase de
peptideo ndo ribossomal (NRPS).

Também podemos citar os sideroforos, que sdo pequenas moléculas de
elevada afinidade com ferro produzidas por microrganismo para auxiliar na captacao
de ions ferro. Além de seu papel importante para as bactérias, os sideréforos vem
sendo aplicados na indastria de biofarmacos, como um mediador da entrada de
antibioticos nas células de patdégenos (SAHA et al., 2013).

As fenazinas, sdo metabdlitos secundarios produzidos unicamente por
bactérias. S&o estudadas devido seus impactos sobre interacfes bacterianas,
contribuindo para formagéo de biofiime e aumentando sua sobrevivéncia. Tém sido
utilizadas em farmacos de acao antimicrobiana de amplo espectro e sdo componentes
centrais de compostos antitumorais. Géneros bacterianos produtores de fenazinas
incluem Sorangium, Brevibacterium, Burkholderia, Erwinia, Pantoea agglomerans,
Vibrio, Pelagiobacter e actinomicetos como Nocardia e, especialmente, Streptomyces
(PIERSON; PIERSON, 2010).

Ectoinas sdo moléculas protetoras, que tém a propriedade de mitigar os efeitos
deletérios causados por estresse por calor, congelamento, dessecacdo, elevada
salinidade, radiacdo, ureia e outros agentes desnaturantes. Estas moléculas agem
sobre a integridade das proteinas, acidos nucleicos e membranas celulares. Vem
sendo estudadas por serem potenciais candidatos a moléculas terapéuticas contra
diversas doencas, incluindo o mal de Alzheimer. As ectoinas inibem a formacgéo de
estruturas irregulares em proteinas, evitando um dos fatores chave para o
desenvolvimento da doenca (PASTOR et al., 2010).

Além destas, existem muitas outras classes de metabdlitos secundarios
importantes para o homem, como butirolactonas, terpenos, lantipeptideos e hibridos
de mais de uma classe.

Os actinomicetos tem a capacidade de sintetizar muitas destas classes de
metabdlitos secundarios. Seus compostos apresentam diferentes atividades
bioldgicas, incluindo antimicrobianos, antivirais, herbicidas, pesticidas, anti-
parasitarios, imunossupressores e muitos outros. Aproximadamente 80% dos
antibioticos conhecidos comercialmente sdo provenientes de metabdlitos secundarios

de actinomicetos, em especial, dos géneros Streptomyces e Micromonospora.
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Ademais, estes dois géneros sdo amplamente descritos quanto a outras importantes
caracteristicas biotecnolégicas, como a producéo de enzimas extracelulares (BHAT et
al.,, 2013). Muitas linhagens ainda produzem pigmentos como melaninas, que
possuem propriedades antioxidantes e protetoras contra a radiacéo ultravioleta. Estes
compostos sdo frequentemente usados na medicina, farmacologia e na preparacao
de cosméticos (QUADRI; DAYANAND AGSAR, 2012).

1.5 Género Streptomyces

O género Streptomyces pertence a Ordem Streptomycetales, Familia
Streptomycetaceae, dentro da Classe Actinobacteria. Sdo bactérias Gram-positivas,
aerobias e filamentosas. Em termos de nimero e variedade de espécies identificadas,
representa um dos maiores taxons que compde o grupo dos actinomicetos. Linhagens
deste género tém sido descritas em uma grande variedade de nichos, sendo algumas,
inclusive, patégenos de animais e plantas (FLARDH; BUTTNER, 2009). No entanto,
Streptomyces € principalmente difundido no solo, sendo o actinomiceto mais isolado
neste ambiente (HASANI; KARIMINIK; ISSAZADEH, 2014). Em condicbes secas e
alcalinas, Streptomyces pode chegar a compor 40% da populacao bacteriana do solo,
e gracas a sua morfologia filamentosa e ramificada, ajudam a manter o solo em
consisténcia mais compacta, evitando que seja facilmente erodida (VETSIGIAN;
JAJOO; KISHONY, 2011). Sdo geralmente mesofilicos, apresentando crescimento
otimo em temperaturas entre 25 °C e 35 °C.

Possuem desenvolvimento micelar aéreo, no qual hifas aéreas se diferenciam
em cadeias de esporos, facilitando sua propagacdo e tornando-os adaptados a
dispersdo no ambiente (VENTURA et al., 2007). Ao encontrar um ambiente favoravel
para seu desenvolvimento, o esporo germina dando origem a forma vegetativa da
bactéria. Esta € composta por hifas que se ramificam e se projetam sob o substrato,
formando estruturas denominadas micélio substrato. O crescimento das colbnias de
Streptomyces é vagaroso e 0s cultivos geralmente possuem cheiro de terra molhada,
devido a producéo de geosmina. As coldnias, em um primeiro momento, apresentam
superficie suave e lisa. Porém, na escassez de nutrientes, inicia-se o desenvolvimento
dos micélios aéreos com esporos, e as coldnias assumem uma aparéncia granular,
aveludada ou pulverosa (FLARDH; BUTTNER, 2009).
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O género Streptomyces é responsavel pela producdo de muitos dos antibioticos
conhecidos pelo homem. Por serem bactérias primariamente de solo, acredita-se que
produzam seu arsenal de antibidticos para eliminar a concorréncia de outros
microrganismos que disputam as mesma fontes de nutrientes em seu habitat
(LASKARIS et al., 2010). Devido ao grande numero de moléculas bioativas que
produzem, Streptomyces € o0 género de actinomicetos mais estudado. Atualmente, o
namero de compostos antimicrobianos provenientes apenas do género Streptomyces
consiste em dois tercos dos antibiéticos naturais ja descobertos (GAUTHAM et al.,
2012). A busca por antibiéticos produzidos por Streptomyces comecgou em 1942, com
o descobrimento da estreptomicina produzida por Streptomyces griseus. A partir de
entdo, os esforcos se intensificaram na busca de novos antibiéticos produzidos por
este género. Nas duas décadas que se seguiram, a quantidade de novas moléculas
descobertas aumentou quase exponencialmente, revelando diferentes possibilidades
de aplicacdes. Entretanto, no final da década de 1990, foi observado um declinio
acentuado de novas descobertas envolvendo o género Streptomyces. O custo das
pesquisas havia aumentado, e apesar de novos compostos ainda serem descobertos,
a maioria destes eram analogos de compostos ja descritos. (WATVE et al., 2001).
Havia a urgente necessidade do surgimento de novos farmacos, contra linhagens de
bactérias multi-resistentes, virus mortais como o HIV, fitopatdbgenos que afetavam a
agricultura, entre outros problemas emergentes. Gracas a renovagdo das
metodologias classicas para triagem de microrganismos e o desenvolvimento de
tecnologias mais acessiveis para estudos gendmicos e bioquimicos, o interesse neste
campo de pesquisa aumentou novamente no inicio deste século (BERDY, 2005;
HASANI; KARIMINIK; ISSAZADEH, 2014)

Além da producédo de diversos compostos antibidticos, Streptomyces também
se destaca entre 0s actinomicetos pela capacidade de produzir uma grande variedade
de enzimas com aplicacdo industrial. Como sdo bactérias quimiorganotréficas que
vivem comumente no solo como saprdfitas, utilizam estas enzimas na decomposicéo
inicial de matéria organica de origem vegetal. Produzem uma complexa bateria de
enzimas extracelulares que permite a hidrélise de polissacarideos como celulose,
xilana, pectina, lignina. Enzimas com estas propriedades sdo comumente usadas nas
industrias téxtil, alimenticia, de papel, na agricultura e na alimentacdo animal
(CHATER et al.,, 2010). Algumas linhagens também ja foram descritas como

promotoras de crescimento vegetal, seja atuando como controle biolégico a
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fitopatdgenos, seja na producdo de fitormbnios como a auxina acido indol 3-acético
(AIA), o que evidencia o potencial biotecnoldgico destas bactérias em outras areas
que ndo a de biofarmacos (GOPALAKRISHNAN et al., 2013).

1.6 Género Micromonospora

O género Micromonospora pertence a Ordem Micromonosporales, Familia
Micromonosporaceae. Relne actinomicetos Gram-positivos, aerobios e filamentosos,
porém possuem pouco ou nenhum desenvolvimento micelar aéreo, ao contrario do
género Streptomyces. Possuem desenvolvimento micelar submerso no substrato,
com hifas septadas, pequenas e finas. Como o0 seu nome sugere, este género produz
esporos individuais, diretamente aderidos ao micélio substrato ou a pequenas hifas
especializadas. Estas podem ser organizadas em cachos, ramos ou encontradas
individualmente. Os esporos séo hidrofilicos, sendo facilmente dispersos pela 4gua
(GENILLOUD, 2012; MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). Diversas linhagens produzem
pigmentos carotendides em seus micélios, o que resulta nas coloracbes
caracteristicas do género, que variam entre o amarelo, vermelho, laranja, marrom,
roxo e preto (BOUMEHIRA et al., 2016).

Micromonospora sao isoladas geralmente de solos de pH alcalino ou neutro e
apresentam crescimento 6timo na faixa de temperatura entre 20 °C e 40 °C
(MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). Sdo amplamente distribuidas em ambientes aquaticos
como rios, lagos (DE MENEZES et al., 2008), sedimentos litoraneos (ZHAO et al.,
2004) e ambientes marinhos (SUPONG et al, 2013; TANASUPAWAT,
JONGRUNGRUANGCHOK; KUDO, 2010), onde predominam, em comparagdo com
outros actinomicetos. Sao consideradas parte da microbiota enddgena de lagos, onde
desempenham importante papel na degradacdo de celulose e outros residuos
vegetais (DE MENEZES et al., 2008). Também participam da ciclagem de nutrientes
no solo, hidrolisando polissacarideos complexos como celulose, quitina e lignina.
Produzem um amplo espectro de enzimas hidroliticas que atuam na parede celular
vegetal, tornando-as interessantes para a producdo de biocombustiveis (HIRSCH;
VALDES, 2010). Além de serem encontradas em ambientes terrestres e aquaticos,
espécies de Micromonospora tém sido frequentemente descritas em associagdo com

diversas espécies de esponjas marinhas (ABDELMOHSEN et al., 2010) e com raizes
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de plantas, onde atuam como importantes promotoras de crescimento vegetal e
biocontroles (CARRO et al., 2013; HIRSCH; VALDES, 2010).

Sao reconhecidas como importante fonte de metabdlitos secundarios com
atividade farmacoldgica, sendo o segundo maior grupo de bactérias produtoras de
compostos bioativos, perdendo lugar apenas para o género Streptomyces (BERDY,
2005). A gentamicina é o0 mais famoso antibidtico produzido pelo género
Micromonospora. O sucesso deste antibidtico aminoglicosideo reside em seu espectro
de acdo, que abrange tanto bactérias Gram-positivas quanto Gram-negativas. A
gentamicina foi isolada pela primeira vez de uma linhagem de Micromonospora
purpurea, em 1963, e apOs sua descoberta 0 género Micromonospora tornou-se uma
importante fonte no desenvolvimento de novas drogas. Mais de 740 antibi6ticos ja
foram isolados de linhagens de Micromonospora até o momento (BOUMEHIRA et al.,
2016) incluindo antibiéticos com atividade antitumoral, como antraguinonas e
antraciclinas (BERDY, 2005; IGARASHI et al., 2007).

Nos ultimos anos, tém-se observado um drastico aumento de descricbes de
novas espécies de Micromonospora isoladas de diferentes ecossistemas, incluindo
terrestres, marinhos e de agua doce (DE MENEZES et al., 2008; GUROVIC et al.,
2013; MOHAN et al., 2013). Estes actinomicetos que eram pouco estudados no
passado, possuiam 14 espécies descritas até o ano 2000. Com o crescente interesse
por este género, o numero de espécies validadas em publicacdes cientificas chegou
a aproximadamente 70 no ano de 2016 (BOUMEHIRA et al., 2016).

1.7 Estudos genémicos e bioinformatica

ApoOs a década de 1970, quando houve o apice das descobertas de metabdlitos
secundarios em actinomicetos, foi observada a diminuicdo na descricdo de novas
moléculas bioativas. Especulou-se que a causa desta estagnacdo estaria relacionada
a extensa exploracdo desses microrganismos durante muitas décadas, o que teria
esgotado as possibilidades de novas descobertas Porém, com o advento da
tecnologia de sequenciamento de nova geragcao (NGS) e sofisticadas ferramentas de
bioinforméatica, tornou-se evidente que este declinio ndo estava relacionado ao
esgotamento de compostos ou de novos microrganismos, sendo a diminuicdo da

intensidade nas pesquisas, seja por perda de interesse dos setores investidores, ou
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pela falta de novas metodologias que possibilitassem o isolamento de novos
microrganismos (NINGTHOUJA; SANASAM; NIMAICHAND, 2009).

Hoje o sequenciamento de &cidos nucléicos é parte integral da ciéncia
moderna. Protocolos de sequenciamento sdo realizados rotineiramente em muitas
areas da microbiologia, sendo para o rastreamento de doencas infecciosas ou para o
estudo da diversidade de comunidades microbianas (VINCENT et al., 2015).

O sequenciamento de nova geragdo com sua tecnologia de high-throughput
(larga-escala), permitiu a geracao de milhdes de fragmentos de leitura, usualmente
referidos como reads, em uma Unica maquina e um curto periodo de tempo. Desde
entdo, muitas outras tecnologias de NGS surgiram, incluindo o sequenciamento pela
plataforma Illumina, que desde 2006 tem ocupado grande parte no mercado NGS. O
custo do sequenciamento tornou-se cada vez mais acessivel, possibilitando a
laboratorios do mundo todo conduzirem suas préprias pesquisas de sequenciamento
(VINCENT et al., 2015).

Um grande numero de genomas completos de actinomicetos foi sequenciado
desde entdo, e a andlise destes genomas possibilitou a identificacdo de novos
isolados e novos compostos bioativos com potenciais industrial e terapéutico
significativos (SENGUPTA et al., 2015).

Os genes responsaveis pela biossintese de um metabdlito secundario estao,
quase sempre, adjacentes no genoma. Esta organizacdo é denominada cluster de
genes biossintéticos (DOROGHAZI; METCALF, 2013). Os clusters de genes
envolvidos na sintese de produtos naturais tém caracteristicas definidas, sendo
possivel predizer suas fun¢des através de ferramentas de bioinformatica (ALONSO-
VEGA et al.,, 2012). O pipeline antiSMASH (antibiotics & Secondary Metabolite
Analysis Shell) realiza a identificagéo in silico de clusters biossintéticos de diversas
classes, entre elas policetideos, peptideos ndo ribossomais, terpenos,
aminoglicosideos, aminocumarinas, indolocarbazoéis, lantibiéticos, bacteriocinas,
nucleosideos, betalactamicos, butirolactonas, sideréforos e melaninas. O pipeline
alinha a regido do genoma, identificada como cluster, com seu equivalente mais
préximo, proveniente de um banco de dados de clusters ja conhecidos (MEDEMA et
al., 2011)

Muitos pesquisadores tém expressado otimismo em relagcéo as estratégias de
bioinforméatica para a busca de novas moléculas bioativas. O principal motivo seria o

fato de Streptomyces, e outros géneros de actinomicetos, raramente expressarem seu
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inventorio completo de moléculas, quando cultivados em laboratério (DOROGHAZI,
METCALF, 2013). A espécie-modelo Streptomyces coelicolor A3(2), por exemplo,
teve seu potencial explorado por 40 anos antes de ter seu genoma sequenciado, e
era conhecida por produzir apenas 4 metabolitos secundarios. O sequenciamento de
seu genoma revelou 18 clusters de genes biossintéticos adicionais (CHALLIS, 2008).
Portanto, ser capaz de classificar e comparar os genes de interesse biotecnoldgico
catalogando sua diversidade, € um primeiro e importante passo para a exploracdo
completa do potencial de uma bactéria (DOROGHAZI; METCALF, 2013).

Estudos genbmicos tém contribuido fortemente para o entendimento da
composicao de clusters de genes que codificam moléculas bioativas. A determinacao
da funcdo de cada um dos genes que compde estes clusters possibilita a
compreensao das rotas biossintéticas e a otimizacdo da producdo do metabdlito
secundario através de engenharia metabodlica ou modificagbes nas condicbes de
cultivo (BOUMEHIRA et al., 2016).

Contudo, devemos ter em mente que muitas vezes apenas analises in silico
ndo sao suficientes para se atingir um objetivo. Apesar de triagem de novas espécies
de actinomicetos e sua identificacdo por meio de métodos que envolvem biologia
molecular e analises de bioinformatica serem estratégias promissoras (BOUMEHIRA
et al., 2016), vale ressaltar que devem ser utilizadas em conjunto com estudos
morfoldgicos e fisioldgicos. A utilizacdo de apenas uma das metodologias ndo mostra
poder discriminatorio suficiente para distinguir espécies muito préximas, sobretudo
nos géneros Streptomyces e Micromonospora. (BOUMEHIRA et al., 2016; RONG;
HUANG, 2010).

1.8 Justificativa

Nas ultimas décadas, tem-se observado a necessidade de orientar os estudos
de prospeccao para a exploracéo de novos habitats, buscando o isolamento de novas
espécies e o0 descobrimento de novos compostos bioativos. Os rios sdo exemplos de
ecossistemas que possuem alta diversidade de microrganismos e a presenca de
taxons como o0s actinomicetos, 0 que aumenta a probabilidade do isolamento de
linhagens com grande potencial biotecnolégico. Dessa forma, a Bacia do Rio Tieté,
constitui um provavel hotspot para o isolamento de novos microrganismos produtores

de moléculas de aplicacdo biotecnologica, como antibidticos e enzimas hidroliticas.
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Andlises in silico, com a utilizacdo de ferramentas de bioinformatica, aliadas a
estudos in vitro, possibilitam a caracterizacédo de novos isolados em nivel morfolégico,
fisiolégico e gendbmico, gerando um perfil mais completo destes microrganismos. Isto

torna possivel a maxima exploracdo do potencial biotecnoldgico destas linhagens.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivos gerais

e Caracterizar e identificar as linhagens de actinomicetos isoladas de amostras
de agua e sedimento da Bacia do Rio Tieté, por analises morfolégicas,

fisiolégicas e gendmicas.

2.2 Objetivos especificos

e Caracterizar morfolégica e fisiologicamente linhagens de actinomicetos
isolados de amostras de agua e sedimento da Bacia do Rio Tieté;

¢ identificar os isolados de actinomicetos em nivel de espécie;

e avaliar a atividade biologica destas linhagens de actinomicetos contra
bactérias, fungos filamentosos e levedura;

¢ verificar a producéo das enzimas hidroliticas pectinase, celulase e xilanase por
estes actinomicetos;

e e realizar a triagem in silico do genoma destes actinomicetos, buscando

clusters biossintéticos de interesse biotecnoldgico.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Material
3.1.1 Material Biolégico:

a) Linhagens bacterianas:
- N&o resistentes a antibidticos: Bacillus subtilis ATCC 11774, Escherichia
coli ATCC 35218, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Staphylococcus
aureus ATCC 25923, Streptococcus pneumoniae ATCC 10015,
Streptomyces coelicolor A3(2).
- Resistentes a antibioticos: Acinetobacter baumannii 804 OXA 143,
Klebsiella pneumoniae OXA 48, Klebsiella pneumoniae 732, Pseudomonas
aeruginosa 48 1997A, Staphylococcus aureus MRSA (origem clinica).
b) Fungos filamentosos:
- Fusarium oxysporum, Trichordema harzianum, Sclerotinia sclerotiorum
(linhagens selvagens isoladas de plantagéo de feijao e tomate).
c) Linhagem de levedura:
- Candida albicans ATCC 10231.
A manutencéo das linhagens bacterianas foi realizada em meio Agar Triptona
Soja (TSA) e Caldo Triptona Soja (TSB) (HiMedia). Os fungos filamentosos e
leveduras foram cultivados em placas de meio Agar Batata (BDA) (HiMedia).

3.1.2 Amostras provenientes da bacia do rio Tieté

Através de uma parceria realizada com a Companhia Ambiental do Estado de
Sédo Paulo (CETESB), foram selecionados 32 pontos para coleta de agua e 8 pontos
para coleta de sedimento ao longo da bacia do rio Tieté. A selecdo dos pontos
abrangeu regifes desde a nascente do rio Tieté até a sua foz, passando por regides
com diferentes qualidades de agua. Todos os pontos de coleta, com excecdo da
nascente, fazem parte da rede de monitoramento da CETESB.

A rede de monitoramento de aguas superficiais da CETESB € constituido por 3
redes de amostragem manual e uma rede automatica, objetivando o diagndstico dos
usos dos recursos hidricos de agua doce, como rios e reservatorios. No ano de 2013,

guando as coletas foram realizadas, a rede de monitoramento contava com 384
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pontos de monitoramente manual de agua, 27 de sedimento, 28 de balneabilidade de
lagos e 12 pontos automaticos de monitoramento da qualidade de agua (SAO PAULO
(ESTADO), 2014).

3.1.2.1 Amostras de sedimento

As coletas foram realizadas no periodo entre 30 de julho e 13 de novembro
de 2013. Para cada ponto selecionado, foram fornecidas pela CETESB triplicatas de
250 g de sedimento. No momento da coleta, foram utilizados materiais estéreis,
ambientados com a &gua do proprio corpo hidrico, e para o acondicionamento das
amostras foram utilizados frascos de vidro ambar estéreis. As amostras foram
mantidas em caixas térmicas com gelo durante o seu transporte, e depois mantidas a
4 °C até o momento do processamento, sendo este periodo nunca superior a 3 dias.

Na tabela a seguir (Tabela 1), pode-se verificar as UGRHs, o cédigo dos
pontos de monitoramento da CETESB e o0s corpos hidricos, com cordenada

geografica, dos quais foram coletadas as amostras de sedimento.

Tabela 1 - Pontos de coleta de sedimento

UGRHI P_onto £ Corpo Hidrico Latitude Longitude
monitoramento
5 ATIB 02800 Rio Atibaia 22° 45’ 43" 47° 10’ 31”7
5 PCAB 2195 Rio Piracicaba 22°41’'57" 47° 38 127
6 Nao cadastrado Nascente Rio Tieté 23° 34 17" 45° 44’95
6 PINH 4500 Rio Pinheiros 23°35' 35" 46° 41 347
6 SJBA 04950 S. Jodo Barueri 23°30 20" 46°51 39"
10 SOIT 02850 Res. ltupararanga 23°37°08" 47° 23 22"
10 TIBB 02900 Res. Barra Bonita 22°31'23” 48° 31 08"
16 TIPR 02800 Res. Promissao 21° 18 49" 49° 45 49’

3.1.2.2 Amostras de agua

As coletas foram realizadas no periodo entre 08 de agosto a 13 de novembro
de 2013. Foram fornecidos pela CETESB, 5 litros de agua de cada um dos pontos de
coleta selecionados (Tabela 2). Para coleta das amostras, os equipamentos de coleta
da CETESB foram ambientados com a agua do proéprio local. As amostras de agua
foram, entdo, coletadas de forma a evitar a presenca de particulas grandes, como
folhas ou galhos, e posteriormente acondicionadas em galdes estéreis de plastico

autoclavavel de alta densidade. Para realizar seu transporte, os galdes foram
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mantidos ao abrigo da luz solar, dentro de caixas térmicas contendo gelo. Ja em

laboratorio, as amostras foram mantidas a 4 °C até o momento do processamento,

sendo este periodo nunca superior a 3 dias.

Tabela 2 - Pontos de coleta de agua

UGRHI P_onto o Corpo Hidrico Latitude Longitude
monitoramento
5 CMDC 02900 Rio Camanducacia 22°39 42" 47° 00 117
5 CPIV 02700 Rio Capivari 22°59'58" 47° 31’ 52"
5 JUNA 04900 Rio Jundiai 23°12' 36" 47° 17 28"
5 PCAB 2195 Rio Piracicaba 22° 41’ 57"  47° 38 12"
5 TATU 04850 Ribeirdo Tatu 22°39' 36" 47°21' 09"
6 Nao cadastrado Nascente Rio Tieté 23° 34 17" 45°44’'9)5”
6 BQGU 03850 Rio Baquirivu-Guagu 23° 28 03" 46° 29’ 16”
6 PINH 04500 Rio Pinheiros 23°35°38” 46° 41 37
6 TAMT 04900 Rio Tamanduatei 23°31'36” 46° 37’ 56"
6 TIET 04200 Rio Tieté 23°31'11” 46° 44’ AT’
6 TIP1 04900 Res. Pirapora 23°23 27" 46°59 41”
10 SOIT02850 Res. Ituparanga 23°37° 08" 47° 23 22
10 SORO 02100 Rio Sorocaba 23°28' 36" 47° 26’ 29"
10 TIBB 02900 Res. Barra Bonita 22°31'23” 48°31'08”
10 TIET 02400 Rio Tieté 23° 05 12" 47° 40 41"
10 TIET 02450 Rio Tieté 22° 57 26” 47° 49 147
10 TIRG 02900 Res. Rasgéo 23°22'58” 47° 01’ 46"
13 LENS 03950 Rio Lencois 22°30°16" 48° 37 207
13 JCGU 03900 Rio Jacaré-Guagu 21° 49 33" 48° 49 57"
13 JPEP 03600 Rio Jacaré-Pepira 22° 04 24> 48° 29 12
13 RGRA 02990 Ribeirdo Grande 22° 15 39" 48° 48’ 35"
13 TIET 02500 Rio Tieté 22°30' 26" 48° 32’ 46"
16 BATA 02800 Rio Batalha 21° 53 14” 49° 14’ 05"
16 DADO 02800 Rio Dourado 21°32' 02" 49° 39’ 44”
16 ESGT 02050 Cérrego do Esgotdo 21° 27 44"  49° 35 01”
16 TIET 02600 Rio Tieté 21° 45 31"  48° 59’ 39”
16 TIPR 02990 Res. Promissao 21°17 50" 49° 46’ 57"
19 PARN 02100 Rio Parana 20° 47 27" 51° 37 24”7
19 PATO 02900 Ribeirdo dos Patos 21°19° 17" 49° 49 20"
19 TIET 02700 Rio Tieté 21° 17 49” 49° 47 427
19 TITR 02100 Res. 3 Irmaos 21° 02’ 54” 50° 28’ 03"
19 TIPR 02800 Res. 3 Irmaos 20°39'35” 51°08’ 48"
3.2 Métodos

3.2.1 Isolamento e sele¢do de bactérias

3.2.1.1 Processamento de amostras de sedimento

Inicialmente, foi realizada a diluicdo de 1 g de sedimento em 10 ml de solucéo

de tampédo fosfato (PBS) (ANEXO A). Apés agitacdo, 100 pl da solucdo foram
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transferidos a 900 pl de tampé&o PBS para realizar diluicdo seriada até diluicdo 10°.
Cem microlitros das diluicdes 104, 10° e 10 foram transferidos a placas de Petri
contendo meio de cultura R2A sélido (REASONER; GELDREICH, 1985) (ANEXO A),
adicionado do antifingico anfotericina B (2 mg/L). As solu¢des foram semeadas
utilizando-se uma alca de Drigalsky, e as placas foram incubadas por 4 dias, a 30 °C
+ 2. O procedimento de diluicdo de sedimento foi realizado em triplicata, utilizando-se
1 g de sedimento de cada uma das réplicas de material fornecido pela CETESB. Da

mesma forma, cada uma das diluicdes em placa foi realizada em triplicatas.

3.2.1.2 Processamento de amostras de agua

A filtracdo das amostras agua foi realizada em sistema de bombeamento a
vacuo. Foram utilizadas membranas de éster celulose, com porosidade de 0,2 um e
47 mm de diametro (Millipore®, Massachusetts, EUA), sendo estas coletadas no
momento de sua saturacdo. Apos a obtencao de 3 membranas saturadas, o material
retido por filtracdo foi recuperado. Para cada uma das membranas foi realizado o
seguinte procedimento: em um tubo falcon estéril, foram adicionados 5 ml de PBS e
uma membrana saturada com material proveniente da filtragdo. O tubo foi submetido
a agitacdo durante 1 min. Com a solucdo obtida, realizou-se diluicdo seriada e o
plagueamento das solucdes com diluicdo 102, 102 e 10* em triplicatas. As placas
foram incubadas a 30 °C * 2, por 7 dias.

Os microrganismos isolados foram organizados na colecéo do Nucleo de Apoio
a Pesquisa em Diversidade e Bioprodutos (NAP-BIOP) da Universidade de Séo Paulo,
do qual faz parte o presente estudo.

Colénias com morfotipo representativo dos grupos dos actinomicetos foram
selecionadas e repicadas em placas com meios Agar Amido Caseina (SCA)
(PRIDHAM et al., 1957) (ANEXO A) e R2A. Foram selecionadas colonias que
apresentavam desenvolvimento de micélio substrato, uma caracteristica presente em
todos os géneros de actinomicetos, eventual presenca de micélios aéreos e esporos.
As placas foram incubadas a 30 °C + 2, por 7 dias. O procedimento foi repetido até a
obtencao de culturas puras.

Para manutencdo a longo termo, foram feitos estoques das linhagens. Para
isso, os isolados foram semeados em meio TSB ou R2A liquido (para linhagens que

nao cresceram em TSB) e incubados a 28 °C sob agitagédo (190 rpm) por 7 dias. Apés
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este periodo, as culturas foram aliquotadas e mantidas em solucéo de glicerol 40%

(v/v) em ultrafreezer, a — 80 °C.

3.2.2 Identificacdo molecular e analise filogenética

3.2.2.1 Extracdo de DNA genbmico

Para obtencdo do DNA gendmico das linhagens, foram preparados inéculos em
meio TSB ou R2A liquido, crescidos a 28 °C sob agita¢do (190 rpm) durante 7 dias.

A extracao de DNA foi realizada com o kit Wizard® Genomic DNA Purification
(Promega Corporation, Fitchburg, USA) de acordo com as recomendacdes do
fabricante. Em seguida, a qualidade da extracdo de DNA foi verificada através de
eletroforese em gel de agarose (1%).

As concentracdes dos DNAs foram medidas no equipamento NanoDrop 1000
Spectrometer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) e diluidas para concentracao

final de 100 ng.ul-1 em &gua livre de DNAse.

3.2.2.2 Amplificacdo do gene 16S rRNA

Para a amplificacdo do gene 16S rRNA foi utilizado o método de Reacédo em
Cadeia da Polimerase (PCR). Para cada reacéo foram utilizados 25 ul de Master Mix®
(Promega), 20 ul de agua deionizada “DNAse free”, 1 pl de DNA bacteriano e 2 pl de
cada um dos primers (“forward” e “reverse”) (Tabela 3).

O protocolo de amplificacéo utilizou os seguintes parametros em termociclador:
uma etapa inicial a 95 °C por 2 min, seguida por 40 ciclos de 95 °C por 1 min para a
desnaturacao, 62 °C por 1 min para o anelamento dos primers e 72 °C por 1 min para
a extensao da fita de DNA. Apds o término dos ciclos realizou-se uma etapa de 10
min a 72 °C.

A amplificacdo do gene 16S rRNA foi verificada em eletroforese em gel de
agarose (1%). O tamanho esperado para os amplicons era de aproximadamente 1500
pb (WEISBURG et al., 1991).
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3.2.2.3 Purificacdo dos amplicons e seguenciamento

Os amplicons obtidos com a reagdo de PCR foram purificados com o kit
GFXTM® PCR DNA and Gel Band Purification (General Electric, Buckinghamshire,
UK) de acordo com as recomendacdes do fabricante.

Os amplicons purificados foram enviados juntamente com os primers de
sequenciamento (Tabela 3) para a empresa Genomic Engenharia Molecular®,

localizada na Rua Itapeva, 500 — Sao Paulo.

Tabela 3 - Lista de primers utilizados para a amplificacdo e sequenciamento do gene 16S rRNA

Primer Sequéncia (5’ — 3’) Gene alvo Utilizacdo Referéncia

27f  AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 16SrRNA AmPplificacdoe — Weisburg etal,,
seqguenciamento 1991

5361  CAGCMGCCGCGGTAATWC ~ 16STRNA  Sequenciamento O en &2
782r  ACCAGGGTATCTAATCCTGT 16SrRNA  Sequenciamento Cg'lmzeégose‘

Amplificacéo e Weisburg et al.,

1492r GGTTACCTTGTTACGACTT 16S rRNA :
seguenciamento 1991

As reagoes de sequenciamento foram realizadas com a metodologia de Sanger
(SANGER; NICKLEN; COULSON, 1977), utilizando o equipamento ABI 3730 DNA

Analyser (Thermo Fisher Scientific).

3.2.2.4 Identificacdo em nivel de género e andlise filogenética

Os resultados obtidos no sequenciamento do gene 16S rRNA dos isolados
foram analisados e editados no software ChromasPro, versédo 1.7.5. As sequéncias
editadas foram comparadas com o banco de dados GenBank, do National Center for
Biotechnology Information (NCBI), utilizando a ferramenta Basic Local Alignment
Search Tool (BLAST) (BENSON et al., 2015). Resultados com melhores valores de
score, porcentagem de cobertura e porcentagem de identidade foram selecionados
para identificacdo dos isolados em nivel de género.

Os dados de sequenciamento foram utilizados para a construgdo de uma arvore
filogenética com o software MEGA 6.0.6 (TAMURA et al., 2013), usando o método de

Neighbor Joining e andlise de bootstrap com 1000 réplicas.
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3.2.2.5 Sequenciamento gendmico

Ao longo do desenvolvimento deste projeto, surgiu a oportunidade de realizar
0 sequenciamento gendmico dos isolados de actinomicetos selecionados para estudo.

Inéculos dos isolados foram incubados em meio TSB ou R2A liquido, a 28 °C
sob agitacdo (190 rpm) durante 7 dias. A extracdo de DNA foi realizada com o kit
Wizard® Genomic DNA Purification (Promega Corporation) e as amostras, contendo
guantidades superiores a 1 ug de DNA, foram enviadas para a empresa Macrogen
(Seul — Coréia do Sul), para sequenciamento em plataforma lllumina Hiseq2000 com

cobertura de 350 vezes.

3.2.2.6 Analise filogenética por Multilocus Sequence Analysis (MLSA)

Para a andlise filogenética dos isolados pertencentes ao género Streptomyces,
foram selecionados os genes housekeeping que codificam a subunidade B da ATP
sintase (atpD), a subunidade B da DNA girase (gyrB), a recombinase A (recA), a
subunidade B da RNA polimerase (rpoB) e a cadeia beta da triptofano sintase (trpB).
Para a andlise dos isolados de Micromonospora foram selecionados, além do gene
16S rRNA, os genes atpD, gyrB, recA e rpoB (CARRO et al., 2012).

Utilizando o software Geneious R7 versao 7.1.9 (KEARSE et al., 2012), foram
criados 10 bancos de dados locais, com sequéncias de referéncia de cada um dos
genes housekeeping de Streptomyces e Micromonospora. Para alimentar os bancos
de dados locais, as sequéncias de referéncia de Streptomyces foram obtidas do
banco de dados pubMLST (http://pubmist.org/streptomyces) e do banco de dados
gendmico do Department of Energy (DOE) Joint Genome Institute (JGI) (GRIGORIEV
et al., 2011), de onde também foram obtidos os dados para o banco de
Micromonospora.

Os genomas dos isolados de Streptomyces e Micromonospora foram
submetidos a analise por similaridade contra os bancos de dados dos genes
housekeeping. Dessa forma, os genes housekeeping foram localizados nos 9
genomas e exportados em formato FASTA. Estes dados foram utilizados para a
construgdo das arvores filogenéticas concatenadas.

Ainda usando o software Geneious R7, as sequéncias de genes housepeeking

foram editadas e concatenadas. O software MEGA 6.0.6 foi utilizado para alinhar as
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sequéncias concatenadas e construir as arvores filogenéticas. O método adotado foi

de Neighbor Joining, com bootstrap de 1000 réplicas.

3.2.3 Caracterizacdo morfoldgica e fisioldgica

3.2.3.1 Caracterizacao de colbnias em meio R2A

As linhagens selecionadas para estudo foram caracterizadas
morfologicamente no meio original de isolamento. Foram analisadas a coloracao,
textura e brilho de micélio substrato, formacdo de esporos aéreos, producdo de
pigmentos sollveis e producdo de exsudado. As colbnias foram visualizadas em
estereomicroscopio com sistema de foto (Zeiss — Discovery). As cores das colbnias

foram descritas com auxilio da tabela de cores RAL.

3.2.3.2 Coloracao de Gram

As linhagens de actinomicetos foram inoculadas em meio TSB (ou R2A liquido
para linhagens que nédo cresceram em TSB) e incubadas a 28 °C, sob agitacdo (190
rpm) durante 7 dias.

Com auxilio de uma alca microbioldgica, foi realizado o esfregaco de uma gota
do meio de cultura em uma lamina. Apds secagem a temperatura ambiente, a lamina
foi fixada sobre a chama de um bico de Bunsen, evitando superaquecimento. Em
seguida, foi coberta com solucéo de cristal violeta durante 1 min. Apds o periodo, o
corante violeta foi escorrido e uma solucéo de lugol foi adicionada sobre o esfregaco
durante 1 min. O lugol foi escorrido e &lcool etilico (95 °) foi aplicado sobre a lamina
inclinada. O esfregaco foi, entdo, coberto com solucdo de fucsina béasica por 30
segundos. A lamina foi lavada cuidadosamente com agua e, apds secar a temperatura

ambiente, foi observada sob microscopia 6ptica (1000 x) e fotografada.

3.2.3.3 Montagem de lAminas pela metodologia de microcultivo

Um pequeno cubo de meio SCA sdlido foi cortado e depositado em uma placa
de Petri contendo uma fina camada do mesmo meio. Com auxilio de uma alga

microbioldgica, realizou-se a semeadura da linhagem bacteriana nas laterais do cubo.
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Uma laminula estéril foi posicionada sobre o cubo inoculado. A placa foi incubada a

30 °C £ 2 por um periodo de 14 dias.

3.2.3.4 Caracterizacdo morfolégica de esporos e cadeias de esporo

Apbés o periodo de incubacdo dos microcultivos, as laminulas foram
cuidadosamente retiradas das placas, fixadas sobre o fogo e coradas com violeta de
genciana por 1 min. Em seguida, as laminulas foram delicadamente lavadas com
agua, e apos secarem a temperatura ambiente, posicionadas sobre uma lamina limpa.
Alternativamente, as laminulas podem ser coradas com uma gota de corante azul
algodao, sendo, em seguida, posicionadas sobre uma lamina. As laminas foram
observadas sob microscopia Optica em aumentos de 1000 x e 400 x e fotografadas.

Para classificar as linhagens quanto a morfologia e arranjo de esporos, foram
adotados os parametros descritos em Bergey’s Manual (GENILLOUD, 2012; LOCCI,
1989).

3.2.3.5 Inoculacdo em meios de cultura ISP

Os meios de cultura citados a seguir foram desenvolvidos por um grupo de
estudiosos para classificar linhagens de Streptomyces. Este trabalho de colaboracao
ficou conhecido como Projeto Internacional de Streptomyces (International
Streptomyces Project - ISP). A metodologia de classificacdo também se estende aos
géneros Micromonospora e Nocardia. (SHIRLING; GOTTLIEB, 1966).

Os meios de cultura listados a seguir foram utilizados para analisar o0s
parametros, presenca ou auséncia de crescimento, coloracdo de micélio substrato,
formacao de esporos aéreos, producéo e coloracéo de pigmentos solUveis e producéo
de exsudado:

a) Meio Agar Malte Levedura (ISP 2)

b) Meio Agar Farinha de Aveia (ISP 3)

c) Meio Agar Amido Sal inorganico (ISP 4)

d) Meio Agar Asparagina Glicerol (ISP 5)

Para verificar a producdo de melaninas ou outros pigmentos melandides foi

utilizado o meio Agar Tirosina (ISP 7).
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Os meios foram inoculados com esporos ou micélios das linhagens a serem
analisadas. Recomenda-se a transferéncia de grande quantidade de in6culo para a
realizacéo destes ensaios (SHIRLING; GOTTLIEB, 1966)

Todas as andlises de coloracao foram realizadas utilizando-se a tabela de cores
RAL e o conjunto de resultados foi avaliado de acordo com a metodologia de
(SHIRLING; GOTTLIEB, 1966).

3.2.3.6 Teste de assimilacdo de fontes de carbono

O meio de cultura basal utilizado para o teste foi 0 ISP 9 (ANEXO 1), elaborado
por Shirling e Gottlieb (1966). Foram testadas separadamente 13 fontes de carbono,
sendo elas: sacarose, frutose, galactose, arabinose, xilose, rafinose, manitol, sorbitol,
glicerol, fenol, celulose, amido e inositol. Todas as fontes de carbono foram
adicionadas ao meio basal de forma a sua concentracéo final corresponder a 1% (p/v).
Como controle positivo foi utilizada glicose 1% (0,05 M) como fonte, e como controle
negativo utilizou-se meio ISP9 puro. O teste foi realizado em placas de cultura celular
de 24 pocos (Figura 3). A inoculacgéo foi realizada com alga microbiologica e as placas
foram incubadas a 30 °C + 2 por um periodo de 7 dias. Ap6s o tempo de incubacao,
o crescimento do microrganismo foi analisado para cada uma das fontes testadas. As
linhagens foram testadas em triplicatas.

Para as linhagens que nao apresentaram crescimento em nenhum dos pocos,
incluindo controle positivo, os testes foram refeitos acrescentando extrato de levedura
em uma concentracao final de 0,05% (0,5 g/L) ao meio ISP9 (EVEREST; MEYERS,
2013). Para interpretacao dos resultados, as intensidades de crescimento obtidas nos
controles negativo e positivo foram comparadas com aquelas obtida nas demais

fontes de carbono.
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Figura 3 - Esquema de placa de cultura para o teste de assimilacéo de fontes de carbono.
Fontes de carbono por pocos = Al; controle negativo, A2; controle positivo (glicose), A3:
sacarose, A4: frutose, A5: galactose, A6: arabinose, B1: xilose, B2: rafinose, B3: manitol,
B4: sorbitol, B5: glicerol, B6: fenol, C1: celulose, C2: amido e C3: inositol.

3.2.3.7 Solubilizacao de fosfato inorganico

A capacidade de solubilizacdo de fosfato inorganico pelas linhagens de
actinomicetos foi testada em metodologia descrita por Nautiyaul (1999).

As linhagens analisadas foram inoculadas em trés pontos de uma placa de
meio fosfato insolivel (ANEXO A) e incubadas a 30 °C+ 2 por 7 dias. ApoOs este
periodo, as placas foram verificadas quanto a presenca de halo transparente ao redor
das colbnias, indicando solubilizag&o positiva do fosfato do meio de cultura.

3.2.3.8 Ensaio de tolerancia a cloreto de sédio (NaCl)

Para testar a tolerancia dos isolados a diferentes concentracdes de NaCl,
realizou-se a inoculacao de esporos ou micélios em placas de meio ISP2 (meio qual
foram originalmente isolados do ambiente) sem NaCl e com concentra¢gdes de 1%
(0,17 M), 2% (0,34 M), 4% (0,68 M), 5% (0,85 M) , 6% (1,02 M) , 8% (1,36 M), 10%
(1,71 M), 12% (2,02 M) e 13% (2,22 M). As placas foram incubadas a 30 °C + 2 durante

7 dias. As linhagens foram testadas em triplicatas.

3.2.2.9 Ensaio de tolerancia a diferentes faixas de pH

Para realizar o ensaio de tolerancia, as linhagens foram inoculadas em placas
contendo meio ISP2 nas faixas de pH de 4, 5, 6, 8,9, 10, 11 e 12 e incubadas a 30 °C
+ 2 por um periodo de 7 dias.
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Para testar a tolerancia das linhagens aos pH 2 e 3 foram realizados ensaios
em meio R2A liquido. As culturas foram mantidas a 28 °C sob agitacdo (190 rpm)

durante 14 dias. As linhagens foram testadas em triplicatas.

3.2.3.10 Ensaio de tolerancia a diferentes faixas de temperatura

A tolerancia dos isolados a diferentes temperaturas foi testada em triplicatas de
placas de meio ISP2 incubadas nas temperaturas de 17 °C, 28 °C, 30 °C, 35 °C, 37
°C, 38 °C, 39 °C, 40 °C, 42 °C, 43 °C, 44 °C, 45 °C, 46 °C, 47 °C, 50 °C e 51 °C. As

placas foram incubadas por periodos que variaram entre 4 e 7 dias.

3.2.4 Andlises complementares para identificacdo de novas espécies

Isolados que néo alinharam com linhagens tipo ou que obtiveram baixos valores
de bootstrap nas anadlises filogenéticas foram selecionados para analises
complementares, com intuito de investigar se estes constituiam novas espécies.

Testes especificos de perfis taxondmicos foram realizados e os resultados
foram comparados com dados da literatura, referentes as espécies mais proximas dos
isolados.

Andlises de average nucleotide identity (ANI) foram realizadas por meio do
pipeline Jspecies V 1.2.1. e os resultados foram adicionados aos perfis. Esta anélise

compara dois ou mais genomas entre si, de forma similar a hibridizacdo DNA-DNA.

3.2.4.1 Testes fisioldgicos por kit API® 20E e API® Zym

Inicialmente, inéculos das linhagens de actinomicetos foram preparados em
meio TSB ou R2A liquido e mantidos a 28 °C sob agitacéo (190 rpm), por 7 dias.
ApOs o periodo, os inéculos foram utilizados na realizacao dos testes de acordo

com as instru¢des do fabricante (Biomérieux, Lyon, Franca).

3.2.4.2 Andlise de &cidos graxos de membrana

Para a realizacéo do teste de quimiotaxonomia, os isolados foram crescidos em

meio ISP2 liquido a 28 °C sob agitacao (190 rpm), por 7 dias.
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Apoés o periodo, os cultivos foram centrifugados a 5000 g por 5 mins para a
obtencdo da biomassa celular. As células foram liofilizadas e utilizadas para as
andlises.

A determinacéo dos acidos graxos de membrana foi realizada de acordo com
a metodologia proposta por Sasser (2001). Os acidos graxos foram separados por
cromatografia gasosa (Hewlett Packard 6890) e analisados segundo Sherlock
Microbial Identification System (SASSER, 2001).

Juntamente com estes resultados, dados morfologicos e fisiolégicos dos
isolados foram reunidos e comparados com os dados da literatura de suas linhagens

de referéncia mais préximas.

3.2.5 Triagem de potencial biotecnolégico

3.2.5.1 Triagem de enzimas lignoceluloliticas

Os isolados foram analisados quanto a producédo de enzimas de atividade
celulolitica, pectinolitica e xilanolitica. Para isso foram utilizados trés meios de cultura
sélidos: 0 meio CMC Agar (KASANA et al., 2008) que forneceu carboximetilcelulose
(CMC) em sua composicao 0,2% (2 g/L), meio Kasana Modificado, no qual substituiu-
se CMC por xilana 0,2% (2 g/L), e Meio Minimo Pectina (HANKIN; ZUCKER; SANDS,
1971) que utilizou pectina citrica 0,2% (2 g/L) em sua composi¢ao.

Para a montagem dos experimentos, as linhagens de actinomicetos foram
inoculadas em um Unico ponto no centro das placas e incubadas a 30 °C + 2 durante
7 dias. Apo6s o periodo de incubacéo, as placas foram banhadas com corantes de
revelacdo. Para os experimentos de deteccdo de celulases e xilanases, foi utilizada
solucédo de vermelho congo 1% (0,014 M). A solucao foi dispensada sobre a placa
cobrindo-a completamente. Apds retirar 0 excesso de corante, as placas foram
mantidas em geladeira por 10 mins, sendo em seguida lavadas com solugéo de NacCl
(1 M). Para revelar os resultados do experimento de detec¢éo de pectinases, as placas

foram banhadas com solucéo de lugol e incubadas em local escuro por 5 mins.

3.2.5.2 Triagem de atividade antimicrobiana
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3.2.5.2.1 Triagem priméaria de atividade antifungica

Os isolados foram testados quanto a capacidade de inibir o crescimento dos
fungos filamentosos Fusarium oxysporum, Trichordema harzianum, Sclerotinia
sclerotiorum e da levedura Candida albicans.

Primeiramente, as linhagens de actinomicetos foram inoculadas em meio BDA
(HiMedia) em uma das extremidades da placa. As placas foram, entdo, incubadas a
30 °C £ 2 por 7 dias.

Para ensaios com fungos filamentosos, ap6s o periodo de incubacéo,
depositou-se um excerto de meio de cultura com o fungo na extremidade oposta ao
in6culo de actinomiceto. As placas foram incubadas por mais 7 dias a temperatura de
28 °C.

Em ensaios com levedura, previamente preparou-se o inodculo das leveduras
em meio TSB. A cultura foi incubada por 16 h sob agitacao (190 rpm), a temperatura
de 37 °C para in6culo de C. albicans. O in6culo foram diluidos para concentracdo
aproximada de 1 x 108 UFC/ml e semeados, perpendicularmente ao inéculo de
actinomiceto, com auxilio de um swab estéril. As placas foram novamente incubadas
por 16 hs sob as mesmas temperaturas citadas anteriormente. Os ensaios foram
realizados em triplicatas.

3.2.5.2.2 Triagem priméaria de atividade antibacteriana

A triagem primaria foi realizada por meio da metodologia de estria em placa ou
cross streak (GAUTHAM et al., 2012) em placas de meio R5M sélido. As linhagens de
actinomicetos foram inoculadas em uma faixa Unica na regido central das placas de
Petri (150 mm x 15 mm). As culturas foram incubadas a 30 °C + 2 por 7 dias.

ApGs incubagéo, as linhagens bacterianas a serem inibidas foram inoculadas
em estrias perpendiculares ao indculo de actinomicetos. Para tanto, as linhagens de
bactérias patogénicas foram crescidas “overnight” em meio TSB e diluidas para a
concentracédo aproximada de 1 x 108 UFC/ml. As placas foram, entdo, incubadas por
mais 12 hs a temperatura de 30 ° £ 2. O ensaio foi realizado em triplicatas.

Resultados positivos para atividade antibacteriana foram observados por meio

da formacg&o de uma zona de auséncia de crescimento da bactéria patogénica.
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As linhagens patogénicas utilizadas no teste foram: Bacillus subtilis ATCC
11774, Escherichia coli ATCC 35218, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Streptococcus pneumoniae ATCC 10015,
Acinetobacter baumannii 804 OXA 143, Klebsiella pneumoniae OXA 48, Klebsiella
pneumoniae 732, Pseudomonas aeruginosa 48 1997A e Staphylococcus aureus
MRSA.

3.2.5.2.3 Ensaio de difusao de disco

Os isolados de actinomicetos foram inoculados em meio TSB a 28 °C sob
agitacao (190 rpm), por um periodo de 7 dias. ApGs o periodo, 100 pl destes indculos
foram transferidos a 10 ml de dois meios de cultura liquidos diferentes, distribuidos
em erlenmeyers de 100 ml: R5M e SCB (ANEXO A). As culturas foram incubadas a
28 °C sob agitacao (190 rpm) por 14 dias.

ApGs o periodo de incubagdo, os meios de cultura foram centrifugados e os
sobrenadantes recolhidos em tubos falcon protegidos da luz. O solvente acetato de
etila foi adicionado aos sobrenadantes em propor¢cdo 1:1 (v/v) e as solucdes
permaneceram sob agitacao (190 rpm) por 20 mins. Em seguida, a fase organica
(superior) das solugcbes foram recolhidas com auxilio de um baldo volumétrico e
transferidas a tubos eppendorff opacos previamente pesados. Os extratos de acetato
de etila foram concentrados a vacuo (45 °C) no equipamento Speed Vac (Thermo
Scientifc). Os tubos, totalmente secos, foram novamente pesados. A diferenca entre
as duas medidas foi calculada e o peso do extrato seco foi estimado. Os extratos
secos foram, entdo, ressuspendidos em 100 ul acetato de etila.

Para a realizacdo de ensaio de placa, as solu¢cdes de acetato de etila foram
aplicadas em discos de papel filtro de forma a apresentarem 100 mg do extrato seco.
Estes discos foram posicionados sobre placas de meio de cultura Mueller Hinton
inoculados com a bactéria Staphylococcus aureus ATCC 25923 (in6culo de 1 x 108
UFC/ml) (Figura 4). As placas foram mantidas em geladeira por 12 hs, sendo em
seguida incubadas por 8 hs a 30 °C. ApGs este periodo, as placas foram analisadas
guanto a presenca de halos de inibic&o.

Como controle positivo, foram utilizados discos com o antibiético acido
nalidixico (20 ug) e como controle negativo foram utilizados discos embebidos com

acetato de etila.
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Figura 4 - Montagem de ensaio de difusdo disco em placas de meio Mueller Hinton.

3.2.6 Analises gendmicas

3.2.6.1 Caracteristicas gerais dos genomas e andlise da qualidade de assemblies

O de novo assembly dos genomas foi realizado pela empresa Macrogen (Seul
— Coréia do Sul), por meio da ferramenta SOAPdenovo2 (LUO et al., 2012). A partir
destes assemblies, caracteristicas como tamanho total do genoma, numero e
tamanho de contigs, valor de N50 (de contigs e scaffolds) e porcentagem do contetudo
G+C foram avaliados.

Para analisar a qualidade dos assemblies fornecidos pela empresa Macrogen
foram observados os valores dos seguintes dados: tamanho total do genoma,
guantidade de contigs e scaffolds, N50 de contigs e scaffolds. O tamanho dos
genomas dos isolados foram comparados aos de linhagens de referéncia. Uma nova
montagem dos genomas foi realizada pelo software CLC Genomics Workbench 8. Os
valores obtidos na nova montagem foram comparados com o0s anteriores, sendo 0s

melhores mantidos para analises subsequentes.

3.2.6.2 Anotacdo gendbmica estrutural e funcional

As anotacdes estruturais do genoma foram realizadas pela empresa Macrogen
com o software Prokka (SEEMANN, 2014). Os genomas que foram remontados pelo

software CLC Genomics Workbench 8 foram submetidos a nova anotacdo genémica
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pelo servidor RAST (Rapid Annotations using Subsystems Technology) (AZIZ et al.,
2008). A anotacéao funcional dos genomas foi realizada pelo servidor RAST, e para a
anotagdo especifica de clusters de metabdlitos secundarios utilizou-se a o pipeline
AntiSMASH (Antibiotics & Secondary Metabolite Analysis Shell) (MEDEMA et al.,
2011).

3.2.6.3 Triagem de potencial biotecnoldgico in silico

Uma triagem foi realizada a partir dos dados obtidos com as anotacdes
funcionais. Foram analisados clusters de metabdlitos secundarios de grupos ortdlogos
interessantes e/ou com boa porcentagem de similaridade com classes de moléculas
com atividade biol6égica conhecida.

Também foi realizada a triagem in silico de enzimas lignoceluloliticas a partir
das anotacdes estruturais dos genomas. Para isso, foi utilizado o software Geneious,
no qual as sequéncias codificadoras das principais enzimas celulases, xilanases e

pectinases foram localizadas.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Isolamento e selecdo de bactérias

Com o intuito de conhecer e explorar a microbiota da bacia do rio Tieté, o
Laboratorio de Biologia Molecular e Ecologia Microbiana, em conjunto com o
Laboratério de Bioprodutos e outros laboratérios colaboradores, desenvolveu o
tematico Nucleo de Apoio a Pesquisa em Diversidade e Bioprodutos (NAP — BIOP).
Diversos projetos, incluindo o presente trabalho, compuseram o tematico abrangendo
o estudo de fungos, bactérias, virus e bactérias do grupo dos actinomicetos.

Através de uma parceria realizada com a Companhia Ambiental do Estado de
Sédo Paulo (CETESB), foram selecionados pontos para coleta de agua e sedimento
ao longo da Bacia do Rio Tieté. Estas amostras foram utilizadas para o isolamento de
fungos filamentosos, leveduras e bactérias, destinados a construcdo de uma colecdo
de microrganismos cultivaveis. O isolamento foi realizado em conjunto com todos os
estudantes envolvidos nos projetos NAP-BIOP.

Foram isoladas 1040 linhagens bacterianas e 600 linhagens de fungos. Isolados
provenientes de amostras de sedimento receberam o codigo inicial NBS (NAP-Bacia
Sedimento) e aquelas isoladas da coluna d’agua NBA (NAP-Bacia Agua).

Entre as linhagens bacterianas isoladas, 9 foram selecionadas por possuirem
caracteristicas de colbnias que sugeriam sua classificacdo como representantes de grupos
de actinomicetos com importancia  biotecnoldégica, como  Streptomyces,
Saccharopolyspora, Actinoplanes, Amycolatopsis ou Micromonospora. As caracteristicas
observadas incluiam formacéo de micélio substrato, micélios aéreos com ou sem cadeias
esporos, coldénias com coloracdo alaranjada, avermelhada ou purpura e producdo de
geosmina. As seguintes linhagens foram selecionadas: NBS 10/01, NBS 11/28, NBS
11/29, NBS 14/02, NBS 14/10, NBA 43/10, NBA 51/00, NBA 55/19 e NBA 65/00. Todos o0s
isolados apresentaram forte aderéncia ao meio de cultura, sugerindo formacao de micélio
substrato. Os isolados NBS 11/28, NBS 11/29 e NBA 65/00 exibiram colbnias pequenas,
de coloracdo alaranjada, caracteristicas sugestivas as descritas para 0S géneros
Actinoplanes e Micromonospora (LECHEVALIER; LECHEVALIER, 1967). As linhagens
NBS 10/01, NBS 14/02, NBS 14/10, NBA 43/10, NBA 51/00 e NBA 55/19 desenvolveram

micélios e esporos aéreos e sintetizaram geosmina, caracteristicas citadas por Flardh &
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Buttner (2009) e por Chaudhary e colaboradores (2013) para o género Streptomyces.

Informacdes sobre a origem de cada linhagem séo fornecidas na tabela 4.

Tabela 4 - Informacdes sobre a origem dos isolados selecionados para estudo

cale G(—:L'Jrzlndcailgrigr?to CerEo MRiiee 12 ;—r:fc())s(tjri
NBS 10/01 UGRHI 10 Reservatério de Barra Bonita Bom Sedimento
NBS 11/28 UGRHI 16 Reservatorio de Promisséo Excelente Sedimento
NBS 11/29 UGRHI 16 Reservatdrio de Promisséo Excelente Sedimento
NBS 14/02 UGRHI 10 Reservatério de ltupararanga Excelente Sedimento
NBS 14/10 UGRHI 10 Reservatério de Itupararanga Excelente Sedimento
NBA 43/10 UGRHI 06 Nascente Excelente Agua
NBA 51/00 UGRHI 19 Ribeirdo dos Patos Bom Agua
NBA 55/19 UGRHI 13 Rio Jacaré-Pepira Bom Agua
NBA 65/00 UGRHI 10 Reservatorio de Iltupararanga Excelente Agua

UGRHI: Unidade de Gerenciamento de Recursos Hidricos / IQA: indice de qualidade de agua.

Pode ser observado na figura 5, que apesar das linhagens terem sido isoladas de
pontos distribuidos ao longo Bacia do Rio Tieté, todos eles possuiam qualidade de agua
boa ou excelente, de acordo com analise realizada pela CETESB, para o ano de 2013
(tabela 4). A qualidade da agua foi definida a partir do indice de Qualidade de Aguas
(IQA), o qual considera variaveis de temperatura da agua, pH, oxigénio dissolvido (OD),
demanda bioquimica de oxigénio, coliformes termotolerantes / Escherichia coli, nitrogénio
total, fosforo total, sélido total e turbidez (SAO PAULO (ESTADO), 2014).

Figura 5 - Origem das linhagens selecionadas para estudo (circulados em vermelho). 1-
Nascente (NBA 43/10), 2- Reservatorio ltupararanga (NBS 14/02, NBS 14/10 e NBA
65/00), 3- Reservatdrio de Barra Bonita (NBS 10/01), 4- Rio Jacaré-Pepira (NBA
55/19), 5- Reservatorio de Promissdo (NBS 11/28 e NBS 11/29) 6- Ribeirdo dos
Patos (NBA 51/00).
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Nenhuma das linhagens foi isolada de pontos que pertencem a Regido
Metropolitana de S&o Paulo ou outros grandes centros urbanizados. Nessas regioes,
onde o problema de saneamento é caracterizado principalmente pela falta de
tratamento de esgoto, os rios acabam por perder sua qualidade hidrica (MIDAGLIA,
2011). Devido a grande carga de matéria organica em decomposicdo, ocorre a queda
dos niveis de oxigénio dissolvido no ambiente aquatico, podendo chegar a valores
proximos a zero (SAO PAULO (ESTADO), 2014).

Os actinomicetos compreendem um grupo de bactérias que sao
majoritariamente aerdbias, com algumas excec¢des de linhagens anaerdbias,
microaerdfilas ou aerdbias facultativas (ex. Actinomyces bovis) (LECHEVALIER;
LECHEVALIER, 1967). As concentragdes de oxigénio no ambiente exercem grande
influéncia, tanto no seu crescimento quanto na producéo de metabdlitos secundarios,
utilizados em estratégias competitivas contra outros microrganismos do ambiente
(HASANI; KARIMINIK; ISSAZADEH, 2014). A queda na taxa de OD em regides onde
a qualidade da &gua dos rios € baixa pode ter influenciado na populacdo de
actinomicetos, resultando na auséncia de isolados deste grupo.

Outro fator importante que deve ser considerado € o meio de cultura utilizado
para os isolamentos. O meio R2A nao é especifico para isolamento de actinomicetos,
mas da condicdes para seu crescimento, especialmente quando o estudo é realizado
em comunidades aquaticas (BALLAV et al., 2015; KLAUSEN et al., 2004). O meio R2A
€ usualmente empregado quando o enfoque do isolamento é a biodiversidade de
ambientes aquaticos, pois grande variedade de microrganismos consegue se
desenvolver, mesmo possuindo crescimento lento (SANDLE, 2004). Este meio de
cultura foi selecionado para os isolamentos do temético NAP-BIOP, para abranger a
maior diversidade possivel na cole¢cao de microrganismos cultiviveis da bacia do rio

Tieté.

4.2 Identificagdo molecular e andlise filogenética

Os 9 isolados de actinomicetos foram identificados em nivel de género pelo
sequenciamento do gene 16S rRNA e analise de similaridade, usando a ferramenta
BLAST. Todos os genes sequenciados foram depositados no banco de dados
GenBank.
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A identificacdo dos isolados em nivel de género e outros dados obtidos pela

ferramenta BLAST podem ser verificados na tabela 5.

Tabela 5 - Identificacdo dos 9 isolados de actinomicetos obtida por sequenciamento do gene 16S

rRNA
Codigo Ehna Tamanho Cobertura Identidade N°ld¢_e N° de
(pb) (%) (%) depdsito acesso
NBS 10/01 Streptomyces sp. 1359 100 100 KY570285 AB841032.1
NBS 11/28 Micromonospora sp. 1384 100 99 KY570286 FN658661.1
NBS 11/29 Micromonospora sp. 1399 100 99 KY570287 KC200157.1
NBS 14/02 Streptomyces sp. 1400 100 99 KY570288 HG428666.1
NBS 14/10 Streptomyces sp. 1401 100 99 KY570289 GU458296.2
NBA 43/10 Streptomyces sp. 1408 100 100 KY570290 NR_042306.1
NBA 51/00 Streptomyces sp. 1400 100 99 KY570291 DQ985808.1
NBA 55/19 Streptomyces sp. 1400 100 100 KY570292  JX042473.1
NBA 65/00 Micromonospora sp. 1359 100 100 KY570293  JN120931.1

As linhagens NBS 10/01, NBS 14/02, NBS 14/10, NBA 43/10, NBA 51/00 e NBA
55/19 foram identificadas como pertencentes ao género Streptomyces. Enquanto as
linhagens NBS 11/28, NBS 11/29 e NBA 65/00 ao género Micromonospora.

Actinomicetos sédo bactérias amplamente encontradas em ambientes
aguaticos, onde desempenham importante fung¢éo no ciclo do carbono, gracas a sua
capacidade de degradar matéria organica recalcitrante de origem vegetal (RIFAAT,
2003). Bactérias dos géneros Streptomyces e Micromonospora sdo actinomicetos
frequentemente isolados em ambientes de agua doce (NINGTHOUJAM; SANASAM,;
NIMAICHAND, 2011; RIFAAT, 2003; TERKINA; PARFENOVA; AHN, 2006). Ambos
0S géneros participam na ciclagem de compostos organico e inorganicos presentes
no sedimento e coluna d’agua, sendo isolados em ambos os tipos de amostras
(RIFAAT, 2003).

A partir dos dados de sequenciamento, foram construidas arvores filogenéticas
para os géneros Streptomyces (Figura 6) e Micromonospora (Figura 7), para verificar

as espécies mais proximas dos isolados de actinomicetos.
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Streptomyces aureofaciens NRRL 2209
Bacillus subtilis BCRC 10058
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Figura 6 - Arvore filogenética de representantes do género Streptomyces, construida a partir da
amplificacdo do gene 16S rRNA. Para a geracdo da matriz de similaridade e construcao
da arvore filogenética foram utilizados o método de Neighbor Joining com bootstrap de
1000 réplicas. Os isolados encontram-se destacados em vermelho. Bacillus subtilis BCRC
10058 foi utilizada como raiz da arvore.
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Com os resultados obtidos, observou-se que as linhagens de Streptomyces
NBS 10/01, NBS 14/02, NBA 43/10, NBA 51/00 e NBA 55/19 apresentaram
semelhanca com as linhagens tipo S. carpinensis, S. heliomycini, S. nojiriensis, S.
rhizophilus e S. pseudogriseolus, respectivamente. A linhagem NBS 14/10 né&o
apresentou similaridade a nenhuma linhagem tipo, para sua identificacdo em nivel de
espécie. Contudo, nota-se que os valores de obtidos pelas réplicas de bootstrap sao
baixos, o que indica que o indice de confiangca dos alinhamentos também é baixo,
sendo a topologia instavel (CARRO et al., 2013). O mesmo foi observado nos valores

de bootstrap da arvore de Micromonospora (Figura 7).

86 |L_ Micromanospora chokoriensis HBUMB1166

?&Micrumnnuspura saelicesensis DSM 44871
B Micromonospora lupini DSM 44874

o

Eﬂicrumnnuspura coxensis strain HBUM1-1

31
25

Micromonospora mirobrigensis WAZ201

- Micromonospora carbonacea DSM 43168

Micromonospora matsumotoense IMSNU 22003
—50L{NBS_11-28

— Micromonospora purpureochromogenes 2CG-315
Micromonospora aurantiaca ATCC 27029 165

Micromonospora chalcea ATCC 12452
Micromonospora coerulea DSM 43143
Micromonospora echinofusca DSM 43913

2 Micromonospora citrea DSM 43903

sl
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: ¢ — Micromonospora chersina DSM 44151
Micromonospora inositola DSM 43519
FO Micromonospora echinospora DSM 43516

38 Micromonospora inyonensis DSM 46123

L— Micromonospora olivasterospora DSM 43868

L— Micromonospora nigra DSM 43818
Bacillus subtilis BCRC 10058

—
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Figura 7 - Arvore filogenética de representantes do género Micromonospora, construida a partir da
amplificacé@o do gene 16S rRNA. Para a construcao da &rvore filogenética foram utilizados
0 método de Neighbor Joining com bootstrap de 1000 réplicas. Os isolados encontram-se
destacados em vermelho. Bacillus subtilis BCRC 10058 foi utilizada como raiz da arvore.
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As linhagens NBS 11/28 e NBA 65/00 apresentaram similaridade com as
linhagens tipo de Micromonospora matsumotoense e Micromonospora chalcea,
respectivamente. A linhagem NBS 11/29 n&o se aproximou o suficiente de nenhuma
linhagem tipo para sugerir a espécie mais proxima. Mas novamente valores baixos de
bootstrap foram obtidos na arvore filogenética.

Apesar do sequenciamento do gene 16S rRNA ser util na rotina de classificacao
bacteriana, 0 seu baixo poder de resolu¢cdo em nivel de espécie muitas vezes dificulta
a distincdo entre linhagens que compartilham sequéncias de 16S rRNA muito
semelhantes (JANDA; ABBOTT, 2007). A inabilidade do sequenciamento do gene 16S
rRNA em distinguir espécies muito proximas dentro de clados filogenéticos de
Streptomyces e Micromonospora é relatada na literatura (CARRO et al., 2012; GUO
et al., 2008; RONG; GUO; HUANG, 2009). Espécies de Micromonospora que
possuem sequéncias de 16S rRNA com 95,8% a 99,4% de similaridade, na maioria
0S casos, possuem valores de homologia DNA-DNA abaixo de 50% (THAWAI et al.,
2005; TRUJILLO et al., 2007).

Em casos como estes, sugere-se a metodologia de MLSA para a identificacao
das linhagens em nivel de espécie. Para tanto, outros genes housekeeping, presentes
em apenas uma copia no genoma bacteriano, podem ser selecionados. Candidatos
ideais de genes seriam aqueles expressos constitutivamente, que seriam necessarios
para a manutencdo de funcdes celulares e que estariam presentes em todos 0s
membros do grupo taxondmico analisado (MIGNARD; FLANDROIS, 2008).

A metodologia de MLSA tem sido proposta como uma ferramenta confiavel e
acessivel para o estudo da filogenia e taxonomia de actinobactérias (CARRO et al.,
2012; GUO et al., 2008). Dessa forma, novas arvores filogenéticas foram construidas
para a identificacdo em nivel de espécie dos isolados estudados neste trabalho.

Tendo em vista que 0 género Streptomyces conta com mais de 2000 espécies
descritas na literatura, um nimero maior de linhagens tipo foi adicionada a arvore
concatenada. A arvore completa pode ser visualizada no anexo B. ApGs esta primeira
construcdo, 3 arvores menores, contendo apenas as linhagens mais préximas dos

isolados, foram construidas (Figuras 8, 9 e 10).
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Figura 8 - Arvore filogenética concatenada do género Streptomyces, construida a partir dos genes
atpD, gyrB, recA, rpoB e trpB. Para a construcdo da arvore filogenética foi utilizado o
método de Neighbor Joining com bootstrap de 1000 réplicas. O isolado NBS 14/10
encontra-se destacado em vermelho. Mycobacterium tuberculosis H37Ryv foi utilizada raiz

da arvore filogenética.
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S. lavendulae subsp. lavendulae MRRL B-2774
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S. nojiriensis CGMCC 418937
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Figura 9 - Arvore filogenética concatenada do género Streptomyces, construida a partir dos genes
atpD, gyrB, recA, rpoB e trpB. Para a construgdo da arvore filogenética foi utilizado o
método de Neighbor Joining com bootstrap de 1000 réplicas. O isolado NBA 43/10
encontra-se destacado em vermelho. Mycobacterium tuberculosis H37Ryv foi utilizada raiz
da arvore filogenética.
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S. torulosus CGMCC 4.1787
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Figura 10 - Arvore filogenética concatenada do género Streptomyces, construida a partir dos genes
atpD, gyrB, recA, rpoB e trpB. Para a construcdo da arvore filogenética foi utilizado o
método de Neighbor Joining com bootstrap de 1000 réplicas. Os isolados NBS 10/01, NBS
14/02, NBA 51/00 e NBA 55/19 encontram-se destacados em vermelho. Mycobacterium
tuberculosis H37Rv foi utilizada raiz da arvore filogenética.



63

As arvores filogenéticas concatenadas mostraram maior robustez nos valores
de bootstrap em relacdo a arvore construida apenas com o gene 16S rRNA. Por meio
dos resultados, observamos que o isolado NBA 43/10 possui maior similaridade com
a espécie Streptomyces lavendulae NRRL B-2774T, o isolado NBA 51/00 com
Streptomyces humi MUSC 119 7, NBS 14/10 com Streptomyces bingchenggensis
BCW-1T e NBA 55/19 com Streptomyces gancidicus BKS 13 15 . O isolado NBS 14/02
se aproxima da espécie Streptomyces speibonae NRRL B-242407, apesar do valor de
bootstrap ser baixo. O isolado NBS 10/01 n&o alinhou com nenhuma das linhagens
de referéncia utilizadas na construcdo da arvore concatenada (Figura 10). Porém,
pode-se observar sua aproximacdo com as espécie S. leeuwenhoekii C34(2013)7, e
S. nodosus ATCC 14899". Os isolados NBS 10/01 e NBS 14/02 , com baixos valores
de bootstrap, foram selecionados para andlises complementares para verificar se
estas constituem duas novas espécies.

Para a construcdo da arvore concatenada do género Micromonospora foram
utilizadas 42 linhagens de referéncia. O isolado NBS 11/29 alinhou com a espécie
Micromonospora sediminicola DSM 457947 e NBA 65/00 com Micromonospora
tulbaghiae DSM 45142 7. J4 o isolado NBS 11/28 ndo alinhou com nenhuma das
linhagens de referéncia utilizadas na arvore filogenética, o que sugere uma nova
espécie. Sua maior aproximacdo foi com o clado filogenético das espécies
Micromonospora mirobrigensis DSM 44830T e Micromonospora siamensis DSM
450977 (Figura 11). Este isolado foi selecionado para andlises posteriores, para a
verificacdo do possivel status de nova espécie.

As analises complementares dos isolados NBS 10/01, NBS 14/02 e NBS 11/28,
serdo descritas posteriormente, na secao 4.4.
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100 NBA 65/00
75 Micromonospora tulbaghiae DSM 45142
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95 Micromonospora sagamiensis DSM 43912
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Figura 11 - Arvore filogenética concatenada de representantes do género Micromonospora, construida
a partir dos genes 16S rRNA, atpD, gyrB, recA e rpoB. Para a geracdo da matriz de
similaridade e construcdo da arvore filogenética foram utilizados o método de Neighbor
Joining com bootstrap de 1000 réplicas. Os isolados encontram-se destacados em

vermelho.
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4.3 Caracterizacdo morfologica e fisiologica

Os métodos caracterizacdo e identificacdo de actinomicetos baseiam-se na
observacdo de aspectos macro e microscopicos das colonias, bem como de
caracteristicas fisiolégicas que as linhagens apresentam quando inoculadas em
determinados meios de cultura. Esta metodologia pode fornecer dados rapidos e Uteis
para a identificagdo de alguns actinomicetos, além de indicar condi¢ées importantes

para o cultivo, como temperatura, fontes de carbono, entre outras (SILVA, 2012).

4.3.1 Caracterizagdo morfolégica de colbnias, hifas e esporos

A seguir serdo apresentados os resultados referentes a caracterizacao
morfolégica de colénias em meio R2A, e de hifas e esporos por meio das técnicas de
coloragéo de Gram e de microcultivo (Tabela 6).

As caracteristicas de colénia em meio R2A sédo importantes, uma vez que as
linhagens foram selecionadas para estudo de acordo com a morfologia que
apresentaram neste meio, quando foram isoladas. A metodologia de coloracdo de
Gram, além de caracterizar o tipo de parede celular bacteriano, auxilia na observacéo
de conidiéforos (hifas esporuladas) e esporos. A técnica de microcultivo permite a
visualizacdo de cadeias de esporos, que podem ser facilmente rompidas durante a
coloracdo de Gram.

Para caracterizar os conidiéforos foram utilizados os critérios do International
Streptomyces Project (SHIRLING; GOTTLIEB, 1966), ilustrados na figura 12.

:_';:& A A
Rectus Flexibilis Espirais abertas
‘ A { . 3 l|
! Zin%‘ it Al
1 fé&'ﬁ‘%‘ R

-

A A% | Ya,

Monoverticilus Monoverticilus =% N\
spira Biverticilus Biverticilus spira

Figura 12 - Classificacdo morfologica de conidiéforos de acordo com o International
Streptomyces Project (SHIRLING; GOTTLIEB, 1966)
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Tabela 6 - Caracteristicas morfoldgicas de colbnias, hifas e cadeias de esporos dos isolados.

Morfologia de col6nia Coloracéo de Gram Esporos
‘ll
]
,,*‘
: ‘_" 4 .
TS TSY /" *1000x
- '/?e-. 4"_":5',,'. "‘" ':‘ S 'E- o™ ¢ )

NBS10/01: Colbnias com micélio substrato de cor marfim claro RAL 1015. Formacdo de micélios
aéreos com cor bege acinzentada RAL 1019. Bactéria Gram positiva. Possui conidioforo do tipo
flexibilis com longa cadeia de esporos. Auséncia de exsudato.

b |

NBS11/28: Colénias com micélio substrato de cor amarela laranja RAL 2000. Auséncia de micélios
aéreos. Bactéria Gram positiva. Conidiéforos curtos ramificados com esporos uUnicos nas
extremidades (indicado com seta). Auséncia de exsudato.

NBS11/29: Coldnias com micélio substrato de cor amarelo sol RAL 1037. Auséncia de micélios
aéreos e formacdo de esporos brancos. Bactéria Gram positiva. Conidi6éforos curtos do tipo

NBS14/02: Colbnias com micélio substrato de cor branco trafico RAL 9016. Formacgao de micélios
aéreos de cor preto sinal RAL 9004. Gram positiva. Conidioéforo do tipo rectus com longa cadeia de
esporos.
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Morfologia de coldnia Coloracédo de Gram Esporos
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NBS14/10: Colbénias com micélio substrato de cor branco puro RAL 9010. Formacéo de micélios
aéreos de cor cinza RAL 7023. Gram positiva. Conidiéforo do tipo flexibilis com longa cadeia de
esporos. Producédo de exsudato translicido.

NBA43/10: Colénias com micélio substrato de cor marfim claro RAL 1015. Desenvolvimento de
micélios aéreos de cor rosa antigo RAL 3014. Bactéria Gram positiva. Possui conidiéforo do tipo
flexibilis com longa cadeia de esporos. Presenc¢a de exsudato translicido.

NBA51/00: Colbnias com micélio substrato de cor branco pérola RAL 1013. Desenvolvimento de
micélios aéreos e formagéo de esporos que variam entre a coloragdo marfim claro e verde cana.
Bactéria positiva. Possui conidiéforos longos do tipo espirais abertas com esporos em cadeias
espirais.

NBAS55/19: Coldnias com micélio substrato de cor marfim claro RAL 1015. Desenvolvimento de
micélios aéreos de cor cinza sombra RAL 7022. Bactéria Gram positiva. Possui conidiéforo do tipo
flexibilis com longa cadeia de esporos.
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Morfologia de coldnia Coloracéo de Gram Esporos
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NBAG65/00: Coldnias com micélio substrato de cor laranja puro RAL 2004. Auséncia de micélios
aéreos. Bactéria Gram positiva. Possui conidiéforo curto do tipo biverticilado. Possui esporos Unicos
nas extremidades dos conidi6foros (seta). Produz exsudato escuro de coloragdo marrom terra. RAL
8028

Por meio da coloracdo de Gram foi possivel verificar que todos os isolados
estudados sdo Gram positivos, caracteristica condizente ao grupo de actinomicetos.
Foi possivel observar a presenca de hifas ndo septadas de distintas morfologias, outra
caracteristica encontrada em bactérias do grupo actinomicetos (FLARDH; BUTTNER,
2009).

As linhagens NBS 10/01, NBS 14/02, NBS 14/10, NBA 43/10, NBA 51/00 e NBA
55/19, apresentaram desenvolvimento de micélios aéreos e esporos arranjados em
cadeias longas, sugerindo sua classificacdo como género Streptomyces (LOCCI,
1989). As linhagens NBS 11/28, NBS 11/29, NBA 65/00 apresentaram hifas mais finas
e esporos menores em relagdo as outras linhagens. Nao foram observados micélios
aéreos e apresentaram menor quantidade de esporos, sendo estes encontrados
sozinhos nas extremidades dos conididsporos. Os micélios substratos apresentavam-
se fortemente aderidos no meio de cultura, ndo se fragmentando ao toque. Este
conjunto de caracteristicas sugere a classificacdo destas linhagens como
pertencentes ao género Micromonospora. Além disso, a coloracdo do micélio
substrato das 3 linhagens varia em tons de laranja, muito encontrado em
representantes deste género. (GENILLOUD, 2012).

4.3.2 Estudos em meios de cultura ISP

Os meios de cultura ISP foram descritos por Shirling & Gottlieb (1966) para compor
uma bateria de testes para o International Streptomyces Project. Estes meios de cultura
permitem avaliar diferentes perfis de coloragdo de micélio substrato, formagdo de esporos

aéreos, producao de pigmentos soluveis, melanina e exsudatos.
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Observou-se que as linhagens nao sofreram alteracdes morfolégicas
(coloracéo de micélios, por exemplo) em todos os meios ISP (Figura 13). No entanto,
muitos isolados produziram pigmentos sollUveis, alterando a coloracdo das placas
(Figura 14). Esta caracteristica esta presente em muitas espécies de Streptomyces
(KAMPFER, 2012).

NBS 10/01

ISP2 ISPS ISP7

Figura 13 - Resultados da bateria de testes com meios ISP realizados com a linhagem NBS 10/01. E
possivel observar a producdo de pigmento soldvel de cor marrom em meio ISP2 e a
mudanca na coloracé@o de micélios aéreos em meio ISP4.

NBS 14/10
N
;, N

ISP3  IsP4 ISP5

Figura 14 - Resultados da bateria de testes com meios ISP realizados com a linhagem NBS 14/10.
Pode-se observar a producéo de pigmento solivel de cor amarelo zinco RAL 1018 em
ISP2 e ISP3, e pigmento marrom em ISP7.

A producédo de pigmento soluvel, além de ter carater discriminatorio entre as
linhagens, pode ser aplicada a industria uma vez que muitos destes pigmentos
possuem caracteristicas antioxidantes. Além disso, pigmentos como carotendides
podem ser empregados como corantes alimenticios (MALIK; TOKKAS; GOYAL,
2012).

As principais caracteristicas observadas na bateria de testes ISP encontram-se
resumidas nas tabelas 7 e 8.
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Tabela 7 — Intensidade de crescimento dos isolados de actinomicetos na bateria de meios ISP (2-7)

Meios

ISP2
ISP3
ISP4
ISP5
ISP6
ISP7

Streptomyces
NBS NBS NBS NBA NBA NBA
10/01 14/02 14/10 43/10 51/00 55/19
+++ +++ +++ +++ +++ +++
+++ +++ +++ +++ +++ +++
+++ +++ +++ +++ +++ +++
++ ++ ++ +++ ++ +++
++ ++ ++ ++ + +++
+++ +++ +++ ++ + +++

Micromonospora

NBS NBS NBA
11/28 11/29 65/00
+++ +++ +++
+ + +++

- + +
- + +

Crescimento intenso (+++); crescimento moderado (++); crescimento fraco (+); auséncia de crescimento (-)

Tabela 8 - Resumo das caracteristicas mais significativas observadas na bateria de meios ISP

Cadeia de

Pigmento

Linhagem Micélio aéreo Micélio substrato . Exsudato
esporos soluvel
Amarelo trafico
Violeta (RAL 4007) em (RAL 1018) em
NBS ISP4; bege acinzentado ISP4; marfim claro Flexibilis “?SXE“;O%C{)e )
10/01 (RAL 1019) nos demais (RAL 1015) em em ISP2
meios ISP R2A e demais
meios ISP
NBS . Branco trafico
14/02 Preto sinal (RAL 9004) (RAL 9016) Rectus - -
Pigmentos
Marfim (RAL 1014) com lum?rngel(% AL Exsudato
amerelo sulfur (RAI amarelo
NBS N Branco puro - 1026) em ISP2 .
14/10 1016) em ISP5; cinza (RAL 9010) Flexibilis e ISP3 luminoso
concreto (RAL 7023) marrom o’cre (RAL 1026)
nos demais ISP media em ISP2
(RAL 8001)
em ISP7
NBA Rosa antigo Marfim claro Flexibilis ) )
43/10 (RAL 3014) (RAL 1015)
NBA Branco pérola Marfim claro Loops Eﬁgﬁﬁ?;gni )
51/00 (RAL 1013) (RAL 1015) abertos 1SP7
Pigmento
NBA Cinza sombra Marfim claro Flexibilis marrom ocre )
55/19 (RAL 7022) (RAL 1015) (RAL 8001)
em ISP2
NBS ) Laranja amarelado Rectus curto ) )
11/28 (RAL 2000)
NBS - Amarelo sol Rectus curto - -
11/29 (RAL 1037)
Exsudato
NBA i Laranja puro Biverticillus i preto
65/00 (RAL 2004) mucoso em

ISP2
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Em Streptomyces, € possivel utilizar as cores dos micélios aéreos maduros e
esporulados para organiza-los em 6 grupos: branco, cinza, amarelo, vermelho, azul e
um grupo com variagdes de laranja, violeta e rosa. As cores de micélios aéreos mais
presentes nas linhagens deste estudo foram variagdes de branco e cinza (83% dos
isolados). Resultados semelhantes foram descritos por Thakur et al, (2007) e Saadoun
e Gharaibeh, (2002), que verificaram a prevaléncia desta coloracdo em seus isolados.
Entre as espécies que possuem micélios aéreos com essa variagdo de cor, podemos
citar Streptomyces coelicolor, o actinomiceto mais estudado e produtor de uma vasta
gama de antibiéticos (LOCCI, 1989).

Em meio ISP2, a linhagem NBA 65/00 produziu exsudato de coloracédo escura
(Figura 15). A superficie das colénias de Micromonospora podem se tornar escuras
devido a massiva esporulacdo. Quando esse fendmeno ocorre, € frequente a
mudanca de aspecto da colbnia, passando de seca a mucosa. (GENILLOUD, 2012).

Os perfis de producéo de esporos pretos em ISP2 e auséncia de pigmentacao
nos demais meios ISP, também foi descrito em Micromonospora schwarzwaldensis,

uma produtora do antibi6tico telomicina (GUROVIC et al., 2013).

Figura 15 - Linhagem de Micromonospora NBA 65/00 inoculada em placas de meio de cultura ISP3 (A)

e ISP2 (B). Observa-se a produgdo massiva de esporos escuros em meio ISP2, dando
aparéncia mucoide as colbnias

Para verificar a producdo de melaninas ou outros pigmentos melandides, foi
utilizado o meio Agar Tirosina (ISP 7). O aminoéacido tirosina esta presente nas
peptonas do meio do cultura e linhagens que possuem a enzima tirosinase Sao
capazes de sintetizar estas substancias. A linhagem NBA 51/00 foi a Unica capaz de
sintetizar melanina em ISP7 (Figura 16). Melanina e outros compostos melandides
possuem propriedades antioxidantes e protetoras contra a radiagcdo UV. Estes

compostos sdo frequentemente empregados na formulacdo de cosméticos para a
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pele. Muitos actinomicetos sdo conhecidos pela sintese de pigmentos melandides, o
gue representa apenas mais uma de suas inumeras potencialidades para aplicacéao
biotecnolégica (QUADRI; DAYANAND AGSAR, 2012).

Figura 16 - Placas de meio ISP7 inoculados com a linhagem NBA 51/00, positiva para a producéo de
melalina (A: vista superior; B: fundo da placa) e com o controle negativo Streptomyces
lividans (C: vista superior; D: fundo da placa).

4.3.3 Teste de assimilagcdo de fontes de carbono

A utilizacdo de fontes de carbono desempenha um papel importante na
diferenciac@o de espécies de bactérias (BENEDICT et al., 1955). Além dos critérios
morfoldgicos, a assimilacdo de fontes de carbono, tais como L- arabinose, D-frutose,
I-inositol, D-manitol, rafinose, L-ramnose, sacarose, e D-xilose podem auxiliar
utilizados na especiagéo de actinomicetos (LECHEVALIER; LECHEVALIER, 1967).

Das fontes de carbono utilizadas, glicose, frutose e galactose foram os Unicos
meios utilizados por todas as bactérias testadas. Nenhuma bactéria foi capaz de
utilizar fenol como fonte de carbono (Tabela 9).

Pode-se observar que, de forma geral, as linhagens que foram identificadas
como Streptomyces (NBS 10/01, NBS14,02, NBS 14/10, NBA 43/10, NBA 51/00 e
NBA 55/19) apresentaram a capacidade de assimilar maior variedade de fontes de
carbono em relagédo aquelas que seriam do género Micromonospora (NBS 11/28, NBS
11/29 e NBA 65/00).
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Tabela 9 - Resultados de teste de assimilacéo de fontes de carbono

Streptomyces Micromonospora
Fonte de NBS NBS NBS NBA NBA NBA NBS NBS NBA
Carbono 10/01 14/02 14/10 43/10 51/00 55/19 | 11/28 11/29 65/00

Glicose + + + + + + + + +
Sacarose + + + - + + + + +
Frutose + + + + + + + + +
Galactose + + + + + + + + +
Arabinose + + + + + + - - -
Xilose + + + + + + . + "
Rafinose - - + - - - + + +
Manitol + + + + + + - - -
Sorbitol + + + + + + - - -
Glicerol + + + + + + - - -
Fenol - - - - - - - - -
Celulose + - - - - + - + 4
Amido + + + + + + + + -
Inositol + + + + + - - - -

(+) crescimento da linhagem testada; (-) auséncia de crescimento.

Os actinomicetos sao capazes de realizar uma grande variedade de processos
metabdlicos e, a partir destes, utilizar diversas fontes de carbono e energia (BHAT et
al., 2013). No entanto, alguns atributos parecerem ser mais estaveis dentro dos
géneros, como por exemplo, a capacidade de Streptomyces utilizar arabinose, xilose,
rafinose e manitol como fontes de carbono (LECHEVALIER; LECHEVALIER, 1967).
Estas caracteristicas foram confirmadas nas linhagens de Streptomyces analisadas,
com excecao da assimilacdo de rafinose, que foi utilizada apenas pela linhagem NBS
14/10.

Da mesma forma, no género Micromonospora séo encontrados representantes
gue conseguem utilizar glicose, inositol, frutose, sacarose e arabinose como Unica
fonte de carbono, mas ndo sdo capazes de utilizar manitol (GENILLOUD, 2012;
GUROVIC et al.,, 2013). As linhagens NBS 11/28, NBS 11/29 e NBA 65/00
apresentaram estas caracteristicas. Outras fontes de carbono que algumas espécies
utiizam sdo o amido, galactose, manose, trealose e xilose. Poucas espécies
apresentam um modesto crescimento utilizando glicerol, inositol e manitol. Padrdes
de utilizacao de carboidratos podem ser afetados pelo meio basal e isso pode explicar
discrepancias entre resultados apresentados por diferentes autores (GUROVIC et al.,
2013).
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4.3.4 Solubilizacéo de fosfato inorganico

Fosforo é um dos principais nutrientes limitantes para o desenvolvimento das
plantas. Ele esta presente no solo como fosfato, porém na forma insoluvel e, portanto,
indisponivel. Apenas alguns microrganismos sao capazes de solubilizar este fosfato,
por meio da producéo e liberacdo de acidos organicos. Esta caracteristica os torna
microrganismos promotores de crescimento vegetal, uma vez participam do processo
gue disponibiliza esse nutriente para as plantas.

No ensaio realizado para triagem desta caracteristica, nenhuma das linhagens
apresentou a capacidade de solubilizar fosfato inorganico. Pode-se inferir, que estes

microrganismos ndo produziram e liberaram acidos organicos em condigées in vitro.

4.3.5 Ensaios fisiologicos

4.3.5.1 Ensaios de tolerancia

Neste topico seréo discutidos em conjunto os ensaios de tolerancia a faixas de
temperatura, pH e salinidade.

Nos ensaios de tolerancia, as linhagens foram testadas em niveis crescentes
de temperatura, pH e concentracdo de cloreto de sodio. Foram verificadas as
condicbes em que as linhagens de actinomicetos apresentavam crescimento, como

exemplifica a figura 17.

Figura 17 - Teste de tolerancia a diferentes pHs realizado com a linhagem NBS10/01. A linhagem foi
capaz de crescer em todos os valores de pH.

As caracteristicas de tolerancia ou preferéncia de um microrganismo a uma
determinada faixa de temperatura, pH e concentracéo de cloreto de sodio, podem ser
utilizadas para auxiliar na sua identificacdo. Além disso, fornecem informacdes
importantes a respeito de qual € a melhor condicdo de cultivo para esses

microrganismos e em que tipo de ambientes podem ser encontrados (KAMPFER,
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2012). Os resultados obtidos nos testes de tolerancia a temperatura, pH e

concentracdo de NaCl podem ser visualizados na tabela 10.

Tabela 10 - Resultados dos testes de tolerancia a temperatura, pH e concentracdo de NacCl

Streptomyces Micromonospora
NBS NBS NBS NBA NBA NBA NBS NBS NBA
10/01 14/02 14/10 43/10 51/00 55/19 11/28 11/29 65/00
Temperatura °C 17 - 46 17 - 45 17 -37 17 -37 17 - 37 17 - 50 19 - 46 19-42 17 - 46
pH 4-12 5-12 5-12 4-12 4-12 4-12 5-12 5-12 5-12
NaCl% 0-5 0-10 0-5 0-5 0-3 0-12 0-5 0-2 0-5

Pode-se observar que todas as linhagens de Micromonospora (NBS 11/28,
NBS 11/29 e NBA 65/00) foram capazes de crescer em faixas semelhantes de
temperatura (faixas entre 17 e 46°C).

Uma maior variacao de tolerancia foi verificada nas linhagens de Streptomyces.
Trés dos seis isolados de Streptomyces cresceram em temperaturas superiores a 40
°C. O género Streptomyces contém espécies principalmente mesofilicas, que crescem
na faixa de temperatura entre 25 e 35 °C, ndo ultrapassando 37 °C. Contudo, alguns
representantes sdo classificados como termotolerantes, sendo capazes de crescer até
45 °C, e poucas sao termofilicas, chegando a crescer a 55 °C (KAMPFER, 2012). De
acordo com essa classificacao, as linhagens de Streptomyces NBS 14/10, NBA 43/10
e NBA 51/00 seriam consideradas mesofilicas, enquanto as linhagens NBS 10/01,
NBS 14/02 e NBA 55/19 seriam consideradas termofilicas. Um exemplo de espécie
termofilica é Streptomyces thermocoprophilus, produtora de enzimas xilanoliticas
(KIM; AL-TAI; KIM, 2000). Actinomicetos termofilicos sdo encontrados em muitos
ambientes, podendo ser isolados do solo, de fezes de animais, de material de
compostagem e ambientes de agua doce (KAMPFER, 2012). Ja espécies do género
Micromonospora, geralmente crescem em temperaturas da faixa de 20 a 40 °C, nao
ultrapassando os 50 °C (GENILLOUD, 2012). As linhagens NBS 11/28, NBS 11/29 e
NBA 65/00 apresentaram temperatura 6tima de crescimento aos 40 °C e puderam
crescer acima desta temperatura, nao ultrapassando os 46 °C (para NBS 11/29 e NBA
65/00).

Quanto a tolerancia a cloreto de soédio, podemos classificar um microrganismo

como hald6filo verdadeiro ou halotolerante. Bactérias haléfilas verdadeiras necessitam
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de uma concentracdo minima de cloreto de sodio (NaCl) para crescer. Crescem de
forma otimizada em concentracdes de 5% de NaCl (0,85 M aproximadamente)
chegando a tolerar a concentracdo de 10% (1,7 M). J& bactérias halotolerantes sao
capazes de crescer na presencga e na auséncia de cloreto de sddio, e podem tolerar
concentracfes salinas elevadas (OREN, 2008; RUBIANO-LABRADOR et al., 2014).
Actinomicetos dos géneros Micromonospora e Streptomyces ja foram descritos em
ambientes salinos, e atualmente vem sendo muito estudados por sua capacidade de
sintetizar novos compostos bioativos (HAQUE et al., 2015; HIRSCH; VALDES, 2010).
Todas a linhagens avaliadas neste estudo foram classificadas como bactérias
halotolerantes, visto que foram capazes de crescer tanto na presenca quanto na
auséncia de NaCl. As linhagens NBS 14/02 e NBA 55/19 suportaram as maiores
concentragdes de NaCl, 10% (1,7 M) e 12% (2 M), respectivamente.

De acordo com a descricdo encontrada no Bergey’s Manual (GENILLOUD,
2012), representantes do género Micromonospora séo sensiveis a pH abaixo de 5.0
e geralmente crescem na faixa de temperatura entre 20 e 40 °C, ndo ultrapassando
0s 50 °C. Em estudos realizados por Gurovic et al., (2013), a maioria das espécies de
Micromonospora testadas puderam se desenvolver em faixa de pH 6-10, temperatura
entre 20 e 37 °C e concentracao de 2% (0,34 M) de NaCl. As linhagens NBS 11/28,
NBS 11/29 e NBA 65/00 cresceram em uma faixa de pH mais abrangente em relagéo
aos estudos de Gurovic et al. (2013), tolerando os valores de pH 5 a 12. Quanto a
salinidade, com excecdo da linhagem NBS 11/29, as demais Micromonospora
toleraram a concentracdo maxima de 5% (0,85 M) de NacCl. Este perfil se enquadra
nas descri¢cdes do Bergey’s Manual para este género.

A maioria das cepas de Streptomyces é neutréfila em cultura, e crescem entre
pH 5.0 e 9.0, com crescimento 6timo em pH de 7,0. Poucas espécies sao capazes de
crescer em pH 4,0 embora grandes populacdes de linhagens aciddéfilas tém sido
relatados em solos (KAMPFER, 2012). Todas as linhagens de Streptomyces, isoladas
neste estudo conseguiram crescer em pH 12, e 4 linhagens em pH4. Além disso, 4
linhagens também foram capazes de crescer em temperaturas superiores a 37 °C.
Estes dados podem sugerir que linhagens isoladas da Bacia do Rio Tieté apresentam

caracteristicas adaptativas que permitem a tolerancia a condigdes mais extremas.
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4.4 Andlises complementares para identificacdo de novas espécies

A caracterizacdo fenotipica dos isolados, além de fornecer informacdes
importantes para o cultivo, € uma grande aliada na identificacdo de bactérias que
pertencem a géneros com espécies muito similares. Este é o caso dos géneros
Streptomyces e Micromonospora.

Para a confirmacao da identidade dos isolados NBS 10/01, NBS 11/28 e NBS
14/02, foram reunidas as informacdes de morfologia e fisiologia, as analises dos kits
API 20E e API Zym, as analises de acidos graxos de membrana e de ANI. Os dados
dos isolados foram comparados com dados da literatura, referentes as suas espécies
mais proximas. Tabelas com os dados completos de andlise de acidos graxos dos
isolados podem ser encontradas no anexo C.

Para a confirmacao da identidade de NBS 10/01, foram utilizados dados da
literatura das espécies S. leeuwenhoekii (BUSARAKAM et al., 2014) e S. nodosus
(KAMPFER, 2012). Apesar das 3 linhagens possuirem micélios aéreos da série cinza,
as linhagens de referéncia se diferenciam de NBS 10/01 no arranjo da cadeia de
esporos, possuindo cadeias espirais, enquanto NBS 10/01 apresenta cadeias do tipo
flexibilis. Além disso, S. leeuwenhoekii produz pigmento sollvel de coloracdo amarela
nos meios de cultura ISP2, 3, 4 e 7; S. nodosus produz pigmento avermelhado nos
meios ISP2, 3 e 5; enquanto NBS 10/01 produz pigmento sollvel de cororacdo marrom
ou roxa apenas em meio ISP2. As faixas de tolerancia a temperatura e concentracao
de NaCl também sao diferentes entre as linhagens, como pode ser observado na
tabela 11. Quanto ao perfil de acidos graxos, NBS 10/01 apresenta predominancia (>
10%) de iso-Cis:0 (34,72%), anteiso-Cis:0 (18,88%) e iso-Cis:0 (12,73%); ja a espécie
S. leeuwenhoekii apresenta predominancia de anteiso-Cis:o (29,2%), Cis:0 (19,1%),
is0-Ci6:0 (12,5%) e anteiso-Ci7:0 (13,8%). O perfil de S. nodosus néo foi encontrado na

literatura.
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Tabela 11 — Principais caracteristicas fenotipicas que distinguem NBS 10/01, S. leeuwenhoekii e S.

nodosus

Caracteristicas

Coloragéo de micélio substrato
Coloracédo de micélio aéreo

NBS 10/01

Cadeia de esporos Flexibilis

Pigmento soluvel em

ISP2
ISP3
ISP4
ISP5
ISP7
Crescimento

Temperatura (maxima) 46 °C

pH
NaCl%

4-12
5%

Utilizacdo de fontes de carbono

Arabinose
Inositol
Sorbitol
Celulose

+ o+ 4+

+

Bege amarelado
Bege acinzentado

S. leeuwenhoekii

Branco amarelado

Cinza esverdeado
Espiral

50 °C
6-11
10%

+

+

S. nodosus
Cinza amarelado
Cinza
Espiral

28°C
ND
2,5%

Resultado positivo (+); resultado negativo (-); ND: ndo determinado na literatura.

Os testes APl 20E e APl Zym também evidenciaram diferencas na producéo

de enzimas entre as linhagens mais proximas, NBS 10/01 e S. leeuwenhoekii, como

pode ser visualisado na tabela 12.

Tabela 12 - Principais diferencas na producéo de enzimas entre NBS 10/01 e S. leeuwenhoekKii

Teste NBS 10/01

S. leeuwenhoekii

Utilizac@o de citrato
Esterase (C4)
Leucina arilamidase
Valina arilamidase
B-glicoronidase

a-glicosidase

+

+

Resultado positivo (+); resultado negativo (-).

Os dados obtidos evidenciam que o isolado NBS 10/01 ndo pertence as

espécies S. leeuwenhoekii ou S. nodosus, 0 que corrobora com os baixos valores de

bootstrap da arvore filogenética concatenada. A anéalise de average nucleotide identity
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(ANI) igualmente apoia a diferenca entre as linhagens: mostrou 82,9% de similaridade
entre o genoma de NBS 10/01 e S. leeuwenhoekii, com porcentagem de alinhamento
entre ambos de apenas 45,8% e 80,68% de identidade em relagdo a S. nodosus, com
44,35% de alinhamento. Muitos estudos com linhagens de Streptomyces tem
ressaltado que o valor de delineamento de espécie para actinomicetos € muito além
dos 70% de similaridade sugerido no Bergey’s Manual, sendo algumas espécies de
Streptomyces similares em 92,9% (BUSARAKAM et al., 2014; RONG; GUO; HUANG,
2009). O conjunto das andlises sugere que NBS 10/01 possa pertencer a uma nova
espécie de Streptomyces.

Para confirmar a identidade de NBS 14/02, foram utilizados os dados da
literatura das linhagens S. speibonae (MEYERS et al., 2003) e S. thermocarboxydus
(KIM et al., 1998). Observa-se que as linhagens se diferenciam em caracteristicas
importantes. O arranjo da cadeia de esporos de NBS 14/02 é classificada como rectus,
engquanto de S. speibonae € espiralada e de S. thermocarboxydus, retinaculiaperti, ou
seja, com forma de ganchos ou espirais abertas nas extreminades. As trés linhagens
possuem micélios aéreos de coloracdo cinza, no entanto, a coloracdo de micélios
substrato sdo diferentes entre si, como pode ser observado na tabela 13. O isolado
NBS 14/02 néo foi capaz de produzir melanina em meio de cultura ISP7, pigmento

produzido por S. speibonae.

Tabela 13 - Principais caracteristicas fenotipicas que distinguem NBS 14/02, S. speibonae e S.

thermocarboxydus

Caracteristicas NBS 14/02 S. speibonae thermocgr-boxydus
Coloragdo de micélio substrato Branco acinzentado Azul Bege
Cadeia de esporos Rectus Espiral Retinaculiaperti
Producéo de melanina em ISP7 - +
Temperatura °C (maxima) 45 °C 45 °C 55°C
NaCl% 10% < 10% 5%
Utilizagcé@o de fontes de carbono
Rafinose - -
Raminose + +
Sacarose + +
Xilose + -

Resultado positivo (+); resultado negativo (-);
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NBS 14/02 n&o produziu Hz2S ou lipase nos testes API, enquanto S. speibonae
e S. thermocarboxydus séo positivas para ambos os testes. Também houve diferenca
quanto a atividade hidrolitica de pectina, substrato hidrolisado por NBS 14/02, mas
ndo por S. speibonae. As andlises de &cidos graxos revelou que NBS 14/02 possui
maiores quantidades (> 10%) de iso-Cieo (28,34%) e de anteiso-Ciso (21,0%),
enquanto S. speibonae possui maiores quantidades dos acidos graxos iso-Cis:o
(35,9%), iso-Ciso (12,0%) e Cieo (14,9%). O perfil de &cidos graxos de S.
thermocarboxydus n&o foi encontrado na literatura, no entanto, os demais resultados
analisados e o baixo valor de bootstrap na arvore filogenética concatenada
determinam que NBS14/02 ndo pertence a esta espécie, ou a S. speibonae. Os
resultados de ANI mostram que os genomas de NBS 14/02 e S. speibonae possuem
86,26% de similaridade, com 56,56% de alinhamento. Estes resultados sustentam a
possibilidade de NBS 14/02 pertencer a uma nova espécie de Streptomyces.

O resumo das principais diferencas na producéo de enzimas das trés linhagens

pode ser analisado na tabela 14.

Tabela 14 - Principais diferengas na producédo de enzimas entre NBS 14/02, S. speibonae e S.

thermocarboxydus
Teste NBS 14/02 S. speibonae  S.thermocarboxydus
Producéo de H2S - + +
Urease - ND -
Lipase (C14) - + +
Cistina arilamidase - ND +
Tripsina - ND +
a-Quimiotripsina - ND +
a-glucosidase - ND +
N-acetil-B-glucosaminidase - ND +
Gelatinase + + +

Resultado positivo (+); resultado negativo (-); ND: ndo determinado na literatura.

Para a identificacdo do isolado NBS 11/28 foram utilizados dados da literatura
das linhagens M. siamensis (THAWAI et al., 2005) e M. mirobrigensis (TRUJILLO et
al., 2005). Os perfis de crescimento em meios ISP mostraram-se bastante distintos

entre NBS 11/28 e M. siamensis, como pode ser observado na tabela 15.
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Tabela 15 — Principais caracteristicas fenotipicas que distinguem NBS 11/28, M. siamensis e M.

mirobrigensis

Caracteristicas NBS 11/28 M. siamensis M. mirobrigensis
Coloragéo de micélio substrato Laranja Laranja Laranja
Producdo de muco escuro - + +
Pigmento soltvel - ISP2 -

Crescimento em meio

ISP2 +++ +++ +
ISP3 + +++ ND
ISP4 - +++ ND
ISP5 - + ND
ISP7 - ++ ND
Temperatura °C 19-46°C Maximo 40 °C Maximo 37 °C
NaCl% 5% 5% 3%
Utilizacé@o de fontes de carbono

Arabinose - + +
Frutose - + -
galactose + + +
Xilose - + -

Resultado positivo (+); resultado negativo (-); ND: ndo determinado na literatura.

NBS 11/28 nédo produziu pigmento solivel em nenhum dos meios de cultura em
gue foi semeada, ao contrario de M. siamensis, que produz pigmento de coloracao
amarela em meio ISP2. O isolado também se diferenciou das linhagens de referéncia
por ndo produzir exsudato mucoso e escuro ao esporular. As faixas de temperatura
para crescimento e o perfil de utilizacdo de fontes de carbono também mostraram
diferencas entre as trés linhagens. O perfil de crescimento em meios ISP de M.
mirobrigensis ndo foi encontrado na literatura, no entanto, o perfil enzimatico desta
espécie auxiliou na comparacdo com o isolado NBS 11/28. As diferencas entre os
perfis enziméticos podem ser observadas na tabela 16.

Os acidos graxos predominantes em NBS 11/28 s&o iso-Cis:0 (33,64%), iso-
Ci6:0 (13,63%), e a soma de 17:1 iso w9c e 16:0 10-methyl (10,60%). Este perfil
divergiu dos encontrados nas duas espécies analisadas: iso-Cis:0, iIS0-C1s:0, anteiso-
Ci7.0 e Cizopara M. siamensis (porcentagens nao indicadas) (THAWAI et al., 2005) e
para M. mirobrigensis iso-Cis.0 (17,54%), iso-Ci71 (16,15%), iso-Cie:0 (15,24%) e
anteiso-Cir.0 (13,40%).
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Tabela 16 — Principais diferencas na producao de enzimas entre NBS 11/28 e M. mirobrigensis

Enzima Avaliada NBS 11/28 M. mirobrigensis

Branco Incolor Incolor
Fosfatase alcalina - +
Esterase (C4) +

Lipase (C14) - +
Leucina arilamidase - +
Valina arilamidase - +
Tripsina - +
a-Quimiotripsina - +
Fosfatase &cida - +
a-galactosidase - +
B-galactosidase - +
B-glucoronidase - +
B-glucosidase - +
N-acetil-B-glucosaminidase +

Resultado positivo (+); resultado negativo ( ).

A analise de ANI comprovou que os genomas de NBS 11/28 e M. siamensis
possuem 86,29% de similaridade, com 64,50% de alinhamento. J& a similaridade
entre NBS 11/28 e M. mirobrigensis foi de 86,34%, com 65,44%. Apesar dos valores
de similaridade serem préximos a 90%, sugere-se que o valor de diferenciagéo entre
espécies (valores de cut-off) seja superior a 98,5% para o género Micromonospora
(CARRO et al., 2012). Além disso, as diferencas fenotipicas significativas entre as
linhagens comprovam que NBS 11/28 ndo pertence a nenhuma das duas espécies, 0
que em conjunto com o resultado de andlise filogenética, sugere que o isolado
pertence a uma nova espécie de Micromonospora.

Os resultados filogenéticos e fenotipicos, analisados em conjunto, sugerem
fortemente que os isolados NBS 10/01, NBS 14/02 e NBS 11/28 constituem novas
espécies de actinomicetos. Analises de perfil de lipideos polares e menaquinonas da
membrana celular (MINNIKIN et al.,, 1984), determinacdo de acidos muramicos
(UCHIDA et al.,, 1999), isdbmeros de acido diaminopimélico da parede celular
(STANECK & ROBERTS, 1974) estdao em andamento para a comprovacéao definitiva

do status de novas espécies.
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4.5 Triagem de potencial biotecnoldgico
4.5.1 Triagem de enzimas lignoceluloliticas

A partir dos ensaios de triagem em placa, pode-se verificar atividade hidrolitica
dos substratos pela formacdo de halo transparente ao redor da coldnia dos

actinomicetos (Figura 18).

@ CMC
A A
6 Pectina
B B
Xilana
c

Figura 18 - Teste de triagem de enzimas lignoceluloliticas. Pode-se observar os halos de hidrélise em
resultados positivos para celulase (A), pectinase (B) e xilanase (C). Em (A’), (B') e (C)),
estdo os controles negativos para os testes (E.coli ATCC 35218)

Todas as linhagens foram capazes de hidrolisar ao menos um dos substratos
lignocelulésicos, como pode ser observado na tabela 17. A linhagem de referéncia

S.coelicolor A3(2) foi capaz de hidrolisar os 3 substratos.

Tabela 17 - Resultado da triagem de producédo de enzimas lignoceluloliticas.

Streptomyces Micromonospora
Substrato NBS NBS NBS NBA NBA NBA
10/01 14/02  14/10 43/10 51/00 55/19

Pectina + + + + + + + + +
Carboximetilcelulose - + + - + + + + +
Xilana + + + - + + + + +

Resultados positivos (+) apresentaram halo de hidrélise ao redor da colbnia.
Resultados negativos (-) ndo apresentaram halo.
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Existe uma estreita relacéo entre o nicho ocupado por um microrganismo e as
caracteristicas de suas enzimas intra e extracelulares. Os microrganismos presentes
no solo exercem um papel fundamental na degradacdo de matéria organica por meio
de suas enzimas. Estas estdo envolvidas na degradacdo de paredes celulares de
microrganismos e plantas (GOMES et al., 2007).

Os actinomicetos, por serem um grupo de bactérias encontradas
principalmente no solo, sdo capazes de produzir uma grande variedade de enzimas
extracelulares que atuam sobre polissacarideos complexos como as pectinas,
celuloses e hemiceluloses (HIRSCH; VALDES, 2010). Os resultados obtidos com a
triagem de atividade hidrolitca evidenciam esta propriedade nas linhagens estudadas.
Todas as linhagens foram capazes de hidrolisar ao menos um dos substratos.

O emprego destas enzimas no setor industrial, alimenticio e na agricultura ja é
bem estabelecido, o que torna estas linhagens interessantes para aplicacdes
biotecnoldgicas.

De acordo com Gomes et al., (2007), é esperado que microrganismos
termofilos produzam enzimas extracelulares capazes de tolerar uma temperatura
correspondente a, no minimo, aquela 6tima para seu crescimento, ou seja, acima de
45°C. Pode-se inferir, portanto, que linhagens termofilicas como NBS 10/01, NBS
11/28, NBA 55/19 e NBA 65/00 seriam bons candidatos a experimentos em
biorreatores, pois suas enzimas seriam mais estaveis em condi¢des de temperaturas
elevadas.

Outro possivel emprego para estas linhagens com potencial biotecnoldgico
seria na geracdo de combustiveis de segunda geracdo. Devido as crescentes
demandas por energia, muitos esforgos tém sido focados no desenvolvimento de
fontes de energia renovaveis, em particular, de fontes geradas de residuos agricolas
e florestais, cujos principais componentes sdo celulose, amido, lignina, xilana e
pectina. Estes materiais tém atraido consideravel atengcdo como uma fonte de matéria-
prima e energia alternativa, uma vez que eles estdo disponiveis em abundancia
(PEDROLLI et al., 2009).

4.5.2 Triagem de atividade antimicrobiana

4.5.2.1 Atividade antifungica
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Nos ensaios de triagem de atividade antifungica, foi possivel observar que
todos os isolados de Streptomyces apresentaram resultados positivos de inibicdo

contra no minimo 2 dos fungos filamentosos testados (Tabela 18).

Tabela 18 - Resultado do teste de antagonismo contra fungos filamentosos e levedura

Streptomyces Micromonospora
NBS NBS NBS NBA NBA NBA | NBS NBS NBA

HITEEEE 10/01 14/02 14/10 43/10 51/00 55/19 | 11/28 11/29 65/00
T.harzianum - + + + RC - - - -
S.sclerotiorum + + + + + + - - -
F.oxysporum + + + + + + - - -
Candida albicans - + + - - - - + R

Resultados positivos (+) apresentaram zona com auséncia de crescimento do fungo.
RC=reducéo do crescimento do fungo. Resultados negativos (-).

Nos testes realizados contra Trichordema harzianum, foi possivel observar
atividade antifingica em placas inoculadas com NBS 14/02, NBS 14/10, NBA 43/10 e
NBA 51/00 (Figura 19). Na placa inoculada com a linhagem NBA 51/00, ndo foi
observada inibicdo de T. harzianum, sendo a reducéo na intensidade de colonizacao
pelo fungo. Observou-se a modificagdo na morfologia do fungo, que se espalhou na

placa em uma camada mais fina com pouca quantidade de esporos.

Figura 19 - Teste de antagonismo contra Trichordema harzianum. O fungo encontra-se inoculado na
parte superior das placas, enquanto os isolados, na parte inferior. Pode-se observar
auséncia de zona de inibicdo nas placas inoculadas com as linhagens NBS 10/01 (A) e
NBA 55/19 (B). Em placas inoculadas com NBS 14/10 (C) e NBA 43/10 (D) observa-se
atividade antifungica positiva com presenca de zona de inibigéo.
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Nos testes realizados contra Sclerotinia sclerotiorum, foram observados
resultados positivos em todas as placas inoculadas com Streptomyces. A linhagem
NBS 14/10 inibiu completamente o crescimento do fungo na placa, ndo sendo
observado crescimento nas regides proximas ao inoculo. O teste com esta linhagem
foi repetido, apresentando os mesmos resultados. As linhagens de Streptomyces,
também foram capazes de inibir Fusarium oxysporum.

Atividade contra a levedura Candida albicans foi verificada em placas
inoculadas com as linhagens de Streptomyces NBS 14/02 e NBS 14/10, que
novamente inibiu completamente o crescimento do microrganismo teste (Figura 20).
O Unico resultado positivo de inibicdo por Micromonospora foi obtido pela linhagem
NBS 11/29 contra a levedura Candida albicans. A linhagem S. coelicolor A3(2),
utilizada como referéncia, nao foi capaz de inibir o fungo filamentoso T. harzianum e
a levedura de C. albicans.

Os actinomicetos sao capazes de produzir diversos metabdlitos secundarios,
muitos dos quais apresentam propriedades antifingicas e antibacterianas (UJIKAWA,
2003). Cepas do género Streptomyces tém apresentado potencial para a producéo de
antibioticos que reduzem ou inibem o desenvolvimento de patdgenos de plantas em
testes in vitro (KIM; AL-TAI; KIM, 2000) Fungos fitopatogénicos causam problemas
sérios em todo o mundo e o controle biolégico tem se mostrado uma alternativa

potencial como estratégia para o manejo de doencas (SHARMA; PARIHAR, 2010).

Figura 20 - Testes de antagonismo contra a levedura C. albicans. Pode-se observar os resultados
positivos para inibicdo nas placas inoculadas com a linhagem NBS 14/02 (A) e NBS 14/10
(B). Em placa inoculada com NBA 65/00 ndo houve inibicdo (D). Em (C) encontra-se
inoculada C. albicans.
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4.5.2.2 Atividade antibacteriana

4.5.2.2.1 Triagem primaria de atividade antibacteriana

A triagem priméria de atividade antimicrobiana foi realizada pelo método da
estria, ou cross streak, em meio R5M. Os resultados evidenciaram atividade
antibacteriana contra bactérias de interesse clinico, tanto Gram positivas quanto Gram
negativas (Figura 21).

A‘ Lab A .

Figura 21 - Testes de atividade antibacteriana da linhagem NBS 14/10 em triagem primaria. E. coli
ATCC 35218 (1), P. aeruginosa ATCC 27853 (2), B. subtilis (3), S. aureus ATCC 25923
(4), S. pneumoneae (5), Klebsiella pneumoniae OXA 48 (6), Klebsiella pneumoniae 732
(7), Acinetobacter baumannii 804 OXA 143 (8), S. aureus MRSA (9) e Pseudomonas
aeruginosa 48 1997A (10).

Com excecao da linhagem NBA 51/00, todas Streptomyces (NBS 10/01, NBS
14/02, NBS14/10, NBA 43/00 e NBA 55/19) apresentaram resultados positivos de
inibicdo, contra as bactérias testadas. Nao foi detectada atividade antibacteriana nas
linhagens de Micromonospora (Tabela 19).

Bacillus subtilis e Staphylococcus aureus ATCC 25923 foram as bactérias
inibidas por maior nimero de isolados de actinomicetos. Resultados semelhantes séo
descritos na literatura em diversos estudos (GUROVIC et al., 2013; SAADOUN;
GHARAIBEH, 2002; THAKUR et al., 2007). A menor atividade antibacteriana contra
bactérias Gram negativas pode estar associada a complexidade da parede celular e
da membrana externa destas bactérias, ou a mecanismos de defesa contra

antibioticos que estas bactérias desenvolveram (WELLINGTON et al., 2013).
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Tabela 19 - Resultados da triagem primaria de atividade antibacteriana

Inibicéo (cm)
Bactérias teste NBS NBS NBS NBA NBA NBA NBS NBS NBA
10/01  14/02 14/10 43/10 51/00 55/19 | 11/28 11/29 65/00 A3(2)

Bacillus subtilis 3,9 11 31 2,3 - 0,5 - - - 2,1
Staphylococcus aureus ATCC 25923 3,8 1,2 1,8 2,3 - 2,7 - - - 1,9
Streptococcus pneumoniae 0,6 0,9 29 2,4 - - - - - 2,2
Escherichia coli ATCC 35218 1,2 - - - - - - - R
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 2,4 - - 1,2 - - - - - 1,4
Staphylococcus aureus MRSA - - 2,0 1,2 - 3,5 - - -
Acinetobacter baumannii 804 OXA 143 2,4 - - - - 1,1 - - -
Klebsiella pneumoniae OXA 48 - - - - - - - - -
Klebsiella pneumoniae 732 - - - 1,8 - - - - -
Pseudomonas aeruginosa 48 1997A 2,2 - - - - 1,2 - - -

Resultados positivos foram expressos pela média dos valores (cm) das zonas de inibicdo.
Resultados negativos (-); A3(2): linhagem de S. coelicolor para comparac¢éo

No presente estudo, foi possivel observar atividade antibacteriana contra Gram
negativas, incluindo linhagens resistentes a antibidticos como Acinetobacter
baumannii 804 OXA 143, Klebsiella pneumoniae 732 multirresistentes e
Pseudomonas aeruginosa 48 1997A. Estes resultados sao de grande valia frente ao
problema emergente de bactérias resistentes a antibioticos. Outro resultado de grande
importancia no presente estudo foi a inibicdo de Staphylococcus aureus MRSA por 3
linhagens de Streptomyces (NBS 14/10, NBA 43/10 e NBA 55/19) como mostrado na
tabela 19. Staphylococcus aureus MRSA (methicilin-resistant Staphylococcus aureus)
€ o principal causador de infec¢cdes nosocomiais no mundo, e rapidamente se espalha
no ambiente hospitalar (GRAFFUNDER; VENEZIA, 2002; PRUETT, 2009). A busca
de novas moléculas antimicrobianas ativas contra patégenos multirresistentes tem
sido area de pesquisas intensivas na atualidade. Portanto, linhagens capazes de inibir
bactérias resistentes a antibiéticos podem levar a descoberta de novas moléculas

bioativas de grade importancia.

4.5.2.2.2 Ensaio de difusdo de disco

Para obter o cenario mais favoravel para a verificacdo de atividade
antibacteriana, foram montadas placas de difusdo de disco contra a bactéria
Staphylococcus aureus ATCC 25923, a linhagem mais suscetivel aos isolados no

ensaio de triagem primaria. Foram observados resultados positivos em ambos 0s
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meios de cultura utilizados (SCB e R5M), inclusive para as linhagens NBS 11/28 e
NBS 11/29, as quais ndo apresentaram resultados positivos em triagem primaria
(Tabela 20).

Tabela 20 - Resultados do ensaio de difusdo de disco

Inibi¢do (diametros em mm)

Streptomyces Micromonospora

Meiosde NBS NBS NBS NBA NBA NBA | NBS NBS NBA
cultura 10/01 14/02 14/10 43/10 51/00 55/19 | 11/28 11/29 65/00

SCB 4 9 15 - - 2 2 9 -
R5M 3 - - 8 - 2 3 11 -

Os resultados positivos representam a média dos diametros dos halos de inibicdo gerados
contra Staphylococcus aureus ATCC 25923. O valor foi obtido subtraindo-se o diametro
do disco de papel filtro do valor do halo de inibicao. Auséncia de halo foi representado por

().

Vale ressaltar, que devido ao pequeno volume de meio de cultura utilizado para
a producao de metabdlitos, ndo foi possivel obter a quantidade de 100 mg de extrato
seco em todas as amostras. Este fato pode ter causado alguns dos resultados
negativos, como o da linhagem NBA 43/10 em meio R5M, que havia inibido S. aureus
em triagem primaria.

O tratamento com solvente possibilitou concentrar os compostos extraidos, 0
gue pode ter otimizado os resultados das linhagens das Micromonospora NBS 11/28
e NBS 11/29, em relacao a triagem primaria. O aumento do periodo de incubacéo (14
dias ao invés dos 7 dias de triagem primaria) pode ter contribuido para os resultados

positivos, visto que possibilita maior periodo de producdo dos metabolitos (Figura 22).

Figura 22 - Resultados positivos de atividade antibacteriana no ensaio de difuséo de disco. Em (A)
pode-se observar halo de inibicdo para extrato da linhagem NBS 11/29, cultivada em meio
SCB. Em (B) observa-se resultado positivo para extrato da linhagem NBA 43/10, cultivada
em meio R5M. P= controle positivo (ac. nalidixico 20mg); N= controle negativo (acetato de
etila).
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4.6 Andlises genémicas
4.6.1 Caracteristicas gerais dos genomas e andlise da qualidade de assemblies

Realizou-se o sequenciamento gendmico das 9 linhagens de actinomicetos por
metodologia HiSeq2000 (plataforma lllumina). As seguintes informacdes foram geradas
pelos pipelines SOAPdenovo (para assembly) e Prokka (para anotacdo de genes) e
cedidas juntamente com os resultados dos sequenciamentos pela empresa Macrogen
(Seoul - Coréia do Sul). Os genomas sequenciados apresentaram tamanhos entre 6,27 Mb
e 15,1 Mb, e conteudo de GC variando entre 69,5 % e 71,6 %, condizente com dados da
literatura (CHAUDHARY et al, 2013). O numero de scaffolds gerados pelo
sequenciamento variou entre 25 (N50 de 495.701) e 159 (N50 de 182.991). O maior
nuimero de genes detectados foi de 11.000 genes na linhagem NBA51/00, a qual
apresentou 10.940 regides codificadoras (CDS) e tamanho total do genoma de 15,1 Mb.

De acordo com a literatura genomas de actinomicetos sdo 0s maiores entre as
bactérias, variando entre 7 a 11 Mb (BENTLEY et al., 2002). Contudo, foi observado que
2 dos 9 genomas, montados e fornecidos pela empresa Macrogen, possuiam tamanho
maior do que o esperado para o0 género Streptomyces. Os isolados NBS 14/10 e NBA
51/00 apresentaram assemblies de 12.3 Mb e 15.8 Mb, respectivamente, o que
poderia estar relacionado com problemas na montagem dos genomas. Uma nova
montagem de todos os genomas foi realizada utilizando-se o software CLC Genomics
Workbench 8. Observou-se que os novos assemblies das linhagens NBS 14/10 e NBA
51/00 apresentaram menor tamanho, 12.1 Mb e 11.8 Mb respectivamente, e tanto o
namero de contigs quanto de scaffolds foram reduzidos em comparacdo com 0s
assemblies anteriores (Tabela 21). Outro parametro analisado foi o N50, que
aumentou significativamente em ambas as linhagens. Para a linhagem NBS 14/10, o
N50 dos contigs aumentou de 14.165 para 117.737; e o N50 dos scaffolds aumentou
de 252.328 para 254.229. Para a linhagem NBA 51/00, o N50 dos contigs aumentou
de 15.024 para 79.438, e o N50 de scaffolds aumentou de 182.991 para 234.773.
Outra linhagem de Streptomyces que teve a qualidade de seu assembly melhorada
foi NBA 55/19. Apesar do assembly antigo ja apresentar o tamanho esperado para um
genoma de Streptomyces (7,49 Mb), pode-se observar a reducdo no numero de
contigs (de 618 para 161) e scaffolds (de 79 para 61), além do aumento em ambos 0s
N50 (de 29.434 para 98.744 em contigs, e de 273.492 para 311.778 em scaffolds).
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Devido a melhora na qualidade dos 3 genomas citados, seus novos assemblies
foram selecionados para analises posteriores. No caso das demais linhagens, nas
quais ndo foram observadas melhorias na qualidade de assembly, as montagens
originais realizadas pela empresa Macrogen, foram utilizadas.

Os novos assemblies das linhagens NBS 14/10, NBA 51/00 e NBA 55/19 foram
submetidos a anotacdo gendmica pelo servidor RAST (Rapid Annotations using
Subsystems Technology) para anotacao estrutural: nimero de CDS, identificacdo das
CDS, tRNA e tmRNA. A anotagéo dos demais genomas foi realizada na ferramenta

Prokka e fornecida pela empresa Macrogen.

Tabela 21 - Resumo das informacdes gerais dos genomas dos isolados.

. g Tamanho ® . N50 N50
Linhagem Método (Mb) GC (%) Contigs (contig) Scaff (scaf) CDS tRNA tmRNA
NBS 10/01 a 8,24 70.8 487 35.300 84 235.220 6.617 58 1
b 7,13 72,4 298 46.776 99 147.470  6.402 42 1
NBS 11/28 a 6,27 70.8 460 25.096 27 696,439 5.611 66 1
b 5,99 73,2 223 54.204 41 259.443 5.356 54 1
NBS 11/29 a 6,47 71.5 420 36,982 41 546,636 5.971 63 2
b 6,55 73,0 126 145.511 45 290.818 5689 47 2
NBS 14/02 a 8,08 71.0 757 24,449 84 240,753 7.388 67 1
b 8,33 72.4 128 108.956 94 244.947 7.213 54 1
NBS 14/10 a 12,3 69.5 1,828 14,165 143 252,328 10.548 55 1
b 12,1 70,8 305 117.737 127 254.229 10.351 68 1
NBA 43/10 a 11,6 71.4 1,243 18,804 113 200,561 8.581 70 1
b 12,6 70,8 6.933 87.007 1.877 175.907 8.129 69 1
NBA 51/00 a 15,1 69.5 1,703 15,024 159 182,991 10.940 59 1
b 11,8 70,50 369 79.438 161 234.773 10.710 73 1
NBA a 749 Mb  71.2% 618 29,434 79 273,492  6.659 48 1
55/19 b 7,3Mb 72,60% 161 98.744 61 311.778 6.579 71 1
NBA a 6,83Mb 71.6% 427 34,517 25 495,701  6.000 63 1
65/00

b 6,5Mb  71,10% 187 267.063 43 622.888 5.813 54 1
Método a: analises fornecidas pela empresa Macrogen. Método b: novas montagens e anotagfes dos
genomas. Em verde estdo enfatizados os assemblies remontados pelo software CLC, que
apresentaram melhora na qualidade.
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4.6.2 Anotacdo genémica funcional

Anotacéo funcional do genoma refere-se ao tratamento analitico, no qual se
designa uma funcéo a uma proteina. A anotacao pode incluir uma breve descricdo a
respeito da evidéncia da funcado atribuida, como por exemplo, a porcentagem de
similaridade da proteina com um banco de dados (NOURANI; KHUNJUSH,;
DURMUAY, 2015)

A anotacéo funcional das regides codificadoras dos 9 genomas foi realizada
pelo servidor RAST. Os subsistemas funcionais nos quais as proteinas do genoma
sdo classificadas incluem: cofatores, vitaminas, grupos prostéticos e pigmentos;
parede celular e capsula; metabolismo de diversos elementos, como potassio e
carboidratos; metabolismo secundario; resposta ao estresse; regulacao e sinalizacéo
celular, entre outras (AZIZ et al., 2008). Os gréficos detalhados da anotacéo funcional
de todos 0s genomas podem ser consultados no anexo D.

De forma geral, observou-se que em todos os genomas, a maior quantidade de
regides codificadoras foram classificadas nos subsistemas de metabolismo de
carboidratos, de DNA e de proteinas; como cofatores, vitaminas grupos prostéticos e
pigmentos; e envolvidos na sintese da parede celular e aminoacidos. Estes dados
concordam com a literatura, que propde que a maior parte do genoma dos
microrganismo estd envolvida em funcdes de manutencdo e replicacdo celular
(BENTLEY et al., 2002)

Todos os genomas tiveram cerca de 30% de suas regifes codificadoras
classificadas nos subsistemas do servidor RAST. Dentro do subsistema de
classificacdo, todos os isolados apresentaram no minimo 6 CDS envolvidas na
biossintese de metabdlitos secundarios. Os genomas do género Streptomyces, com
excecdo da linhagem NBS10/01 (que apresentou 6 CDS envolvidas no metabolismo
secundario), apresentaram maior quantidade destes CDS em relacdo aos genomas
de Micromonospora. O isolado com maior quantidade de CDS envolvidas no
metabolismo secundario foi NBA 43/10 (Figura 23), com 27 CDS envolvidas na
biossintese de lantioninas, do fitormdénio auxina, de microcinas tiazois/oxalazois-
modificados (TOMMS) e &cido clavulanico. As lantioninas séo moléculas com atividade
antibiotica, comumente chamados lantibidticos, que séo utilizados como conservantes
alimentares, antibacterianos (especialmente contra bactérias Gram-positivas) (PAUL;
VAN DER DONK, 2005). TOMMs séo peptideos ribossomicamente produzidos que
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possuem acdo antibidticas com amplo espectro, além de atuarem como compostos
benéficos a simbiose ou promotores de fatores de viruléncia (MELBY; NARD;
MITCHELL, 2011). O acido clavulanico sao inibidores de B-lactamases, assumindo
importante ag¢do, em conjunto com outros antibiéticos, no combate a infeccdes
causadas por bactérias resistentes a betalactamicos (NETO et al., 2005).

Por possuirem genomas menores em relacdo ao género Streptomyces, 0s
isolados de Micromonospora, consequentemente, apresentaram menor quantidade
de CDS. Um dado interessante foi a auséncia de elementos moveis, como
transposons, fagos, profagos ou plasmideos, nos 3 genomas de Micromonospora.
Como exemplo mostramos o grafico obtido para o genoma de Micromonospora NBS
11/28 (Figura 24).
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Figura 23 - Classificagdo funcional das CDS de Streptomyces NBA 43/10 de acordo com os subsistemas
propostos pelo servidor RAST.
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Figura 24 - Classificacéo funcional das CDS de Micromonospora NBS 11/28 de acordo com 0s subsistemas
propostos pelo servidor RAST. Pode-se observar os mesmos grupos funcionais encontrados no
genoma de Streptomyces, com excegado de elementos moveis.
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Por ndo ser uma ferramenta especifica para a anotacdo se metabdlitos
secundarios, as quantidades e variedades de clusters de metabdlitos secundarios
podem ser subestimados. Para uma anotacdo mais detalhada dos clusters de genes
envolvidos no metabolismo secundario utilizou-se o pipeline AntiSMASH, como

descrito a seguir.

4.6.3 Triagem de potencial biotecnoldgico in silico

O genoma dos isolados foi submetido a triagem de clusters de genes de
metabalitos secundarios pelo pipeline antiSMASH (Antibiotics & Secondary Metabolite
Analysis Shell). Os grupos de clusters mais frequentes nos genomas foram PKS do
tipo I, Il e Ill, sideréforos, terpenos, NRPS, ectoinas, fenazinas, lantipeptideos,
butirolactonas e bacteriocinas. Os clusters que codificam para melaninas,
lassopeptideos, aminoglicosideos e nucleosideos foram menos frequentes.

O gréfico a seguir (Figura 25), mostra a distribuicdo dos grupos de clusters no
genoma dos isolados de Streptomyces e Micromonospora. Nao foram considerados

para as analises os clusters de func¢des classificadas como putativas.

Anotacao funcional de clusters de metabdlitos secundarios
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Figura 25- Distribuicdo dos grupos de clusters no genoma dos isolados de Streptomyces (NBS 10/01,
NBS 14/02, NBS14/10, NBA43/10, NBA 51/00 e NBA 55/19) e Micromonospora (NBS 11/28,
NBS11/29 e NBA65/00).
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Pode-se observar que o género Streptomyces apresenta maior quantidade e
diversidade de clusters de genes de metabdlitos secundarios em compara¢cao com 0s
genomas de Micromonospora. Clusters de sideréforos, PKS | e 1l, terpenos, NRPS e
bacteriocinas foram encontrados em todos os isolados de Streptomyces.

O genoma de Streptomyces pode apresentar um grande numero de clusters
que codificam proteinas envolvidas no metabolismo secundario, os quais incluem
policetideos sintases dos tipos | e II, NRPSs, terpeno cliclases entre outros (BENTLEY
et al., 2002). Os genomas de Micromonospora apresentaram maior homogeneidade
de grupos de clusters entre si. Observa-se prevaléncia de terpenos, NRPSs e PKS I
e auséncia de clusters de ectoinas, melanina, fenazinas e butirolactonas.

Os genomas das linhagens de referéncia S. leeuwenhoekii C34(2013)", S.
speibonae NRRL B-24240T, S. bingchenggensis BCW-1 T, S. lavendulae NRRL B-
27747, S. humi MUSC 1197, Streptomyces gancidicus BKS 1315 T, M. siamensis DSM
45097 T, M. sediminicola DSM 457947 e M. tulbaghiae DSM 45142 T também foram
submetidos a anotacao pelo pipeline antiSMASH. Foi realizada a comparacdo na
distribuicdo de clusters de genes biossintéticos e do potencial biotecnolégico das
linhagens tipo em relacdo aos isolado de espécie mais proxima (Figura 26). Dados
complementares da distribuicdo de clusters encontram-se no anexo E.

O isolado NBS 14/02, em relacdo a sua linhagem mais préxima S. speibonae
NRRL B-242407, apresentou maior quantidade clusters. Além disso, um cluster de
fenazina mostrou-se presente apenas no genoma do isolado.

Maior quantidade de clusters também foi encontrado no isolado NBS 14/10, que
apresentou 15 clusters de PKS | e 6 de terpenos, enquanto sua linhagem tipo mais
proxima S. bingchenggensis BCW-1T , apresentou 7 clusters de PKS | e apenas um

de terpeno.
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Comparacao de distribuicdo de clusters entre isolados e espécie mais
proxima
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Figura 26 - Distribuicdo de clusters biossintéticos no genoma dos isolados seguida suas linhagens tipo
mais proximas: A: S. leeuwenhoekii C34(2013)7; B: S. speibonae NRRL B-24240T; C: S.
bingchenggensis BCW-1T, D: S. lavendulae NRRL B-2774T; E: S. humi MUSC 119T; F: S.
hygroscopicus subsp. angustmyceticus CGMCC 4.2077; G: M. siamensis DSM 450977; H:
M .sediminicola DSM 457947 e |: M. tulbaghiae DSM 451427

Outro isolado que se sobressaiu em comparacdo a sua espécie de referéncia
foi Micromonospora NBS 11/29, que apresentou 10 clusters de PKS I, em comparagéo
a apenas 1 cluster de M. sediminicola DSM 457947, além de possuir 2 clusters de
bacteriocinas e 1 de sideroforo. Estes grupos funcionais ndo foram encontrados em
M.sediminicola DSM 457947,

A anotacédo de metabdlitos secundarios pelo pipeline antiSMASH encontrou em
NBS 10/01 86 clusters, dos quais 25 tiveram o grupo de produtos naturais
identificados. Os dados incluem o cluster de PKS 1l com 92% de similaridade com
rubromicina. As rubromicinas sdo uma familia de moléculas de atividade biolégica
bastante variada, mas sdo intensamente estudadas por sua efetividade contra
bactérias resistentes a antibioticos e por sua acdo inibidora de telomerase, uma
enzima altamente expressa em 80-90% das células cancerigenas. As rubromicinas

possuem uma potente atividade inibitoria da telomerase humana, sendo efetiva contra



97

cancer de figado, mama, estbmago e intestino em baixas concentracdes. (ATKINSON;
BRIMBLE, 2015). Outro cluster interessante € do terpeno com 100% de similaridade
com albaflavenona, um sesquiterpeno de ag&do antibacteriana descrito em
Streptomyces albidoflavus e S. coelicolor A3(2). Poucos sao os sesquiterpenos
produzidos por Streptomyces que possuem acgao antimicrobiana (ZHAO et al., 2008).

No genoma do isolado 14/02 foram encontrados 106 clusters, sendo 39
classificados nos grupos ortdlogos do antiSMASH. Podemos citar o cluster de
moenomicina, uma classe de potentes antibiéticos que por muito tempo foi utilizada
como promotor de crescimento em gado. Com o surgimento de bactérias
multiresistentes na clinica humana, o interesse nas moenomicinas tem crescido.
Comprovou-se que sdo efetivas contra diversos cocci resistentes a meticilina e
vancomicina (OSTASH; WALKER, 2010).

No isolado NBS 14/10 foram encontrados 169 clusters, dos quais 65 foram
classificados. Foi identificado o cluster de PKS I, com 78% dos seus genes similar ao
do cluster de nanchangmicina, uma molécula que nao tinha sido testada clinicamente
e que recentemente foi descrita como potente inibidor do Zika virus em diversas
linhagens celulares. Além disso, foi comprovada sua acdo contra outros virus
importantes como o da febre do Nilo, da dengue, e chikungunya (RAUSCH et al.,
2017).

No genoma de NBA 43/10 foram encontrados 119 clusters, dos quais 45 foram
classificados pelo antiSMASH, incluindo melaninas, pigmentos sollveis, e clusters
semelhantes aos dos antibiéticos feganomicina (71% de genes similares) e auricina
(93% de genes similares).

Em NBA 51/00 foram classificados 164 clusters, sendo 40 classificados em
grupos ortélogos do antiSMASH. Um dos clusters de PKS Il revelou similaridade em
84% de seus genes com o cluster de mensacaricina, um grupo de moléculas com
potente acao antitumoral (MAIER et al., 2014). Também possui clusters semelhantes
ao do antifngico canamicina, porém com porcentagens de genes similares menores
que 50% (37% e 46%).

No genoma do isolado NBA 55/19 foram encontrados 105 clusters, dos quais
24 foram classificados pelo pipeline. Um dos clusters pertence ao grupo das moléculas
hibridas (NRPS-ceto sintase-oligossacarideo) com 60% do genes similares aos do

cluster de naftiridinomicina, um produto natural descrito como potente antitumoral e
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antimicrobiano, agindo inclusive contra Staphylococcus aureus MRSA (PU et al.,
2013).

No genoma de NBS 11/28 foram encontrados 66 clusters, dos quais 16 foram
classificados. Podemos citar dois clusters hibridos que se assemelham ao do
antibiotico maduropeptina, (33% dos genes mostraram similaridade em ambos os
clusters).

Jano genomade NBS 11/29, 75 clusters foram encontrados e, destes, 29 foram
classificados em grupos ortélogos. Entre eles, foi identificado um cluster hibrido de
NRPS-PKS I-Oligossacarideo-aminocoumarin. Este cluster tem 82% de seus genes
similares aos do antibidtico rubradirina, um antibiético que age contra uma grande
variedade de bactérias Gram-positivas, especiamente contra Staphylococcus aureus
multiresistentes. Também foi descrito como potente inibidor da transcriptase reversa
do virus de imunodeficiéncia humana (HIV) (KIM et al., 2008).

E finalmente, no genoma de NBA 65/00 foram encontrados 76 clusters
biossintéticos, dos quais 15 foram classificados. Entre os clusters identificados
citamos um do grupo dos terpenos, com similaridade ao do carotendide sioxantina,
um pigmento laranja comumente encontrado em actinomicetos marinhos, como as
bactérias do género Salinispora (RICHTER; HUGHES; MOORE, 2015). Clusters
similares ao deste pigmento foram encontrados nos trés isolados de género
Micromonospora (NBS 11/28, NBS 11/29 e NBA 65/00).

Tabelas contendo os clusters com mais de 60% de genes similares ao de
produtos identificados podem ser visualizadas no anexo E.

A triagem in silico de genes relacionados a atividade lignocelulolitica foi
realizada buscando-se pelos nomes das principais enzimas que atuam na celulose,
na xilana e na pectina, nas anotacdes geradas pelo servidor RAST ou Prokka.

O genoma de todos os isolados, com excecdo de NBA 43/10, apresentaram
CDSs para exoglicanases (EC 3.2.1.91), endoglicanases (EC 3.2.1.4) e B-glicosidases
(EC 3.2.1.21), as principais enzimas envolvidas na hidrolise de celulose. Os isolados
NBS 10/01, NBS 11/28, NBS 14/10, NBA 43/10, NBA 51/00, NBA 55/19, possuem ao
menos uma CDS de B-glicosidase termoestavel. A termoestabilidade da B-glicosidase
€ muito estudada devido a sua importancia no processo de producdo de bioetanol.
Durante sua producao, etapas que utilizam altas temperaturas auxiliam a degradacéo
dos tecidos vegetais mais resistentes. Enzimas termoestaveis podem ser recicladas

apos passarem por este processo de aquecimento, reduzindo os custos da producao
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(LIU et al.,, 2009). Outro dado interessante foi a auséncia de CDS da enzima
exoglicanase ou de seus precursores no isolado NBA 43/10. Estes dados corroboram
com o fato de NBA 43/10 ter apresentado resultado negativo para hidrélise de CMC.
A menor quantidade e variedade de CDS de enzimas celuloliticas nas linhagens NBS
10/01 e NBA 43/10 também podem ter ocasionado os resultados negativos para a
hidrolise de CMC (Tabela 22).

Tabela 22 — CDS de enzimas celulotiticas.

NBS NBS NBS NBA NBA NBA NBS NBS NBA

Celulases 10/01 14/02 14/10 43/10 51/00 55/19 11/28 11/29 65/00
Exoglicanase 2 4 1 0 2 2 3 3 2
Endoglicanase 1 12 14 3 8 6 8 17 11
B-glicosidases 3 0 3 0 2 4 4 4 6
B-glicosidases
termoestavel 1 0 1 2 S 1 1 0 0
B -glucosidase
periplasmatica 0 2 7 0 3 2 2 3 1
Precursor
exoglicanase/xilanase 0 1 1 0 0 1 1 2 4
Hidrélise de CMC in vitro - + + - + + + + +

Resultado positivo de hidrélise (+) / Resultado negativo de hidrélise (-)

Todos os isolados apresentaram CDS de xilanases (EC 3.2.1.8) ou xilosidases
(EC 3.2.1.37) e ou de seus precursores. Foram encontradas a e - xilosidases, endo-
1,4-B-xilanase A, endo-1,4-beta-xilanase e 1,4-beta-xylosidase. NBS 11/29
apresentou 16 CDS de precursores de endo-1,4-beta-xilanase, além de 3 CDS de
precursores de xilanase bifuncional (Tabela 23). Xilanases bifuncionais sao
especialmente interessantes para a industria. Devido a complexidade estrutural das
hemiceculoses, € necessaria a utilizacdo de um coquetel enzimatico para degrada-la.
Este fato torna xilanases bifuncionais as favoritas das industrias alimenticias, de papel
e polpa. Para as industrias de bioetanol, ndo s6 seriam alcancados beneficios
econdbmicos, pela utilizagdo de menor quantidade de enzimas, mas também
ambiental, pelo desenvolvimento de um combustivel renovavel produzido a partir de
residuos industriais sucroalcoleiros (KHANDEPARKER; NUMAN, 2008).
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Tabela 23 — CDS de enzimas xilanoliticas.

NBS NBS NBS NBA NBA NBA NBS NBS NBA

Linhagem 10/01 14/02 14/10 43/10 51/00 55/19 11/28 11/29 65/00
a- xilosidases 2 3 4 2 3 2 0 0 1
B- xilosidases 0 4 8 1 6 2 0 0 3
1,4-beta-xilosidase 0 1 2 0 1 2 0 2 1
Endo-1,4-B-xilanase A 0 8 8 2 8 0 7 16 17
Hidrélise de xilana in vitro + + + - + + + + +

Resultado positivo de hidrélise (+) / Resultado negativo de hidrélise (-)

Quanto as enzimas pectinoliticas, foram identificadas em NBS 10/01 e NBS
11/28 CDS apenas de pectato liase; em NBS 11/29 além desta enzima, foi identificada
CDS de precursor de pectato trissacarideo-liase (Tabela 24). Em NBS 14/02, foram
encontrados pectato liase, precursores de pectato dissacarideo-liase e pectato
trissacarideo-liase, e pectina esterase. Em NBA 43/10, ndo foram encontrados os
CDS destas enzimas, porém a da proteina repressora de degradacdo de pectina
(KdgR) estava presente. Esta proteina regula a secrecdo de pectinase e todos 0s
genes envolvidos no catabolismo de pectina (PEDROLLI et al., 2009). Em NBA 51/00
foram identificados CDS de pectato liase e de precursores, pectina esterase e da
proteina repressora de degradacdo de pectina (KdgR). Em NBA 55/19 foram
identificadas pectato liase e pectina esterase; e em NBA 65/00 pectato liase e
precursores de pectato dissacarideo-liase e pectato trissacarideo-liase. Esses dados
corroboram com os resultados de triagem in vitro de atividade pectinolitica, onde todos
os isolados foram capazes de hidrolisar o substrato.

Tabela 24 — CDS de enzimas pectinoliticas.

NBS NBS NBS NBA NBA NBA NBS NBS NBA

S 10/01 14/02 14/10 43/10 51/00 55/19 11/28 11/29 65/00

Pectato liase 1 5 9 0 9 4 2 5 3
Pectina esterase 0 2 0 0 3 1 0 0 0
II_Drecursor de pectato trissacarideo- 0 3 3 0 0 1 0 1 1
iase

Precursores de pectato

dissacarideo-liase 0 1 1 0 1 0 0 1 1
Proteina repressora (KdgR) 0 0 2 1 0 3 0 0 0
Hidrdlise de pectina in vitro + + + + + + + + +

Resultado positivo de hidrdlise (+) / Resultado negativo de hidrélise (-)
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As analises in silico corroboram com os resultados obtidos in vitro, visto que os
diversos clusters de metabdlitos de acdo antibidtica e CDS de enzimas hidroliticas
detectados pela anotacdo funcional, podem estar diretamente envolvidos com os
resultados positivos das triagens antimicrobianas e de hidrolise obtidos neste estudo.

Tendo em vista 0 vasto conhecimento a respeito de espécies de actinomicetos
ja descritas e os resultados aqui descritos, podemos verificar 0 imenso repertorio de
de metabdlitos secundéarios e de enzimas hidroliticas que estas bactérias possuem.
Ainda assim, as possibilidades de descobertas ndo se esgotam. Podemos citar como
exemplo, diversas espécies de Streptomyces ha muito tempo descritas, como S.
coelicolor, que ndo param de surpreender com novos achados conforme a tecnologia
avanca (BERDY, 2005). Ndo apenas as novas espécies, isoladas no presente
trabalho, devem ser estudadas em trabalhos futuros, mas também os isolados
identificados como espécies ja descritas. Varios bioprodutos podem ser ainda triados
a partir destes isolados, pois no presente estudo apenas alguns grupos de moléculas
e atividades foram pesquisados, tendo enfoque na area de pesquisa do laboratério.
Os resultados obtidos, tanto nas triagens in vitro quanto in silico, salientam o arsenal
de moléculas bioativas que, de agora em diante, deverdo ser estudadas com maior
profundidade, visando sua caracterizacdo e, talvez, o descobrimento de novas

moléculas.
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5 CONCLUSOES

- Trés dos isolados de actinomicetos representam possiveis duas novas espécies
de Streptomyces (NBS 10/01 e NBS 14/02) e uma de Micromonospora (NBS 11/28), com
constatadas atividades antimicrobianas e producdo de enzimas lignoceluloliticas.

- Os demais isolados pertencem as espécies S. bingchenggensis (NBS 14/10),
S. lavendulae (NBA 43/10), S. humi (NBA 51/00) e S. gancidicus (NBA 55/19); M.
sediminicula (NBS 11/29) e M. tulbaghiae (NBA 65/00).

- Todos os isolados do presente estudo sdo interessantes biotecnologicamente,
sendo pela producdo de moléculas de atividade antibacteriana, antifingica,
lignocelulolitica ou pela producédo de pigmentos sollveis e/ou melanina, que podem

ser empregados em diversos setores industriais.

- Os isolados NBS 10/01, NBS 14/10, NBA 43/10 e NBA 55/19 produzem
moléculas com potencial para serem utilizadas no desenvolvimento de drogas que
atuam sobre linhagens multiresistentes, incluindo Acinetobacter baumannii e

Staphylococcus aureus MRSA.

- Todos os isolados produzem moléculas de atividade antifingica que podem

beneficiar setores agricolas ao combater fungos fitopatogénicos.

- Todos os isolados do estudo produzem enzimas lignoceluloliticas, algumas
identificadas como termoestaveis por ferramentas in silico. Estas enzimas constituem

boas candidatas para ensaios adicionais visando sua utilizacdo em setores industriais.

- As anotacdes funcionais evidenciaram o potencial dos isolados de produzirem

diferentes classes de moléculas em relac@o as suas espécies mais proximas.

- As andlises de anotacao in silico complementaram as triagens de atividades
bioldgicas, corroborando com resultados obtidos, mostrando possiveis clusters cripticos
ou de moléculas de atividades biol6gicas que nao foram triadas no presente estudo. Estes

dado constituem valiosa fonte de informacao para estudos futuros.
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ANEXOS

ANEXO A - Solucdes e meios de cultura.

1- Tampéo Fosfato (PBS) — pH 7.2 [10x]

NACHL. .o 82¢
NazHPO4.....cooiiiiiiiiiiiiiecee 10,59
NaH2PO4 + H20......coovviiiiiiii 3,50
HoO. ., g.s.p. 1000m|

Diluir 100 ml de PBS para cada 900 ml de H20 (Milli-Q).

2- Meio R2A

Extrato de levedura ...............cccooeoiiinne 3,09
Peptona.....cccoeiviiiiiii 0,59
Caseina hidrolisada...................ccoevnnnnnn. 0,59
DEXIIOSE. ... 0,59
Amido SOIUVEL.......cooveveeiiieiiiiee e 0,59
Piruvato de sédio.............ccovvvvvvvviinnnnnnnn. 0,39
K2HPO4. .o 20¢9
MOSO4. i 0,05¢
[ 1 g.s.p. 1000m|
Para meio sélido adicionar:

AGAr....o i 1509

3- Meio Caldo Amido Caseina/ Agar Amido Caseina: (SCB / SCA)

AmMIdo SOIUVEL........oevveiiiei e 10,0 ¢
CaseiNa .....vueeieieiiie e, 0,39
KINO ..ttt 2,09
NaCH...ooiiiiiiiie e 209
KoHPO4. .. 209
MOSO4. i 0,05¢
CaACO3. it 0,02 ¢
FeSO04 . TH20....iiiiiiiiieeiecccs 0,01g

o T L g.s.p. 1000m|
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Para preparar agar amido caseina (SCA), adicionar:

GlICOSE....vviiiiiiii e 10,09
Extrato de levedura ..........ccccceeveeeeeennnn. 3,09
Casaminoacidos ..........cceeeevvvieeeiivreennnn, 0,19
MQCI2.6H20.......ccoevviiiiiiiieeeeeeiiieeee, 10,12 g
H2O. e g.s.p. 1000ml
Para meio soélido adicionar:

AGAC...iiiii e 1509

5- Elementos traco utilizados nos meios
ISP 3,ISP 4,ISP5¢e ISP 7

FESO04. TH20.....c.cocoieeeeeeeeeereeenn, 01g
MNCl2 . 4H20...... e, 0,19
ZNSO4 . TH20.....coiiiiiiiiiiee e 01lg
H2O. e, g.s.p.100 mi
6—-ISP 2

Digestédo péptica de tecido animal ........... 5,0g
Extrato de levedura...........cccccooovvvvvvvvnnnne. 3,09
Extrato de malte............ccooevvvvvviiieceeennn. 3,09
DEXIOSE. ... 10,09
AGAC.. e 20,09
H2O. e g.s.p.1000 ml
7-1SP 3

Farinhade aveia...........ccocoeevveiiiniiinnnnns 20,09
AGAr oo 18,09
FESO4.7TH20 ... 0,001 ¢
Elementos trago............ccceevevvvvvvevevnnnnnn. 1,0ml

o T L g.S.p.1000 mi



8- ISP 4

Amido solUvel...........ooovvvviiiiiciiiiiieeee, 10,09
KoHPO4....ee 1049
MgSOa . 7TH20....ccoiiiiiiiiii e, 109
NACH .o 109
(NH4)2SO04 ..ovvvviieieeeiiiee e, 2,0¢g
07 101 O L TP 209
Elementos trago.........cccceeeeeiviieeeeeeeeeeee, 1,0 ml
AGAr ... 20,09
H2O. e g.S.p.1000 mi
9-ISP5

L-Asparaging .......ccceeeeeeeeeeeeeeeeenennnnne, 109
Glicerol ..., 10,0 g
K2HPOS oo 109
Elementos trago..........ccvvvveiiiineennennn. 1,0ml
AGAr. ... 20,09
H2O. e, g.s.p.1000ml
10- ISP 6

Extrato de levedura .............ccoooeie 10g
Peptona (animal)..........ccccoeeeeeiiiiinnnns 150¢g
Proteose peptona ......ccccoevevveviveveennnnnn. 5009
Citrato de amonio férrico ..................... 0,59
Fosfato dipotassico .........ccccceeviueneeennn. 109
Tiossulfato de sO6dio .........cceevvvvennennne. 0,08 g
AGAr....ciieiiiiie 15,09
H2O . e g.S.p.1000 ml
11-1SP 7
L-Asparagina........cccceeeeeeeeeeiiiiineeeeeennnn. 10g
L-TiroSiNa.......ccooeeeeeiiiiiie e, 059
KoHPO4.. e 0,59

MgSOa. 7TH20......omiiiiiiiiiieee 0,59
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NACL. .o 0,59
Elementos traco.........cccccvvvevieieeneeenn. 1,0 mi
AGAC....ciiiiii e 20,09
H2O. e g.S.p.1000 mi
12-1SP9

(NH4)2SO4 .cccoeieeiiiiiee 2,644
KoHPO4.. . 2,389
KHP204. .. o 565¢g
MgSO4. TH20....cceeiiiiiiiiiie e 109
Solugdo de saiS ......ccevvveevveviiiiiiiie, 1,0 ml
AGAC... i 15049
H2O. e g.S.p.1000 mi

Solucéo de sais:

CuSOa4 . 5H20.....cciiiiiiieeeeeee 0,649
FESO4. TH20 ...ovviiiiiiiiiiiieeeeeieeeee e 0,11 ¢
MNClz2 . 4H20......cciiiiieeee 0,799
ZN SO4. TH20.....coi i 0549
[ 1 L g.S.p.100 mi

13- Meio Fosfato Insoluvel

GlICOSE....oveveieci i, 50¢9
NHACH ..o 500
NACL ... 10g
MOSO4.7H20. ..o 109
Casz(PO4)2....ccccuiiiiiiie e 0,8¢
Yo T R 15049

Agua destilada............c..ocuc....... q.s.p 1000 ml

120



14- Meio CMC Agar

Carboximetilcelulose...............cceovvvvvennnnn. 109
NaNO3S..... e 0,59
KoHPO4.. .o 1049
MQSO4.7H20......euiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee, 05¢9
FeSO04. 7TH20 ..uuevviiiiiiiiiiiiiiis 0,01g
Extrato de levedura ..........cccccceeeieinennnnnn. 10g
AGAC... i 15049

H2O. e g.S.p.1000 mi
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ANEXO B - Arvore filogenética concatenada completa do género Streptomyces,

construida a partir dos genes atpD, gyrB, recA, rpoB e trpB.

gg | TICGMCC 4.1321|5. ornatus
32 [1 24|CGMCC 4.1626|5. erumpens
145|175|5. griseus
SICGMCC 4.1367|5. setonii

33

9% 13|CGMCC 4 1419|5. griseus subsp. griseus

42

43

g3

—33
207|NBRC 13350|5. grizeus subsp. grissus

14|CGMCC 4.1421|5. anulatus
EE[M|CGMCC 4.1782|5. prascox
29|CGMCC 4.1673|5. acrimycini
2B|CGMCC 4.1629|5. fimicarius
a3 125|CGMCC 4.1607|5. baamensis
44] I9|CGMCC 4.1836|5. caviscabies
46L 130|CGMCC 4 1938|5_flavofuscus
43|CGMCC 4 1596|5. mediolani
F( 2T|ICGMCC 4.1631|5. albovinaceus
38

46|CGMCC 4.1875]5. griseinus

93

ﬂ[ JCGMCC 4.0626|5. sindensnsis
1|CGMCC 4.1406]5. badius
23| CGMCC 4.1972|5. floridas

gs [ 2ICGMCC 4.0570|5. californicus
20l 141|CGMCC 4.1730|5. puniceus
139|CGMCC 4 .0610|5. parvus

99 |-— 40|CGMCC 4 182385, grisechrunnewus

126|CGMCC 4.1584|5. bacillaris
g5 — 20|CGMCC 4.1612|5. cyaneofuscatus

127|CGMCC 4.1635)5. cavourensis subsp. washingtonensis

1LMG 21390|5. luridiscabiei
202|D5M 40593)5. fulvissimus
- 25|CGMCC 4 168275, alboviridis
gs [ 15ICGMCC 4.1428|5_ microflavus
A1 [CEGMCC4.1843|5. microflavus

— SSJCM 9090|5 . fulvorcheus



g3

25JCM 9050|5. fulvorobeus
95 | 137|CGMCC 4 608|5. nitrosporeus
223 CGMCC 4. 1973|5. nitrosporeus
g7 | 138|CGMCC 4. B55)5. olivoviridis
93 1 2ITICGMCC 4.1739]5. olivoviridis
10|CGMCC 4.1405)5. atroclivaceus
gg 1 47|CGMCC 4.1884|5. flavogriseus
L33 L 131|CGMCC 4.0575|S. flavovirens
HlL 44|CGMCC 4.1864|S. griseclus
32|CGMCC 4.1747]S. mutomycini
27| ——— 16|CGMCC 4.1436|S. finlayi
|| - 45|CGMCC 4.1868|S. pratensis
a7y 230|Cald 193|5. pratenszis
| 233)w25 26/S. pratensis
65} 231|CGMCC 4.6829|5. pratensis
871 232|ch2|5. pratensis

4

199|DSM20150|5 . flavidovirens
77 ‘ —— 253|NRRL B-24574|5. scopuliridis

P 37TICGMCC 4.1832|S. laceyi
33 |: 62|CGMCC 4.1372|S. caeruleus

JBICGMCC 4.1833]5. aureus

|;D g3 —— S0|CGMCC 4.1924|5. tanashiensis

— 261|GIM4_0001]5. vietnamensis

a3

47

a2

1Z|CGMCC 4 1407|5. exfoliatus
—— 18|CGMCC 4 1526|5. venezuselas
— 18%|NRRL I1SP-5581|5. bikiniensis

&4 L —— 265|MREL 3426|5. wedmorensis

| 185|MNRRL ISP-5386|5. aursocirculatus
55 ‘ — 7|CGMCC 4.1441|5. kanamyceticus

182|MRRL B-2373|5. alboflavus
S54|CGMCC 4 19975, mauvecolor

gg r BI{CGMCC 4.1359]5. graminofaciens
_[ 136|CGMCC 4 135B|5. halstedii

——— 36|CGMCC 4 1799|5. peucetius
236|KAZE1|S. purpureus
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n ‘Ij 124|CGMCC 4.1632|S. atratus
33 132|CGMCC 4.1444|S. gelaticus

L 144|CGMCC 4.1146|S. sanglieri

26

4|CGMCC 4 1148|5. yanii
S2|CGMCC 4.1928|5. pulveraceus
93 250|CGMCC 4.1831|5. sanglieri
AJ|CGMCC 4 1749|5. spiroveriicillatus

213|NRRL ISP-5550|5. katras
g - 214|MRRL B-2774|5. lavendulae subsp. lavendulas

g
P MBA 43 10

# ————— 30|CGMCC 4.1679|5. cirratus
3 A5|CGMCC 4 1784|S_ subrutilus
= L——— 266|MRRL B-5414|5. xanthophasus
= g.i['lQ|CGMCC4.153~D|5_~.'irginiae
200|MRRL B-5419|5_flavotricini
53 49|CGMCC 4 1897]5. nojiriensis
9£51 ICGMCC 4 1926|5. spororaveus
gg | 201|NRRLB-16367|5. flavovariabilis
259|NRRL B-16380|5_variegatus
—— 211|MRRL ISP-54B2|5_ iakyrus
L Streptomyces olindensis DAUFPE 5622
152|772|5. afghaniensis
255|D5M 40738|5. somaliensis
212|CGMCC 4.1381|5. ipomoeae
ES—I: 268|NRRL B-1694 3|5 yerevanensis
193|NRRL B-12382|5. cinnabarinus
2B|CGMCC 4 1671|5. cyaneus
T4|CGMCC 4 1597]5. coerulescens
Streptomyces curacoi DSM 40107
238|NREL I15P-5133)5. resistomycificus
234 |NBRC 13075|5. prunicolor
135|CGMCC 4.1766]5. griseorubiginosus

33

13

I (& ]

129 CGMCC 4. 1604|5. clavifer
k) I: Streptomyces canus DSM 40017
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(5]

188|MA-4650|S. avermitilis
33 —— 190|ATCC 25435|5. bottropensis

| 251|57.22|S. scabiei

77 —— 221 |CGMCC 4_1990|5. neyagawasnsis

& 258|CGMCC 4.1787|5. torulosus

22|CGMCC 4.1624|5. bobili
228|CGMCC 4.1954|5_phasofaciens
5T|CGMCC 4.213|5. noursei
140|CGMCC 4 236|5. pluricolorescens

MNBA 55 19

#5 L Streptomyces gancidicus BES 13-15
Streptomyces thermocarboxydus NREL B-24316

256|MRRLB-24240|5. speibonase

—— MBS 14 02

203[ATCC 1467 2|5, ghanaensis

—— Z26|CGMCC4.1369)5. olivaceus

33 196|432 2 |5, coelicolor
BEEEZ|NHRL B-16381|5. violaceorubidus

—— 111|D5M 43032|5. sclerotialus

%5 NBA 51 00

Streptomyces humi MUSC 119

17 143|CGMCC 4.127]5. rubiginoschelvolus

2T0|K42|5. zinciresistens
—— 192|CGMCC 4.5798|5. chiorus
93 L 263|CGMCC 4.6824|5. virdis

b Streptomyces thermocoprophilus NREL B-24314

] 224|ATCC 14899|5. nodosus
216|C34 2013 |5. leeuwenhoekii

MBS 10 01

o 254|NRRL B-24310|5. seoulensis
39 I: 5

Streptomyces recifensis NREL B-3511

I 204|NREL B-2429|5. griseofuscus
gp — 142|CGMCC 4.1788|5. roseodiastaticus
229|MUSC 135|5. pluripotens

47

a9 _EEImCGMCC 4 .1866|5. hygroscopicus subsp. ossamyceticus

SE|CGMCC 4 2075, hygroscopicus subsp. angustmyceticus
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38 197|MRRL ISP-5529|5. durhamensis
- 134|CGMCC 4 320)S. globosus
B 131|NRRL B-2120|5. achromogenes subsp. achromogenes

&7 - 215|NRREL I5P-3487|5. lavenduligriseus

M|CGMCC 4.1693)5. argenteolus
1 5|CGMCC 4_1305|5. vinaceus
- E6|CGMCC 4.1320|5. galilasus
- 61 |CGMCC 4.1306|5. sioyasnsis
{43|CGMCC 4. 1845|5. griseus subsp. solvifaciens

169|FX.J2_339|5. albidoflavus

153|CR10|5. albidoflavus
zgf 122|DSM 40233|5. albidoflavus
43t 133|CGMCC 4.1968)5. globisporus subsp. globisporus
T1CGMCC 4.1585|5. albulus
ser— B6|CGMCC 4 1786]5. violens
39 |- 29|CGMCC 4.1929]5. purpurageneiscleroticus

99 SB|CGMCC 4. 1096|5. ochraceiscleroticus

a9

S3CGMCC 4.1991| 5. olivaceisclercticus

894 L—— Z29|1CGMCC 4.1748|S. niger

BY|ICGMCC 4 1873|5. hygroscopicus subsp. glebosus
92|CGMCC 4.1975|5. platensis

94|CGMCC 4.1993]5. libani subsp. nufus
BE|CGMCC 4.1414|5. ubercidicus

99

88|CGMCC 4.1915)5. hygroscopicus subsp. decoyicus
B4|CGMCC 4.1410|5. nigrescens

99 L 958|DSM 40555]5. libani subsp. libani

T2|CGMCC 4.1588|5. caniferus

33 184|CGMCC 4.1918|5. angustmyceticus

G CGMCC 4.1434|5. ramulosus

93

157

B1|CGMCC 4.1701|5. catenulae
TS|CGMCC 4 162B|5. albospinus
EB5|CGMCC 4.1412)5. lydicus
L &7|CGMCC 4.14135|5. chattanoogensis
99|D5SM 40819]5. kasugasnsis
33 L 191|NRRLB-2493|5. cellulcflavus

g3
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15 95 TOICGMCC 4. 1438|5. imosus subsp. nmosus
TT|CGMCC 4.1655]5. albofaciens
99 110|D5M 41801|5. monomycini
ag T8|CGMCC 4.1657|5. chrestomyceticus
B - 83|CGMCC 4 1T60|S. rimosus subsp. paromomycinus

ZB0|MRREL ISP-5346|S. varsoviensis

193|ATCC 27064|5. clavuligerus
220|NBR.C 13819|5. mobaraensis

gg | 97|0SM 40507]5. griseoverticillatus
103|D5M 41675|5. cinnamoneus

L 184|CGMCC 4.1084|5. cinnamonsus
96|DSM 40221|5. mashuensis

a5 | T8|CGMCC 416415 aureoversilis
BS|CGMCC 4.1783]5. rectiverticillatus
S0|CGMCC 419485, hiroshimensis

217|NRRL B-1968|5. lilacinus
TYCGMCC 4.1662|5. abikoensis

gg | [ BOICGMCC 4.1668|5. ehimensis
3 L 91|CGMCC 4.1974|5. luteoverticillatus

G0

26B|CNT32|S. yeochonensis

oy — 198|CGMCC 4.1985|5. ferralitis

ht

FH]

239|FXJ1.508-1)|5 rubrisoli
ag — 95|CGMCC 4.1994|5. kishiwadensis
L 218|NRRL B-16372|5. megasporus
SO|CGMCC 4.1244|5_ niger
183|NREL B-1811|5. albus subsp. albus
7 257|DSM 40104]5. sulphurews

267|5187|5. xinghaiensis



33 |: NBS 14 10
13

Streptomyces bingchenggensis BCW-1
—— 208[ATCC 53653|S. himastatinicus
105|DSM 41760|5. rhizosphaericus
109|DSM 417695, cangkringensis

104|D5M 41759|5. indonesiensis

106|05M 41751|5. asiaticus

237|NRRL 5491|5. rapamycinicus

107|DSM 41764]5. javensis

35 1 108|D5M 41766|5. vogyakartensis
g5t f2|CGMCC 4.1591|5. antimycoficus

101|D5M 41461|5. sporoclivatus

100|D5SM 40830|5. rutgersensis subsp. castelarensis
B2|CGMCC 4.1742|5. melanosporofaciens
GB|CGMCC 4.1423|5. viclaceusniger

g5 | B3[CGMCC 4.1377|5. endus

209 CGMCC 4 152715, hygroscopicus subsp. hygroscopicus
54|CGMCC 4.1761|5. sporocineraus

35 L 102|D5M 4160005 demainii

264|DSM 41686|5. vitaminophilus
34 | 205|MRRL B-3064|5. grisecplanus

| 206|MRRL ISP 5009|5. griseoplanus
— 128|CGMCC 4.1622|5. cinereorectus
99 219|NRRL B-2923|5. misakiensis

33 235|MRRL ISP-5283|5. purpeofuscus

225|NRRL B-1267|5. novascassareas

78

94 186|MRRL B-2657|5. aurecfaciens
23 | 187|MRREL B-3447|5_avellansus

252|D5M 41855|5. scabrisporus

0.03

Mycobacternium tuberculosis H37Ry
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ANEXO C - Analises taxondmicas complementares.

Tabela 1 - Resultado dos testes fisioldgicos do kit API® 20E

Teste

NBS 10/01

NBS 14/02

NBS 11/28

B-galactosidase

Arginina deidrolase

Lisina decarboxilase
Ornitina descarboxilase
Utilizac&o de citrato
Producao de H2S

Urease

Triptofano desaminase
Producéo de indol
Producéo de acetoina
Gelatinase

Fermentacéo da glicose
Fermentacdo de manose
Fermentacao de inositol
Fermentacéo de sorbitol
Fermentacdo de ramnose
Fermentacéo de sacarose
Fermentacéo de melibiose
Fermentacé@o amigdalin
Fermentacéo de arabinose

Reducéo de nitrato

+

+

+

Resultados positivos (+) / Resultados negativos (-)
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Tabela 2 - Resultado dos testes fisiol6gicos do kit API® Zym

Streptomyces Micromonospora
Enzima Avaliada NBS 10/01 NBS 14/02 NBS 11/28

Branco Incolor Incolor Incolor
Fosfatase alcalina ++ + R
Esterase (C4) - - T+
Esterase Lipase (C8) + - +
Lipase (C14) - - -
Leucina arilamidase ++ - -
Valina arilamidase - - -
Cistina arilamidase + - -
Tripsina - - -
a-Quimiotripsina - - -
Fosfatase acida +++ - -
Naftol-AS-Bi-fosfohidrolase ++ + +
a-galactosidase - - -
B-galactosidase - - R
B-glucoronidase - - -
a-glucosidase - - ++
B-glucosidase - - -
N-acetil-B-glucosaminidase +++ - -

a-manosidase

a-fucosidase

Resultados positivos: reagéo fraca (+), reacdo moderada (++), reagdo intensa
(+++). Resultados negativos (-)
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Tabela 3 — Andlise de perfil de acidos graxos dos isolado NBS 10/01.

131

RT | Response Ar/Ht RFact ECL | Peak Name Percent | Commentl Comment2
1.943 3.082E+8 | 0.030 7.001 | SOLVENT PEAK —- | <minrt
2.073 1277 | 0.027 7.250 —- | <minrt
2.185 588 | 0.025 7.463 —- | <minrt
2.232 2867 | 0.030 7.553 —- | <minrt
7.211 676 | 0.013 0.977 13.620 | 14:0iso ---- | <min ar/ht
8.712 7490 | 0.045 0.963 14.623 | 15:0iso 12.73 | ECL deviates 0.000 Reference 0.001
8.851 11122 | 0.044 0.962 14.713 | 15:0 anteiso 18.88 | ECL deviates 0.000 Reference 0.000
9.297 937 | 0.047 15.000 | 15:0 ---- | ECL deviates 0.000
10.072 2973 | 0.045 0.956 15.463 | 16:1iso H 5.02 | ECL deviates 0.002
10.350 20598 | 0.046 0.955 15.628 | 16:0iso 34.72 | ECL deviates 0.001 Reference -0.001
10.974 3921 | 0.046 0.953 15.999 | 16:0 6.60 | ECL deviates -0.001 Reference -0.002
11.707 1997 | 0.048 0.952 16.419 | Sum In Feature 9 3.36 | ECL deviates 0.003 17:1 iso w9c
11.887 3389 | 0.047 0.952 16.522 | 17:1 anteiso w9c 5.70 | ECL deviates -0.002
12.074 2109 | 0.048 0.952 16.630 | 17:0iso 3.55 | ECL deviates 0.000 Reference 0.002
12.239 4368 | 0.046 0.952 16.724 | 17:0 anteiso 7.34 | ECL deviates 0.001 Reference 0.003
12.530 1250 | 0.048 0.952 16.890 | 17:0 cyclo 2.10 | ECL deviates 0.002
13.600 717 | 0.048 17.498
13.779 1626 | 0.053 17.599
- 1997 -—- - ---- | Summed Feature 9 3.36 | 17:1iso w9c 16:0 10-methyl
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Figura 1 — Picos de identificacdo de acidos graxos do isolado NBS 10/01.
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Tabela 4 — Andlise de perfil de acidos graxos dos isolado NBS 11/28.

RT | Response | Ar/Ht RFact ECL | Peak Name Percent | Commentl Comment2
1.942 3.119E+8 0.030 - 6.995 | SOLVENT PEAK —- | <minrt
2.057 15848 | 0.024 ——-- 7.215 —— | <minrt
2.183 581 | 0.026 ——-- 7.455 - | <minrt
2.232 3105 | 0.030 ——-- 7.549 —— | <minrt
2.307 303 | 0.026 ——-- 7.692 —— | <minrt
2.711 1545 | 0.028 - 8.464 —- | <minrt
2.898 10544 | 0.028 ——-- 8.821 —— | <minrt
5.895 690 | 0.038 1.001 12.614 | 13:0iso 0.41 | ECL deviates Reference -0.002
7.209 1397 | 0.042 0.977 13.619 | 14:0iso 0.80 | ECL deviates Reference -0.002
8.391 933 | 0.040 0.965 14.418 | 15:1iso F 0.53 | ECL deviates
8.711 59469 | 0.043 0.963 14.624 | 15:0 iso 33.64 | ECL deviates Reference 0.001
8.851 3428 | 0.042 0.962 14.714 | 15:0 anteiso 1.94 | ECL deviates Reference 0.000
9.296 2746 | 0.042 ——-- 15.000 | 15:0 ---- | ECL deviates
10.349 24296 | 0.048 0.955 15.626 | 16:0 iso 13.63 | ECL deviates - | Reference -0.001
10.974 1066 | 0.046 0.953 15.998 | 16:0 0.60 | ECL deviates - | Reference -0.002
11.709 18934 | 0.050 0.952 16.422 | Sum In Feature 9 10.60 | ECL deviates 17:1iso w9c
11.896 456 | 0.040 0.952 16.530 | 17:1 anteiso w9c 0.26 | ECL deviates
12.072 17277 | 0.048 0.952 16.631 | 17:0iso 9.67 | ECL deviates Reference 0.000
12.234 5323 | 0.046 0.952 16.724 | 17:0 anteiso 2.98 | ECL deviates Reference 0.001
12.359 15906 | 0.048 0.952 16.796 | 17:1 w8c 8.90 | ECL deviates
12.715 12186 | 0.048 0.952 17.001 | 17:0 6.82 | ECL deviates Reference 0.001
13.441 6513 0.051 0.953 17.411 | 17:0 10-methyl 3.65 | ECL deviates
14.082 2515 | 0.052 0.953 17.772 | 18:1 w9c 1.41 | ECL deviates
14.479 1006 | 0.052 0.954 17.996 | 18:0 0.56 | ECL deviates - | Reference -0.004
15.169 1191 | 0.058 0.955 18.389 | 18:0 10-methyl, TBSA 0.67 | ECL deviates -
15.820 3646 | 0.051 0.956 18.760 | Sum In Feature 6 2.05 | ECL deviates 19:1 wl1c/19:1 w9c
15.892 3136 | 0.050 -—-- 18.800
16.245 1610 | 0.049 0.957 19.002 | 19:0 0.91 | ECL deviates Reference 0.001
---- 3646 - ---- ---- | Summed Feature 6 2.05 | 1911 19:1 w9c/19:1 willc
- 18934 -—- - ---- | Summed Feature 9 10.60 | 17:1iso w9c 16:0 10-methyl
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Figura 2 — Picos de identificacdo de acidos graxos do isolado NBS 11/28.
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Tabela 5 — Andlise de perfil de acidos graxos dos isolado NBS 14/02.

RT | Response Ar/Ht RFact ECL | Peak Name Percent | Commentl Comment2
1.943 3.041E+8 | 0.029 6.999 | SOLVENT PEAK —- | <minrt
2.073 1165 | 0.028 7.246 —- | <minrt
2.185 597 | 0.025 7.461 —- | <minrt
2.233 3074 | 0.030 7.552 —- | <minrt
7.209 9561 | 0.040 0.977 13.619 | 14:0iso 9.33 | ECL deviates 0.000 Reference -0.001
7.739 430 | 0.041 0.971 14.000 | 14:0 0.42 | ECL deviates 0.000 Reference -0.001
8.709 6905 | 0.042 0.963 14.623 | 15:0iso 6.64 | ECL deviates 0.000 Reference -0.001
8.851 21891 | 0.045 0.962 14.714 | 15:0 anteiso 21.03 | ECL deviates 0.001 Reference 0.000
9.299 575 | 0.040 15.001 | 15:0 ---- | ECL deviates 0.001
10.072 7151 | 0.046 0.956 15.462 | 16:1iso H 6.83 | ECL deviates 0.001
10.350 29712 | 0.047 0.955 15.627 | 16:0iso 28.34 | ECL deviates 0.000 Reference -0.001
10.674 5275 | 0.044 0.954 15.820 | Sum In Feature 3 5.03 | ECL deviates -0.002 16:1 w7c/16:1 wbc
10.974 4273 | 0.046 0.953 15.998 | 16:0 4.07 | ECL deviates -0.002 Reference -0.002
11.705 2741 | 0.049 0.952 16.419 | Sum In Feature 9 2.61 | ECL deviates 0.003 17:1 iso w9c
11.891 3986 | 0.051 0.952 16.526 | 17:1 anteiso w9c 3.79 | ECL deviates 0.002
12.072 2061 | 0.048 0.952 16.630 | 17:0iso 1.96 | ECL deviates 0.000 Reference 0.001
12.234 6808 | 0.043 0.952 16.724 | 17:0 anteiso 6.47 | ECL deviates 0.001 Reference 0.001
12.528 3671 | 0.049 0.952 16.892 | 17:0 cyclo 3.49 | ECL deviates 0.004
13.781 1228 | 0.059 17.602
- 5275 -—- - ---- | Summed Feature 3 5.03 | 16:1 w7c/16:1 wbc 16:1 w6c/16:1 w7c
- 2741 -—- - ---- | Summed Feature 9 2.61 | 17:1iso w9c 16:0 10-methyl
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Figura 3 — Picos de identificacdo de acidos graxos do isolado NBS 14/02.
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ANEXO D - Anotacéao funcional gerada pelo servidor RAST

Subsystem Feature Counts
m Cofactors, Vitamins, Prosthetic Groups, Pigments (279)
= MW Cell wall and Capsule (140)
W Virulence, Disease and Defense (56)
@ W Potassium metabelism (25)
= W Photosynthesis (0]
Miscellaneous (38)
W Phages, Prophages, Transposable elements, Plasmids (24)
Membrane Transport (67)
@MW Iron acquisition and metabolism (38)
RMA Metabolism (113)
W MNucleosides and Nucleotides (129)
Protein Metabolism (321)

/ @ MW Cell Division and Cell Cycle (35)

Matility and Chemaotaxis (5)

= W Regulaticn and Cell signaling (46)

Secondary Metabolism (6)

DMNA Metabolism (111)

W Fatty Acids, Lipids, and Isoprenoids (212)

@M Nitrogen Metabolism (70)

m Dormancy and Sporulation (18)

W Respiratien (157)
Stress Response (199)
Metabolism of Aromatic Compounds (33)
Amino Acids and Derivatives (593)
Sulfur Metabolism (39)
Phosphorus Metabolism (31)
Carbohydrates (447)

Figura 1 — Anotag&o funcional do isolado NBS 10/01. Foram anotados 34% de seus CDS (2161), sendo 2066
nao hipotéticos e 95 hipotéticos. 66% dos genes néo foram classificados (4241). Foram encontrados
6 CDS envolvidas na sintese dos metabdlitos secundarios lantionina e auxina.

HEEDDE
|

Subsystem Feature Counts
m Ceofactors, Vitamins, Prosthetic Groups, Pigments (293)
Cell wall and Capsule (149)
Virulence, Disease and Defense (55)
Potassium metabolism (15)
Photosynthesis (D)
Miscellaneous (23)
Phages, Prophages, Transposable elements, Plasmids (12)
Membrane Transport (101)
Iron acquisition and metabolism (49)
RNA Metabolism (83)
Mucleosides and Nucleotides (124)
Protein Metabolism (299)
Cell Division and Cell Cycle {10}
Motility and Chemotaxis (10)
Regulation and Cell signaling (76)
Secondary Metabolism (19)
DMA Metabolism (115)
Fatty Acids, Lipids, and Isoprencids (263)
Mitrogen Metabolism (39)
Dormancy and Sporulation (11)
Respiration (152)
Stress Response (185)
Metabolism of Aromatic Compounds (55)
Amino Acids and Derivatives (614)
Sulfur Metabolism (51)
Phosphorus Metabolism (48)
Carbohydrates (570)

Figura 2 — Anotacéo funcional do isolado NBS 14/02. Foram anotados 32% de seus CDS (2296), sendo 2203
n&o hipotéticos e 93 hipotéticos. 68% das CDS néo foram classificadas (4917) e 19 estao envolvidas

com a sintese de lantioninas, alcanos e moléculas TOMMSs.
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Subsystem Feature Counts

W Cofactors, Vitamins, Prosthetic Groups, Pigments (457)

m Cell wall and Capsule (173

W Virulence, Disease and Defense (84)

W Potassium metabaolism (22)

W Photosynthesis (0)
Miscellaneous (47)

W Phages, Prophages, Transposable elements, Plasmids (5)
Membrane Transport (141)

m Ircn acquisition and metabelism (59)
RNA Metabolism (120)

W Nucleosides and Nucleotides (147)
Protein Metabolism (381)

m Cell Division and Cell Cycle (8)
Motility and Chemotaxis (10)

m Regulation and Cell signaling (103)
Secondary Metabolism (24)
DMA Metabolism (145)

W Fatty Acids, Lipids, and Isoprenoids (514)

W Nitrogen Metabolism (52)

W Dormancy and Sporulation (14)

W Respiration (176)

Stress Response (228)

Metabolism of Aromatic Compounds (119)

Amino Acids and Derivatives (824)

Sulfur Metabolism (119)

Phosphorus Metabolism (52)

Carbohydrates (971)

Figura 3 — Anotacéo funcional do isolado do género NBS 14/10. Foram anotados 32% de seus CDS (3242),
sendo 3114 néo hipotéticos e 128 hipotéticos. 68% dos genes nao foram classificados (7109) e 24
estao envolvidas com a sintese lantioninas, auxina e moléculas TOMMs.
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Subsystem Feature Counts

Cofactors, Vitamins, Prosthetic Groups, Pigments (312)
Cell Wall and Capsule (147)

Virulence, Disease and Defense (71)
Potassium metabolism (18)
Photosynthesis (0)

Miscellaneous (38)

Phages, Prophages, Transposable elements, Plasmids (12)
Membrane Transport (122)

Iron acquisition and metabolism (44)
RNA Metabelism (114)

MNucleosides and MNuclectides (152)
Protein Metabolism (348)

Cell Division and Cell Cycle (41)

Motility and Chemotaxis (2)

Regulation and Cell signaling (59)
Secondary Metabolism (27)

DMA Metabolism (111)

Fatty Acids, Lipids, and Isoprencids (355)
Nitrogen Metabolism (78)

Dormancy and Sporulation (16)
Respiration (147)

Stress Response (179)

Metabolism of Aromatic Compounds (47)
Amino Acids and Derivatives (633)
Sulfur Metabolism (41)

Phosphorus Metabolism (39)
Carbchydrates (485)

Figura 4 — Anotag&o funcional do isolado NBA 43/10. Foram anotados 30% de seus CDS (2407), sendo 2311
nado hipotéticos e 96 hipotéticos. 70% dos genes ndo foram classificados (5722) e 27 estdo

envolvidas com a sintese de lantioninas, auxina,

moléculas TOMMs e &cido clavulanico.
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Subsystem Feature Counts

@MW Cofactors, Vitamins, Prosthetic Groups, Piogments (389)
m Cell wall and Capsule (181)

W Virulence, Disease and Defense (79)

@MW Potassium metabelism (31)

W Photosynthesis (D)

Miscellaneous (46)

W Phages, Prophages, Transpesable elements, Plasmids (18)
Membrane Transport (134)

@M Iron acquisition and metabolism (40)
RNA Metabolism (119)

W Mucleosides and Nucleotides (177)
Protein Metabolism (355)

@m Cell Division and Cell Cycle (43}

Motility and Chemotaxis (10)

@ m Regulation and Cell signaling (94)
Secondary Metabolism (20)

DMNA Metabolism (129)

W Fatty Acids, Lipids, and Isoprenoids (382)
@ W Nitrogen Metabelism (61)

m Dormancy and Sporulation (18]

W Respiration (217)

W Stress Response (255)

Metabolism of Aromatic Compounds (124)
Amino Acids and Derivatives (826)

Sulfur Metabolism (112)

Phosphorus Metabolism (73)
Carbohydrates (921)

Figura 5 — Anotacéo funcional do isolado NBA 51/00. Foram anotados 30% de seus CDS (3132), sendo 3010
ndo hipotéticos e 122 hipotéticos. 70% dos genes nado foram classificados (7578) e 20 estao

envolvidas com a sintese de lantioninas, auxina, paerucumarim e alcaloides.

Subsystem Feature Counts

Cofactors, Vitamins, Prosthetic Groups, Pigments (295)
Cell Wall and Capsule (140)

Virulence, Disease and Defense (66)
Potassium metabolism (17)
Photosynthesis (0]

Miscellaneous (16)

Phages, Prophages, Transposable elements, Plasmids (4)
Membrane Transport (94)

Iron acquisition and metabolism (329)
RNA Metabolism (86)

Mucleosides and Nucleotides (122)
Protein Metabolism (306)

Cell Division and Cell Cycle (38)

Motility and Chemotaxis (9]

Regulation and Cell signaling (64)
Secondary Metabolism (7)

DMNA Metabolism (126)

Fatty Acids, Lipids, and Isoprencids (192)
Nitrogen Metabolism (26)

Dormancy and Sporulation (20)
Respiration (134)

Stress Response (174)

Metabelism of Aromatic Compounds (34)
Amino Acids and Derivatives (568)

Sulfur Metabolism (58)

Phosphorus Metabolism (37)
Carbohydrates (597)

Figura 6 — Anotacéo funcional do isolado NBA 55/19. Foram anotados 33% de seus CDS (2170), sendo 2071
nao hipotéticos e 99 hipotéticos. 67% dos genes nao foram classificados (4409) e 7 estéo envolvidas

com a sintese de lantioninas e acido clavulanico.
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Subsystem Feature Counts
Cofactors, Vitamins, Prosthetic Groups, Pigments (256)
Cell wall and Capsule (145)

Virulence, Disease and Defense (61)
Potassium metabolism (16)
Photosynthesis (0)

Miscellaneous (40)

Phages, Prophages, Transpesable elements, Plasmids (D)
Membrane Transport (109)

Iron acquisition and metabolism (4)
RMA Metabolism (80)

Mucleosides and Mucdleotides (73)

Protein Metabolism (251)

Cell Division and Cell Cycle (29)

Matility and Chemaotaxis (5)

Regulation and Cell signaling (43)
Secondary Metabolism (9)

DMA Metabolism (109)

Fatty Acids, Lipids, and Isoprenocids (181)
Mitrogen Metabolism (18)

Dormancy and Sporulation (8)
Respiration (112)

Stress Response (131)

Metabolism of Aromatic Compounds (34)
Amino Acids and Derivatives (376)
Sulfur Metabclism (26)

Phosphorus Metabolism (34)
Carbohydrates (323)

Figura 7 — Anotagé&o funcional do isolado NBS 11/28. Foram anotados 32% de seus CDS (1705), sendo 1627
nao hipotéticos e 78 hipotéticos. 68% dos genes nao foram classificados (3651) e 9 estéo envolvidas
com a sintese de lantioninas e moléculas TOMMs.

Subsystem Feature Counts

Cofactors, Vitamins, Prosthetic Groups, Pigments (269)
Cell Wall and Capsule (121)

virulence, Disease and Defense (52)
Potassium metabolism (17)
Photosynthesis (0)

Miscellaneous (41)

Phages, Prophages, Transposable elements, Plasmids (0]
Membrane Transport (105)

Iron acquisition and metabolism (6)

RMA Metabolism (83)

Nucleosides and Muclectides (99)

Protein Metabolism (264)

Cell Division and Cell Cycle (30)

Motility and Chemotaxis (9)

Regulation and Cell signaling (45)
Secondary Metabolism (6)

DMNA Metabolism (107)

Fatty Acids, Lipids, and Isoprenoids (259)
Nitrogen Metabolism (18)

Dormancy and Sporulation (2]
Respiration (109)

Stress Response (117)

Metabolism of Aromatic Compounds (32)
Amine Acids and Derivatives (500)
Sulfur Metabolism (32)

Phosphorus Metabolism (40)
Carbohydrates (499)

Figura 8 — Anotacéo funcional do isolado NBS 11/29. Foram anotados 34% de seus CDS (1899), sendo 1824
nao hipotéticos e 75 hipotéticos. 66% dos genes nao foram classificados (3790) e 6 estéo envolvidas
com a sintese de lantioninas e moléculas TOMMs.
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Subsystem Feature Counts

Cofactors, Vitamins, Prosthetic Groups, Pigments (284)
Cell wall and Capsule (117)

\irulence, Disease and Defense (55)
Potassium metabolism (15)
Photosynthesis (D)

Miscellaneous (38)

Phages, Prophages, Transpesable elements, Plasmids (0)
Membrane Transport (108)

Iron acquisition and metabolism (27)
RNA Metabolism (76)

Mucleosides and Nuclectides (100)
Pretein Metabolism (280)

Cell Division and Cell Cycle (20)

Motility and Chemotaxis (6)

Regulation and Cell signaling (45)
Secondary Metabolism (7)

DMA Metabolism (116)

Fatty Acids, Lipids, and Isoprenocids (187)
Nitrogen Metabolism (19)

Dormancy and Sporulation (1)
Respiration (115)

Stress Response (103)

Metabolism of Aromatic Compounds (25)
Amino Acids and Derivatives (426)
Sulfur Metabelism {39)

Phosphorus Metabolism (32)
Carbohydrates (488)
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Figura 9 — Anotacéo funcional do isolado NBA 65/00. Foram anotados 32% de seus CDS (1899), sendo 1824
nao hipotéticos e 75 hipotéticos. 68% dos genes ndo foram classificados (3790) e 7 genes estao

envolvidas com a sintese de lantioninas.



ANEXO E - Anotacéao funcional gerada pelo pipeline antiSMASH
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Tabela 1 — Distribuic&do de clusters nos genomas dos isolados e suas linhagens de referéncia mais

préximas
NBS NBS NBS NBA NBA NBA NBS NBS NBA

Cluster 10/01 A 14/02 B 14/10 C 43/10 D 51/00 E 55/19 = 11/28 G 11/29 H 65/00 |

PKS | 3 5 9 3 15 7 12 16 4 4 5 0 0 10 0 0
PKS I 2 0 2 1 1 1 2 2 3 3 2 2 1 0 0 1 0 0
PKS Il 1 3 0 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
OtherkS 0 0 0 0 2 1 0 0 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0
Bacteriocinas 3 3 1 1 3 3 2 1 4 2 3 3 1 0 2 0 0 0
NRPS 3 2 6 3 6 1 6 6 7 15 1 0 2 4 0 2 0 2
Lantipeptideos 0 0 2 1 2 2 1 0 3 1 2 1 1 0 0 0 3 1
Butirolactonas 0 0 2 1 1 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Terpenos 2 6 2 1 5 3 4 3 4 7 2 3 3 4 4 4 4 4
Sideréforos 2 2 2 2 4 2 3 3 3 2 2 2 0 0 1 0 1 1
Ectoinas 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0
Melaninas 2 0 0 0 0 0 2 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Fenazina 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0
Nucleosideos 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Hibridos 6 8 11 7 24 29 13 7 8 9 4 0 7 5 11 4 6 7
Total 25 30 39 21 65 52 45 41 40 45 24 20 16 14 29 13 15 16

A: S. leeuwenhoekii C34(2013)"; B: S. speibonae NRRL B-2424QT; C: S. bingchenggensis BCW-1T, D:
S. lavendulae NRRL B-2774T; E: S. humi MUSC 1197; F: S. hygroscopicus subsp. angustmyceticus
CGMCC 4.207T; G: M. siamensis DSM 45097T; H: M .sediminicola DSM 457947 e I: M. tulbaghiae DSM

451427

Tabela 2 - Clusters com maior porcentagem de genes similares em Streptomyces NBS10/01

Classificacéo
Ectoina
PKS Il
Melanina
Melanina
Siderophore
PKS Il
Butirolactona-Terpeno
Terpeno

Inicio

65770
66288
523190

1

47688
305637

1236

81208

Final

76168
108798
561674

20701
101391
354318

23527
102128

Cluster conhecido mais
semelhante

Ectoina

Pigmento de esporo

Melanina

Melanina

Desferrioxamina B

Rubromicina
y-butirolactona
Albaflavenona

% de genes
similares

75%
83%
71%
60%
100%
92%
100%
100%

“Inicio” e “final” referem se a localizagao do cluster dentro do genoma



Tabela 3 - Clusters com maior porcentagem de genes similares em Streptomyces NBS14/02
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Classificagao
Sacarideo
Sacarideo-Terpene
Butirolactona
Terpeno

Sideroforo
Sacarideo-Terpeno
PKS Il

NRPS

PKS lll-sacarideo-fosfoglicolipideo-
Nucleosideo-NRPS-PKS |

Melanina-sacarideo
PKS |

Inicio
376693
360616
116817
126686

18812
225138
183883

20155

89799

87549
1

Final

411687
399190
131337
147873
50419
269839
221859
78247

236868

121279
4457

Cluster conhecido mais

semelhante
Caprazamicina

Carotendide
y-butirolactona
Albaflavenona

Desferrioxamina B
Hopeno
Resistomicina
Antimicina
Moenomicina
Melanina
Micromonolactamico

71%
63%
100%
100%
83%
76%
7%
100%
100%
80%
100%

% de genes
similares

Tabela 4 - Clusters com maior porcentagem de genes similares em Streptomyces NBS14/10

Classificagao

Cluster conhecido mais

% de genes

Tabela 5 - Clusters com maior porcentagem de genes similares em Streptomyces NBA 43/10

Siderophore
Terpeno

PKS Il

PKS |
Terpeno-sacarideo
Ectoina

Inicio Final
523345 549430
54190 75332
769925 812431

1 107531
86229 128547
69266 89161

semelhante
Desferrioxamina B

2-metilisoborneol
Pigmento de esporo
Nanchangmicina
Geosmina

Ectoina

similares
100%

100%
83%
78%

100%

100%

Classificacao
Melanina
Sideroforo
Outro
PKS Il-Butirolactona
Terpeno-melanina
Terpeno-sacarideo
PKS IlI-Bacteriocina
PKS I
NRPS
PKS Il
PKS |

Inicio
19427
159278
40921
110348
32000
3655
150623
1
9718
16618
1

Final

86718
175699
156771
156938
108268

33796
206230

48723

82685

57765

26031

Cluster de produto mais

semelhante
Melanina

Desferrioxamina B
Auricina
Auricina
Melanina
Hopeno

Feganomicina
Pigmento de esporo
Pigmento de esporo

Alquilresorcinol
Micromonolactamico

% de genes

similares
100%

83%
93%
68%
100%
61%
71%
66%
66%
66%
100%




141

Tabela 6 - Clusters com maior porcentagem de genes similares em Streptomyces NBA 51/00

Classificagcdo
PKS Il
Ectoina
Melanina-Terpeno
Terpeno-sacarideo
Lantipeptideo
Sidero6foro
Terpeno
PKS I

Inicio
430588
893108

67911

66228
198538
218682

9809

47914

Final

473097
903536
89605
96630
243911
231111
31023
90535

Cluster conhecido
mais semelhante

Pigmento de esporo
Ectoina
Melanina
Hopeno
Venezuelina
Desferrioxamina B
Albaflavenona
Mensacaricina

% de genes
similares

83%
75%
71%
92%
100%
83%
100%
84%

Tabela 7 - Clusters com maior porcentagem de genes similares em Streptomyces NBA 55/19

Classificacao
Terpeno

Ectoina

Siderdéforo

NRPS-OutrosKS-
Oligossacarideo

PKS |
Sacarideo
PKS I

PKS Il
NRPS-PKS |

Inicio
187474

60440
75607

1

1
258354
276105
116121
216252

Final

208565
71582
89168

53926

14494
315066
327321
167013
268917

Cluster conhecido
mais semelhante

Albaflavenona
Ectoina
Desferrioxamina B

Naftiridinomicina

Halstoctacosanolideo
Pigmento de esporo
Pigmento de esporo
Alquilresorcinol
Antimicina

% de genes
similares

100%
75%
100%

60%

7%

75%
83%
100%
100%

Tabela 8 - Clusters com maior porcentagem de genes similares em Micromonospora NBS 11/28

Cluster conhecido mais

Classificagao Inicio Final
PKS Il 889554 930804
Terpeno 277169 295357

Sacarideo 390345

412633

semelhante

Alquil-O-Dihidrogeranil-
Metoxihidroquinonas

Sioxantina

Sioxantina

% de genes
similares

71%
80%
100%
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Tabela 9 - Clusters com maior porcentagem de genes similares em Micromonospora NBS 11/29

Cluster conhecido mais % de genes

Classificagcdo Inicio Final semelhante similares
Sideroforo 592912 599576 Desferrioxamina B 60%
Terpeno 390079 411041 Sioxantina 80%
PKS | 1 32388 Meridamicina 60%
PKS Il 1 30792 Alquil-O-Dihidrogeranil- 71%

Metoxihidroquinonas

NRPS PRSITOIgossacalideosy ,-,5, 501371 Rubradirina 829%

Aminocoumarin

Tabela 10 - Clusters com maior porcentagem de genes similares em Micromonospora NBA 65/00

Classificagao Inicio Final Cluster conhecido mais semelhante % de genes similares
Terpeno 545884 566810 Sioxantina 80%
PKS 111 53291 94352  Alquil-O-Dihidrogeranil-Metoxihidroquinonas 71%

Sacarideo 401069 431104 Sioxantina 62%




