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RESUMO

ASSIS, Maria Eduarda Leandro, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, marco de
2023. Analise de condicoes in vitro para producao de metabdlitos secundarios
por Streptomyces noursei CAB-C 50. Orientadora: Denise Mara Soares Bazzolli.
Coorientador: Rébson Ricardo Teixeira.

A busca por novos bioinsumos que impulsionam a consolidacdo de uma agricultura
mais sustentavel € uma realidade crescente em escala global. Os insumos bioativos
ou bioinsumos sdo produtos de origem vegetal, animal ou microbiana, que agregam
beneficios ao setor agropecuario, seja no controle de pragas e doencas ou na
promocao do desenvolvimento vegetal. Entre os microrganismos promissores para
formulacado de bioinsumos podemos destacar o género Streptomyces devido a sua
capacidade de produzir uma ampla gama de metabdlitos secundarios de potencial uso
biotecnoldgico. Este trabalho teve como objetivo investigar a producao de metabdlitos
secundarios pela linhagem Streptomyces noursei CAB-C 50 em meios de cultivo
suplementados e nao suplementados com o extrato de composto organico (ECO)
produzido pela empresa Sitio Barreiras, Bahia - Brasil. Desta forma, foram utilizados
0s meios de cultura: ISP-2, ISP-2+ECO, M+G+ECO, M+G, M+ECOQO. Para estas
condicoes foi aferido alteracdes de pH, analise de unidades formadoras de colénia
(UFC.mL" ), alteragbes morfolégicas com auxilio do microscépio eletronico de
varredura (MEV) e producdo de biomassa. Posteriormente, foi obtido o extrato
organico utilizando acetato de etila e os metabolitos secundarios foram caracterizados
por cromatografia de camada delgada (CCD) e identificados por cromatografia liquida
de ultra eficiéncia (UHPLC) acoplado ao espectrofotdmetro de massas (HRMS).
Realizamos atividade de biocontrole de Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Foc) com
0 sobrenadante e o extrato obtido ap6s o crescimento de S. noursei CAB-C50.
Inspecionamos o genoma de S. noursei CAB-C50 para deteccao de grupos génicos
codificadores de metabolitos secundarios com os bancos de dados antiSMASH 7.0 e
BAGEL4. Verificamos que espécie S. noursei CAB-C 50 quando cultivadas em meio
ISP-2 e ISP-2+ECO o pH final foi mais alcalino, os demais meios o pH final ficou mais
préximo a neutralidade. Observou-se alteracdo na pigmentacao ap6s quatorze dias
de crescimento, ndo sendo influenciado pela presenca ou ndo de ECO. Nos meios de
cultura ISP-2 e ISP- 2+ECO, a producdo de massa seca foi maior que nos meios



M+G+ECO, M+G e M+ECO. Os meios ISP-2, ISP-2+ECO e M+G+ECO apresentaram
uma populagdo de 106 UFC.mL -1 e os meios de cultivos M+G e M+ECO uma
populacédo de 10* UFC.mL -1. Essa diferenca pode estar relacionada a maior produgéo
dos esporos. A andlise de MEV revelou hifas com padrdao de enovelado e producéo
de esporos de aspecto espiculado em todas as condi¢des investigadas. A maior taxa
de inibicdo de Foc foram observadas nos extratos e sobrenadantes obtidos a partir do
cultivo em meio ISP-2. A atividade do sobrenadante foi maior do que o extrato. Através
das analises de UHPLC- HRMS foi possivel identificar a presenca de duas
substancias de interesse biotecnologico produzidas por S. noursei CAB-C 50, a
anisomicina e um alcaloide bisinddlico. A predicdo de genes envolvidos na biossintese
de metabdlitos por S. noursei CAB-C 50 revelou um grande arsenal para producao de
compostos bioativos caracterizados e alguns ainda nao descobertos. Streptomyces
noursei CAB-C 50 é uma linhagem promissora para aplicacédo biotecnologica, tendo a
capacidade para produgcdo de uma gama de bioativos que precisa ser explorada e

investigada em condigdes in vivo.

Palavras-chave: Actinobactérias. Bioinsumos. Fusariose. Bananicultura.



ABSTRACT

ASSIS, Maria Eduarda Leandro, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, March, 2023.
Analysis of in vitro conditions to produce secondary metabolites by
Streptomyces noursei CAB-C 50. Adviser: Denise Mara Soares Bazzolli. Co-adviser:
Robson Ricardo Teixeira.

The search for new bio-inputs that drive the consolidation of more sustainable
agriculture is a growing reality on a global scale. Bioactive inputs or bio-inputs are plant
products, of animal or microbial origin, which add benefits to the agricultural sector,
whether in the control of pests and diseases or in the promotion of plant development.
Among the promising microorganisms for the formulation of bio-inputs, we can
highlight the genus Streptomyces due to its ability to produce a wide range of
secondary metabolites of potential biotechnological use. This work aimed to
investigate the production of secondary metabolites by the strain Streptomyces noursei
CAB-C50 in culture media supplemented and not supplemented with organic
compound extract (ECO) produced by the company Sitio Barreiras, Bahia - Brazil.
Thus, the following culture media were used: ISP-2, ISP-2+ECO, M+G+ECO, M+G,
M+ECO. For these conditions, changes in pH, analysis of colony forming units
(CFU.mL"), morphological changes with the aid of a scanning electron microscope
(SEM), and biomass production were measured. Subsequently, the organic extract
was obtained using ethyl acetate and the secondary metabolites were characterized
by thin-layer chromatography (TLC) and identified by ultra-performance liquid
chromatography (UHPLC) coupled to a mass spectrophotometer (HRMS). We carried
out biocontrol activities for Fusarium oxysporum f. sp. cubense (Foc) with the
supernatant and the extract obtained after the growth of S. noursei CAB-C50. Was
inspected the genome of S. noursei CAB-C50 for the detection of gene clusters
encoding secondary metabolites with the antiSMASH 7.0 and BAGEL4 databases. We
verified that the species S. noursei CAB-C50 when cultivated in ISP-2 and ISP-2+ECO
medium the final pH was more alkaline, in the other media the final pH was closer to
neutrality. A change in pigmentation was observed after fourteen days of growth, not
being influenced by the presence or absence of ECO. The dry mass production was
higher in the ISP-2 and ISP-2+ECO culture media than in the M+G+ECO, M+G, and
M+ECO media. The ISP-2, ISP-2+ECO, and M+G+ECO media had a population of



108 CFU.mL' and the M+G and M+ECO culture media had a population of 104
CFU.mL". This difference may be related to the greater production of spores. SEM
analysis revealed hyphae with a coiled pattern and the production of spiculated spores
in all investigated conditions. The highest Foc inhibition rates were observed in extracts
and supernatants obtained from cultivation in ISP-2 medium. The activity of the
supernatant was greater than that of the extract. Through the UHPLC-HRMS analyses,
it was possible to identify the presence of two substances of biotechnological interest
produced by S. noursei CAB-C50, anisomycin and a bisindole alkaloid. The prediction
of genes involved in the biosynthesis of metabolites by S. noursei CAB-C50 revealed
a large arsenal for the production of characterized bioactive compounds and some are
still undiscovered. Streptomyces noursei CAB-C50 is a promising strain for
biotechnological application, having the capacity to produce a range of bioactive that

needs to be explored and investigated under in vivo conditions.

Keywords: Actinobacteria. Bioinsumes. Fusariosis. Banana farming
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1. INTRODUCAO

A banana € uma fruta com alto valor nutritivo, sendo a mais consumida no
Brasil, com consumo médio no pais de cerca de 25 quilos per capita por ano. No
cenario mundial, o Brasil ocupa a quarta posicdo na producado, perfazendo uma
producao de 7 milhdes de toneladas em 2021 (CNA, 2021).

Assim como todas as plantagbes agricolas, commodities ou nao, a
bananicultura é afetada por uma ampla gama de doencas, que se nao controladas
sdo capazes de comprometer gravemente a produgao, gerando grandes perdas
econOémicas. As principais doencas da bananicultura sdo causadas por fungos, no
entanto outros agentes como virus, bactérias e acaros podem impactar
significativamente o setor (DA SILVA et al., 2016).

Na bananicultura sdo empregados diferentes tipos de controle e manejo de
doencas, na maior parte das vezes de forma integrada. No entanto, nos ultimos anos,
o controle bioldgico tem se destacado ao que se refere ao controle de pragas e
doencgas agricolas. Dessa forma, os insumos biolégicos ou biocinsumos tem se
consolidado como uma alternativa importante. Bioinsumos podem ser
microrganismos, materiais vegetais, organicos ou naturais que podem ser utilizados
para combater pragas e doencas e/ou para melhorar a fertilidade do solo e a
disponibilidade de nutrientes para as plantas (SHANKAR; SINGH; MONDAL, 2016,
MOHITE et al., 2019).

O mercado de bioinsumos se encontra em constante ascensao em todo mundo,
sendo avaliado em torno de 10,6 bilhdes de ddlares no ano de 2021, e com projecéo
de aumento para 18,5 bilhdes de ddlares no ano de 2026. O Brasil, devido a sua
grande biodiversidade, € um dos paises que se destacam na producdo desses
insumos. Assim, em 2021 o Programa Nacional de Bioinsumos foi criado pelo
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) com o objetivo de
impulsionar ainda mais o crescimento desse mercado no territorio brasileiro através
da elaboracéo de protocolos a serem seguidos pelos agricultores, investimento em
infraestrutura e capacitacdo de mao de obra especializada (MAPA, 2021).

Entre os microrganismos que podem ser utilizados para biocontrole, 0 género
bacteriano Streptomyces merece destaque pelo seu reconhecido valor biotecnolégico.
No entanto, nenhum produto gerado por esses microrganismos € comercializado com
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esta finalidade no Brasil. Reconhecidamente, Streptomyces spp sao capazes de
produzir uma gama de metabdlitos secundarios que podem agregar valores na
protecdo das plantas, como a banana, seja no controle biolégico ou na promoc¢ao do
crescimento vegetal (LI et al., 2021).

Considerando o género Streptomyces como importantes bactérias do ponto de
vista biotecnolégico, com significativa plasticidade na produc¢ao de novos metabdlitos
secundarios, o presente trabalho tem como objetivo analisar o perfil de crescimento e
producdo de metabdlitos secundarios por S. noursei CAB-C 50 em diferentes
combinagdes entre meios de cultura e um extrato de composto organico (ECO),
identificar e caracterizar in silico os genes biossintéticos envolvidos na producao de
metabdlitos secundarios e avaliar a melhor condigdo de crescimento que potencialize
a producao de um numero maior de metabdlitos que podem atuar tanto no controle

bioldégico como na promog¢ao de crescimento vegetal.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. A banana e sua origem

A banana que tem como nome cientifico Musa spp. teve sua domesticacao
iniciada ha cerca de 7.000 anos atras tendo suas origens na Asia Meridional em
regides da india e da Malésia, e, desde ento, a cultura se disseminou pelos demais
paises, se concentrando nas regides de clima tropical quente, onde é cultivada
durante todo o ano como fonte de alimento, de renda e subsisténcia, sobretudo para
produtores familiares de micro e pequeno porte (DEBNATH et al., 2019; ZHONGMING
et al., 2020).

A banana apresenta uma excelente aceitacao pela populagao global e agrega
um alto valor nutritivo, com altos niveis de potassio apresentando também outros
minerais como magnésio, fésforo, calcio, ferro e cobre, assim como também possui
baixos teores de lipidios, sendo rica em fibra alimentar, vitaminas A e do complexo B
e C, além de apresentar trés tipos diferentes de agucares naturais, sacarose, frutose
e glicose (SOUSA et al, 2012).

De acordo com dados disponibilizados pela Organizagdo das Nagdes Unidas
para a Alimentacéo e Agricultura, a taxa de exportagdo mundial de banana em 2022
foi de 16,6 milhdes de toneladas. No entanto, a producao de banana sofreu uma queda
em relagédo a 2021 de aproximadamente 1,2 milhdes de toneladas. Dentre os fatores
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que colaboraram para essa queda, podemos citar as condigdes climaticas, o alto custo
dos defensivos agricolas e a propagagéao de doengas que podem afetar gravemente
a taxa de produgéo, como a fusariose TR4 (FAO, 2022).

O Brasil por sua vez, é o quarto maior produtor de bananas do mundo, com
uma producgéo de 7 milhdes de toneladas da fruta no territério nacional em 2021 e o
mercado da fruta registra cerca de 13,8 bilhdes de reais por ano. Considerada a fruta
mais consumida no pais, a banana além de contribuir para uma alimentacao saudavel
devido ao seu alto valor nutricional, agrega também um importante fator social através
da geracao de emprego aos brasileiros (SALATI, 2021).

O clima tropical apresentado pelo territorio brasileiro oferece condi¢cdes
satisfatorias para o cultivo de bananas, o que justifica o pais ocupar o quarto lugar na
producdo mundial, sendo a maior parte do plantio destinada ao mercado interno. Os
estados que mais se destacam na producéo brasileira sdo o estado de Sdo Paulo com
1 milh&o de toneladas seguido da Bahia com 869 mil toneladas e Minas Gerais com
791.7 mil toneladas (IBGE, 2021; PEREIRA et al., 2022).

A bananicultura requer condicdes de temperatura ambiente em torno de 28 °C,
sendo que temperaturas inferiores a 15 °C ou superiores a 35 °C se tornam um fator
limitante para desenvolvimento da cultura devido a paralisia das atividades fisiolégicas
e desidratacao das folhas (DE OLANDA SOUZA et al., 2020). A elevada taxa de
luminosidade € necessaria para o completo desenvolvimento, fato que esta
diretamente relacionado com sua taxa de fotossintese, favorecendo assim o seu
crescimento. Além disso, uma alta concentracdo de umidade também proporciona um
melhor desenvolvimento da planta (BORGES, 2006; NOMURA et al., 2013).

2.2. Principais doencas que acometem as bananiculturas

As plantagdes estdo sempre sofrendo ameagas por uma grande diversidade de
pragas (STEPHAN et al., 2022). Assim, a bananicultura também enfrenta varios
problemas em relagdo ao controle de doencgas causadas por bactérias, virus, fungos
e acaros responsaveis por causarem grandes danos econdmicos as culturas (DA
SILVA et al., 2016).

Essas doencas limitam o desenvolvimento das bananiculturas de forma
consideravel prejudicando processos metabdlicos importantes que estao relacionados
ao desenvolvimento da planta e a producgéo de seus frutos. Tal realidade faz com que
ocorra 0 aumento do uso de produtos quimicos para o controle dessas doencas;
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entretanto, quando usados de maneira indiscriminada, podem acarretar riscos ao
homem, ao meio ambiente e selecionar pragas resistentes (KRUSCHEWSKY, 2019).

Entre os microrganismos que constantemente acometem as plantagcées de
banana podemos citar: Fusarium oxysporum f. sp. cubense, agente causador da
Fusariose da bananeira; Mycospharella musicola, agente causador da Sigatoka-
amarela; Pseudocercospora fijiensis, causador da Sigatoka-negra; Ralstonia
solanacearum, responsavel pela doenga conhecida como Moko da bananeira, sendo
considerada uma das principais enfermidades que atacam as bananeiras no
Amazonas; e o inseto Cosmopolites sordidus, agente causal do popularmente
conhecido Moleque-da-bananeira. Além destes, as bananeiras também podem ser
atacadas por uma diversidade de nematoides que podem causar danos desde a
diminuicao da quantidade de raizes, ao amarelamento foliar, assim como a diminuicao
da producao de frutos (FLORENTINO, 2020; MACEDO-RAYGOZA et al., 2019;
ALVAREZ, 2020).

Dentre essas doencas, as culturas de bananas vém sendo ameacadas de
maneira global principalmente pela disseminagéo da fusariose da bananeira causada
pelo fungo fitopatogénico Foc, que possui 4 racas classificadas de acordo com o tipo
de hospedeiro (cultivar), sendo as racgas 1,2 e 4 especificas da bananeira (DE MAIO
et al., 2021).

2.3. Fusarium oxysporum f.sp cubense (Foc) e a fusariose da bananeira

A fusariose da bananeira causada pelo Foc foi relatada pela primeira vez por
Earlier Bancroft em 1876 na Australia (BANCROFT, 1876), sendo também descrita
por Higgins 1904, que demonstrou os danos apresentados pelas bananeiras doentes,
como amarelamento e murcha, sendo gravemente letal (HIGGINS, 1904).

Atualmente o Foc é classificado em quatro racas, sendo que apenas trés
dessas ragas sao capazes de afetar as bananeiras. O Focraca 1, que causa doencgas
na cultivar Gros Michel e Lady Finger, ocasionou a destruicao do cultivar 'Gros Michel'
durante o século XX e teve que ser substituida por cultivares resistentes a essa raca,
cultivar essa conhecida como Cavendish. O Focraga 2, além de conseguir infectar os
mesmos cultivares que a raca 1, afeta a cultivar Bluggoe. Ja o Foc raca 4 no contexto
atual & a mais problematica por capaz de causar doenca na maioria dos cultivares,
incluindo a Cavendish. O Focraga 3 por sua vez ndo é considerado infectante para O
género Musa, sendo capaz de causar danos apenas em Heliconia spp, plantas
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popularmente ornamentais (STOVER, 1962; WARMAN; AITKEN, 2018; MAYMON et
al, 2020).

No Brasil, o primeiro registro da fusariose ocorreu em 1930, na cidade de
Piracicaba, Sao Paulo, onde o Foc raca 1 acometeu cerca de um milhdo de plantas
durante trés a quatro anos (MONTEIRO et al., 2013). Atualmente, a doenga possui
carater endémico em todo territério nacional (EMBRAPA, 2022).

O Foc TR4 se encontra disseminada em varios paises do mundo (KEMA et al.,
2021). Apesar de néo se ter registros até 0 momento em territério brasileiro, relatos
recentes do aparecimento da TR4 na Colémbia e no Peru colocam em alerta todo
territério nacional, uma vez que essa raga coloca em risco as principais variedades de
banana produzidas no Brasil (IDORAN, 2022; EMBRAPA 2022).

O ciclo de vida de Foc comeca com a germinacao dos esporos desencadeada
pela secrecdo de exsudato das raizes das plantas hospedeiras. Apds a germinacao,
inicia-se o desenvolvimento das hifas infecciosas que sdo capazes de penetrar na
epiderme da raiz. A partir desse momento, as hifas avangam intracelularmente até
alcancarem o tecido do xilema, as células parenquimatosas e vasos e o patégeno
progride na colonizagdo dos vasos vasculares até ocasionar bloqueio dos mesmos, 0
que leva a um escurecimento do tecido vascular. O avango da doenga ocasiona a
dobra das folhas, clorose, murcha e, por fim, a morte da planta (JANGIR et al, 2021).

A maior parte das espécies de Fusarium produzem trés tipos de esporo, sendo
eles os macroconideos, microconideos e clamiddsporos, sendo que esse ultimo é
considerado um esporo de resisténcia, capaz de sobreviver no solo por longos
periodos até que encontre uma condicdo favoravel para sua germinacdo (CANNON
et al., 2022). A disseminacdao da doenca ocorre principalmente através de mudas
infectadas, mas o patégeno também pode ser transportado pelo solo, levado pelo
homem, animais, equipamentos e aguas pluviais ou de irrigacdo (JOSHI, 2018;
DONATO et al., 2020).

2.4. Controle das doencas que acometem a bananicultura

O controle de doencgas agricolas pode ser quimico, fisico, cultural, genético,
comportamental e biolégico e a aplicagdo simultanea dessas estratégias de controle
séo os pilares que sustentam o conceito de manejo integrado de pragas e doengas
estabelecido no ano de 1930, que auxiliam na tomada de decisdo dos agricultores
frente aos problemas enfrentados no campo (CropLife, 2020).
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O controle quimico se baseia na utilizacdo de produtos quimicos que sejam
capazes de controlar as pragas sem afetar os inimigos naturais presentes na planta
(CropLife, 2020). Entretanto, o controle quimico tem sido comumente associado a
selecdo de patdgenos resistentes e, como apresentam um largo espectro de acao,
pode ocasionar complicagées ao ambiente, como morte dos insetos predadores e a
contaminacao ambiental, devido a incorporagdo na cadeia alimentar, pois muitos
possuem capacidade de chegar até os frutos que sao comercializados (FRIENSEN,
2016).

O controle fisico esta associado a manipulagéo dos fatores fisicos, dentre eles
a remocao manual de lagartas, mudanca na temperatura, na umidade relativa,
implementacao de barreiras fisicas e a destruicdo de ovos (MOREIRA, 2005).

O controle cultural de doencas consiste basicamente na manipulacdo das
condi¢des de pré-plantio e durante o desenvolvimento do hospedeiro em detrimento
ao patégeno e possui como objetivo primordial quebrar o ciclo das doengas reduzindo
assim o percentual de infecgéo e o progresso da doenca (BELLE; FONTANA, 2018).

Ja o0 uso da genética na agricultura é cada vez mais frequente em todo mundo.
As melhorias nas lavouras se dao pelo desenvolvimento de cultivares resistentes a
doencas, seja por meio da genética classica ou por desenvolvimento de cultivares
geneticamente modificadas (CropLife, 2021). O gargalo da obtencdo de plantas
resistentes ao Fusarium é a presenca de varias racas do fungo, que torna complicado
o desenvolvimento de uma cultivar que seja resistente a todas as racas do patégeno
(HU et al., 2022).

No contexto atual, o controle bioldgico é considerado necessario e urgente.
Este tipo de controle se baseia na utilizagdo de organismos ou substancias de
ocorréncia natural que possuam a caracteristica de prevenir, reduzir ou erradicar
pragas e doencas nas plantacées (VIDAL; SALDANHA; VERISSIMO, 2020). O
controle biolégico pode ser dividido em duas vertentes: uma que utiliza substéancias
quimicas naturais, como os aleloquimicos e ferorménios, e outra que utiliza agentes
biol6gicos, que sao organismos vivos capazes de controlar pragas e doengas
(BARRAT et al., 2018, HARRIS, 2019, RAYMAEKERS et al., 2020).
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2.5. O controle biolégico e as plantacoes agricolas no contexto global

A utilizagao de produtos biolégicos na agricultura vem se tornando uma pratica
cada vez mais comum, sendo que 0 aumento do uso desses produtos no campo pode
ser explicado pela alta dependéncia dos defensivos quimicos importados, mas
também pela atual oferta de ativos biol6gicos no mercado e sobretudo a utilizacdo de
produtos com apelo de menor impacto ambiental (Croplife Brasil, 2022).

Assim, com o objetivo de ampliar e fortalecer o setor bioinsumos no territério
brasileiro, o Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA) langou em
2020 o Programa Nacional de Bioinsumos, que visa investir na criacdo de
empresas/biofabricas, e na capacitacdo de profissionais com formacédo adequada
para a producdo e manejo dos bioinsumos, colocando assim o Brasil em posicéo de
destaque na agricultura mundial, através do desenvolvimento de novas solucdes de
origem biolégica (MAPA, 2020).

O MAPA define como bioinsumos produtos de origem animal, vegetal ou
microbiana destinada ao setor agropecuario que influenciem positivamente, no
desenvolvimento e nos mecanismos de respostas de plantas e animais (MAPA, 2020).
O setor se encontra em crescente ascenséao, tal método de controle possui um baixo
teor de toxicidade o que contribui para o desenvolvimento de uma agricultura mais
sustentavel (VIDAL; SALDANHA; VERISSIMO, 2020).

A taxa global de crescimento de biocinsumos estd em torno de 15 % ao ano,
sendo que no territdrio brasileiro esse valor chega quase que ao dobro, com indice de
28 % e movimentacdo de mais de R$ 1 bilhdo/ano (MAPA, 2022). As projecoes
indicam que o Brasil alcangara em breve as primeiras posi¢des no mercado global de
produtos biolégicos, contribuindo assim para o desenvolvimento de uma agricultura
mais sustentavel, diminuindo a dependéncia dos agroquimicos, gerando menos danos
ao meio ambiente e proporcionando novas ofertas de emprego (MAPA, 2022).

O Brasil se encontra entre 0s paises que mais vem prosperando no mercado
de bioinsumos, registrando no ano de 2022 mais de 20 novos produtos, entre eles
estdo produtos registrados a base de Tetrastichus howardi, Trichoderma asperellum,
Bacillus thuringiensis var. kurstaki, Beauveria bassiana entre outros (MAPA, 2022).
Apesar de caminhar a passos largos na producao de bioinsumos, o Brasil ainda nédo
possui registrado bioinsumos a base de Streptomyces, que € um género promissor
para utilizacdo nas lavouras. Paises como Estados Unidos, Canada, Ucrania, Nova
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Zelandia entre outros ja possuem bioinsumos a partir desses microrganismos como
controle para varios tipos de doencas (TORRES-RODRIGUES et al, 2022).

2.6. Actinobacterias e o género Streptomyces

O filo Actinobacteria abrange bactérias Gram positivas com alto contetdo G+C,
ubiquos, com diferentes morfologias e estilos de vida (ANANDAN; DHARUMADURAI;
MANOGARAN, 2016). O género Streptomyces corresponde ao maior desse filo e
engloba bactérias Gram positivas, morfologicamente descritas como bactérias
filamentosas devido a sua peculiaridade de formar um micélio de substrato como
também um micélio aéreo, e sdo comumente encontradas no solo assim como em
ambientes marinhos (MAWANG et al., 2021). Essas bactérias sdo as responsaveis
pelo caracteristico cheiro de terra molhada em solos recém-arados (ANANDAN;
DHARUMADURAI; MANOGARAN, 2016).

O ciclo de vida das Streptomyces se inicia com a germinacao dos esporos e
posterior desenvolvimento de hifas compartimentalizadas, descritas com micélio de
substrato inicial (M) (Figura 1). Os eventos de diferenciacao das hifas sao disparados
pelo processo de morte celular programada (PCD) e surge o micélio de substrato
tardio (MIl). A partir disso, o micélio comeca a se desenvolver acima da superficie do
meio de cultivo, sendo definido como micélio aéreo. Por fim, uma nova PCD acontece
e ha a formacado de esporos a partir das hifas remanescentes. Este ciclo de
desenvolvimento € observado principalmente quando as bactérias sao crescidas em
meio sélido. A produgdo de metabdlitos secundarios neste tipo de cultivo ocorre
durante o processo de diferenciagdo das hifas (MANTECA, 2018).

No entanto, se percebe uma clara diferenciacdo desse ciclo dependendo do
tipo de cultivo das Streptomyces. Quando cultivadas em meios de cultura liquidos,
ocorrem algumas pequenas alteragées no ciclo dessa bactéria. Em grande parte das
espécies desse género em meio liquido ndo ha a formacado do micélio aéreo e
esporulacdo; em vez disso ocorre a formacdo de pellets e aglomerados e os
metabolitos secundarios sdo produzidos pelo micélio tardio (Mll), como mostrado na
figura 1 (MANTECA, 2018).
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Figura 1 — Crescimento das Streptomyces em culturas sélidas e liquidas
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Fonte: Manteca et al., (2018)

O género Streptomyces apresenta um arsenal importante de cluster de genes
biossintéticos (BGCs) para a producdo de compostos bioativos e metabdlitos
secundarios de alto interesse biotecnoldgico, representando 80% dos metabdlitos
secundarios produzidos pelas actinobactérias. Esses metabodlitos s&do conhecidos
como substancias organicas que nao se encontram de maneira intrinseca associadas
ao crescimento do organismo; no entanto esses compostos se tornam de relevante
importancia para a sua sobrevivéncia (SELIM; ABDELHAMID, 2021; ANANDAN,
2016). As Streptomyces sao ainda capazes de secretar enzimas de interesse
biotecnoldgico, que tem a capacidade de degradar os substratos organicos presentes
no solo, auxiliando assim no crescimento vegetal. (ANANDAN; DHARUMADURAI;
MANOGARAN, 2016).

As Streptomyces possuem cerca de 25-70 BGCs sendo que as principais classes
mais comumente encontradas entre as Streptomyces sao as sintases peptideos nao
riboss6micos (NRPS), sintase de policetideo tipo 1 (T1PKS), terpenos e lanpeptideos
(BELKNAP et al., 2020; DOROGHAZI, 2013). A quantidade de BGCs preditos nos
genomas das Streptomyces sdo muito maiores do que as moléculas ja descobertas
relacionadas a esse género, o que demonstra o enorme arsenal de moléculas

bioativas ainda nao explorados (SINGH et al.,, 2021). Isso ocorre principalmente
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porque muitos desses metabdlitos ndo sdo produzidos nas condicbes padrdes de
cultivo em laboratério (YAGUE et al., 2022).

Mediante isso, muitas pesquisas vém sendo desenvolvidas a fim de buscar
estratégias para ativar a producdo de uma maior diversidade de compostos. Dentre
essas alternativas, podemos citar a modificagdo dos meios de cultivo, pois a produgao
de certas moléculas necessita de algum nutriente em especifico para ocorrer, assim
como o cultivo em condi¢des de estresses, como por exemplo estresse nutricional,
uma vez que a deplecao adenosina trifosfato (ATP), aumenta a expressao de varias

vias relacionadas a produgao de metabdlitos secundarios (SEGHEZZI et al., 2022).

2.7. A trajetéria da linhagem S. noursei CAB-C 50

A pesquisa com actinobactérias conduzida por nosso grupo no Laboratério de
Genética Molecular de Bactérias da Universidade Federal de Vigosa teve seu inicio
em 2015, onde varios isolados do género Streptomyces foram obtidos a partir de um
composto organico maduro (fase IV de compostagem) produzido e comumente
utilizado pela Empresa Sitio Barreiras Fruticultura Ltda. Alguns desses isolados
apresentaram excelentes resultados na inibicdo do Foc, tanto em ensaios in vitro
como in vivo (MELO, 2019). Dentre esses isolados promissores, trés foram
selecionados para maiores estudos, baseado nas caracteristicas de promocéo de
crescimento vegetal e controle de Foc. Os genomas dos trés isolados foram
sequenciados, sendo eles os isolados nomeados de CAB-C 50, CAB-S 66 e CAB-C
25. A linhagens de Streptomyces receberam a identificacdo de CAB, que significa
colecao de actinobactérias, C se refere a origem, que foi o composto organico, ou S,
proveniente do solo rizosférico de bananeira, do qual essa linhagem foi isolada, e o
nuamero se refere a ordem de isolamento (MELO, 2019).

S. albulus CAB-C 50 se mostrou também um bom produtor de enzimas de
interesse biotecnoldgico, apresentando atividade das enzimas amilase, lipase, L-
asparaginase e L-glutaminase, sendo que a producéo de lipase foi a que se mais
destacou entre as analises (ABREU, 2020). Outro estudo de nosso grupo relatou a
importancia desse isolado na promocao do crescimento vegetal, sendo capaz de
realizar a producao de &cido indol-3-acético (AlA), producao de sideréforos, também
importante na supressao de doengas, além de solubilizacdo de fosfato e de zinco,
outro parametro importante visto que enriquece o solo e desvia distor¢cdes que
impactam o crescimento (LOURENCO, 2021).
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Recentemente a espécie Streptomyces albulus sofreu uma reclassificagdo com
os estudos desenvolvidos por Butdee e colaboradores (2023), no qual foi relatado que
todas as sequéncias genbmicas e caracteristicas fenotipicas das Streptomyces
noursei sao compativeis com a Streptomyces albulus, propondo entdo que se trata da
mesma espécie, sugerindo assim que S. albulus é sinbnimo de S. noursei. Assim,
atualizamos a linhagem para S. noursei CAB-C 50.

Este trabalho teve como objetivo avaliar o perfil de crescimento e producao
de metabdlitos secundarios produzidos por Streptomyces noursei CAB-C 50 em
diferentes combinagdes entre os meios de cultura e extrato do composto organico
(ECO), identificar e caracterizar in silico os genes biossintéticos envolvidos na
producao de metabdlitos secundarios e avaliar a melhor condi¢cao de crescimento que
potencialize a produgdo de metabdlitos secundarios que podem atuar tanto no

controle bioloégico, como na promogéo de crescimento vegetal.

3. MATERIAL E METODOS
3.1. Microrganismos, condicoes de cultivo e manutencao

A linhagem Streptomyces noursei CAB-C 50 pertencente da colecdo de
actinobactérias de importancia agricola do Laboratério de Genética Molecular de
Bactérias (LGMB) previamente obtidas por Melo (2019) foi investigada neste trabalho.
S. noursei CAB-C 50 foi reativada em meio ISP-2 (International Streptomyces Project
- extrato de levedura 4 g L ', extrato de malte 10 g L ', dextrose 4 g L ', &gar20 g L
1, pH 7,3) e incubada a 28 °C por sete dias em estufa tipo BOD Forma Diurnal Growth
Chamber. A manutencdo das culturas de S. noursei CAB-C 50 foi realizada em
solucado de manutencao, na proporcao 1:1 de solucéo | (skim milk power 10 g, agua
destilada 50 ml) e solucgéo Il (glicose 7,5 g, sacarose 10 g, albumina bovina 1 g, agua
destilada 50 ml) e as suspensdes armazenadas a -80 °C.

3.2. Preparo de diferentes combinacoes de meios de cultivo suplementados
com extrato do composto organico (ECO)

Os meios foram preparados com e sem a suplementacdo do composto
orgéanico (ECO) maduro (fase IV de compostagem) produzido e comumente utilizado
pela Empresa Sitio Barreiras Fruticultura Ltda. O ECO & composto de diferentes
proporcoes de residuos como cama de aviario, engaco de banana, levedo de cerveja
e cana de acucar. Apés cerca de 45 dias de compostagem, atinge-se a fase IV, onde



26

se tem o composto maduro, pronto para utilizagdo. O mesmo ¢é utilizado para a
fertirrigacao de areas de plantio de bananeiras nos estados da Bahia e Ceara a cada

quinze dias.

Dois tipos de meio de cultivo base foram utilizados: o ISP-2 (International
Streptomyces Project) e o meio minimo mineral descrito por Pontecorvo e
colaboradores (1953). As diferentes combinacdes utilizadas estao descritas na tabela
1.

Tabela 1- Combinagdes de meios de cultivo analisadas.

Meios de cultivo Composiciao

Extrato de levedura 4gL-1
ISP-2 Extrato de malte 10gLT
Glicose 4gL-1
Extrato de levedura 4gL-1
ISP-2+ECO Extrato de malte 10gLT
Glicose 4gL-1
ECO 1% (v/v)
Sulfato de aménio 1gL-
Fosfato de potdssio monobasico 2gL1
M+G+ECO Fosfato de potéssio dibassico 7gL1
Sulfato de magnésio heptahidratado 5% (m/v)
Glicose 0,4% (m/v)
ECO 1% (v/v)
Sulfato de aménio 1gL-!
Fosfato de potadssio monobasico 2gL-
M+G Fosfato de potéssio dibasico 7gL-
Sulfato de magnésio heptahidratado 5% (m/v)
Glicose 0,4% (m/v)
Sulfato de aménio 1gLT
Fosfato de potadssio monobasico 2¢gL-
M+ECO Fosfato de potéssio dibasico 7gL-
Sulfato de magnésio heptahidratado 5% (m/v)
ECO 1% (V/V)

Para a determinacdo dessas combinagdes dos meios de cultivo, ensaios
preliminares foram realizados para andlise da variagcdo do pH e de densidade 6ptica
(600 nm) (DO) em um periodo de 24 horas do meio mineral minimo contendo
diferentes concentra¢des do ECO. As concentragdes de ECO variaram de 0,01% até

1% (v/v) do composto.
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3.3. Avaliacao do crescimento de S. noursei CAB-C 50 nas diferentes
composicoes de meio de cultivo com e sem ECO

3.3.1 Analises morfoldgicas

Para analise do crescimento da S. noursei CAB-C 50 foram preparadas placas
contendo 20 mL dos diferentes meios de cultivo, M+G+ECO, M+G, M+ECO, ISP-
2+ECO e ISP-2. As placas foram incubadas a 28 °C por 14 dias e a cada 24 horas, a
caracteristica fenotipica de coloragao foi documentada.

Ja nas analises micromorfoldgicas foi empregada a técnica de microcultivo nos
distintos tratamentos citados acima, sendo os mesmos incubados em BOD a 28°C até
o inicio da formacao dos esporos. Posteriormente foi feito o preparo das amostras
para observacao das estruturas em microscépio eletrénico de varredura (MEV)
conforme descrito por Prakash (2014) com adaptagdes. As amostras foram fixadas
overnight em tampé&o fosfato 0,1 M, pH 7,4. Apds a fixagdo, as amostras foram lavadas
em tampéao fosfato e seguiu-se para o processo de desidratacdo. Na etapa de
desidratacao, as amostras foram incubadas em concentracdes de etanol que variam
de 30 a 100% (v/v) por 15 minutos por 3 vezes & temperatura ambiente. As etapas
seguintes foram realizadas no Nucleo de Microscopia e Microandlises da UFV. O
ponto critico foi realizado para a completa secagem do material no secador de ponto
critico Balzer CPD030. Em seguida, foram montados os stubs, as amostras foram
cobertas por uma camada de ouro no metalizador Quorum Q150R S e posteriormente
visualizadas no microscépio eletrénico de varredura Leo 1430VP.

3.3.2. Avaliacao do crescimento

Para avaliar o perfil de crescimento desse isolado em cada uma das
combinacdes dos meios de cultivo foi realizada a contagem de unidades formadoras
de colbnias (UFCs) ap6s 14 dias de incubacdo em agitador rotativo a 30°C a uma
rotacao de 150 rpm. A diluicdo seriada foi realizada a partir de 1 mL da cultura obtida
e 100 uL de cada diluicao foram plagueados em ISP-2.

3.3.3. Determinacao da massa seca micelial em cada meio de cultivo

Apés 14 dias de incubacgéo (30°C/150 rpm) as culturas foram centrifugadas por
20 min a 5000 rpm. O pellet foi lavado com PBS e filtrado em papel filtro para obtencao
da massa micelial de cada tratamento. Os papeis foram colocados em estufa a 60 °C

para a secagem e pesagem da massa seca.
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3.3.4. Analise de pH do sobrenadante no inicio e no final do crescimento

Foi realizada a determinacao dos valores de pH dos meios M+G+ECO, M+G,
M+ECO, ISP-2+ECO e ISP-2 antes e apés os 14 dias de crescimento (30°C/150 rpm)
a fim de verificar se ocorreram variagcées no pH durante o periodo de crescimento da
S. noursei CAB-C 50.

3.4. Condicoes de crescimento das Streptomyces noursei CAB-C 50 para
obtencao dos compostos bioativos

Apds 11 dias de crescimento, trés discos de 6 mm da cultura de S. noursei
CAB-C 50 em ISP-2 foram transferidos para frascos tipo Erlenmeyer de 500 mL
contendo 250 mL com os respectivos meios de cultura: M+G+ECO, M+G, M+ECO,
ISP-2+ECO e ISP-2. Como controle foram utilizados frascos contendo os meios de
cultivo acima sem a presencga do in6culo. Os mesmos foram incubados por 14 dias a
uma temperatura de 30 °C em agitador rotativo a 150 rpm.

3.5. Obtencao do sobrenadante

Apos 14 dias de crescimento, as culturas foram centrifugadas por 20 min a
5.000 rpm. O pellet foi lavado com tampao PBS e filtrado em papel filtro para
separacdo do sobrenadante da massa micelial. Posteriormente, o sobrenadante foi

filtrado novamente com auxilio de um filtro de 0,22 um para esterilizagdo do mesmo.

3.6. Extracao dos compostos bioativos

A extragdo dos metabdlitos secundarios foi realizada de acordo com a
metodologia proposta por Danial et al. (2020) com adaptagbes. Os metabdlitos
bioativos contidos no sobrenadante foram extraidos trés vezes com acetato de etila
(AE) na proporcéo 1:1 (v/v) por agitacdo durante 1 hora. Um funil de separacéo foi
utilizado para a separacao da fase aquosa da fase orgéanica. O solvente foi evaporado
em evaporador rotativo a 38 °C. Os extratos foram dissolvidos em acetona para se
realizar a transferéncia do material obtido para frascos de ampicilina previamente

estéreis.

3.7. Anadlise cromatografica

A cromatografia em camada delgada (CCD) foi realizada para verificacdo da
presenca de possiveis compostos de interesse. O extrato foi depositado em placas de
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CCD de 1 mm de espessura e com a fase movel composta por cloroformio:metanol
(6:1 v/v). ApGs a separagao, as placas foram reveladas em soluc¢ao de vanilina. Como
controle foi utilizado o proprio extrato oriundo dos meios de cultivos que nao foram
inoculados.

Apos a realizagdo da CCD, os frascos de ampicilina contendo os extratos
dissolvidos em acetona foram colocados sob ar comprimido para a evaporagdo do
solvente. As massas obtidas foram determinadas. Os frascos contendo os extratos
foram armazenados em freezer na temperatura de -20 °C até a execucdo de analises

futuras.

3.8. Analise dos metabdlitos secundarios produzidos

Os extratos obtidos foram encaminhados para o Departamento de Quimica na
Universidade Estadual de Maringa, onde em parceria com o professor Eduardo Jorge
Pilau e do pesquisador Felipe de Oliveira Souza, foi realizada a identificacdo dos
compostos bioativos com auxilio da cromatografia liquida de ultra alta eficiéncia
(UHPLC) acoplado com um espectrdmetro de massas de alta resolugdao (HRMS).

As amostras foram inseridas por injetor automatico em um sistema de
separacdo cromatografica UHPLC (Shimadzu, modelo Nexera X2) acoplado a um
espectrometro de massas (Bruker, modelo Impact Il) de alta resolugédo com fonte de
ionizagao por Electrospray e analisadores Quadrupolo (Q) e Tempo de voo (TOF).
Para a separacdao das moléculas contidas nas amostras foi utilizado uma coluna
cromatografica do tipo ACQUITY UPLC CSH C18 1,7um (2,1 x 100 mm). Foram
injetados 2 uL de cada amostra, com a temperatura do cromatografico ajustada para
40 °C. A fase moével continha 0,1% de acido férmico na bomba A e metanol (MeOH)
com 0,1% de acido férmico na bomba B. A eluigéo foi realizada em gradiente, em fluxo
continuo de 0,250 mL/minuto. Do inicio da corrida cromatografica até 6 minutos, a
fase moével foi 95 % de A e 5% de B; de 7 a 11 minutos, 50% de A e 50% de B; de 12
a 17 minutos, 30% de A e 70% de B; de 18 a 20 minutos, 5% de A e 95% de B; de 21
até 25 minutos finais, a fase movel A foi de 95% e a fase B 5%.

O espectrometro de massas foi calibrado com solucdo de formato de sddio
sendo a aquisi¢cao dos espectros de MS realizada em modo positivo com obtencéo de
espectros de MS/MS no modo scan para os ions mais intensos na faixa de 50 a 2000
m/z. Apbds o término das analises, os arquivos contendo os espectros de MS das

respectivas amostras, foram inseridos na plataforma Global Natural Products Social
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Molecular Networking (GNPS) para a obtencao de uma rede molecular, na qual as
entidades quimicas sédo agrupadas em Clusters por similaridade espectral, que acaba
por corresponder a similaridade quimica entre os compostos. As identificacdes dos
compostos foram cuidadosamente analisadas individualmente considerando:
intensidade dos ions de MS; atribuicao dos ions dos espectros de MS/MS, baseado
Nos mecanismos reacionais e na literatura especifica; plausibilidade biossintética da

molécula; calculo de erro experimental.

3.9. Atividade antifungica dos sobrenadantes

O teste de atividade antifungica com os sobrenadantes foi seguido conforme
descrito por Abdelmoteleb (2020), no qual o meio BDA previamente autoclavado e
resfriado foi suplementado com 25% (v/v) do sobrenadante obtido da S. noursei CAB-
C 50 apos os 14 dias de crescimento nos diferentes cultivos. Foram retirados discos
de aproximadamente 6 mm de placas contendo o Foc previamente crescidos e
colocados no centro das placas contendo BDA suplementado com os sobrenadantes.
Como controle, foi utilizado o meio BDA suplementados com o proprio meio de cultivo
sem a presenca do inéculo. As placas foram incubadas em BOD a 25 °C até que o
crescimento fangico atingisse as bordas da placa controle. Apés o tempo de
incubacgao foram registrados o raio do micélio de cada placa e os resultados foram
expressos em porcentagem inibitéria do crescimento do micélio radial em comparagéo

com o controle de acordo com a equacgao:
Porcentagem inibitoria = [(raio controle - raio tratamento) / raio controle] X 100

3.10. Atividade antifungica dos extratos

O teste de atividade antifungica com os extratos oriundos da extragdo com
acetato de etila do sobrenadante da S. noursei CAB-C 50 foi realizado conforme
descrito por Xiaojuan (2021). Os extratos foram diluidos em 100 uL de DMSO e 200
ug/mL de cada extrato foram utilizados para suplementar o meio BDA. Discos de 6
mm foram retirados de placas contendo o Foc previamente crescido e colocados no
centro das placas contendo BDA suplementado com os extratos. Como controle, foi
utilizado o meio BDA suplementado com os extratos do préprio meio de cultivo sem a
presenga do inoculo. As placas foram incubadas em BOD a 25 °C até que o
crescimento fangico atingisse as bordas da placa controle. Apés o tempo de
incubacao foram registrados o raio do micélio de cada placa e os resultados foram
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expressos em porcentagem inibitéria do crescimento do micélio radial em comparagao

com o controle de acordo com a equagéao demonstrada no item.

3.11. Identificacao do arsenal genético de S. noursei CAB-C 50 para a producao
de metabodlitos secundarios

3.11.1. Predicao in silico de genes envolvidos com vias de producao de
metabdlitos secundarios em S. noursei CAB-C 50 e analise comparativa entre
outros genomas da espécie

A prospecgdo de genes envolvidos com a biossintese de metabdlitos
secundarios foi realizada com o banco de dados antiSMASH 5.0 e o BAGEL como
proposto no trabalho de GOSSE e colaboradores (2019).

A andlise de gendmica comparativa foi realizada entre o isolado S. noursei
CAB-C 50 e outros genomas de diferentes linhagens da espécie S. noursei disponiveis
no banco de dados GenBank NCBI até o dia 5 de janeiro de 2023.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Diferentes combinacoes de meios de cultura

Os metabolitos secundarios podem ser dispensaveis para o crescimento de
microrganismos, principalmente quando os mesmos se encontram em condi¢coes
favoraveis para o seu crescimento. No entanto, os mesmos séo indispensaveis para
a sobrevivéncia do organismo quando este se encontra em condicées de estresse
(RODRIGUEZ et al., 2018). Assim, nesse estudo utilizamos diferentes meios de cultivo
com diferentes condigdes de crescimento para avaliar o crescimento e producéo de
metabdlitos secundarios por S. noursei CAB-C 50.

Os ensaios preliminares mostram que apds 24 horas, a adicao de extrato de
composto organico (ECO), nas diferentes concentragdes no meio mineral minimo
suplementado (MS) nao alterou significativamente a densidade 6ptica do meio de
cultivo, assim como o pH do meio. Diante disso, a concentracdo de ECO a 1% (v/v)
foi utilizada para verificar se 0 mesmo influenciava positivamente na producdo dos
metabdlitos secundarios, podendo servir como fonte de carboidrato, principalmente
quando adicionado ao meio mineral minimo, um meio de baixo valor nutritivo para o
microrganismo.

Além do composto, a glicose também foi utilizada em algumas combinacdes
como fonte de carbono. De acordo com Grasso (2016), a utilizacdo de fontes de
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carboidratos como a glicose é capaz de inativar os genes para a produgcao do
metabolismo secundario. Mediante a isso, ao escolher o percentual de glicose para a
suplementacdo dos meios minerais, foi utilizado uma baixa concentragdo definida
como 0,4 % (p/v), mesma concentracdo de glicose utilizada no meio de cultivo ISP-2,
um dos meios também utilizados e que ja estd estabelecido para o crescimento de

Streptomyces.

4.2. Analise macro e micromorfoldgica de S. noursei CAB-C 50

Nas cinco condicdes de cultivo testadas (ISP-2, ISP-2+ECO, M+G+ECO, M+G
e M+ECO), observou-se que o micélio formado no inicio do crescimento apresentou
uma coloragéo na escala do branco com tons acinzentados a partir do momento em
que a coldnia iniciou o processo de esporulacao. Nos meios de cultivo ISP-2 e ISP-
2+ECQO, foi possivel observar, ao verificar o fundo das placas, que o isolado produziu
um pigmento que alterou a cor do meio de cultivo para amarelo a partir de 72 h de
crescimento. J& nos meios de cultivo M+G+ECO, M+G, M+ECO verificamos um
comportamento similar, com a producdo de um pigmento com uma coloracdo mais
amarronzada (Figura 2 e 3).

O micélio de substrato das actinobactérias pode apresentar diferentes padrbes
de cores. Eles podem se apresentar branco, amarelo, marrom, vermelho, rosa,
laranja, verde ou preto; além disso, os mesmos podem produzir pigmentos capazes
de alterar a cor do meio de cultivo no qual se encontram (LI, 2016). Ja micélio aéreo
tem uma maior espessura quando comparado ao micélio de substrato, sendo
considerado um importante critério de classificagdo quando se deseja distinguir as
Streptomyces, sendo considerados como critério de avaliacao a estrutura, a formacéao
de anéis ou zonas concéntricas e a sua pigmentacao (ANANDAN; DHARUMADURAI;
MANOGARAN, 2016).

Como foi possivel observar, as diferentes composi¢cdes nutricionais dos meios
utilizados foram capazes de alterar a forma de crescimento da S. noursei CAB-C 50
(Figura 2 e 3). Ja tem sido relatado que essa forma de crescimento pode variar de
acordo com o meio de cultivo, podendo ocasionar mudancga nas cores dos micélios de
substratos, assim como também na pigmentacdo dos esporos que sao produzidos
(OUBAHA et al., 2019).
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Figura 2 — Crescimento da linhagem S. noursei CAB-C 50 nos meios de cultivo ISP-2
e ISP-2+ECOQO ao longo de 240 horas de crescimento.
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Figura 3 — Crescimento da linhagem S. noursei CAB-C 50 nos meios de cultivo
M+G+ECO, M+G e M+ECO, ao longo de 240 horas de crescimento.
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Os pigmentos produzidos pelas Streptomyces além de contribuirem para as
industrias téxtil também possuem grande interesse para area farmacéutica uma vez
que muitos desses pigmentos apresentam atividade antimicrobiana (SARMIENTO-
TOVAR et al., 2022). Em seu estudo, KAZI e colaboradores (2022) caracterizaram um
pigmento marrom produzido por uma linhagem pertencente ao género Streptomyces
que apresentou ampla atividade antibacteriana contra Bacillus cereus e Escherichia
coli. LI e colaboradores (2021) verificaram que a Streptomyces spectabili tem a
capacidade de produzir um pigmento vermelho identificado como
metacicloprodigiosina e que o0 mesmo possui atividade antimicrobiana, demonstrando
ser promissor como um novo medicamento.

As analises micromorfol6gicas foram realizadas por MEV. A partir das imagens
obtidas por MEV foi possivel verificar que as hifas sdo enoveladas nas suas
extremidades e que 0s esporos produzidos por essa linhagem possuiam a superficie
irregular e espiculada. Observamos que essas caracteristicas n&o variaram de acordo
com o meio de cultivo utilizado. Entretanto, foi possivel observar uma diminuicao no
namero de esporos observados no meio M+ECO demonstrando que quando

cultivadas nesse tratamento a S. noursei CAB-C 50 esporula menos (Figuras 4 e 5).
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Figura 4 — Aspectos micromorfoldgios de S. noursei CAB-C 50 em IPS-2 e ISP-2+ECO
ap6s 7 dias de crescimento. A: Micélio formado no tratamento ISP-2; B: Esporos
formados no tratamento ISP-2; C: Micélio formado no tratamento ISP-2+ECO; D:

Esporos formados no tratamento ISP-2+ECO.
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Figura 5 — Aspectos micromorfolégicos de S. noursei CAB-C 50 em M+G+ECO, M+G

e M+ECO apo6s 7 dias de crescimento. A: Micélio formado no tratamento M+G+ECO;
B: Esporos formados no tratamento M+G+ECO; C: Micélio formado no tratamento
M+G; D: Esporos formados no tratamento M+G; E: Micélio formado no tratamento

M+ECO; F: Esporos formados no tratamento M+ECO.
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O género Streptomyces é conhecido por formar cadeias de esporos alongadas,
podendo ser encontrados mais de 50 esporos por cadeia. Os esporos produzidos
pelas Streptomyces sao conhecidos como artrésporos o que significa que a formacao
desses se da pela fragmentacdo das hifas (LI, 2016). Apesar das diferencas
observadas nas analises macromorfoldgicas, entre os 5 tratamentos testados n&o foi
observado diferenga na morfologia das hifas e dos esporos. No entanto, quando S.
noursei CAB-C 50 foi cultivada em M+ECO, o meio com menor valor nutricional, foi
observado em alguns pontos a deformidade das hifas aéreas como observado na
figura 6, o que pode ser explicado pela condicdo de estresse que a mesma se

encontrava.

Figura 6 - Deformacdes encontradas nas hifas da S. noursei CAB-C 50 quando

cultivadas no tratamento M+ECO.
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As andlises da micromorfologia da S,noursei CAB-C 50 descritas neste estudo

corroboram com o que foi relatado no trabalho de Liu (2019) onde a analise
morfolégica de duas linhagens de S.noursei com auxilio da microscopia eletrénica de
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varredura também revelou que os esporos produzidos possuiam superficie irregular
na forma de espinhos.

O género Streptomyces apresenta diversas formas em relacao a sua cadeia de
esporos, podendo ser sem espirais, na forma de ganchos, monoverticiladas sem
espirais, biverticiladas contendo espirais, biverticiladas sem espirais (LI, 2016). A
ornamentacgao das superficies dos esporos produzidos por Streptomyces spp pode se
apresentar de diferentes formas, como lisa, rugosa irregular, rugosa paralela,
verrucosa, espinhosa ou peluda e todas essas caracteristicas sdo pontos importantes

a se analisarem para caracterizagao morfolégicas das mesmas (LI, 2016).

4.3. Avaliacao do crescimento

Os resultados do crescimento a partir de células viaveis (UFC.mL") e da
massa seca micelial a partir das 5 condigcdes de cultivo investigadas (ISP-2, ISP-
2+ECO, M+G+ECO, M+G e M+ECO) podem ser observados na figura 7.

Em relagcdo a massa seca, foi observado que o maior crescimento foi obtido
nos meios de cultivo ISP-2 e ISP-2+ECO em relacdo aos outros meios (Figura 7A).
Esse resultado é esperado, uma vez que o0 meio de cultivo ISP-2 € um meio de cultivo
especifico para o género Streptomyces (SHIRLING et al.,1966). Ahmad e
colaboradores (2015) em seu estudo com Streptomyces bikiniensis relataram que o
meio ISP-2 demonstrou ser eficiente quando comparados com outras condigbes de
cultivo. Djebbah et al (2021) também observaram que uma linhagem do género
Streptomyces isolada de caverna na Argélia apresentou um bom crescimento quando
cultivadas em ISP-2. A diferenca de crescimento entre os meios alternativos com ISP-
2 e 0s com o meio mineral pode ser explicada pela disponibilidade de nutrientes
encontrada em cada meio de cultivo.

Quando analisado o crescimento de células vidaveis UFC.mL" (Figura 7B), foi
observado que os meios de cultivo ISP-2, ISP-2+ECO e M+G+ECO apresentaram a
maior populagédo e que entre esses tratamentos ndo houve diferenca significativa,
diferente do observado para massa. Isto pode indicar que nesse meio de cultivo,
S.noursei CAB-C 50 produz uma maior quantidade de esporos do que quando
cultivada em M+G e M+ECO e assim resultou em maior populagéao.
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Figura 7— Perfil de crescimento de S. noursei CAB-C 50 em diferentes meios de
cultura, crescidos por 14 dias a 30 °C. A: populacdo (UFC.mL™") e B: Massa seca (g).

Massa seca (g)
o
\l
a
L

——

T
ISP-2

3x106= a
2.5x106+

2x106+

1.5%106=

UFC/mL

1x106+

5x105+

0

T
ISP-2+ECO

T
M+G+ECO

T
M+G

M+ECO

T
ISP-2

ISP-2+ECO

M+G+ECO

M+G

4.4. Variacao de pH durante o crescimento da S. noursei CAB-C 50

Ao analisar a variacao de pH antes da inoculacao (pHi= pH do meio original)
definido como 7,3 com o pH obtido ao final dos 14 dias de incubacao (pHr), observou-
se que, quando cultivadas em ISP-2 e ISP-2+ECO, o pHraumentou, ficando na faixa
de 8,2 e 8,5 respectivamente. Ja quando cultivadas em M+G+ECO, M+G e M+ECO,
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ao fim do crescimento ocorreu uma diminuigéo do pHs ficando na faixa de 6,8, 6,8 e
7,1 respectivamente.

As Streptomyces sao amplamente conhecidas por produzirem uma gama de
enzimas e compostos antimicrobianos e, a producdo desses compostos no meio de
cultivo podem ser os responsaveis pela alteragdo do pH final do crescimento
(KONTRO et al., 2005). Além disso, o fato desse isolado manter o pH basico quando
cultivados em meio ISP-2 pode ser uma alternativa para a aplicagdo em solos de
caracteristicas acidas (ROMANO-ARMADA et al., 2020). Kontro et al (2005)
demonstrou em seu estudo que as faixas de pH ideal para o crescimento de
Streptomyces spp ndo sao constantes e que a alteracao do pH durante o crescimento
pode estar relacionado a composicao do meio de cultivo, indicando que quando
cultivadas em meios de cultura mais complexos, essa bactéria tem a caracteristica de
aumentar o pH do meio. Isso pode explicar o aumento do pH quando a S.noursei CAB-
C 50 foi cultivado em ISP-2, que é considerado um meio mais complexo em
comparacao com os demais tratamentos utilizando o meio mineral. Além disso, um
ambiente mais rico em diversidade de componentes pode simular as condicdes
ambientais das bactérias de solo rizosférico, onde a concentragdo de nutrientes € bem
diversa (ABREU, 2020).

4.5. Atividade antagbnica do sobrenadante obtido de S. noursei CAB-C 50 nos
diferentes meios de cultivo

Ao realizar o teste de atividade do sobrenadante livre de células produzidos por
S. noursei CAB-C 50 nos 5 meios de cultivos investigados, contra o fungo Fusarium
oxysporum cubense (Foc), foi observado que os tratamentos ISP-2 e ISP-2+ECO
apresentaram uma maior taxa de inibicdo do crescimento, apresentando
respectivamente 74 % e 67 %. Ja os tratamentos M+G+ECO, M+G, M+ECO
apresentaram um percentual de inibigdo mais baixo, sendo eles, respectivamente 9
%, 39 % e 9 % (Figura 8).
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Figura 8 - Atividade biologica dos sobrenadantes de S.noursei CAB-C 50 cultivada
nos diferentes meios de cultura contra Foc. Os testes foram realizados pela
suplementac¢do do meio BDA com os sobrenadantes livre de células.
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Abdelmoteleb e Gonzalez-Mendoza (2020) avaliaram a atividade antifungica do
sobrenadante livre de células produzido por Streptomyces netropsis isolada de solo
rizosférico e verificaram que o sobrenadante extraido demonstrou atividade contra os
fungos fitopatogénicos Macrophomina phaseolina, Fusarium oxysporum, Fusarium
solani, Fusarium equiseti, Botrytis cinerea, Alternaria alternata e Colletotrichum
gloeosporioide. Neste mesmo trabalho, o percentual de inibicdo contra F. oxysporum
nao ultrapassou 60 %. O sobrenadante obtido a partir do crescimento de
Streptomyces morookaensis também demonstrou ser eficiente no controle de Foc de
acordo com o estudo de Zhu (2021). Estes trabalhos corroboram a ideia de que este
género pode ser uma alternativa eficiente para o controle desse fungo fitopatogénico,
além de ressaltar que S. noursei CAB-C 50 se destaca como um isolado promissor na
producédo de compostos antifungicos.
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Apesar do potencial para producdo de metabdlitos secundarios por
Streptomyces spp muitas vias biossintéticas ndo sdo ativadas nas condi¢ées normais
de cultivo ou somente pela condicdo de estresse nutricional, essas vias sao
denominadas vias cripticas de producéo vias (YAGUE et al., 2022). A ativacdo dessas
vias cripticas é hoje o principal foco de pesquisas em relagédo as Streptomyces, sendo
necessario estratégias multidisciplinares para obter acesso a novos compostos que
sdo produzidos por essas vias (YAGUE et al., 2022).

4.6. Atividade antifungica dos extratos obtidos de S. noursei CAB-C 50
cultivado em diferentes meios de cultura

A atividade antifungica in vitro dos extratos obtidos a partir do crescimento de
S. noursei CAB-C 50 nos 5 tratamentos contra o fungo fitopatogénico Foc (Figura 9)
mostrou que apenas o extrato obtido do tratamento ISP-2 foi capaz de inibir o
crescimento do fungo. Nas condi¢cdes usadas o extrato apresentou uma taxa de
inibicao de 30 %.

Jin e colaboradores (2020) em seu trabalho avaliaram o potencial de
biocontrole de uma linhagem de Streptomyces isolada do solo frente a Foc TRA4.
Nesse estudo foi verificado que o extrato obtido a partir de Streptomyces
violaceusniger JBS5-6 apresentou forte atividade antifungica contra Foc isolado de
plantacdes de banana. Sholkamy et al. (2020) também verificaram em seu estudo que
0 extrato produzido por Streptomyces cuspidosporus SA4 apresentou atividade
antimicrobiana de grande relevancia contra bactérias e fungos como Klebsiella
pneumoniae, Salmonella typhi, Escherichia coli, Proteus vulgaris, Shigella flexneri,

Candida albicans, Aspergillus niger e Fusarium sp.
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Figura 9 — Atividade bioldgica dos extratos de S. noursei CAB-C 50 contra Foc. Os
testes foram realizados pela suplementagcdo do meio BDA com os extratos de S.
noursei CAB-C 50 obtidos em cada meio de cultivo.
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Apesar de varios estudos relatarem o potencial antimicrobiano dos extratos
produzidos por linhagens do género Streptomyces, dentre os extratos obtidos neste
estudo, apenas o extrato obtido da S. noursei CAB-C 50 em ISP-2 foi capaz de inibir
significativamente o Foc.

Resultados observados com o teste da atividade do extrato e do sobrenadante
de ISP-2 podem estar relacionados a uma baixa concentracdo dos compostos de
interesse biolégico apds a extragdo. E possivel que o método de extragdo utilizando
acetato de etila ndo foi eficiente para a recuperacdo de todos os compostos de
atividade antimicrobiana produzidos durante o cultivo. Além disso, o fato do
sobrenadante ter sido mais eficaz pode estar relacionado ao efeito sinérgico de alguns
compostos que podem ter sido perdidos durante o processo de extracao. Além disso,
a concentracdo dos compostos foi reduzida durante o processo (TAN; LEE, 2020;
PESSOTTI et al., 2021).

Vale ressaltar que Streptomyces também podem produzir compostos organicos
volateis (VOCs), compostos de baixo peso molecular e de facil evaporagao (YANG et
al., 2019) Ja foi constatado que os VOCs possuem grande interesse biotecnoldgico,
possuindo atividade antimicrobiana, nematicida e ajudando na promogdo de
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crescimento vegetal (AYED et al., 2021). Porém, o método de extragao utilizado nesse
estudo ndo permite a extragcdo desses compostos, 0 que pode explicar a baixa
atividade dos extratos aqui testados.

A maior atividade antifungica do sobrenadante pode ser muito vantajosa, visto
que a utilizagcao direta dos compostos produzidos no cultivo evita os processos de
extracdo, que muitas vezes sao trabalhosos e custosos. Assim, ensaios posteriores
podem ser realizados para prospectar os metabdlitos a partir do sobrenadante sem
procedimentos mais elaborados.

4.7. Compostos bioativos produzidos por Streptomyces noursei CAB-C 50

A analise dos extratos em cromatografia de camada delgada (CCD) permitiu
observar diferengas entre os perfis de separagdo obtidos nos diferentes meios de
cultivo, além de diferencas entre os tratamentos e os controles. Isso demonstra a
possivel presenca de compostos bioativos nos extratos obtidos como demostrado na
figura 10.

Figura 10 — Cromatografia de camada delgada (CCD) A: Representacao esquematica
do funcionamento da separacdao por CCD; B: ISP-2; C: ISP-2+ECO; D: M+G; E:
M+G+ECO; F: M+ECO.
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Os extratos obtidos foram submetidos a identificagdo por UHPLC-HRMS.
Devido ao tempo necessario para a obtencdo dos dados metabol6bmicos desses
extratos e andlise acurada dos resultados obtidos, o extrato do tratamento ISP-2, que
se mostrou promissor nos testes in vitro, foi escolhido para ser o primeiro a ser
analisado para identificacdo dos compostos bioativos produzidos. O cromatograma
obtido pode ser observado na figura 11.

Figura 11 — Cromatograma obtido por UHPLC-HRMS para o extrato ISP-2. Duas

réplicas biolégicas de cada extrato foram submetidas e identificagéo.
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A identificacdo dos compostos foi realizada apds andlise dos espectros de
massas na plataforma GNPS. Nesta plataforma, os espectros sdo agrupados de
acordo com a similaridade quimica e, pela similaridade com espectros de amostras ja
conhecidas, apresentadas sugestdes de estruturas de substancias relacionadas aos
espectros. Assim, para as amostras analisadas foi obtido a rede molecular com as
entidades quimicas agrupadas em clusters (Figura 12). Varios compostos estao
presentes nas amostras analisadas e varios clusters apresentaram entidades
quimicas tanto dos cultivos quanto dos controles. Alguns, no entanto, apresentaram
apenas nos representativos dos tratamentos, sendo estes os de relevancia para as

analises. Desses, apenas dois clusters apresentaram compostos com
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correspondéncia espectral com a biblioteca do GNPS, sendo denominados HITs, que

permitiram a identificacdo dos possiveis compostos.

Figura 12 — Rede molecular gerada pelo GNPS. Os clusters sao agrupamentos de
entidades quimicas por similaridade de espectros. A representagéo dos nds de cada
amostra é identificada pelas cores descritas na legenda no canto superior da figura. A
e B correspondem aos dois clusters de interesse com compostos identificados

lisP2 ctrl |
IsP2 Ctrl R1 |
IsP2 CtriR2 |

lIsP2 R1 |

lIsP2 R2 |

O primeiro agrupamento de interesse (Figura 12A) contém um HIT espectral
identificado com o composto anisomicina (Figura 13). Ao analisar o cluster mais de
perto (Figura 13A), é possivel observar que varios nés estao diretamente ligados ao
HIT, o que mostra que estes podem ser compostos diretamente relacionados a
anisomicina (Figura 13B). O pico referente a esse composto estd destacado no
cromatograma obtido na separacédo da amostra, préximo ao tempo de retencéo de 8
min (Figura 13C). A identificacdo desse composto foi conferida manualmente para a
acuracia do resultado pela analise do espectro de fragmentacao obtido e comparacao
com o esperado para o composto identificado. A proposta de fragmentacdo da
anisomicina é mostrada na Figura 13D, com fragmentos de m/z 206,1176, 188,107 e
121,0648.
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Figura 13 — Identificacdo do composto anisomicina. A: Cluster de interesse agrupados
com anisomicina. B: Férmula quimica e estrutural do composto. C: Cromatograma
resultante do UHPLC-HRMS, com o pico correspondente ao composto anisomicina

em destaque. D: Proposta de fragmentagdo da molécula
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Ao analisar o cluster resultante da analise no GNPS, foi possivel observar que
0os demais compostos que estavam ligados diretamente ao HIT sdo compostos
analogos a anisomicina, em que apenas o substituinte R é alterado (Figura 14A). Isso
foi possivel detectar devido ao fato de os analogos apresentarem propostas de
fragmentacao com picos idénticos aos da anisomicina. O Unico pico que variou foi o
ion precursor (Figura 14B).

A anisomicina é um antibi6tico pirrolidinico que foi isolada de Streptomyces
griseolus em 1954, é considerado um inibidor da sintese proteica em microrganismos
eucariotos devido a sua interacdo com a subunidade 60s dos ribossomos,
demostrando grande atividades especifica contra protozoarios e fungos patogénicos,
sendo comercializado atualmente com o nome de flagemicida (SOBIN; TANNER JR,
1954; SHEN et al., 2021).

Além da sua atividade antimicrobiana, estudos demonstram que a anisomicina
desempenha papel importante na inativagcao de células T, auxiliando na diminuigdo da
rejeicdo de transplantes. Outros estudos também correlacionam esse composto com
atividade antiviral para virus como o da dengue e da Zika (TANG et al., 2012,
QUINTANA et al., 2020).

Figura 14 — A: Representacdo estrutural da anisomicina e seus analogos, que
apresentam a variacdo apenas do substituinte B: Espectros dos andalogos da

anisomicina.
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Além do cluster quimico contendo a anisomicina, um segundo cluster de
interesse foi identificado (Figura 12B e 15A). O HIT associado é um alcaloide
bisinddlico (Figura 15B). A analise dos demais nés do cluster indicam a presenca de
um andalogo desse composto sendo produzido nos cultivos e algum precursor no
controle. Isso podemos verificamos ao analisar o perfil de fragmentagdo da molécula
caracterizada, do seu analogo e do controle. Ha uma correspondéncia quimica entre
os ions m/z 389 (analogo) e 373 (HIT), baseado no perfil de sinais-fragmentos, o que

nao é observado para o ion m/z 350 (controle) (Figura 15C).

Figura 15 — A: Identificacdo do cluster de interesse. B: Alcaloide bisinddlico
identificado. C: Proposta de fragmentacdo da molécula de alcaloide bisinddlico

encontrado, o seu analogo e o possivel precursor.
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A via de producgéo, assim como o0s genes envolvidos ainda permanece obscura,
uma vez que nao se tem dados suficientes sobre a molécula identificada em literatura.
Estes dados reforcam o potencial da S. noursei CAB-C 50 na producao de
compostos de interesse biotecnoldgico, além de mostrar que S. noursei € capaz de
produzir compostos importante mesmo em condi¢cdes 6timas de crescimento e que 0s
compostos identificados podem ser um dos responsaveis pela atividade antifungica

observada nos ensaios in vitro com o sobrenadante e o extrato.

4.8 Identificacao do arsenal genético de S. noursei CAB-C 50 para a producao
de metabdlitos secundarios

4.8.1. Predicao in silico de clusters de genes envolvidos com vias de producao
de metabdlitos secundarios.

A predicao in silico da sequéncia de S. noursei CAB-C 50 usando o antiSMASH
4.0 revelou 47 agrupamentos de genes biossintéticos para producao de metabdlitos
secundarios com uma ampla diversidade de classes de BGC (Figura 16). A classe
predominante de BGCs encontrada para esta linhagem estdo as sintetases de
peptideos ndo ribossomais (NRPS), que no geral apresentam uma baixa similaridade
com os produtos naturais conhecidos (similaridade abaixo de 40 %), sugerindo que
podem estar relacionadas a vias capazes de sintetizar novos produtos ou produtos
sem BGCs caracterizados.
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Figura 16 — Perfil de classes de BGCs encontrados em Streptomyces noursei CAB-C
50 obtidos a partir de predicdes in silico com auxilio do servidor antiSMASH.
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Apesar disso, alguns BGCs relacionados a NRPS demonstram alto grau de
similaridade (100 %) a produtos ja conhecidos, como xenematide que € um peptideo
ciclico com atividade antimicrobiana. Esse composto é considerado como uma
alternativa de controle da bactéria Erwinia amylovora, patbdgeno que causa a doenca
popularmente conhecida como fogo bacteriano que causa a morte de macieiras e
pereiras (HUNG et al, 2011).

Entre outras classes de BGCs também preditas para S. noursei CAB-C 50
estao os terpenos, lantipeptideos, sideréforos, sintase de policetideo tipo 1 (T1PKS)
entre outros. Vale ressaltar que nem todos os BGCs apresentam similaridade com
uma molécula ja previamente conhecida, o que pode significar que esse isolado
possui potencial para produgcdo de compostos bioativos ainda desconhecidos. No
trabalho realizado por Lourengo (2021), S. noursei CAB-C 50 foi capaz de produzir
sideréforos, corroborando os dados encontrados nas analises in silico. A producao
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desses compostos é de grande interesse para a industria agricola por exemplo, onde
0s mesmos podem atuar na promogao do crescimento vegetal.

O composto anisomicina, identificado pelo UHPLC-HRMS apresentou uma
similaridade de 100 % na predicao feita pelo servidor antiSMASH. Foi possivel
observar que o BGC responséavel pela producdo desse composto esta presente no
genoma da S. noursei CAB-C 50.

O potencial de producao de bacteriocinas foi analisada exclusivamente pelo
BAGEL 4.0, uma vez que muitas bacteriocinas sao codificadas por pequenos genes
que podem acabar sendo omitidos numa busca mais geral (VAN HEEL et al, 2013).
As classes de bacteriocinas preditas sdo descritas na tabela 2.

Tabela 2 — Classe de bacteriocinas preditas pelo servidor BAGEL para a S. noursei
CAB-C 50.
Isolado Classe Cluster

Sap_B
Zoocin_A
Lanthipeptide_class_|II
LAPs
Lassopeptide
Sactipeptides

S. noursei CAB-C 50

_LI'\)_L_L_L_L

A Zoocin A é uma bacteriocina que tem a capacidade de interferir na
homeostase da parede celular, uma vez que é considerada uma hidrolase
bacteriolitica da parede celular, sendo capaz de clivar ligagdes peptidicas do
peptidoglicano, estrutura responsavel por conceder forma e rigidez a parede celular
de bactérias (VACHHER et al, 2021; BEUKES et al., 2000).

Estes dados ressaltam o grande potencial de producdo de metabdlitos
secundarios pela S. noursei CAB-C 50, sendo que grande parte desses compostos
podem ser inéditos. Assim, estudos como este sdo necessarios para tentar acessar

esse arsenal ainda a ser descoberto.

4.8.2. Andlise de genémica comparativa entre os metabdlitos secundarios
produzidos pela espécie Streptomyces noursei

O género Streptomyces € conhecido por possuir um cromossomo linear,
diferentemente da maioria das demais bactérias. Além disso, possuem um alto
conteudo GC, chegando a cerca de 72 % e dos maiores genomas entre as bactérias
(6-15 Mb), o que reflete diretamente no seu estilo de vida livre nos mais diversos
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ambientes, na alta complexidade do seu ciclo de vida e na ampla diversidade de seus
metabdlitos secundarios (CHEN et al.; 2002; LORENZI et al.; 2022).

Ao analisar os genomas das espécies Streptomyces noursei no servidor
antiSMASH (Figura 17), foi verificado que o nimero de BGCs entre as linhagens da
mesma espécie variou entre 33 a 44 e que o BGCs mais comum entre essa espécie
sdo as sintases de policetideos do tipo 1 (T1PKS) e sintases de peptideo nao
ribossémico (NRPS), além disso, quanto maior o genoma, mais BGCs foram
encontrados pelo servidor. Apesar das similaridades por serem genomas de linhagens
da mesma espécie, algumas classes de BGCs que nao foram identificadas em todos
genomas analisados, como a classe a amglicil que possuiu uma similaridade de 55 %
com o composto estreptomicina que foi o primeiro antibiético dessa classe descoberta
ha mais de 60 anos atras (OHNISHI et al., 2008).

Figura 18 — Classes de BGCs previstas pelo programa antiSMASH para a espécie S.
noursei
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Belknap e colaboradores (2020) averiguaram a diversidade de BGCs em 1.100

genomas de Streptomyces disponiveis e verificou que, entre os BGCs mais comuns,

também estavam as T1PKS e as NRPS, e que mesmo entre a mesma espécie, a
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diversidade de BGCs pode ser grande e que por isso 0 sequenciamento € interessante
para verificar essa diversidade.

Ao verificar o perfil de bacteriocinas produzidas pela espécie, o servidor BAGEL
identificou a presenca de bacteriocinas apenas em 5 genomas dos 11 analisados. O
antiSMASH, por sua vez, identificou a presenga da bacteriocina Zoocin A em todos os
5 genomas que como ja relatado acima esta diretamente relacionada a quebra da
homeostase da parede celular das bactérias levando a sua morte (VACHHER et al.;
2021; BEUKES et al.; 2000).

Apesar da espécie Streptomyces albulus ser popularmente descrita na
literatura em janeiro de 2023 Butdee e colaboradores relataram que, com base nas
caracteristicas genéticas e fenotipicas, S.albulus e S. noursei pertencem a mesma
espécie sugerindo que ocorra uma reclassificacdo das mesma. Tal alteragéo ja foi
adotada pelo banco de dados NCBI esse ano, porém como todas as analises ja tinham
sido feitas utilizando os genomas referentes somente a espécie S.albulus depositadas
nos banco de dados, optamos por manter somente 0s genomas que estavam
referentes a essa espécie deixando para que os demais dados gendémicos

relacionados a S. noursei seja utilizado em trabalhos futuros.
5. CONCLUSAO

Foi verificado S. noursei CAB-C 50 conseguiu se desenvolver em todos o0s
meios testados e que a composicdo do meio de cultivo pode estar diretamente ligada
a capacidade dessa bactéria de alterar o pH do meio e que, de acordo com as
condi¢des de cultivo, as mesmas podem apresentar macromorfologias distintas. Os
sobrenadantes produzidos pela S.noursei CAB-C 50 quando cultivadas em ISP-2
apresentou uma elevada taxa de inibicdo do Foc; no entanto, apenas o extrato obtido
da S.noursei CAB-C 50 em ISP-2 apresentou atividade contra o fungo. Duas
moléculas de interesse biotecnoldgico importante produzidas pela S.noursei CAB-C
50 foram identificadas por UHPLC-HRMS, sendo elas a anisomicina e um alcaloide
bisinddlico A predigdo dos metabdlitos secundarios produzidos pela S.noursei CAB-C
50 demonstrou que 0 genoma da mesma possui um grande arsenal para producao
de compostos bioativos apresentando uma alta diversidade de BGCs e indicando que
novos compostos bioativos podem estar presentes nesse genoma. O potencial
genético de producao de metabdlitos secundarios da espécie possui em média 37
BGCs, sendo que as classes T1PKS e as NRPS foram as mais comuns. No entanto
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0 acesso a maioria dessas vias de produgdo de metabdlitos sdo um grande gargalo
para a busca de novas antimicrobianos, uma vez que a maioria delas ndo sao
expressas em condicoes laboratoriais padrdes. A identificacdo futura dos compostos
produzidos nas demais combinagcées de meios de cultivos utilizados nesse estudo
podem auxiliar no entendimento da regulagédo dessas vias e proposicdo de novas
estratégias de obtengcédo de compostos bioativos.
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