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Resumo 

A Amazônia, com sua vasta bacia hidrográfica e diversidade de ecossistemas, 
abriga uma grande variedade de espécies bacterianas, incluindo Bacillus e 
Streptomyces, conhecidas por seu potencial na produção de moléculas de inte-
resse biotecnológico. Com os avanços das tecnologias de sequenciamento de 
nova geração (NGS) e a mineração genômica, a identificação de clusters gêni-
cos biossintéticos (BGCs) envolvidos na biossíntese de novos metabólitos se 
tornou uma abordagem essencial na descoberta de compostos bioativos. Neste 
contexto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar linhagens bacterianas 
isoladas dos rios Madeira e Solimões, investigando sua capacidade de inibir o 
crescimento de fitopatógenos, promover o crescimento vegetal e produzir enzi-
mas e metabólitos secundários de interesse. O estudo, realizado envolveu a aná-
lise de seis linhagens bacterianas (MAD34, MAD51, MAD1003, MAD142, 
SOL105 e SOL146), das quais quatro tiveram seus genomas sequenciados. Os 
genomas apresentaram tamanhos variando de 4.664.203 pb a 6.244.542 pb, 
com conteúdo G+C entre 66,6% e 72,0% e regiões codificadoras (CDS) entre 
4.304 e 8.066. Análises comparativas revelaram a presença de três novas espé-
cies: MAD51, MAD1003 e SOL105, com valores de dDDH abaixo do ponto de 
corte de 70% (46,4% a 54,9%), também corroborado com valores de ANI e AAI 
menor que o ponto de corte para novas espécies. A análise de pangenoma indi-
cou a presença de genes únicos relacionados à biossíntese de antibióticos como 
fenazina, ligação de íons metálicos, processo biossintético da piridoxina, ligação 
de ATP e processos virais. Ensaios funcionais demonstraram o potencial das 
linhagens para a produção de enzimas extracelulares, sideróforos, solubilização 
de fosfato e produção de ácido indolacético (AIA), com destaque para as linha-
gens MAD142 (67,0 µg mL-¹) e SOL146 (70,8 µg mL-¹). Nos testes de antago-
nismo, a linhagem MAD34 apresentou os melhores resultados, com índices de 
inibição variando de 54,70% a 90,47% contra diferentes fitopatógenos. As linha-
gens Bacillus sp. MAD142 e Streptomyces sp. MAD51 também se destacaram, 
com taxas de inibição acima de 70% e 50%, respectivamente, sendo os menores 
índices observados para Stenotrophomonas SOL105. A mineração genômica re-
velou a presença de BGCs com vias já caracterizadas para a biossíntese de 
diversos metabólitos, como policetídeos (tetracenomicina C, pigmento de esporo 
e flaviolina), sideróforos e peptídeos não ribossomais (NRPs). A linhagem 
MAD34 apresentou um total de 17 BGCs, sendo seis com similaridade menor 
que 50%. Já a linhagem MAD51 exibiu 39 clusters, com 10 BGCs apresentando 
similaridade acima de 80%. A MAD1003 apresentou 24 clusters, sendo nove com 
similaridade acima de 80%. Por fim, a SOL105 apresentou a menor quantidade 
de BGCs, com um total de quatro clusters e similaridade de 57%. Esses resulta-
dos reforçam a importância da bioprospecção em ecossistemas amazônicos 
para a identificação de novos recursos genéticos com foco no desenvolvimento 
de soluções sustentáveis para a agricultura. 
 

 

Palavras-Chave: Antagonismo, Mineração genômica, clusters de genes biossin-
téticos (BGCs), Biocontrole. 
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Abstract 

The Amazon, with its vast river basin and diversity of ecosystems, is home to a 
wide variety of bacterial species, including Bacillus and Streptomyces, known for 
their potential in the production of molecules of biotechnological interest. With 
advances in next-generation sequencing (NGS) technologies and genome 
mining, the identification of biosynthetic gene clusters (BGCs) involved in the 
biosynthesis of new metabolites has become an essential approach in the 
discovery of bioactive compounds. In this context, the present work aimed to 
evaluate bacterial strains isolated from the Madeira and Solimões rivers, 
investigating their ability to inhibit the growth of phytopathogens, promote plant 
growth and produce enzymes and secondary metabolites of interest. The study 
involved the analysis of six bacterial strains (MAD34, MAD51, MAD1003, 
MAD142, SOL105 and SOL146), four of which had their genomes sequenced. 
The genomes had sizes ranging from 4,664,203 bp to 6,244,542 bp, with G+C 
content between 66.6% and 72.0% and coding regions (CDS) between 4,304 and 
8,066. Comparative analyzes revealed the presence of three new species: 
MAD51, MAD1003 and SOL105, with dDDH values below the cutoff point of 70% 
(46.4% to 54.9%), also corroborated with ANI and AAI values lower than the 
cutoff point for new species. A pangenome analysis indicated the presence of 
unique genes related to the biosynthesis of antibiotics such as phenazine, metal 
ion binding, pyridoxine biosynthetic process, ATP binding and viral processes. 
Functional assays demonstrated the potential of the strains for the production of 
extracellular enzymes, siderophores, phosphate solubilization and production of 
indoleacetic acid (IAA), with emphasis on strains MAD142 (67.0 µg mL-¹) and 
SOL146 (70.8 µg mL-¹). In antagonism tests, the MAD34 strain presented the 
best results, with inhibition rates ranging from 54.70% to 90.47% against different 
phytopathogens. The Bacillus sp. MAD142 and Streptomyces sp. MAD51 also 
stood out, with protection rates above 70% and 50%, respectively, being the 
lowest rates collected for Stenotrophomonas SOL105. Genomic mining revealed 
the presence of BGCs with already described pathways for the biosynthesis of 
several metabolites, such as polyketides (tetracenomycin C, spore pigment and 
flaviolin), siderophores and non-ribosomal peptides (NRPs). The MAD34 lineage 
presented a total of 17 BGCs, six of which had similarity less than 50%. The 
MAD51 lineage exhibited 39 clusters, with 10 BGCs showing similarity above 
80%. MAD1003 presented 24 clusters, nine of which had similarity above 80%. 
Finally, SOL105 presented a smaller number of BGCs, with a total of four clusters 
and a similarity of 57%. These results reinforce the importance of bioprospecting 
in Amazonian ecosystems for identifying new genetic resources with a focus on 
developing sustainable solutions for agriculture. 

 

Keywords: Antagonism, Genomic mining, biosynthetic gene clusters (BGCs), 
Biocontrol. 
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1 INTRODUÇÃO 

A Amazônia possui a maior bacia hidrográfica do mundo, sendo um dos 

maiores reservatórios de biodiversidades do planeta, e distribuída em diferentes 

ecossistemas que abriga muitas espécies de microrganismos, que são os 

principais responsáveis pela produção de diversas moléculas, que podem ser 

úteis para a descoberta de novos produtos naturais com potencial para diversas 

aplicações na medicina ou na agricultura (Pereira et al., 2017). 

Bactérias e fungos desempenham importantes papéis na natureza, 

podendo interagir com diferentes organismos vivos por meio de sinalização de 

defesa, competição e autopreservação e a decomposição de matéria orgânica. 

Esses microrganismos têm sido alvos de diversos estudos, devido a suas 

capacidades de produzir diversas moléculas valiosas (Scherlach; Hertweck, 

2020, Kenshole et al., 2021; Schorn et al., 2021). 

Entre os microrganismos produtores de diversos metabólitos 

secundários bioativos, destacam-se as bactérias dos gêneros Bacillus e 

Streptomyces, que estão presentes em inúmeros habitats e são conhecidas pela 

capacidade de produzir um grande número de moléculas que inclui policetídeos 

(PKs), peptídeos não ribossomais (NRPs), terpenos e RiPPs (Andrić et al., 2020; 

Boruta, 2021; Narayanan; Glick, 2022). 

A informação para biossíntese de metabólitos secundários está contida, 

em sua maioria, na forma de genes espacialmente próximos no genoma, os 

quais codificam enzimas que participam das etapas biossintéticas da formação 

da estrutura principal do metabólito (genes core), enzimas de modificação 

posterior (enzimas de decoração) e podem também codificar transportadores e 

fatores de transcrição (Abdel-aziz et al., 2017; Lee et al., 2020; Shuikan et al., 

2020). Esse conjunto de genes são comumente chamados de clusters gênicos 

biossintéticos (BGCs) e o seu estudo tem revolucionado a área de produtos 

naturais, permitindo a produção em larga escala, a descoberta de novos 

compostos, o design guiado de estruturas orgânicas complexas, bem como 

outras tecnologias geradas a partir do conhecimento das vias de biossíntese 

(Bachmann et al., 2014; Bauman et al., 2021). 

Por vários anos, novos metabólitos produzidos por microrganismos eram 

descobertos por estratégias convencionais. No entanto, com o advento do 
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sequenciamento de nova geração e o contínuo estudo de BGCs, ficou cada vez 

mais evidente que o potencial genético de um microrganismo para produção de 

metabólitos secundários é muito maior do que o potencial encontrado nos 

extratos obtidos a partir de fermentações (Scherlach; Hertweck, 2021). Esse fato 

reforça que os dados genômicos são um fator chave para o desenvolvimento de 

abordagens que possibilitam a descoberta guiada de novas entidades químicas 

(Xia et al., 2022). 

Nesse contexto, as estratégias de mineração do genoma, incluindo 

predição por bioinformática, tornaram-se uma abordagem essencial, podendo 

revelar clusters de genes biossintéticos (BGCs) de interesse biotecnológico e 

auxiliar na identificação de novas moléculas com propriedades bioativas (Tyc et 

al., 2017; Albarano et al., 2020). 

A mineração genômica de bactérias isoladas de sedimentos dos rios 

Madeira e Solimões, com base no genoma completo pode indicar a presença de 

clusters para produção de metabólitos secundários com atividade 

antimicrobiana, citotóxicas e antiviral contra vários agentes causais. Além disso, 

os resultados obtidos neste trabalho indicaram com base em testes de cultura 

pareada a inibição do crescimento de diversos fitopatógenos. 

Esse arsenal metabólico com diferentes estruturas confere a esses 

organismos um repertório de atividades biológicas, com destaque para a 

produção de antimicrobianos (Fira et al.,2018; Andrić et al., 2020; Boruta, 2021). 

Além disso, os microrganismos podem ser usados como agentes de biocontrole, 

promotores de crescimento vegetal, probióticos, podendo ser uma estratégia 

alternativa no manejo de doenças em plantas e reduzindo o uso de produtos 

químicos diminuindo o grande impacto que esses produtos causam no meio 

ambiente (Dunlap, 2019; Su et al., 2020; Ngalimat et al.,2021). 

 Desta forma o presente estudo nos traz um indicativo do leque de 

aplicações que esses microrganismos podem possuir, por produzirem moléculas 

que merecem ser exploradas, onde a identificação dessas moléculas são 

alternativas favoráveis para a aplicação na agricultura e farmacologia, podendo 

contribuir com o desenvolvimento de novos bioprodutos e ajudar a revelar a 

importância da microbiota amazônica no cenário da bioeconomia. 

 



18 
 

 

2 REFERENCIAL TEÓRICO 

2.1 O GÊNERO Bacillus 

O gênero Bacillus pertence à família Bacillaceae no filo Firmicutes, 

descrito pela primeira vez em 1872 por Cohn. Espécies desse gênero habitam 

diferentes habitats que incluem solos, lagos, sedimentos marinhos, fontes 

termais, areias do deserto, tecidos de plantas e animais (Liu et al., 2019; Tang 

et al., 2023). São bactérias Gram-positivas, formadoras de endósporos, com 

baixo teor de conteúdo G+C no DNA, possuem forma de bastonete, são 

aeróbicas ou facultativamente anaeróbias com 627 espécies (Son et al., 2019). 

Espécies importantes incluem: Bacillus subtilis, Bacillus cereus e Bacillus 

thuringiensis, impactando vários setores da biotecnologia com agricultura e 

medicina (Gupta et al., 2020; Mo et al., 2020). 

Este grupo de microrganismo exibe uma diversidade taxonômica e 

metabólica, tendo 5 a 8% do genoma total dedicado a biossíntese de metabólitos 

secundários, com um amplo repertório de compostos antagonistas (Fira et al., 

2018; Dimkić et al., 2022). Os compostos produzidos por Bacillus podem ser 

classificados em antibióticos, peptídeos não ribossômicos (NRPs), lipopeptídeos 

cíclicos, lipopeptídeos lineares, policetídeos (PKs), dihidroisocoumarinas e 

macrolídeos (Figura 1) (Mondol et al., 2013; Horak et al., 2019; Kaspar et al., 

2019). 
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Figura 1: Principais classes de metabólitos secundários produzidos por Bacillus. Fonte: Horak 
et al., (2019) 

Dentre os lipopeptídeos cíclicos, os lipopeptídeos fengicina e surfactina 

são de grande interesse na agricultura pois são responsáveis pela indução de 

resistência sistêmica em plantas atuando na indução de genes da via das 

lipoxigenases (Ongena et al., 2007). Além disso, esses produtos naturais 

dispõem de atividade antifúngica contra diversos fitopatógenos de interesse 

econômico como espécies de Fusarium, Colletotrichum e Ralstonia (Kim et al., 

2010; Khan et al., 2017; Cao et al., 2018; Li et al., 2019). Assim como fengicina 

e surfactina os macrolídeos produzidos por algumas espécies de Bacillus como 

as bacillomicinas e macrolactinas também são excelentes antifúngicos que estão 

relacionados ao biocontrole (Yuan et al., 2012). 

Peptídeos lineares de Bacillus como as gageostatinas possuem 

atividade antifúngica reportada para Rhizoctonia solani, Botrytis cinerea e 

Colletotrichum acutatum com concentração inibitória mínima (MIC) variando de 

4–32 µg/mL e antibiótica contra Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, 

Salmonella enterica serovar Typhi e Pseudomonas aeruginosa com MIC 

variando de 8–64 µg/mL. Além disso, esses peptídeos também possuem 

atividade citotóxica (Tareq et al., 2014). 
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Em Bacillus pumilus as dihidroisocoumarinas da série A1-77 são 

antibióticos potentes contra Helicobacter pylori e possuem efeitos 

gastroprotetores e anti úlcera (Saddiqa et al., 2017). Já as bacilosarcinas são 

dihidroisocoumarinas que possuem atividade herbicida e podem ser usadas no 

controle de ervas daninhas (Azumi et al., 2008). 

Várias espécies do gênero Bacillus como B. megaterium, B. circulans, B. 

coagulans, B. subtilis, B. azotofixans, B. macerans, B. velezensis são relatadas 

como bactérias com grande potencial na agricultura, pois promovem o 

crescimento vegetal, fornecendo um grande número relevante de metabólitos 

que podem ser utilizados como biocontrole na agricultura. Além disso, essas 

espécies também podem secretar fitohormônios, aumentar o transporte de 

nutrientes, fixar nitrogênio e solubilizar fosfato, como demonstrado na (Figura 2) 

(Saxena et al., 2019; Poveda et al., 2021). 

 
Figura 2: (A) Visão geral dos diferentes mecanismos benéficos que microrganismos fornecem 
às plantas. (B) Representa as diferentes propriedades bioativas produzidas por Bacillus sp. 
como: Antagonismo, atividade enzimática, produção de sideróforo, atividade antimicrobiana. 
Fonte: Saxena et al., 2019. 

O gênero Bacillus também é produtor de várias enzimas de interesse 

industrial, como quitinases, glucanases, lipases e proteases, utilizadas nas 

indústrias de alimentos, rações, detergentes, têxteis, couro, papel e farmacêutica 

(Berini et al., 2018; Su et al., 2020). 
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2.2 GÊNERO Streptomyces 

As bactérias do gênero Streptomyces pertencem ao filo das 

actinobactérias, sendo um dos principais produtores de bioativos com aplicações 

médicas, industriais e agrícolas (Ghanem et al., 2022; Alam et al., 2022). As 

actinobactérias constituem um dos 30 principais filos classificados no domínio 

Bacteria, com 374 gêneros registrados, tendo as Streptomyces como maior 

gênero deste filo, podendo ser encontradas em diferentes ambientes terrestres 

e marinhos com a maior diversidade registrada nesses habitats (Donald et al., 

2022). 

As Streptomyces são bactérias Gram-positivas com um conteúdo 

genômico com alto teor de C+G de 69-78%, sendo descrita pela primeira vez por 

Waksman e Henrici (1943) por produzirem uma grande variedade de antibióticos. 

Possuem características fisiológicas que se assemelham às de diversas 

espécies de fungos, que produzem hifas filiformes que penetram nas superfícies 

em busca de nutrientes, em condições ambientais diferentes, onde os recursos 

são limitados, são capazes de produzir hifas aéreas que se dividem em esporos 

que podem resistir a condições desfavoráveis e são facilmente transportados 

para novos ambientes ou fontes de nutrientes (Quinn et al., 2020; Donald et al., 

2022). 

Dentre as diversas espécies de Streptomyces, destacam-se as espécies 

de S. clavuligerus, S. venezuelae, S. aureofaciens, S. kanamyceticus, S. 

spectablis, S. canelaensis e S. lavendulae, sendo grande produtores de 

antibióticos, antifúngicos, inseticidas e enzimas, sendo responsável pela 

produção de diversas substâncias bioativas como alguns antibióticos populares, 

como por exemplo: cefamicina, cloranfenicol, tetraciclina, canamicina, 

espectinomicina, monensina e mitomicina C, assim como compostos 

voláteis, sideróforos e agentes parasitários como a ivermectina, e vários outras 

moléculas com atividade antifúngicas (Salwan; Sharma, 2020; Boruta et al., 

2021; Alam et al. 2022). 

Devido à extensa produção de metabólitos secundários, Streptomyces 

têm atraído muita atenção para o biocontrole, apesar de muitos terem sido 

isolados com sucesso, a comercialização ainda é limitada, isso se dá devido sua 

eficácia e estabilidade em campo, bem como condições estritas de 
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armazenamento e a falta de consistência quando os inoculantes microbianos são 

aplicados em condições ambientais, fatores de custo biológicos, ecológicos, 

toxicológicos e regulatórios também influenciam na eficácia e a comercialização 

dos produtos de controle biológico devido à complexidade de encontrar uma 

formulação e o momento apropriados para a aplicação  (Colombo et al. 2019; 

Feng et al., 2022). Desse modo, se torna necessário a identificação da espécie 

e do habitat natural para fornecer mais escolhas potenciais de agentes de 

controle biológico (Worsley et al., 2020; Le et al., 2022). 

2.3 POTENCIAL DE BACTÉRIAS COMO AGENTES DE BIOCONTROLE     

Doenças causadas por microrganismos, particularmente aquelas 

causadas por fungos fitopatogênicos, são responsáveispor cerca de 70-80% das 

doenças de plantas, além dos fungos, alguns vírus, bactérias, e nematóides, em 

conjunto, podem causar perdas estimadas em 40 bilhões de dólares em todo o 

mundo. Estima-se que 20 a 40% das perdas agrícolas são por doenças 

causadas por fitopatógenos (Rahman et al., 2018; Bolívar-Anillo et al., 2019). 

A utilização de microrganismos com atividades antagonistas e seus 

metabólitos é uma alternativa natural atraente, já que métodos convencionais de 

controle de fungos fitopatogênicos como o uso de fungicidas sintéticos podem 

ocasionar resistência em microrganismos e danos à saúde humana, animal e 

ambiental. Esses produtos, podem levar a resíduos tóxicos em produtos 

tratados, e devido à sua lenta biodegradação podem poluir o meio ambiente 

(Kong et al., 2020). 

 O uso de microrganismos antagonistas no controle biológico em 

plantas, é uma abordagem muito comum é uma alternativa ambientalmente 

correta, e uma importante estratégia para o desenvolvimento integrado de 

práticas sustentáveis no manejo agrícola, tendo como finalidade melhorar o 

aproveitamento de nutrientes, reduzir doenças e pragas, diminuir o uso de 

produtos químicos e aumentar a produtividade (Yang et al., 2019; Miljaković et 

al., 2020). 

Biopesticidas derivados de bactérias, fungos, entre outros, representam 

5% do mercado de proteção de cultivos agrícolas, sendo que as bactérias 

representam 90% de todos esses agentes de biocontrole (Le et al., 2022). 

Espécies de Bacillus, Pseudomonas e Streptomyces, estão entre os agentes de 
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biocontrole mais estudados, representando um valioso recurso no controle 

biológico devido à capacidade para produzir vários metabólitos secundários com 

notável atividade biológica. A inibição do crescimento de patógenos por bactérias 

envolve mecanismos como competição por nutrientes e espaços, produção de 

antibióticos como lipopeptídeos cíclicos não ribossômicos (CLPs) e policetídeos 

(PKs), enzimas hidrolíticas, sideróforos e/ou indução de resistência sistêmica, 

podendo atuar como biofertilizantes ou bioestimuladores (Xu et al., 2015; 

Miljaković et al., 2020). 
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3 OBJETIVOS 
3.1 GERAL 

Avaliar as linhagens de bactérias isoladas dos rios Madeira e Solimões 

quanto à capacidade de inibir o crescimento de fitopatógenos, promover o 

crescimento vegetal e produzir enzimas e metabólitos secundários de interesse 

biotecnológico. 

3.2 ESPECÍFICOS 

1. Realizar a caracterização morfológica e filogenômica de bactérias 

isoladas dos rios Madeira e Solimões; 

2. Identificar genes únicos e ortólogos presentes nas bactérias; 

3. Avaliar características funcionais das bactérias isoladas, relacionadas à 

produção de enzimas, sideróforos, solubilização de fosfato e genes 

relacionados a promoção de crescimento vegetal (vias de biossíntese 

para auxinas (AIA), giberelina e citocinina); 

4. Avaliar o potencial antagonista no controle in vitro das bactérias isoladas 

contra fitopatógenos; 

5. Realizar a mineração genômica de bactérias isoladas dos rios Madeira e 

Solimões visando a identificação e caracterização de clusters gênicos 

biossintéticos relacionados ao metabolismo secundário. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 MICRORGANISMOS E CONDIÇÕES DE CULTIVO 

Os microrganismos utilizados neste trabalho fazem parte da coleção de 

cultura do Laboratório de Biologia Molecular da Embrapa Amazônia Ocidental, 

localizada na rodovia AM 010, km 29, estrada Manaus-Itacoatiara-Amazonas e 

estão identificadas sob os códigos: SOL105, SOL146, MAD34, MAD51, 

MAD1003 e MAD142 e preservados em glicerol 20% e armazenadas a -80 °C 

(Tabela 1, Figura 3). 

Tabela 1: Lista das bactérias isoladas dos rios Madeira e Solimões, utilizadas neste trabalho. 

Nº Código da Coleção Origem Local 

01 SOL105 Sedimentos Rio Solimões 

02 SOL146 Sedimentos Rio Solimões 

03 MAD34 Sedimentos Rio Madeira 

04 MAD142 Sedimentos Rio madeira 

05 MAD51 Sedimentos Rio Madeira 

06 MAD1003 Sedimentos Rio madeira 

 

 

Figura 3: Ativação dos isolados dos rios Madeira e Solimões. A) MAD142, B) SOL105, C) 
SOL146 e D) MAD34 cultivada em meio LB (Luria Bertani), As linhagens E MAD51 e F) MAD1003 
cultivadas em meio ISP2 (International Streptomyces Project 2). 
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4.2 ANÁLISE DA MORFOLOGIA BACTERIANA 

O cultivo das bactérias foi realizado na Embrapa Amazônia Ocidental, e 

a visualização e captura das amostras foram realizadas no Centro Multiusuário 

para Análise de Fenômenos Biomédicos (CMABio) da Universidade do Estado 

do Amazonas. 

O procedimento foi realizado de acordo com Souza et al. (2007) com 

algumas adaptações. Os cultivos dos isolados, foram em meio LB (Luria Bertani) 

e meio ISP2 e ISP (International Streptomyces Project). As placas foram 

incubadas a 28°C, durante 4 a 7 dias. Em seguida, pequenos fragmentos com 

cerca de 1 cm foram retirados do cultivo e transferidos para uma placa de 24 

poços onde foram tratados com solução de fixação Karnovsky modificado 

(glutaraldeído 2,5%, paraformaldeído 2,5%, em tampão Cacodilato de Sódio 

0,2M pH 7.2), onde permaneceram submersos na solução, e em repouso por 

24h em temperatura ambiente. Em seguida a solução fixadora foi descartada, e 

as amostras dos isolados foram lavadas 5 vezes com solução tampão Cacodilato 

de Sódio 0,2M pH 7.2. Após os processos de lavagem, foi realizado os processos 

de pós-fixação em solução de Tetróxido de Ósmio 2% e Ferrocianeto de Potássio 

16% na proporção 1:1 e lavadas 4 vezes com água destilada. 

Posteriormente as células foram desidratadas de forma gradual com 

álcool 50%, 70%, 90%, 95% e 100%, respectivamente, deixando-as descansar 

por 10 minutos de uma solução para outra. A última lavagem com álcool 100%, 

repetiu-se por 2x. O processo de secagem foi realizado em aparelho de Ponto 

Crítico automático Leica EM CPD300, onde os blocos foram posicionados nos 

stubs (porta-amostras), sobre uma fita dupla face de carbono. 

Após todo esse processo, as amostras foram metalizadas com ouro 

durante 5 minutos utilizando o metalizador JEOL Smart Coater (camada de ouro 

de cerca de 20 nm) e posteriormente foram visualizadas em microscópio 

eletrônico de varredura (JSM-IT500HR). 

4.3 EXTRAÇÃO DE DNA, SEQUENCIAMENTO, MONTAGEM E ANOTAÇÃO 

DO GENOMA 

As linhagens (MAD34, MAD142, SOL146 e SOL105) foram cultivadas em 

meio LB (Luria Bertani) enquanto as linhagens (MAD51 e MAD1003) em ISP2 
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(International Streptomyces Project 2) sólido, todas foram cultivadas em 5 mL de 

meio LB ou ISP2 e mantidas overnight sob agitação a 27°C e 150 rpm. As células 

bacterianas foram coletadas por centrifugação e o DNA genômico foi extraído 

utilizando o kit DNeasy® blood and tissue (Qiagen, USA) seguindo as 

recomendações do fabricante. Em seguida analisado em gel de agarose (1%) e 

quantificado no NanoDrop™ (ThermoFisher Nanodrop spectrophotometer) e 

Qubit® 2.0 fluorometer (Life Technologies). 

 O genoma completo foi sequenciado usando a plataforma Illumina com 

read length: 2 x 150 bp (Paired End) e montado “de novo” com o montador 

SPAdes (PRJIBELSKI et al., 2020). A qualidade do genoma foi analisada 

utilizando o servidor BV-BRC (Bacterial and Viral Bioinformatics Resource 

Center), combinando os dados e ferramentas dos recursos do software PATRIC 

(https://www.patricbrc.org) através de uma análise abrangente do genoma 

(acessado em 10 de junho de 2022). As sequências do genoma das espécies 

tipos foram baixadas do banco de dados GenBank 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome, acessado em 10 de junho de 2022). 

Os genomas dos isolados foram preditos e anotados automaticamente 

seguindo o pipeline do servidor RAST (https://rast.nmpdr.org/ acessado em 10 

de junho de 2022), usando a base de dados SEED Viewer version 2.0. (Aziz et 

al., 2008). Na etapa 2, para a identificação do genoma no taxonomy-ID (NCBI), 

cada linhagem analisada neste trabalho, inicialmente foi identificada com base 

no banco de dados TYGS (https:// https://tygs.dsmz.de/, acessa do em 11 de 

maio de 2022) e para anotação foi obtido o ID da linhagem mais relacionada. Na 

etapa 3 a correção automática de erro foi desabilitada. 

4.4 IDENTIFICAÇÃO FILOGENÔMICA E ANÁLISE PANGENÔMICA 

A delimitação de espécies foi realizada com base na análise comparativa 

dos genomas, usando vários índices de medida como: identidade média de 

nucleotídeos (ANI), identidade média de aminoácidos (AAI) e o valor de 

hibridização DNA-DNA digital (dDDH) (Sandoval-Powers et al., 2021). 

O cálculo do valor de identidade média de nucleotídeos (ANI) foi 

determinado levando em consideração as espécies mais relacionadas utilizando 

três diferentes algoritmos como: OrthoANI (Lee et al., 2016), ANI calculator que 



28 
 

 

utiliza o algoritmo OrthoANIu, uma iteração aprimorada do algoritmo OrthoANI 

original, que usa USEARCH em vez de BLAST (Yoon et al., 2017). Ambos 

disponibilizados no banco de dados EzBioCloud (https://www.ezbiocloud.net/, 

acessado em 15 de março de 2023). Além desses dois algoritmos também foi 

utilizada a ferramenta online JSpeciesWS 

(http://jspecies.ribohost.com/jspeciesws) acessado em 15 de março de 2023 

para cálculo dos valores baseados em BLAST (ANIb) e MUMmer (ANIm) (Richter 

et al., 2015). 

A identidade média de aminoácidos (AAI) foi obtido pela calculadora AAI 

(http://enve-omics.ce.gatech.edu/aai/, acessado em 10 de junho de 2022) 

(Rodriguez-r; Konstantinidis, 2014). Os valores de hibridização DNA-DNA digital 

(dDDH) com base na fórmula d2 foram estimados usando o Genome to Genome 

Distance Calculator - GGDC (http://ggdc.dsmz.de /distcalc2.php) usando os 

parâmetros padrão (Meier-Kolthoff et al., 2021). Já os valores de dDDH na 

fórmula d4 e a árvore filogenômica foi obtida por meio da plataforma Type Strain 

Genome Server (TYGS) (https://tygs.dsmz.de, acessado em 15 de maio de 

2023). 

A análise pangenômica dos isolados dos rios Madeira e Solimões foi 

realizada visando a identificação de genes únicos e agrupamentos de genes 

ortólogos.  No caso de espécies já descritas a comparação foi realizada entre a 

espécie tipo e as mais relacionadas e já no caso de novas espécies, foram 

comparadas com espécies filogeneticamente próximas usando software 

OrthoVenn2 https://orthovenn2.bioinfo toolkits.net/home (Xu et al., 2019). 

4.5 AVALIAÇÃO DAS CARACTERÍSTICAS FUNCIONAIS 

4.5.1 Produção de enzimas 

As atividades enzimáticas dos isolados para a produção de lipase, 

amilase, celulase, quitinase, protease, e pectinase foi determinada por teste 

qualitativo observando a formação de halos em meio sólido conforme 

recomendado por Teixeira et al., (2011). Os meios específicos para cada enzima 

testada estão listados na tabela abaixo. 
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Tabela 2: Composição dos meios de cultura utilizados para atividade enzimática. 

Meios de cultura Composição 

 
Celulase 

2 g de NaNO3; 1 g de KH2PO4; 0,5 g de MgSO4; 0,5 g de KCl; 10 g 
de Carboximetilcelulose; 0,2 g de peptona, 17 g de ágar, 1 L de 

água destilada. 

Amilase 
5 g de peptona, 5 g NaCl, 5 g extrato de carne, 10 g dextrose, 2 g 

de amido, 20 g de ágar, 1 L de água destilada. 

Pectinase 
1,0 g de NH4H2PO4, 0,1 g de MgSO4.7H2O, 0,5g de KCl, 5,0 g de 

Pectina cítrica, 12 g de ágar, 1 L de água destilada. 

Protease 
ágar leite 

5,0 g de leite desnatado, 15 g de ágar, 1 L de água destilada. 

Protease 
ágar gelatina 

5 g de Peptona, 3 g de Extrato de Carne, 5 g de NaCl, 15 g de 
ágar, 1 L de água destilada, suplementado com 1% de gelatina. 

Lipase 2,0 g de ágar, 0,01 g de CaCl2.2H2O, 1,0 mL de tween 80, 1 L de 
água destilada. 

Quitinase 
10 g de Quitina coloidal, 0,2 g de KCl, 0,2 g de MgSO4.7H2O, 1 g 

de NH4H2PO4, 20 g de ágar, 1 L de água destilada. 

Os experimentos foram realizados em triplicatas e avaliados durante 5 

dias. Todas as placas foram incubadas a 28 °C, para em seguida serem 

reveladas. 

4.5.1.1 Revelação da atividade enzimática 

A detecção de atividade de celulases foi realizada usando 10 mL solução 

aquosa de vermelho congo 0,1% (p/v) seguido de adição de 10 mL de solução 

de NaCl 1M, por 15 minutos cada solução. 

Já a revelação de amilase foi realizada usando 10 mL de solução de 

Lugol 0,3% (v/v) durante 5 minutos. A presença de halo translúcido após a 

reação com as soluções indica atividade positiva. 

A análise da atividade lipolítica foi considerada positiva a partir da 

observação de pequenos cristais quando a placa foi mantida a 4°C por 24 horas. 

A presença de protease em ágar leite e quitinase foi confirmada pela 

formação de um halo translúcido ao redor de cada amostra. 

A produção de protease em ágar gelatina foi visualizada após a 

inundação da placa em 20 mL de solução aquosa saturada de cloreto de 
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mercúrio (15 g HgCl2 dissolvido completamente em 20 mL de HCl 7M então 

aumentado para 100 mL com água destilada estéril). 

A revelação da atividade enzimática para pectinase foi realizada com 

substância de HCl 5N, a presença de halos translúcidos ao redor das bactérias 

indica a presença da produção da enzima. 

4.5.2 Produção de sideróforo e solubilização de fosfato 

A análise qualitativa das atividades para produção de sideróforos, seguiu 

a metodologia descrita por Ghazy et al. (2020), onde respectivamente os 

bioensaios foram realizados em triplicata utilizando meio ágar CAS (60,5 mg de 

Chrome Azurol, 10 mL de FeCl3.6H2O a 1 mM diluído em 10 mL de HCl 10 mM, 

40 mL de HDTMA, 50 mL de água destilada) incubado a 28°C por 5 a 7 dias. As 

colônias que apresentarem halo claro laranja são consideradas positivas para 

produção de sideróforos. 

O ensaio para solubilização de fosfato seguiu a metodologia descrita por 

Nautiyal (1999) e Kenasa et al. (2020), onde os isolados foram testados em meio 

com diferentes fosfatos inorgânico de AlPO4 e FePO4, e meio sólido Pikovskaya 

(PVK) e NBRIP (National Botanical Research Institute’s phosphate growth), a 

atividade positiva foi determinada pela presença de halo em volta das colônias. 

4.5.3 Identificação de genes relacionados a promoção de crescimento 

vegetal (vias de biossíntese para auxinas (AIA), giberelina e citocinina) 

A identificação dos genes relacionados biossíntese para auxinas (AIA), 

giberelina e citocinina, foi realizada por meio do servidor RAST (Aziz et al., 2008) 

(https://rast.nmpdr.org acessado em 10 de junho de 2022), para tanto foi 

analisada o subsistema metabolismo secundário, subcategoria hormônios 

vegetais. 

4.5.4 Produção de ácido indolacético (AIA) 

A produção de AIA foi determinada pelo método colorimétrico, baseado 

no reagente de Salkowsky seguindo a metodologia descrita por Sarmiento-López 

et al. (2022) e Gordon (1951). A análise foi realizada em triplicata na presença 

do precursor L-triptofano. Os isolados MAD34, MAD142, SOL105 e SOL146 
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foram cultivados em meio de cultura LB (Luria Bertani), onde os isolados MAD51 

e MAD1003 em ISP2 (International Streptomyces Project 2), todos 

suplementando com 150 μg/mL
-1

 de triptofano, sob agitação de 150 rpm no 

período de 5 dias na ausência de luz. 

Após esse período as amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm por 2 

min, e 1 mL do sobrenadante foi transferido para um novo microtubo de 2 mL 

contendo 1 mL de solução SalKowski (1,2 g de FeCl 2 .6H 2 0; 42,1 mL de H₂SO₄ 

e 57,89 mL de água). Todas as amostras foram incubadas por 1 hora no escuro, 

e as leituras realizadas em espectrofotômetro no comprimento de 595 nm. Para 

curva padrão foram utilizadas concentrações de AIA na solução padrão: mg/mL 

com diluições de (0; 0,0039; 0,0078; 0,016; 0,031; 0,06, 0,13; 0,25; 0,50 e 1,0 

mg/mL). Para o controle foi utilizado apenas o meio de cultura. 

4.6 AVALIAÇÃO in vitro DA ATIVIDADE ANTAGONISTA CONTRA 

FITOPATÓGENOS. 

A atividade antagônica de todos os isolados foi testada em triplicata em 

meio BDA (Batata Dextrose Ágar) contra 13 diferentes fitopatógenos (Tabela 3). 

Os testes foram realizados em placas de Petri de tamanho uniforme (90x15 mm), 

onde um disco de micélio de 0,8 cm de cada fitopatógeno foi colocado no centro 

da placa, a bactéria foi inoculada nas laterais em estrias simples com 

distanciamento de 3,5 cm das bordas. Em seguida, as placas foram incubadas 

a 28 °C e avaliados no período de 5, 10 e 15 dias. 

Avaliação in vitro do potencial de inibição foram registradas medindo o 

crescimento radial do patógeno, tendo como controle negativo o crescimento do 

fitopatógeno sem a presença da bactéria, onde a porcentagem de inibição (PIC) 

foi calculada usando a fórmula abaixo. 

𝐼 =
𝑑𝑖â𝑚𝑒𝑡𝑟𝑜𝑚é𝑑𝑖𝑜𝑑𝑜𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒 − 𝑑𝑖â𝑚𝑒𝑡𝑟𝑜𝑚é𝑑𝑖𝑜𝑑𝑜𝑡𝑟𝑎𝑡𝑎𝑚𝑒𝑛𝑡𝑜

𝑑𝑖â𝑚𝑒𝑡𝑟𝑜𝑚é𝑑𝑖𝑜𝑑𝑜𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒
𝑥100 
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Tabela 3: Lista de fitopatógenos utilizados para avaliar a atividade antagonista dos isolados 
SOL105, SOL146, MAD34 e MAD142, MAD51, MAD1003. 

Nº Fitopatógeno Código Origem 

01 Fusarium decemcellulare Fdc 307 Guaranazeiro (superbrotamento) 

02 Moniliophthora perniciosa Mp01 Vassoureiro (Embrapa) 

03 Colletotrichum siamense Coll 2N Synedrella nodiflora 

04 Colletotrichum spaethianum 2908 Cebolinha 

05 Rhizoctonia sp. 2943 Alface 

06 Colletotrichum guaranicola 2939 Guaranazeiro (folha) 

07 Corynespora cassiicola 2671 Tomate (folha) 

08 Rhizoctonia sp. 2942 Feijão 

09 Fusarium sp. MCT10621 Tomate (Fruto) 

10 Colletotrichum sp. 2973 Mamão (Fruto) 

11 Sclerotium rolfsii 2941 Tomate 

12 Colletotrichum scovillei 2910 Pimenta de cheiro (fruto) 

13 Neopestalotiopsis formicidarum 2917 
Guaranazeiro (folha) 

4.9 MINERAÇÃO GENÔMICA E PROSPECÇÃO DE PRODUTOS NATURAIS 

A identificação de clusters gênicos biossintéticos (BGCs) das linhagens 

bacterianas foram realizados com auxílio da plataforma AntiSMASH (antibiotics 

& Secondary Metabolite Analysis Shell) versão 6.0 (Blin et al., 2021). 

Os genes dos BGCs preditos que apresentaram similaridade parcial com 

vias de biossíntese depositadas no banco de dados MIBiG (Minimum Information 

about a Biosynthetic Gene cluster) versão 2.0 

(https://mibig.secondarymetabolites.org/), foram avaliados quanto a sintenia com 

o auxílio do programa clinker, uma ferramenta baseada em Python e 

clustermap.js (Gilchrist; Chooi, 2021). 

O banco de dados InterPro (http://https://www.ebi.ac.uk/interpro/) foi 

utilizado para identificar os domínios de funcionalidade ligados à biossíntese de 

metabólitos secundários e inferência das possíveis funções (Mistry et al., 2020; 

Paysan-Lafosse et al., 2022). 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1 CARACTERIZAÇÃO MORFOLÓGICA 

A análise da forma e arranjo celular obtidas por MEV, mostram que a 

linhagem Bacillus sp. MAD142 apresenta arranjo com células individualizadas 

(single bacillus), enquanto o isolado SOL146 mostrou aspecto alongado e 

curvado com alguns arranjos podendo ser observado alguns arranjos duplos. 

Conforme esperado a linhagem de Stenotrophomonas SOL105 e Pseudomonas 

sp. MAD34 mostram morfologia de bastonete típicas de cada gênero (Figura 4). 

 

Figura 4: Aspectos macromorfológicos da colônia e microscopia eletrônica de Varredura (MEV) 
dos isolados cultivados em meio LB a 28 °C por três dias. As linhagens de Bacillus sp. são 
mostradas em A (MAD142) e D (SOL146). Pseudomonas sp. MAD34 em B, e Stenotrophomonas 
SOL105 em C. SOL indica isolados do Rio Solimões e MAD isolados do Rio Madeira. A barra 
em cada figura representa a escala de 1µm. 

Conforme o esperado, os arranjos e aspecto filamentoso típicos de 

Streptomyces, foram observados nos isolados MAD51 e MAD1003, sendo 

características morfológicas já descritas, que se assemelha a fungos, 

apresentando hifas ramificadas que formam micélios aéreos, sendo 

características únicas presente em bactérias (Flärdh; Buttner, 2009). 

O isolado MAD51, apresentou cadeias de esporos em meio ISP4 (Figura 

5, B), e o isolado MAD1003 ocorreu formação de cadeia de esporo no meio ISP2 

como mostrado na (Figura 5, C). 
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Figura 5: Morfologia das linhagens de Streptomyces sp. MAD51 e MAD1003. Linhagem MAD51 
cultivada em meio ISP2 (A) e em meio ISP4 (B). Linhagem MAD1003 cultivada em meio ISP2 
(C) e em meio ISP4 (D). Todas as linhagens foram cultivadas a 28 °C por 10 dias. À direita, 
aspectos morfológicos de cada linhagem obtidos por microscopia eletrônica de varredura (MEV). 
A barra de cada figura representa a escala de 1µm. 

5.2 IDENTIFICAÇÃO FILOGENÔMICA DOS ISOLADOS 

5.2.1 Sequenciamento, anotação do genoma 

Os genomas dos isolados MAD34, MAD51, MAD1003 e SOL105 foram 

sequenciados e o tamanho do genoma, conteúdo G+C, regiões codificadoras 

(CDS) e características gerais da montagem, os genomas obtidos apresentaram 

fragmentação variando de 56 contigs para SOL 105 e 482 contings na linhagem 

MAD51 (Tabela 4). 

Tabela 4: Características gerais da anotação de quatro linhagens analisadas, comparadas com 
com strains de referência pesquisadas no Taxonomy Database do NCBI. 

 

Características MAD34 MAD51 MAD1003 SOL105 

Tamanho do genoma (pb) 6.244.542 8.457.554 6.642.326 4.664.203 

Conteúdo G + C (%) 66.6 72.0 71.5 66.6 

CDS (total) 5841 8066 6297 4304 

N50 398344 46074 113694 6297 

Número de subsistemas 392 327 312 304 

rRNAs 6 13 8 4 

tRANs 58 67 66 67 

Número de Contigs 62 482 237 56 
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A linhagem MAD34 apresentou genoma de tamanho de 6.244.542 (pb), 

com 66.6% de conteúdo G+C e com 5841 possíveis regiões codificadoras (CDS), 

incluindo 6 genes de RNA ribossômico (rRNA) e 58 genes de RNA de 

transferência (tRNA). A (Figura 6) mostra o mapa circular do genoma da 

linhagem MAD34 representando a montagem completa do genoma, onde os 

anéis externos de azul representa a posição e a ordem dos contigs montados no 

cromossomo, os aneis internos inclui as CDS na fita direta, CDS na fita reversa, 

genes de RNA, Genes não codificantes, conteúdos G+C e genes 

transportadores. 

 
Figura 6: Visão do gráfico circular do genoma da linhagem MAD34. Os anéis na figura são 
exibidos da parte externos para os internos representando as posições dos contigs, CDS na fita 
direta, CDS na fita reversa, genes não codificantes, genes AMR (resistência antimicrobiana), 
genes para fatores de virulência e conteúdo de G+C. As cores de cada anéis representados 
estão presentes na legenda a (direita). 

A anotação de genes realizada no RAST (https://rast.nmpdr.org/) 

mostrou a ocorrência de 392 subsistemas presentes no genoma e o número de 

genes por categoria e mostrado no suplemento (Figura S1). A linhagem MAD34 

apresenta na categoria metabolismos secundário (subcategoria fitormônios), p4 

genes envolvidos na via de biossíntese da auxina e na categoria aquisição de 

ferro e metabolismo, possui 39 relacionados à biossíntese de sideróforo. 

Produção de fitormônios e sideróforos por microrganismos, normalmente está 
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relacionados à promoção de crescimento (Souza et al., 2015). Também foram 

identificados 45 genes relacionados à resistência a antibióticos. 

O genoma da linhagem MAD51 apresentou um tamanho 8.457.554 (pb), 

com conteúdo G+C de 72.0%, com um total de 8066 regiões codificadoras (CDS) 

anotados, com 67 genes de RNA de transferência (tRNA) e 13 genes de RNA 

ribossômico (rRNA), e um total de 327 subsistemas, com 25 genes envolvido na 

biossíntese de sideróforo, e 15 envolvidos na aquisição de ferro no metabolismo, 

na categoria dos subsistemas, não foram encontrados genes envolvidos na 

produção de fitormônio (Figura S2). O gráfico circular da distribuição das 

anotações do genoma da linhagem MAD51 está representado na Figura 7, onde 

mostra o anel externos com regiões dos contigs montados na cor azul, as regiões 

de CDS - cadeia direta e cadeia reversa na cor (verde e roxo), genes AMR 

(resistência antimicrobiana) em vermelho, genes para fatores de virulência 

(amarelo), genes transportadores (azul), e conteúdo de G+C na cor preta, 

respectivamente. 

 
Figura 7: Visão circular do genoma da linhagem MAD51 (esquerda) e as regiões anotadas. Os 
anéis na figura são exibidos da parte externos para os internos representando as posições dos 
contigs, CDS na fita direta, CDS na fita reversa, genes não codificantes, genes AMR (resistência 
antimicrobiana), genes para fatores de virulência e conteúdo de G+C. As cores de cada anéis 
representados estão presentes na legenda a (direita). 
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A linhagem MAD1003 apresentou genoma de 6.642.326 (pb), conteúdo 

GC de 71.5%. Foram identificados 6297 CDSs, 8 rRNAs e 66 tRANs. O genoma 

completo está representado na (Figura 8) onde mostra a posição dos contigs, 

CDS cadeia direta e cadeia reversa, genes de resistência antimicrobiana, genes 

para fatores de virulência, genes transportadores, e conteúdo de G+C. 

A anotação no RAST revelou um total de 312 subsistemas, foram 

identificados 42 genes nas categorias aquisição e metabolismo do ferro, 32 

genes relacionados para produção de sideróforo (Figura S3). 

As linhagens MAD51 e MAD1003 possuem genomas com conteúdo 

G+C acima de 70%, característica comum em bactérias do gênero Streptomyces 

(Wright; Bibb, et al., 1992; Zhou et al., 2012). 

 
Figura 8: Visão circular do genoma da linhagem MAD1003 (esquerda) e as regiões anotadas. 
Os anéis na figura são exibidos da parte externos para os internos representando as posições 
dos contigs, CDS na fita direta, CDS na fita reversa, genes não codificantes, genes AMR 
(resistência antimicrobiana), genes para fatores de virulência e conteúdo de G+C. As cores de 
cada anéis representados estão presentes na legenda a (direita). 

A linhagem SOL105 apresentou genoma com tamanho de 4.664.203 

(pb), conteúdo G+C de 66.6% com o total de 4304 regiões codificadoras (CDS), 

4 genes para RNA ribossômico (rRNA), 67 genes de RNA transportador (tRANs) 

e 56 contigs. A (Figura 9) mostra o mapa circular do genoma completo da 

linhagem SOL105, representados com códigos de cores, mostrando a posição 

dos contigs, CDS cadeia direta e cadeia reversa, genes de resistência 
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antimicrobiana, genes para fatores de virulência, genes transportadores, e 

conteúdo de G+C. 

A anotação identificou o total de 304 subsistemas, e na categoria de 

metabolismo secundário foram identificados 4 genes envolvidos na biossíntese 

do fitormônio auxina e 8 genes para produção de sideróforos. Foi possível notar 

a presença de 36 genes relacionados a fatores de virulências, com 24 envolvidos 

na resistência a antibióticos (Figura S4). 

 
Figura 9: Visão circular do genoma da linhagem SOL105 (esquerda) e as regiões anotadas. Os 
anéis na figura são exibidos da parte externos para os internos representando as posições dos 
contigs, CDS na fita direta, CDS na fita reversa, genes não codificantes, genes AMR (resistência 
antimicrobiana), genes para fatores de virulência e conteúdo de G+C. As cores de cada anéis 
representados estão presentes na legenda a (direita). 

5.2.2 Identificação taxonômica baseada em valores de GGDC e dDDH 

O sequenciamento do genoma completo foi obtido para quatro das seis 

linhagens, sendo que o isolados MAD142 e SOL146 o sequenciamento está em 

andamento. A identificação das linhagens por meio de abordagem filogenômica 

baseado em dDDH, ANI e AAI das quatro bactérias suportam a ocorrência de 

três espécies novas. 

Os valores de dDDH (digital DNA–DNA hybridization) na fórmula d2 

calculados com base no algoritmo GGDCs (Genome-to-Genome Distance 

Calculator) e na fórmula d0, d4 e d6 obtidos via TYGS revelam que apenas a 
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linhagem MAD34 apresentou ponto de corte correspondente com espécies já 

descrita na literatura (Tabela 5). 

Tabela 5: Valores de hibridização digital DNA-DNA (dDDH) e conteúdo G+C das linhagens 
Isoladas dos Rios Madeira e Rio Solimões. Todos os valores foram calculados utilizando a 
ferramenta TYGS e estimados usando o Genome to Genome Distance Calculator - GGDC. 

 
Isolados 

TYGS 
Type (Strain) Genome 

Server 

dDDH 
(d0, in %) 

*dDDH 
(d2, in %) 

 

**dDDH 
(d4, in %) 

 

dDDH 
(d6, in %) 

 

G+C content 
difference 

(%) 

MAD34 
Pseudomonas aeruginosa 

DSM 50071 
97.2 95.1 95.6 98.2 0.04 

MAD51 
Streptomyces costaricanus 

DSM 41827 
66.3 54.9 55.0 65.7 0.31 

MAD1003 
Streptomyces bauhiniae 

Bv016T 
79.9 68.1 68.1 80.5 0.22 

SOL105 
Stenotrophomonas africana 

LMG 22072 
72.5 46.4 47.6 68.6 0,25 

Valores de dDDH nas fórmulas d2 e d4 menores que 70% são indicativos de novas espécies. 
*Fórmula d2 calculados no servidor Genome-to-Genome Distance Calculator 3.0 
**Fórmula d4 estimadas no TYGS (Type (Strain) Genome Server). 

A linhagem MAD34 apresenta valor de dDDH na fórmula d2 de 95.1%, e 

dDDH na fórmula d4 de 95.6% em relação a espécie tipo de Pseudomonas 

aeruginosa DSM50071, confirmando que o isolado MAD34 pertence a essa 

espécie, visto que a delimitação de espécies baseada na fórmula d2 e d4 dDDH, 

estabelece que pode ser considerada a mesma espécie, quando os valores 

forem iguais ou superiores a 70%, enquanto valores abaixo deste ponto de corte 

é indicativo de nova espécie (Meier-Kolthoff et al., 2013). A árvore filogenética 

construída com base no genoma completo do isolado MAD34, conforme o 

esperado, agrupou com a espécie tipo P. aeruginosa DSM 50071 conforme 

descrita pelo banco de dados LPSN - List of Prokaryotic names with Standing in 

Nomenclature (Figura 10). 



40 
 

 

 

Figura 10: Árvore filogenética construída pelo TYGS baseada no rascunho do genoma completo 
do isolado MAD34 e as linhagens tipo de Pseudomonas aeruginosa DSM50071. 

A linhagem MAD51 apresentou valores de dDDH (d2) de 54.9% e dDDH 

(d4) de 55.0%, enquanto MAD1003 68.1% para as fórmulas (d2 e d4). 

Considerando o ponto de corte, os valores apresentados são indicativos que 

estas linhagens representam duas novas espécies de Streptomyces. 

A linhagem MAD51 formou um clado juntamente com Streptomyces 

costaricanus, S. pheogriseichromatogenes e S. griseofuscus (Figura 11). 

Estudos recentes reclassificaram a S. costaricanus como um heterotípico de S. 

murinus com valores de dDDH de 70.9-74.6% e identidade média de 

nucleotídeos 96.5-97.0%, sendo S. murinus nome válido (Komaki, 2021). 
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Figura 11: Árvore filogenética baseada em sequências genômicas das isolado MAD51 e as 
strains tipo mais próximo relacionadas no banco de dados TYGS (https:// https://tygs.dsmz.de/), 
mostrando a relação entre o isolado MAD51 e com Streptomyces costaricanus. 

 Análise filogenética do isolado MAD1003 baseada no genoma completo 

formou um clado com de S. bauhiniae, S. griseoluteus, S. seoulensis), sendo S. 

bauhiniae Bv016T a espécie tipo filogeneticamente mais relacionada (Figura 12). 

 

Figura 12: Árvore filogenética baseada em sequências genômicas das isolado MAD1003 e as 
strains tipo mais próximo relacionadas no banco de dados TYGS (https:// https://tygs.dsmz.de/), 
mostrando a relação entre o isolado MAD51 e com Streptomyces bauhiniae Bv016T como 
espécie tipo relacionadas. 
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A linhagem SOL105, também apresentou dDDH abaixo de 70%, com 

valores de 46.4% na fórmula de dDDH (d2) e 47.6% de dDDH (d4), indicando 

que SOL105 representa uma nova espécie de Stenotrophomonas, 

proximamente relacionada com S. africana LMG22072. 

A árvore filogenética baseada no TYGS mostrou que o isolado SOL105 

não formou clado nem mesmo com a espécie tipo Stenotrophomonas africana a 

qual apresentou maior valor de dDDH (Figura 13). 

 

Figura 13: Árvore filogenética baseada em sequências genômicas das isolado SOL105 e as 
strains tipo mais próximo relacionadas no banco de dados TYGS (https:// https://tygs.dsmz.de/), 
mostrando a relação entre o isolado SOL105 com Stenotrophomonas pavanii DSM25135 e 
Stenotrophomonas sepilia SM16975T. 

O conteúdo G+C de todos os isolados, apresentaram valores abaixo de 

1%, o que reforça a confiabilidade das identificações realizadas pelo TYGS, visto 

que a diferença de conteúdo G+C de > 1% indica um resultado de identificação 

potencialmente não confiável porque dentro da espécie, o conteúdo G+C não 

varia mais que 1%, quando calculado a partir de dados de sequências genômicas 

(Meier-Kolthoff; Klenk; Göker, 2014). Além disso, trabalhos recentes têm 

indicado que o conteúdo de G+C é um importante marcador taxonômico de 

afiliações a espécies distintas se a diferença entre duas sequências genômicas 

exceder 1% (Meier-Kolthoff; Göker, 2019). 

 

 



43 
 

 

5.2.3 Identificação baseada em valores de ANI e AAI 

A identidade média de nucleotídeos (ANI) e identidades médias de 

aminoácidos (AAI) além do dDDH e GGDC, são métodos utilizados para 

delimitação de espécies bacterianas quando se tem disponível o genoma 

completo ou rascunho de genoma. Em conjunto esses parâmetros são 

considerados o novo padrão ouro, usado como critério para identificar novas 

espécies (Lalucat et al., 2020). 

Com base nas análises realizadas, para identificação das espécies de 

bactérias utilizadas neste trabalho, foram definidas como nova espécie aquelas 

que apresentam ponto de corte menor que 70% para dDDH, 95% para ANI, 90% 

para AAI quando comparadas com a espécie tipo que fazem parte da List of 

Prokaryotic names with Standing in Nomenclature (LPSN) disponível em 

https://lpsn.dsmz.de, (Meier-Kolthoff et al., 2021). 

Os valores de identidade média de nucleotídeos (ANI) e identidades 

médias de aminoácidos (AAI), corroboram com os resultados obtidos com base 

no dDDH, indicando que apenas a linhagem MAD34 apresenta valores acima do 

ponto de corte, para linhagem descrita (Tabela 6). 

Tabela 6: Valores das médias da identidade nucleotídica (ANI, ANIb e ANIm) e identidade média 
de aminoácidos (AAI). Os valores de AAI foram calculados no servidor Kosta Lab utilizando a 
ferramenta AAI Average Amino acid Identity (http://enve-omics.ce.gatech.edu/aai/) utilizando os 
parâmetros padrão. 

Isolados ANI 
(%) 

OrthoANI 
(%) 

AAI 
(%) 

ANIb 
(%) 

ANIm 
 (%) 

MAD34 99.39 99.34 99,35 99.17 99.45 

MAD51 93.98 94.35 93.47 93.59 94.36 

MAD1003 96.21 96.24 96.30 95.65 96.36 

SOL105 91.99 92.10 94.35 91.50 92.41 

AAI - identidade média de aminoácidos > 90% 
ANIm - MUMmer 
ANIb - Blast+ 
ANI- identidade média de aminoácidos (95~96%) 
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MAD34 apresentou resultados de identidade média de nucleotídeos 

(ANI) obtidos pelo software ANI calculator de 99.39%. E a análise comparativa 

com o algoritmo OrthoANI, entre MAD34 e quatro espécies de Pseudomonas 

filogeneticamente mais relacionadas mostraram valores que variaram de 99.34% 

com P. aeruginosa a 82.0% com P. humi (Figura. 14). Já os valores de (ANIb) 

do isolado MAD34 foi 99.17%, o de ANI baseado em MUMmer (ANIm) ficou em 

99.45%, enquanto os valores de identidades médias de aminoácidos (AAI) 

comparada com Pseudomonas aeruginosa apresentou valor de 99.35%. 

Valores para delimitação de espécie usando identidade média de 

aminoácidos AAI (>90%) e ANIm é de 95~96%, valores abaixo desse limite é um 

indicativo de nova espécie e valores acima indicam a mesma espécie 

(Rodriguez-R et al., 2014; Richter; Rosselló-Móra, 2009; Yoon et al., 2017). Esse 

resultado corrobora com os dados de dDDH e confirma que MAD34 pertence a 

espécie P. aeruginosa. 

 

Figura 14: Heatmap dos valores de identidade média de nucleotídeos (ANI) por ortologia 
(OrthoANI) entre o isolado MAD34 e as linhagens das espécies a quatro espécies de 
Pseudomonas, tendo como espécie tipo mais relacionadas Pseudomonas aeruginosa. 

As linhagens de Streptomyces MAD51 e MAD1003 obtiveram 

respectivamente valores de ANI de 93.98 e 96.21%, OrthoANI de 94.35% com 

S. murinus e 96.24% com S. bauhiniae (Figura. 15 A e B) e AAI de 93.47% com 

S. murinus e 96.30% com S. bauhiniae. Os valores de ANIm foram 94.36% 

(MAD51) e 96.36% para MAD1003 (Tabela 6). 



45 
 

 

 

Figura 15: Heatmap dos valores de identidade média de nucleotídeos (ANI) por ortologia 
(OrthoANI). Valores de ANI do isolado MAD51 comparados com duas linhagens de 
Streptomyces, tendo espécies Streptomyces murinus como espécie tipo mais relacionadas (A).  
Valores de ANI do isolado MAD1003 alinhadas a duas linhagens de Streptomyces, tendo 
espécies de Streptomyces bauhiniae como espécie tipo mais relacionadas (B). 

De acordo com os parâmetros utilizados para delimitação de espécies, 

a linhagem MAD51 apresentou os valores de ANI independente do algoritmo 

utilizado, abaixo do ponto de corte podendo ser considerada uma nova espécie. 

Enquanto MAD1003 apresenta valores ANIm acima do limite do ponto corte 

(95~96) estabelecido por Richter e Rosselló-Móra (2009). Entretanto no caso de 

Streptomyces estudos recentemente têm estabelecido novo limite com valor de 

96.7% para delimitação de espécies do gênero. No entanto, se o valor dDDH ou 

ANIm for menor, mas ainda próximo ao ponto de corte de 70 ou 96.7%, o status 

taxonômico de uma nova linhagem só pode ser determinada por uma 

combinação de características fenotípicas, quimiotaxonômicos e análise 

filogenômica (Hu et al., 2022). 
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A linhagem SOL105 obteve valor de ANI de 91.99% e o OrthoANI, entre 

SOL105 e as cinco espécies de Stenotrophomonas filogeneticamente mais 

relacionadas apresentaram valores que variaram de 92,10% com 

Stenotrophomonas maltophilia a 91,18% com Stenotrophomonas pavanii 

(Figura. 16), a identidade média de aminoácidos (AAI) foi de 94.35%. Os valores 

de ANIb foi de 92.50%, e de (ANIm) 92.41%. Todos os valores estão abaixo do 

ponto de corte, confirmando que SOL105 representa uma nova espécie do 

gênero Stenotrophomonas que atualmente apresenta 30 taxos, com 19 espécies 

válidas incluindo sinônimos (https://lpsn.dsmz.de/genus/ Stenotrophomonas). 

 

Figura 16: Heatmap dos valores de identidade média de nucleotídeos (ANI) do isolado SOL105 
baseada nos resultados de TYG com espécies intimamentes próximas. 

5.2.4 Análise de Pangenoma 

O termo pan-genoma foi cunhado pela primeira vez há quase duas 

décadas por Tettelin e colaboradores (2005) para descrever a união de 

sequência (geralmente genes ou quadros de leitura aberta, ORFs) 

compartilhadas por genomas de interesse. Na literatura científica, o termo 

frequentemente usado para descrever abordagem relacionadas à união, 

interseção e qualquer combinação de subconjuntos dessa coleção de 

sequências é bastante variável, podem ser usados os termos: pangenoma, 

genes centrais, genes dispensáveis e genes específicos de linhagem, 

supragenoma, genes distribuídos e genes únicos, conjunto de genes acessórios 

e de caráter e regiões flexíveis, são termos que podem ser encontrados na 
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literatura para se referir a algum tipo de análise pangenômica (Vernikos et al., 

2015). 

Atualmente o termo pangenoma é usado para englobar todo o repertório 

de genes acessíveis ao clado estudado; o genoma central que contém genes 

compartilhados por todas as linhagens dentro do clado que tipicamente inclui 

genes responsáveis pelos aspectos básicos da biologia do clado e suas 

principais características fenotípicas; o genoma dispensável feito de genes 

compartilhados por um subconjunto das linhagens que contribui para a 

diversidade das espécies, pode codificar vias bioquímicas complementares e 

funções que não são essenciais para o crescimento, mas que conferem 

vantagens seletivas, como adaptação a diferentes nichos, resistência a 

antibióticos, ou colonização de um novo hospedeiro; bem como os genes 

específicos de estirpe  (Medini et al., 2005). 

Visando identificar sequências únicas em cada uma das linhagens 

amazônicas com genoma completo obtidos, as linhagens MAD34, MAD51, 

MAD1003 e SOL105 foram submetidas a análise de pangenoma. 

Análise de pangenoma do isolado de Pseudomonas aeruginosa MAD34 

com as espécies tipo Pseudomonas aeruginosa, P. jinjuensis, P. humi e P. 

delhiensis revelou 5887 proteínas, 5473 clusters ortólogos com 382 genes 

codificadores de proteínas únicas (singletons). Quando comparados genes em 

cluster, 10 clusters estão presentes apenas em MAD34 (Figura S5) relacionados 

à biossíntese do antibiótico fenazina (GO0002047), ligação de íons metálicos 

(GO0046872) e processo biossintético da piridoxina (GO0008615). 

A linhagem MAD51, representa uma nova espécie amazônica do gênero 

Streptomyces, quando comparada com as espécies tipo Streptomyces murinus 

DSM41827 e Streptomyces griseofuscus NRRLB-5429, onde apresentou 8066 

proteínas, 6293 clusters e 1677 genes codificadores de proteínas únicas 

(singletons). 

Foram identificados 49 cluster exclusivos da linhagem MAD51 (Figura 

S6), com vários genes não identificados e alguns relacionados ao processo 

biossintético de toxina (GO0009403), resposta a antibiótico (0046677) e 

processo biossintético da valina (GO0009099). 
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A possível espécies nova de Streptomyces MAD1003 quando 

comparada com as espécies tipos mais relacionados Streptomyces bauhiniae 

Bv016T e Streptomyces seoulensis NRRL B-24310 (Figura S7), revelou a 

presença de 6297 proteínas, com 5339 clusters e um total de 919 genes 

codificadores de proteínas únicas (singletons). As proteínas destes clusters 

estão relacionadas à ligação de íon metálico (GO0046872), ligação de ATP 

(GO0005524) e processo viral (GO0016032). 

A análise de pangenoma da nova espécie de Stenotrophomonas 

SOL105, em comparação com com as espécies tipo Stenotrophomonas 

maltophilia NBRC 14161, Pseudomonas hibiscicola ATCC 19867 

(Stenotrophomonas maltophilia group) e Stenotrophomonas sepilia SM16975 T 

apresentou um total de 4304 proteínas, com 3696 clusters e 556 genes 

codificadores de proteínas únicas (singletons) e 30 clusters com genes únicos 

que são específicos na linhagem SOL105 (Figura S8). Embora a maioria dos 

genes desses cluster exclusivos não estejam anotados, foram identificadas duas 

proteínas relacionadas à atividade de toxina (GO: 0050827), que interage 

seletivamente com uma ou mais moléculas biológicas do organismo alvo, 

iniciando a patogênese (levando a um estado anormal, geralmente prejudicial) 

no organismo-alvo. 

5.3 PRODUÇÃO DE ENZIMAS DE INTERESSE AGRÍCOLA E INDUSTRIAL 

A avaliação qualitativa para protease, lipase, pectinase, celulase, 

amilase e quitinase extracelulares foi verificada no período de 5 dias após o 

inóculo, o tempo de incubação foi estabelecida conforme a adaptação de cada 

linhagem, as linhagens Streptomyces sp. MAD51, Streptomyces sp. MAD1003, 

Bacillus sp. SOL146 e Stenotrophomonas sp. SOL105 apresentaram atividade 

positivas para três das seis enzimas testadas (Tabela 7). 
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Tabela 7: Resultados da presença de atividades enzimáticas das 6 bactérias isoladas de 
sedimentos dos rios Madeira e Solimões 

Isolados Lipase Amilase Celulase Protease Quitinase Pectinase 

Pseudomonas 
aeruginosa MAD34 

- - - + + - 

Streptomyces sp. 
MAD51 

+ + + - - - 

Streptomyces sp. 
MAD1003 

+ + + - - - 

Bacillus sp. 
MAD142 

- + - + - - 

Bacillus sp. 
SOL146 

+ - - + + - 

Stenotrophomonas sp. 
SOL105 

+ - - + + - 

 
Nos ensaios para a produção de lipase, dos seis (6) isolados testados 

apenas a MAD34 e MAD142 não apresentaram atividade. A evidência da 

atividade enzimática se dá pela formação de um halo cristalino ao redor da 

colônia, observado nas linhagens MAD51, MAD1003, SOL105 e SOL146 (Figura 

S9). 

A lipase é uma enzima com grandes aplicações na indústria, possuindo 

um valor estimado em US$ 425,0 milhões em 2018 com estimativa de atingir 

US$ 590,2 milhões em 2023, isso se dar, devido seu uso industriais com a 

fabricação de moléculas alteradas e na indústria de detergentes podendo reduzir 

a poluição industrial (Chandra et al., 2020). Os dados obtidos mostram que os 

isolados SOL105 e SOL146 são candidatos para produção de lipase. 

Dos isolados testados, três apresentaram resultados positivos para 

produção de amilase: Bacillus sp. SOL146 e os dois isolados de Streptomyces 

MAD1003, MAD51 (Figura S10). As amilases são enzimas responsáveis pela 

degradação de amido, um carboidrato muito utilizado por microrganismos 

procariotos e eucariotos. Nas plantas, esta enzima hidrolisa o amido em 

açúcares metabolizáveis, fornecendo energia para o crescimento de raízes e 

novos brotos (Kaneko et al., 2002; Gupta et al., 2003; Gopinath et al., 2017). 

A produção de celulase, foi verificada somente nos isolados 

Streptomyces MAD51 e MAD1003 (Figura S11). Entre os microrganismos 
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produtores de diferentes enzimas, as actinobactérias são vistas como uma fonte 

promissora (González et al., 2020; Ruginescu et al., 2022). 

A presença de protease foi verificada em dois meios diferentes, ágar leite 

e ágar gelatina (Figura 17). Dos seis isolados, a atividade enzimática foi 

detectada em quatro deles: Pseudomonas aeruginosa MAD34, 

Stenotrophomonas sp.  SOL105, e nos Bacillus spp. MAD142 e SOL146. As 

Streptomyces MAD51, e MAD1003 apresentam baixa atividade em ágar leite, 

não sendo claro a presença de halos ao redor da colônia em ágar gelatina. 

 

Figura 17: Atividade proteolítica de bactérias, presente em dois meios diferentes. Na fileira 
superior, os isolados foram testados em ágar leite. A fileira inferior mostra atividade proteolítica 
em meio ágar gelatina. A presença do halo ao redor da colônia mostra atividade positiva. 

A atividade quitinolítica realizada pela técnica de (cup-plate) foi 

detectada em 3 (três) isolados bacterianos Pseudomonas aeruginosa MAD34, 

Stenotrophomonas sp. SOL105, e Bacillus sp SOL146 (Figura S12). Os Isolados 

(MAD51, MAD1003 e MAD142) não apresentaram resultados atividade 

quitinolítica. A quitinase desempenha um papel importante para muitos 

organismos, fungos e bactérias produtores de quitinase tem potencial para o 

desenvolvimento de biopesticidas e no controle de fungos fitopatogênicos 

(Korany et al., 2019). 

Nenhuma atividade para a produção de pectinase foi identificada para 

os seis isolados avaliados. 
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5.4 CARACTERÍSTICAS FUNCIONAIS RELACIONADAS À PROMOÇÃO DO 
CRESCIMENTO VEGETAL 

5.4.1 Produção de sideróforo e Solubilização de fosfato 

A capacidade de produzir sideróforos foi observada em 5 (cinco) 

isolados: Pseudomonas aeruginosa MAD34, Stenotrophomonas sp. SOL105, 

Bacillus sp. MAD142, Streptomyces MAD51 e MAD1003. 

As linhagens Pseudomonas aeruginosa MAD34, Streptomyces 

MAD1003 e Stenotrophomonas sp. SOL105 mostraram a presença de halos 

muitos maiores que as linhagens Bacillus sp. MAD142, Streptomyces MAD51. A 

linhagem de Bacillus sp. SOL146 não apresentou capacidade de produzir 

sideróforos (Figura 18). 

A produção de sideróforo por bactérias é fundamental para captura de   

ferro, além de ser uma importante característica antagônica encontrada em 

muitos agentes de biocontrole, pois torna o ferro indisponível para outros 

microrganismos, assim, limitando o crescimento de muitos patógenos de plantas 

(Yu et al., 2011; Pandey et al., 2019; Rehan et al., 2022). 

 
Figura 18: Produção de sideróforo em meio CAS por bactérias isoladas dos rios Madeira e 
Solimões. A presença de halo amarelo mostra a capacidade de produzir sideróforo. 
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 A habilidade de solubilizar fosfato foi observada para a maioria das 

linhagens, contudo Stenotrophomonas SOL105 não solubilizou AlPO4 e embora 

tenha sido observado um crescimento lento das linhagens em fosfato de ferro 

(FePO4), nenhum dos isolados foi capaz de solubilizá-lo (Figura 19). 

A capacidade de solubilizar fosfato de alumínio (AIPO4) e ferro FePO4 é 

considerada incomum, mesmo entre as bactérias do nódulo de feijão-caupi, esse 

fato pode ser associado com a sensibilidade dos isolados à toxicidade dos metais 

que aumentam junto com a solubilização (Rogers et al., 2001). O crescimento 

lento ou a ausência de crescimento em meio com fosfato de ferro de isolados 

bacterianos de nódulo de feijão-caupi também foi relacionado à incapacidade de 

solubilizar FePO4 (Kenasa et al., 2020). 

Tabela 8: Resultados de solubilização de fosfato de bactérias isoladas de sedimentos dos rios 
Madeira e Solimões. 

Isolados AlPO4 FePO4 PVK NBRIP 

Pseudomonas aeruginosa 
MAD34 

+ -  - + 

Bacillus sp. 
MAD142 

 +  -  - + 

Bacillus sp. 
SOL146 

 +  -  - - 

Streptomyces sp. 
MAD51 

 +  -  + - 

Streptomyces sp. 
MAD1003 

 +  -  - - 

Stenotrophomonas sp. 
SOL105 

-  -  - - 

Os resultados nos meios sólidos de Pikovskaya (PVK) mostra que as 

linhagens MAD51 é capaz de solubilizar fosfato inorgânico, indicando a formação 

de halos ao redor da colônia. Os dados de solubilização de fosfato insolúvel em 

meio NBRIP (National Botanical Research Institute’s phosphate growth) mostra 

que apenas duas linhagens MAD34 e MAD142 apresentaram a formação de halo 

(Figura 19). 
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Figura 19: Solubilização de fosfato de de bactérias isoladas. dos rios Madeira e Solimões em 
placas contendo quatro meios diferentes: ágar fosfato AlPO4, ágar fosfato de FePO4, Meio 
Pikovskaya (PVK) e meio NBRIP (National Botanical Research Institute’s phosphate growth). 

 

5.5 PRODUÇÃO DE ÁCIDO INDOLACÉTICO (AIA) 

Os resultados mostraram que as linhagens analisadas são capazes de 

produzir ácido indolacético (AIA) in vitro. As concentrações de auxinas (AIA) 

produzidas pelos isolados variaram de 36,3 a 70,8 μg.mL-¹ (Figura S13, Tabela 

9,), tendo melhores resultados para as linhagens MAD34, MAD142 e SOL146. 

A linhagem de Pseudomonas aeruginosa MAD34 obteve um rendimento 

máximo de IAA de 54,3 μg/mL na presença de 150 μg/mL -1 de triptofano, após 

72 h de incubação. A linhagem de Bacillus sp. MAD142 obteve uma 

concentração de 67,0 μg/mL e Bacillus sp. SOL146 com 70,8 67,0 μg/mL, 
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obtendo as concentrações mais elevadas, sendo bactérias com capacidade de 

produzirem AIA com estudos que provam sua eficiência como promotoras do 

crescimento de plantas (Batista et al., 2018). 

Tabela 9: Concentração de ácido indolacético (AIA) produzidas pelas linhagens de bactérias 
isoladas dos rios Solimões e rio Madeira, a tabela mostra a absorbância e a concentração de 
AIA produzida por cada isolado. 

Isolados Absorbância Concentração µg mL-¹ 

Streptomyces sp. MAD51 0.088 42.2 

Streptomyces sp. MAD1003 0.068 36.3 

Pseudomonas aeruginosa MAD34 0.129 54.3 

Bacillus sp. MAD142 0.172 67.0 

Stenotrophomonas sp. SOL105 0.113 49.6 

Bacillus sp. SOL146 0.185 70.8 

5.6 POTENCIAL ANTAGONISTA NO CONTROLE in vitro CONTRA 

FITOPATÓGENOS 

Os seis (6) isolados foram testados contra treze (13) fungos 

fitopatogênicos e avaliados no período de 15 dias (Figuras 20). 

Os resultados da inibição in vitro obtidos, revelaram que Pseudomonas 

aeruginosa MAD34 apresentou melhor resultado nos testes de antagonismo, 

com um índice de inibição com variação de 54.70% a 90.47%. Os maiores 

valores foram observados contra: Moniliophthora perniciosa (MP01) 86.41%, 

Colletotrichum scovillei (2910) 87.77%, Neopestalotiopsis formicidarum (INPA 

2917) 90.46%. O mecanismo antagonista observado apresenta características 

de competição, com contato direto entre a bactéria e fitopatógenos e crescimento 

sobre o mesmo, ocasionando a morte do fitopatógeno, sem aparente antibiose. 

O isolado Bacillus sp. MAD142 apresentou taxa de inibição do 

crescimento micelial acima de 70% para 9 (nove) fitopatógenos, sendo os 

maiores índices contra C. scovillei 91.48% e C. guaranicola 85.41%. Sendo o 

segundo mais eficiente em termos percentuais de inibição do conjunto de 

patógenos testados, perdendo apenas para o isolado MAD34. Já o Bacillus 

SOL146 embora tenha apresentado índice de inibição do crescimento superior 
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a 70% apenas para um fitopatógeno, sendo numericamente o mais eficiente 

contra Rhizoctonia sp. (INPA 2942) com 83.73% de inibição (Figura 20). 
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Continuação Figura 20. 

 

Figura 20: Atividade antagonista de 6 isolados de bactérias isoladas dos rios Madeira e 
Solimões, contra 13 fitopatógenos, onde a primeira coluna à esquerda indica o controle, 
utilizando placas com apenas o fitopatógenos, e as colunas da direita mostra o co-cultivo das 
linhagens pela técnica de cultura dupla. 

O isolado Streptomyces sp. MAD51 quando avaliado quanto à inibição 

do crescimento (PIC) superior a 70%, foi o terceiro mais eficiente apresentando 

valores superiores a 70% para 6 fitopatógenos, sendo capaz de reduzir o 

crescimento em 80.62% de Corynespora cassiicola (INPA 2671), 81,30% de 

Moniliophthora perniciosa (MP01) e 85.83% Sclerotium rolfsii (2941) (Figura 20). 

Já Streptomyces sp. MAD1003 apresentou índice de inibição do crescimento 

micelial acima de 50% contra quatro patógeno, tendo melhor resultado para 

Rhizoctonia sp. (INPA 2942) em 68,14%. 
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O isolado de Stenotrophomonas SOL105 apresentou uma performance 

na inibição in vitro baixa, sendo o melhor resultado diante do agente causal da 

vassoura-de-bruxa Moniliophthora perniciosa (MP01) com porcentagem de 

83,33%. 

Vale ressaltar que embora para alguns fitopatógenos as linhagens de 

bactérias avaliadas tenham apresentado índice de inibição in vitro tanto elevado, 

quanto baixo, deve ser levado em consideração, as condições de cultivo testadas 

são favoráveis aos fitopatógenos, isto indica que a atividade antagonista pode 

ser potencializada otimizando as condições que favoreçam as bactérias. A 

atividade antagonista bacteriana nas zonas de inibição é uma atividade que 

depende principalmente da produção de diversos metabólitos secundários que 

são produzidos por essas bactérias, afetando o crescimento do patógeno (Anith 

et al., 2021). 

 Neste contexto, ensaio de cultura dupla é uma etapa fundamental para 

a seleção de agentes de biocontrole (BCA), e a seleção desses antagonistas 

quanto à atividade inibitória contra fitopatógenos é o método direto mais utilizado, 

pois é fácil de executar, e envolve diferentes mecanismo, como a produção de 

enzimas e metabólitos secundários que podem interferir no crescimento do 

patógeno (Raymaekers et al., 2020). 

Os resultados obtidos neste trabalho permitiram identificar linhagens 

promissoras para o desenvolvimento de biocontrole e selecionar aquelas que 

não apresentam virulência e com maior potencial inibitório para os testes in vivo. 

5.7 MINERAÇÃO GENÔMICA E PROSPECÇÃO DE PRODUTOS NATURAIS 

A análise in silico do genoma das linhagens Streptomyces sp. MAD51, 

Streptomyces sp. MAD1003, Pseudomonas sp. MAD34 e Stenotrophomonas sp. 

SOL105 resultou na anotação de diferentes clusters genes biossintéticos 

(BGCs), que são responsáveis pela biossíntese de diversos metabólitos 

secundários. 

Os dados obtidos no software antiSMASH identificou a presença de 

diversas classes de metabólitos secundários, conforme apresentado na (Figura 

21), em todas as linhagens o maior número de BCGs identificados pertencem à 

categoria Others “outros”. Por outro lado, certos metabólitos como é o caso dos 
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policetídeo da classe T1, T2 e T3, bem como terpenos estão presentes apenas 

nas linhagens Streptomyces sp. MAD51, Streptomyces sp. MAD1003, os 

peptídeos não ribossômicos (NRPS) e RiPP estão presentes em três das quatros 

linhagens estudadas (MAD51, MAD1003, MAD34). 

 

Figura 21: Representação das BGCs das quatro linhagens estudadas, mostrando que as classes 
mais abundantes são as categorias: Others, T2PKS, RiPP-like e Terpeno. 

A linhagem Pseudomonas aeruginosa MAD34 apresentou o total de 17 

BGCs, sendo 3 três relacionados à biossíntese de NRPS, com 2 BGCs para 

NRP-metallophore, 2 para RiPPs Likes, 1 para cofator redox, 1 para hydrogen 

cyanide, phenazina, thiopeptideo e hserlactone entre outros, (Figura 22). 

 

Figura 22: Número e classe de clusters de genes biossintéticos (BGC) relacionados a 
biossintese de metabólitos secundários identificados na linhagem Pseudomonas aeruginosa 
MAD34. 
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Quanto à similaridade dos BGCs de MAD34, seis apresentaram zero 

similaridade e seis tem similaridade menores que 50%, indicando que estes 

podem estar relacionados a agrupamentos de clusters de genes “orphan”, 

representando agrupamentos de genes para novos produtos naturais ou são 

clusters que sintetizam moléculas com via de biossíntese conhecidas ou ainda 

não foi caracterizada (Gross et al., 2007). 

 Foram identificados quatro clusters com similaridade de 100% os quais 

estão relacionados à biossínteses de cinco metabolitos: L-2-amino-4-metoxi-

trans-3-butenóico (BGC0000287), azetidomonamida A e azetidomonamida B 

(BGC0002037) e pseudopaline (BGC0002489) e hydrogen cyanide 

(BGC0002345) (Tabela S1). 

A análise sintênica do BGC da região 1.1 da linhagem amazônica 

MAD34 e da linhagem tipo Pseudomonas aeruginosa DSM 50071 relativo a 

síntese de methoxyvinylglycine or l-2-amino-4-methoxy-trans-3-butenoic acid 

(AMB)  (Figura 23), mostra que a composição gênica entre ambas é similar. 

Quanto a atividade biológica do AMB, que é um antibiótico da classe das NRP 

produzido por Pseudomonas aeruginosa, sendo formado por aminoácido não 

proteinogênico que é tóxico para procariontes e eucariotos (Lee et al., 2010; 

Murcia et al., 2015). 

 

Figura 23: Alinhamento de sintenia do BGC 1.1 da linhagem MAD34 com os BGCs da linhagem 
tipo Pseudomonas aeruginosa DSM 50071 e o BGC já caracterizado do MIBiG (BGC 0000287), 
mostrando os genes semelhantes para a biossíntese de L-2-amino-4-metoxi-trans-3-butenóico. 

https://www.mdpi.com/1420-3049/26/21/6580#fig_body_display_molecules-26-06580-f010
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O BGC da região 2.3 da linhagem MAD34 relacionado a biossíntese do 

metabólito secundário azetidomonamida A / B, encontrado em linhagem de P. 

aeruginosa (Hong et al., 2019). A sintenia revela que genes e os domínios para 

produção da azetidomonamida A e azetidomonamida B estão presentes em 

MAD34 (Figura 24). As azetidomonamidas são derivadas de uma via de NRPS 

conservada e regulada por quorum-sensing. A atividade biológica desta 

molécula foi deduzida com base em mutantes de P. aeruginosa incapazes de 

produzir azetidomonamidas, os quais tiveram vantagem no crescimento em alta 

densidade celular in vitro e apresentaram rápida virulência no modelo de Galleria 

mellonella, inferindo papéis funcionais das azetidomonamidas na adaptação do 

hospedeiro (Hong et al., 2019; Ernst et al., 2022). 

Segundo Ernst e colaboradores (2022), a expressão dos genes aze 

aumentou fortemente a formação de biofilme e a produção dos fatores de 

virulência fenazina e alquilquinolona. Outros estudos fisiológicos revelaram que 

todos os efeitos foram mediados principalmente pela azetidomonamida A e pela 

diazetidomonapiridona, enquanto as azetidomonamidas B e C tiveram pouco ou 

nenhum impacto fenotípico. A monooxigenase AzeF P450 que catalisa uma 

hidroxilação estereosseletiva desafiadora do anel de azetidina convertendo a 

azetidomonamida C em azetidomonamida A é, portanto, crucial para a atividade 

biológica. 

 
Figura 24: Alinhamento do BGC da região 2.3 da linhagem de P. aeruginosa MAD34 com o BGC 
da linhagem tipo P.aeruginosa DSM 50071 e o BGC de azetidomonamida A e azetidomonamida 
B caracterizado e depositado no MIBiG  com o código de entrada  BGC0002037. 
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Também foi identificado um cluster na região 3.1 para produção de um 

metalóforo chamado pseudopalina. Sendo uma molécula envolvida no transporte 

de zinco essencial para sua sobrevivência em ambientes com escassez de 

metais como (Mn, Fe, Co, Ni, Cu e Zn). 

Este metabólito está envolvido na virulência desses microrganismos, no 

entanto a sua via de biossíntese não está totalmente elucidada, contudo a 

produção deste sideróforo ajuda no desenvolvimento de novos antibióticos 

(Zhang et al., 2019; Ghssein; Ezzeddine, 2022). A sintenia mostra que a 

linhagem MAD34 possui em seu genoma todos os genes e domínios necessários 

para produção desse sideróforo (Figura. 25). 

 

Figura 25: Análise de sintenia da linhagem de P. aeruginosa MAD34 na região 3.1, comparado 
com o BGC da linhagem tipo P. aeruginosa DSM 50071 e o cluster da molécula metalóforo 
chamado pseudopalina (BGC0002489) depositado no MIBiG. Os espaços escuros mostram 
genes semelhantes presentes nos clusters. 

Outro BGC com 100% de similaridade foi identificado na região 11.1 

relacionado à síntese do metabólito secundário cianeto de hidrogênio, um agente 

oxidante muito potente com um efeito antimicrobiano com capacidade de inibir o 

crescimento de vários fungos patogênicos, este composto sintetizado pelo BGC 

hcnABC, pode interferir na respiração celular ao inibir o citocromo carbono 

oxidase nas mitocôndrias e desativar diversas metaloproteínas, garantindo que 

o fungos não desenvolva resistência a outros metabólitos (Pacheco-Moreno et 

al., 2021; Sehrawat et al., 2022). A sintenia confirma que a linhagem MAD34, 

possui todos os genes e domínios necessários para biossíntese cianeto de 

hidrogênio (HCN) (Figura. 26). 



62 
 

 

 

Figura 26:  Sintenia do BGC 11.1 da linhagem MAD34, alinhado com o BGC de P. aeruginosa 
DSM 50071 e o BGC do metabólito secundário cianeto de hidrogênio depositado com entrada 
no MIBiG com código (BGC0002345). Os espaços escuros mostram genes semelhantes 
presentes nos clusters. 

A nova espécie de Streptomyces MAD51 apresentou um total de 39 

clusters gênicos biossintéticos, sendo 6 relacionado à T1PKS; 3 terpenos; 3 NI-

sideróforo; 4 peptídeos sintetizados ribossomalmente e modificados pós-

tradução (RiPP), 3 peptídeos sintetase não ribossomais (NRPS), 1 NRPS-like,1 

T3 PKS, 1 T2PKS  e diferentes híbridos como: 1 PKS-like–T1PK, 1 NRPS-Like-

transAT-PKS-like, 1 T1PKS-NRPS, 1 NRPS,phenazine, 1 T1PKS,T2PKS, além  

BGCs relacionados à biossíntese de outros compostos totalizando 39 clusters 

(Figura 27). 
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Figura 27: Gráfico dos clusters de genes biossintéticos (BGC) com os metabólitos secundarios 
preditos na linhagem Streptomyces sp. MAD51. 

Entre os BGCs identificados, somente 10 apresentaram similaridade 

entre 80% e 100%, com clusters com vias de biossíntese já relatadas na 

literatura (Tabela S2), como as butirolactona - BGC0000848 na região 1.1, os 

terpenos (geosmina - BGC0001181) identificados nas regiões 14.1 e os LAP, 

terpeno, tiopeptideo (hopene - BGC0000663) na região 21.1 (Figura. 28). 

As butirolactonas são moléculas importantes para sinalização química, 

que regulam o desenvolvimento morfológico podendo induzir a produção de 

metabólitos secundários (Creamer et al., 2021). Também conhecido como fator 

A (fator autorregulador, 2-isocapriloil-3R- hidroximetil -γ-butirolactona), relatadas 

em Streptomyces griseus, como sendo de grande importância, pois desencadeia 

a esporulação e a produção do antibiótico como estreptomicina. A análise de 

sintenia (Figura. 28, A) mostra a presença dos genes afsA, responsável por 

codificar a enzima γ-butirolactona sintase, uma redutase responsável pela 
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biossíntese do fator A (Creamer et al., 2021). A Sintenia dos clusters das regiões 

14.1 (geosmina - BGC0001181) e 21.1 (hopene - BGC0000663) (Figura. 28, B e 

C), mostrou que a linhagem MAD51 tem todos os genes necessários para 

biossíntese dos compostos relacionados. 

 

Figura 28: Alinhamento de sintenia do cluster da Linhagem de Streptomyces sp MAD51 onde A) 
mostra a região do BGC 1.1 da linhagem de Streptomyces sp MAD51 alinhado com o BGC 
depositado no banco de dados MIBiG (BGC0000848). B) mostra a análise de sintenia dos 
terpenos (geosmina - BGC0001181) identificados nas regiões 14.1. C) a Sintenia do clusters 
(hopene - BGC0000663) do BGC 21.1. Os espaços escuros mostram genes semelhantes. 

Foram anotados nas regiões (Region 2.1; Region 6.1 e Region 35.1) três 

clusters gênicos (BGCs) para biossíntese do híbrido para (T1PKS e T2PKS), e 

dois diferentes policetídeos (T2PKS, T3PKS) conforme mostrados na (Figura. 

29), com similaridade de 83% a 100% (Tabela S2). 

O cluster da região 6.1 relacionados à biossíntese do antibiótico 

policetídeo tetracenomicina C (MIBiG BGC0000275), possui atividade 
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antitumoral, antibacteriana e antituberculose (Summers et al., 1992; Ortseifen et 

al., 2017).   

 

Figura 29: Análise de sintenia dos cluster dos policetídeos presente na linhagem Streptomyces 
sp MAD51. A) Mostra o alinhamento da região do BGC 2.1 com o BGC depositado no banco de 
dados MIBiG para biossíntese de pigmento de esporo (BGC0000271). B) Sintenia do cluster da 
região 6.1 para biossíntese de policetídeos T2PKS com o BGC da via de biossíntese do 
antibiótico tetracenomicina C com entrada MIBiG BGC0000275 C) A Sintenia do clusters da 
T3PKS flaviolina (BGC0002127) com o BGC da região 35.1. Os espaços escuros mostram genes 
semelhantes. 

A análise de sintenia possibilitou predizer que a linhagem MAD51, possui 

os genes envolvidos na biossíntese dos metabólitos tetracenomycin C e flaviolin 

(BGC0002127), além de policetídeos aromáticos como o pigmento de esporos 

identificado na região 2.1 (BGC0000271). 

Além dos policetídeos (PKS), foram preditos ainda na linhagem de 

Streptomyces sp MAD51, clusters identificadas nas regiões 20.1; 44.1; 53.1 e 

119.1 (Tabela S2). Com genes para biossíntese de outras classes de moléculas 

como: RiPPs como as tioholgamida A e tioholgamida B (MIBiG BGC0001802), 
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para N-sideróforo desferroxamine B/desferroxamina E (MIBiG BGC0000940), 

ectoína (MIBiG-BGC0000853) e melanina (MIBiG BGC0000910). Todas as 

regiões preditas contêm similaridade de 80 > 100% de homologia. A análise de 

sintenia dos BGCs conhecidos do banco de dados de referência MIBiG, indica 

que o isolado MAD51 apresenta todos os genes relacionados à biossíntese 

desses compostos (Figura. 30). 

 

Figura 30: Análise de sintenia dos cluster da linhagem Streptomyces sp MAD1003. A)  Mostra a 
região 44.1 do BGC da via de biossíntese para molécula de sideróforo alinhada com o BGC 
depositado no banco de dados MIBiG para a biossíntese da molécula de desferroxamine 
B/desferroxamina E (BGC0000940). B) Análise de sintenia de ectoína (entrada MIBiG 
BGC0000853) identificados nas regiões 53.1. C) Sintenia do clusters para melanina do BGC 
119.1 compara com os dados do BGC do MIBiG - (BGC0002127). Os espaços escuros mostram 
genes semelhantes. 
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A análise do genoma da Streptomyces sp. MAD1003, resultou na 

identificação de 24 regiões contendo BGCs para metabólitos secundários, sendo 

2 clusters para butirolactona; 2 Policetídeo T1PKS; 3 para Terpeno; 1 Policetídeo 

T2PKS; 2 Policetídeo T3PKS; 3 para NI-sideróforo; 2 para RiPP-like; 1 para 

ectoína e 8 outros clusters outras classes de moléculas (Tabela S3 e Figura 31). 

Dos BGCs preditos, um cluster apresentou similaridade de 92% para 

produção do terpeno (hopene), seis apresentaram 100% de similaridade com 

BCGs relacionados a síntese de: scabichelin (NRPS), albaflavenone (terpeno), 

flaviolin/1,3,6,8-tetrahydroxynaphthalene (T3PKS), ectoine (ectonina), 

alkylresorcinol (T3PKS) e geosmin (terpeno), dois apresentaram similaridade de 

83% para desferrioxamin B/desferrioxamine E (NI-siderophore) e spore pigment. 

 
Figura 31: Gráfico com os clusters de genes biossintéticos (BGC) preditos na linhagem 
Streptomyces sp MAD1003. 

A scabichelin (BGC0000423) e desferrioxamin B/desferrioxamine E 

(BGC0000940), são compostos quelantes de ferro de alta afinidade, que são 

produzidos por bactérias como as Streptomyces, e estão associados a entrega 
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e absorção de ferro para os microrganismos, podendo atuar como fator 

determinantes de virulência para patógenos de plantas e animais (Raines et al., 

2015; Liu et al., 2021). 

 

As ectoínas presente na região 27.1, são moléculas essenciais para a 

sobrevivência dos diversos micro-organismos, pois possibilita proteção contra o 

estresse osmótico, e apresenta uma ampla aplicação na biotecnologia, 

cosméticos e medicina como hidratante em cosméticos e produtos para a pele 

(Prabhu et al., 2004; Liu et al., 2021). A sintenia confirma que o isolado MAD1003 

compartilha todos os genes correspondente a biossíntese desses compostos 

(Figura. 32). 

 

Figura 32: Sintenia dos genes pertencentes ao BGCs caracterizados no genoma da linhagem 
Streptomyces sp MAD1003 A) Região 1.1 com o BGC escabichelina (BGC0000423) B) ectoína 
(entrada MIBiG BGC0000853) identificados nas regiões 27.1 C) Sintenia do clusters região 74.1 
desferrioxamina B/E (BGC0000940). 

Também foram identificados clusters relacionados a classes de terpenos 

como: hopene - BGC0000663 (região 17.1), o antibiótico sesquiterpeno 

albaflavenona - BGC0000660 (região 24.1) e o composto volátil geosmina - 

BGC0001181 (região 50.1), alguns desses compostos também foram 
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identificados na predição de clusters gênicos da linhagem MAD51, sendo 

metabólito secundário produzido por diversas linhagens Streptomyces sp. 

(Figura. 33). 

Dos clusters preditos pelo antiSMASH na linhagem Streptomyces sp. 

MAD1003, os terpenos albaflavenona e geosmina são moléculas com atividade 

antimicrobiana contra alguns micro-organismo como: Bacillus subtilis, 

Staphylococcus aureus e Candida albicans, sendo responsáveis pelo forte odor 

dos estreptomiceto (Jiang et al., 2007; Avalos et al., 2022).  Com base na análise 

de sintenia utilizando dados do MIBiG (Figura. 33) foi possível confirmar a 

presenta de todos os genes para as respectivas rotas biossintéticas, indicando 

que MAD 1003 é geneticamente capaz de produzir os compostos mencionados 

(Yamada et al., 2015; Rehan et al., 2023). 

 

Figura 33: Sintenia dos genes pertencentes dos BGCs das classes dos terpenos caracterizados 
no genoma da linhagem Streptomyces sp MAD1003. A) hopene - BGC0000663 (região 17.1 92% 
de similridade) B) albaflavenona - BGC0000660 região 24.1 100% de similaridade. C) e 
geosmina - BGC0001181 região 50.1, com 100% de similaridade. 

Além dos clusters preditos para biossíntese dos terpenos, policetídeo 

(T2PKS e T3PKS) a exemplo da flaviolina (MIBiG: BGC0002127), 

alquilresorcinol (BGC0000282) e pigmento de esporos (BGC0000271) com 83% 
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de similaridade, sendo metabólitos secundários comuns no gênero 

Streptomyces (Figura. 34). Vale destacar que alguns pigmentos de origem 

bacteriana podem ser úteis no diagnóstico de diversos tipos de câncer, diabetes 

mellitus, leucemia, podendo apresentar atividade antimicrobiana e outras 

atividades biológicas (Kazi et al., 2022). 

 

Figura 34: Sintenia dos genes pertencentes dos BGCs das classes dos policetídeos T2PKS e 
T3PKS caracterizados no genoma da linhagem Streptomyces sp MAD1003. A) flaviolina 
(Número de acesso MIBiG:BGC0002127) B) alquilresorcinol (BGC0000282); C) e pigmento de 
esporos (BGC0000271). 

Na linhagem de Stenotrophomonas sp. SOL105 somente 4 (quatro) 

BGCs foram identificados sendo 1 clusters para biossíntese de RiPP-Like; 1 para 

Lassopeptideo; 1 para NRP-metalóforo e 1 para Aripolieno (Figura 35 e Tabela 

S3). Dos BGCs descritos, apenas dois apresentaram similaridade de 40% e 57%. 

Na região 6.1 foi identificado o BGC com 40% de similaridade com BGC 

da classe do arylpolyene (MIBiG código BGC0000837), relacionado a molécula 

denominada de APE Vf, que são ácidos carboxílicos poliinsaturados, presentes 

em diversas bactérias Gram-negativas associadas ao hospedeiro, como 

patógenos de humanos, animais e plantas, como as  Burkholderia cenocepacia, 
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esse grupo de moléculas podem estar associada a formação de biofilmes e 

aumento da proteção contra o estresse oxidativo (Johnston et al., 2021). 

 

Figura 35: Gráfico dos BGCs preditos na linhagem Stenotrophomonas sp. SOL105, mostrando 
o total das classes de moléculas preditos com base em genoma. 

Johnston et al. (2021), relata em seu estudo que esse grupo de APE 

possui duas proteínas transportadoras de acil (ACPs), duas 3-hidroxiacil-ACP 

desidratases (ApeI e P) e três 3-cetoacil-ACP sintases. Por meio de análise de 

sintenia, foi possível identificar essas proteínas, no cluster da linhagem 

Stenotrophomonas sp. SOL105 e comparação com BGCs depositados no MIBIG 

combinada com ferramentas como BLAST e InterPro foi possível identificar os 

mesmos genes e domínios protéicos correspondente a via APE (Figura 36). 



72 
 

 

 

Figura 36: Sintenia do Cluster gênico biossintético para produção de ácidos carboxílicos APE 
Vf, as cores representam os genes presentes no genoma da linhagem Stenotrophomonas sp. 
SOL105 na parte superios, com o BGC depositado no MIBiG. 

O BGC anotado da região 29.1 apresentar 57% de similaridade com o 

BGC descrito como responsável pela biossíntese de 2,3-dihidroxibenzoilserina, 

um sideróforo produzido por Stenotrophomonas maltophilia K279a. Alinhando o 

BGCs da linhagem Stenotrophomonas sp. SOL105, como o que está depositado 

no banco de dados, foi possível notar, todos os elementos presentes no genoma 

para produção da molécula (Figura 37). 

 

Figura 37: Sintenia do Cluster gênico biossintético para produção do sideroforo 2,3-
dihidroxibenzoilserina, as cores representam os genes presentes no genoma da linhagem 
Stenotrophomonas sp. SOL105 na parte superior, com o BGC depositado no MIBiG. Os espaços 
escuros mostram genes semelhantes. 
 

Assim como na linhagem MAD34 a linhagem SOL105 apresentou 

clusters com similaridade zero, isso indica que os agrupamentos de genes que 

podem ser considerados “orphan” estão presentes, podendo estar relacionados 

com genes para novos produtos natural ou são clusters ainda não 

caracterizados. 
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6 CONCLUSÕES   

Foram obtidos os genomas completos de 4 dos 6 dos isolados avaliados 

neste estudo. A análise filogenômica permitiu identificar a linhagem MAD34 

como Pseudomonas aeruginosa (dDDH de 95.1%), além de três possíveis novas 

espécies: Streptomyces MAD51 (dDDH de 54.9%), Streptomyces MAD1003 

(dDDH de 68.1%) e Stenotrophomonas SOL105 (dDDH de 46.4%). 

Por meio da anotação do genoma, foi possível detectar genes envolvidos 

na via de biossíntese para produção do fitormônio auxina, com 4 genes presente 

nas linhagens Pseudomonas aeruginosa MAD34 e Stenotrophomonas SOL105, 

e não foram identificados genes para giberelina e citocina. 

As linhagens mostraram capacidade para produção de diferentes 

enzimas (Lipase, amilase e celulase e protease) além da capacidade para 

solubilizar fosfato de AlPO4. 

A avaliação antagonista contra 13 fitopatógenos revelou que as 

linhagens Streptomyces MAD51, Streptomyces MAD1003 apresentam potencial 

antagonista, com índice de inibição acima de 50% para todos os patógenos 

avaliados. 

A mineração genômica indicou potencial para produção de diversos 

metabólitos já descritos, como assim como BGCs com potencial para biossíntese 

de novas moléculas. 

Foi possível notar a presença de BGCs já caracterizados para 

biossíntese de diversos metabólitos da classe dos policetídeos como: 

tetracenomicina C, pigmento de esporo, flaviolina, sideróforos como 

desferrioxamin B e Peptídeos não ribossomais (NRPs) com potencial para uso 

na agricultura e biotecnologia.   
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Suplemento 

Título: Mineração Gênica e Prospecção De Compostos do Metabolismo 

Secundário de Microrganismos Isolados de Sedimentos dos Rios Madeira e 

Solimões. 
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Figura S1- Classificação de subsistemas MAD34 (baseado no servidor de anotação RAST). 

Figura S2- Classificação de subsistemas MAD51 (baseado no servidor de anotação RAST). 
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Figura S3- Distribuição de categoria de subsistema da linhagem MAD1003 (baseado no servidor 

de anotação RAST). 

Figura S4- Distribuição de categoria de subsistema da linhagem SOL105 (baseado no servidor 

de anotação RAST). 
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Figura S5- Diagrama de Venn representando os grupos ortólogos e os principais genes ortólogos 
e únicos das linhagens MAD34 com quatro espécies tipo intimamente relacionadas. 
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Figura S6- Diagrama de Venn com os grupos ortólogos da linhagem MAD51, com três espécies 
de streptomyces intimamente relacionadas. 
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Figura S7- Diagrama de Venn representando os principais grupos ortólogos da linhagem 
MAD1003, tendo três linhagens de espécies de streptomyces intimamente relacionadas. 
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Figura S8- Diagrama de Venn representando os principais genes ortólogos únicos das linhagens 
SOL105 com três linhagens Stenotrophomonas. 
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Figura S9- Atividade lipolítica de bactérias isoladas dos rios Madeira e Solimões. A presença de 
cristais em volta das linhagens SOL105 e SOL146, MAD51, MAD1003 apresentam atividades 
positivas. 
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Figura S10: Atividade enzimática evidente para a produção de amilase por bactérias isoladas 
de sedimentos dos rios Solimões, SOL146 e SOL146, e rio Madeira MAD34, MAD142, MAD1003 
e MAD51. A presença de halo mostra atividade positiva para a amilase. 
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 Figura S11: Atividade para produção de celulase dos isolados de sedimento dos rios Madeira e 
Solimões, a presença de halo claro ao redor de dois isolados do rio Madeira MAD51 e MAD1003 
mostra atividade positiva para celulase. 
 

 
Figura S12: Ensaio em placa mostrando as atividades positivas de 3 (três) isolados de bactérias 
(MAD34, SOL105, SOL146). A zona clara mostra a formação de halos claramente visíveis, em 
volta dos poços, mostrando que os extratos de 3 (três) dos isolados possuem atividade 
quitinolítica. 
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Figura S13: Curva padrão da concentração de auxina, para determinar a concentração de 
produção de cada linhagem estudada. 
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Tabela S1: Predição de clusters gênicos biossintéticos no genoma da linhagem de 
Pseudomonas sp.  MAD34 usando a plataforma antiSMASH versão 7.1.0. 

Região Tipo Cluster semelhante 
Similaridade 

 (%) 

Region 1.1 NRPS L-2-amino-4-methoxy-trans-3-butenoic 
acid 

100 

Region 1.2 NRP-metallophore,NRPS Pf-5 pyoverdine 24 

Region 2.1 hserlactone - - 

Region 2.2 NAGGN - - 

Region 2.3 NRPS azetidomonamide A 
azetidomonamide B 

100 

Region 3.4 RiPP-like - - 

Region 3.1 opine-like-metallophore pseudopaline 100 

Region 4.1 phenazine pyocyanine 42 

Region 9.1 NRPS-like,betalactone pyoverdine SMX-1 12 

Region 10.1 NRPS-like MA026 5 

Region 10.2 RiPP-like - - 

Region 10.3 phenazine pyocyanine 42 

Region 11.1 hydrogen-cyanide hydrogen-cyanide 100 

Region 12.1 hserlactone - - 

Region 15.1 thiopeptide - - 

Region 19.1 redox-cofactor lankacidin C 13 

Region 21.1 NRP-metallophore,NRPS pyochelin 50 

Total 17   

 
 

Tabela S2: Predição de clusters gênicos biossintéticos no genoma da linhagem Streptomyce sp. MAD51. 

Região Tipo Cluster semelhante 
Similaridade 

(%) 

Region 1.1 butyrolactone Other 100 

Region 2.1 T1PKS, T2PKS Polyketide 83 

Region 5.1 RiPP-like - - 

Region 5.2 PKS-like, T1PKS, other Polyketide 5 

Region 6.1 T2PKS Polyketide:Type II polyketide 100 

Region 7.1 furan Polyketide:Type II polyketide 25 

Region 8.1 T1PKS Polyketide 5 

Region 10.1 T1PKS Polyketide 4 

Region 11.1 hglE-KS, T1PKS Other 13 

Region 14.1 terpene Terpene 100 

Region 16.1 NI-siderophore - - 
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Region 17.1 terpene Polyketide 25 

Region 19.1 NRPS-like Polyketide 6 

Region 20.1 lanthipeptide-class-v,thioamitides RiPP 100 

Region 21.1 thiopeptide,LAP,terpene Terpene 92 

Region 28.1 T1PKS, NRPS Polyketide 12 

Region 29.1 RiPP-like - - 

Region 32.1 other NRP 7 

Region 32.2 lanthipeptide-class-iii Polyketide 12 

Region 35.1 T3PKS Polyketide 100 

Region 36.1 NRPS,phenazine NRP+Polyketide 15 

Region 38.1 T1PKS - - 

Region 39.1 NRPS NRP 18 

Region 44.1 NI-siderophore Other 83 

Region 47.1 lassopeptide - - 

Region 53.1 ectoine Other 100 

Region 60.1 NRPS NRP 18 

Region 79.1 T1PKS NRP+Polyketide 3 

Region 82.1 NRPS, NAPAA NRP:Cyclic depsipeptide 13 

Region 85.1 T1PKS Polyketide 60 

Region 88.1 NRPS-like,transAT 
PKS-like, T1PKS 

NRP+Polyketide:Modular type I 
polyketide 

18 

Region 119.1 melanin Other 100 

Region 140.1 NRPS - - 

Region 145.1 NI-siderophore - - 

Region 164.1 betalactone,NRPS-like Other 3 

Region 165.1 RiPP-like RiPP:Lanthipeptide 28 

Region 168.1 RiPP-like - - 

Region 220.1 T1PKS Polyketide 18 

Region 261.1 terpene Polyketide 5 

Total 39   
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Tabela S3: Predição de clusters gênicos biossintéticos no genoma da linhagem de Streptomyces 
sp.  MAD1003 usando a plataforma antiSMASH versão 7.1.0. 

Região Tipo Cluster semelhante Similaridade (%) 

Region 1.1 NRP-metallophore,NRPS scabichelin 100 

Region 1.2 phenazine lomofungin 39 

Region 2.1 T1PKS ansamitocin P-3 7 

Region 2.2 NRPS skyllamycin A/skyllamycin B 8 

Region 3.1 butyrolactone kinamycin 11 

Region 3.2 RiPP-like - - 

Region 4.1 T1PKS jomthonic acid A/jomthonic acid 
B/jomthonic acid C 

5 

Region 5.1 LAP,thiopeptide dutomycin 4 

Region 7.1 NRPS-like,NRPS atratumycin 13 

Region 9.1 NAPAA stenothricin 13 

Region 12.1 butyrolactone prejadomycin/rabelomycin/gaudimycin 
C/gaudimycin D/UWM6/gaudimycin A 

6 

Region 13.1 melanin istamycin 4 

Region 15.1 NRP-metallophore,thioamide-
NRP,NRPS-like,NRPS 

BD-12 17 

Region 17.1 terpene hopene 92 

Region 24.1 terpene albaflavenone 100 

Region 26.1 T3PKS flaviolin/1,3,6,8-tetrahydroxynaphthalene 100 

Region 27.1 ectoine ectoine 100 

Region 28.1 NI-siderophore - - 

Region 41.1 T3PKS alkylresorcinol 100 

Region 42.1 NI-siderophore grincamycin 8 

Region 50.1 terpene geosmin 100 

Region 69.1 T2PKS spore pigment 83 

Region 74.1 NI-siderophore desferrioxamin B/desferrioxamine E 83 

Region 78.1 RiPP-like informatipeptin 28 

Total 24   
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Tabela S4: Predição de clusters gênicos biossintéticos no genoma da linhagem 
Stenotrophomonas sp. SOL105. 

Região Tipo Cluster semelhante 
Similaridade 

(%) 

Region 2.1 RiPP-like - - 

Region 4.1 lassopeptide - - 

Region 6.1 arylpolyene APE Vf 40 

Region 29.1 NRP-metallophore,NRPS 2,3-Dihydroxybenzoylserine 
57 

Total 4   
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