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RESUMO

MELO, F. M. P. Bioprospeccao de Actinobactérias da rizosfera de milho (Zea mays L.)
com atividade antifingica. 105 f. Tese (Doutorado em Biotecnologia) - Interunidades em
Biotecnologia, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2009.

Actinobactérias ocorrem em diversos ambientes e possuem grande potencial na producio de
enzimas, antibidticos e farmacos, tendo amplo uso na agricultura, inddstria e outras areas. O
presente trabalho teve como objetivo o isolamento, a identificacdo e a bioprospeccdo de
actinobactérias da rizosfera de milho. Foram isoladas 60 linhagens de actinobactérias de
plantas sadias de milho, cultivadas em diferentes regides do Estado de Sdo Paulo. Dessas
linhagens, 71% foram capazes de inibir o desenvolvimento de fungos fitopatogé€nicos
(Pythium aphanidermatum e Fusarium moniliforme), 56% foram capazes de inibir bactérias
gram positivas (Bacillus megaterium e Staphylococcus aureus) e 49% capazes de inibir
bactérias gram negativas (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella). Dois
isolados com maior atividade biolégica, CCMA30 e CCMA33, foram identificados por meio
do seqiienciamento parcial do gene 16S rRNA como pertencentes a espécie Streptomyces
griseorubiginosus. Genes que codificam para a presenca de genes PKS (sintases de
policetideos), também foram detectados nessas linhagens. O fracionamento do extrato bruto
da linhagem CCMA 33 revelou que a fracdo 7 (m/z 719-768) apresentou atividade
antifingica, sendo esta submetida a fragmenta¢do induzida por colisdo (MS/MS) onde, pelas
buscas no dicionario de produtos naturais pode-se confirmar a presenca de Julichromes Q 4.6
10"dihidroxi, substancia sintetizada por policetideos. Novas buscas na literatura e em bancos
de dados confirmaram a presenga de mais duas Julichromes presentes na fragdo ativa,
Julichrome Q ;.3 e Julichrome Q 3.3. Estes resultados evidenciam a producido de metabdlitos

secunddrios de interesse biotecnoldgico por actinobactérias da rizosfera.

Palavras Chave: Actinobactérias rizosféricas. PKS. Metabdlitos secundarios. Cromatografia.

Bioprospecc¢do. Atividade antifungica.



ABSTRACT

MELO, F. M.P. Bioprospection of actinobacteria from maize (Zea mays L.) rhizosphere
with antifungal activity. 2009. 105 f. Thesis (PhD in Biotechnology) — Interunidades em
Biotecnologia, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2009.

Actinobacteria occur in different environments and have a great potential in producing
enzymes, antibiotics and medical molecules, with a wide use in agriculture, industry and other
areas. The present work aimed the isolation, identification and the bioprospection in
actinobacteria which colonize the rhizosphere of maize. Sixty strains were isolated from
healthy plants of maize, cultivated in different regions of Sdo Paulo State. Among these
isolates, 71% were capable of inhibiting the development of the pathogenic fungi (Pythium
aphanidermatum and Fusarium moniliforme), 56% were capable of inhibiting bacteria Gram
positive (Bacillus megaterium and Staphylococcus aureus) and 49% were capable of
inhibiting bacteria Gram negative (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa and
Klebsiella). The two isolates with higher biological activity (CCMA30 and CCMA33) were
identified by the partial sequencing of the 16S rDNA gene as belonging to the species
Streptomyces griseorubiginosus. In these isolates it was detected the presence of PKS
(polyketide synthase) genes, possibly involved in the production of active compounds
evaluated. The fractioning of the crude extract of the strain CCMA 33 has revealed that the
fraction 7 (m/z 719-768) displayed antifungal activity and it was submitted to fragmentation
induced by collision (MS/MS), where by searches in the dictionary of natural products the
presence of Julichrome Qg 10°diihidroxy synthesized by poliketides could be confirmed.
New searches in the literature and database were able to confirm the presence of two other
Julichromes in the active fraction, Julichrome Q ;3 and Julichrome Q ;3. These results
highlight the production of secondary metabolites of biotechnological interest by

actinobacteria which colonize the maize rhizosphere.

Key words: Rhizosphere actinobactérias. PKS. Secondary metabolites. Chromatograph.

Bioprospection. Antifungal activity.
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1 INTRODUCAO

O milho como qualquer outra planta, pode ser considerado um microecossistema
complexo que abriga diferentes nichos, que s@o explorados por uma extensa variedade de
microrganismos, como, por exemplo, as actinobactérias que sdo importantes, pois podem
conferir ao seu hospedeiro, caracteristicas como maior resisténcia a condicdes de estresse,
alteracdes nas condigdes fisioldgicas, suprimento de nitrogénio, producdo de reguladores de
crescimento vegetal e outros componentes biotecnoldgicos (enzimas e farmacos). Esses
microrganismos colonizam um nicho ecolégico semelhante aquele ocupado por fitopatégenos

e podem ser importantes candidatos para o controle destes.

Os possiveis beneficios que as actinobactérias podem representar na produtividade e,
principalmente, na produg¢do de enzimas, na fixacdo bioldgica do nitrogénio, controle
bioldgico, na produgdo de agentes anticancerigenos, como vetores de genes de resisténcia,
degradacdo de compostos (alcaléides), traz a tona a necessidade do isolamento e identificacdo
desses microrganismos, para estudos fisiolégico/morfoldgico, e da diversidade de espécies.

Muitos dos compostos isolados de actinobactérias possuem aminodcidos
proteinogénicos e ndo proteinogénicos assim como funcionalidade derivada de policetideos, o
que mostra que suas provaveis biossinteses envolvem as enzimas multifuncionais sintetase de
peptideos nao-ribossomicos (NRPSs) e sintases de policetideos (PKSs). As NRPSs estdo
envolvidas na produ¢@o de importantes antibidticos tais como as penicilinas, vancomicinas e
ciclosporinas. Os PKSs modulares, os quais estdo proximamente relacionados com os NRPSs,
sdo descritos na biossintese de antibidticos produzidos pelas actinobactérias (eritromicinas).

Consequentemente é possivel deduzir a composicdo dos peptideos pela andlise das
seqiiéncias dos genes de NRPS e/ou PKS. Dessa forma, vérias estratégias foram descritas para
amplificacdo de fragmentos de genes de NRPSs e PKS usando oligonucleotideos degenerados
iniciadores de PCR. A aplicacdo dessa abordagem molecular aumentou significantemente a

chance de identificar metabdlitos novos cuja produgio é dependente de genes correspondentes.

Para a identificacdo de compostos antifiingicos diversas metodologias cromatogréficas e
de espectrometria de massas foram realizadas. Apds a obtencdo do perfil quimico das fracdes
bioativas presentes nos extratos, buscas na literatura e em bancos de dados revelaram a
existéncia de uma série homologa composta por bisantraquinonas caracterizadas de Julichrome
Q 6.6 10°dihidroxi (C3gHzg014), Julichrome Q 3 (C3sH36015) € Julichrome Q 33 (C3gH3gO1e),

substancias sintetizadas por policetideos.
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Neste trabalho foi avaliado o potencial biotecnolégico dessas actinobactérias
rizosféricas de plantas de milho na producdo de metabdlitos secundarios, no controle

bioldgico de fitopatdgenos e, também, na identificacdo de substancias bioativas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Microrganismos Rizosféricos: a rizosfera e sua importincia

Do ponto de vista nutricional, o solo sem cobertura vegetal € um grande deserto para
os microrganismos heterotréficos. E nas imediagdes das raizes (rizosfera) que eles encontram
os substratos que necessitam para sua proliferacdo. Conseqiientemente, varios processos
importantes do solo influenciam a producdo e a qualidade ambiental, dentre eles a
decomposi¢do da matéria organica e as interacdes microbioldgicas sdo maximizadas na
rizosfera. A diversificacdo de espécies favorece a cobertura eficiente do solo, a exploracdo de
volume de solo reduz o "estreitamento genético", contribuindo para maior diversidade e
atividade de microrganismos (CATTELAN e VIDOR, 1990).

A perda da cobertura do solo provocada por erosdo, desmatamento ou praticas
agricolas, causa elevacdo na temperatura do solo e interfere nos processos bioldgicos,
observando-se decréscimos nas populacdes de bactérias, fungos, actinobactérias e
solubilizadores de fosfato, enquanto a propor¢do de enddsporos de bactérias aumenta,
refletindo as condi¢des adversas ao desenvolvimento microbiano (CATTELAN e VIDOR,
1990).

Os estresses naturais ou causados pelo homem no solo podem provocar mudangas na
composicido de espécies microbianas, na sucessdo de espécies simbiontes e nos atributos
morfoldgicos e fisioldgicos das associacdes simbidticas. A auséncia de cobertura vegetal
acarreta uma reducdo na quantidade de matéria orgdnica depositada sobre o solo e de
nutrientes nos micro-habitats dos microrganismos; provoca também variacdes na temperatura
e umidade do solo o que faz com que haja uma alteragfo tanto quantitativa quanto qualitativa

na populagcdo microbiana em geral (SIQUEIRA, 1994).

2.2 Caracteristicas gerais das actinobactérias

Actinobactérias sdo bactérias Gram positivas cuja morfologia é variada de acordo com
o género. Podem ser esféricas ou bacilares e formam filamentos, hifas, que compdem um

micélio de coloragio variada (FLARDH e BUTTNER, 2009).

O micélio consiste de células procaridticas longas com vérios nucledides (EMBLEY e

STACKEBRABDT, 1994). O micélio € uma vantagem para o microrganismo, pois ele tem a
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capacidade de aderir ou penetrar em tecidos e ajudam a secretar enzimas e outros metabolitos.
Com a aproximacg@o do micélio aos substratos, o microrganismo precisa secretar apenas uma

quantidade pequena de enzima para atingir niveis efetivos (CHATER, 2006).

Algumas espécies de actinobactérias podem se reproduzir por fragmentacdo das hifas,
como o género Nocardia, por exemplo; em outras actinobactérias a reproducio ¢ feita através
de esporos assexuais do tipo conididsporos ou esporangidsporos. Os esporos podem ser
moveis (o0 que € raro) ou ndo e, normalmente, sdo formados quando hé escassez de nutrientes

(FLARDH e BUTTNER, 2009).

Eles ndo sdo muito resistentes ao calor, porém resistem bem a dessecacéo, tendo assim
um grande valor na preservacdo da espécie (EMBLEY e STACKEBRABDT, 1994). As
actinobactérias sdo encontradas em muitos habitats. No solo, sio numericamente menos
dominantes do que outras populagdes bacterianas, porém sdo mais numerosos do que as
populacdes fungicas. Normalmente, 10 a 50% da comunidade microbiana do solo é
constituida por populagdes destes microrganismos.

Representantes do subgrupo dos estreptomicetos sdo muito comuns no solo. Entre
estes, encontram-se o Streptomyces griseus € o Streptomyces aureofaciens. Os representantes
do género Streptomyces produzem importantes antibidticos, como a estreptomicina,
sintetizada por S. griseus, a clorotetraciclina, sintetizada por S. aureofaciens, a terramicina,
sintetizada por S. rimosus, entre muitos outros. Mais de oitenta antibiéticos ja foram obtidos
de espécies do género Strepromyces. Os representantes do género Frankia vivem em simbiose
com as raizes de plantas superiores (por exemplo, da casuarina, Casuarina sp.), onde levam a
formacdo de nédulos, no interior dos quais ocorre fixacdo de nitrogénio (CHATER, 2006).

A classe das actinobactérias possui alto contetido de guanina e citosina (G+C) em seu
DNA; sao geralmente aerdbicos ou microaerdfilos, mas também se encontram espécies
anaerdbicas (CROSS, 1989; GOODFELLOW, 1989; EMBLEY ¢ STACKEBRANDT, 1994).
As actinobactérias sdo encontradas, sobretudo no solo, estima-se que em cada grama de solo
contém 10°~10° células destas bactérias. No entanto, elas podem estar presentes nos mais
diversos ambientes, como dguas, plantas e, até mesmo, em associacdo com liquens
(GONZALEZ et al., 2005). Essas bactérias sdo muito versiteis metabolicamente, o que
possibilita a utilizacdo de muitas fontes diferentes de carbono; podem ser autotréficos,
heterotréficos, quimiotréficos ou fototréficos. Algumas poucas espécies sdo patogé€nicas ao

homem, animais ou plantas.
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A grande importéncia das actinobactérias no ambiente € o seu papel na degradagdo de
matéria organica; possuem atividade proteolitica, funcdo na decomposi¢do de queratinas,
quitinas, celuloses, amido e, também, no ciclo de aminodcidos e nitrogénio (CHATER, 2006;
KENNEDY, 1999).

O género Streptomyces, ¢ o mais predominante na natureza (70-90% das colOnias
desenvolvidas em meio de cultura sélido), Nocardia, usualmente é o segundo género mais
abundante (5-30%), seguido do género Micromonospora, que ocorrem em freqiiéncias que
variam de 1 a 15%. A predominéncia destes microrganismos no solo s6 € significativa quando
os compostos prontamente disponiveis sdo metabolizados anteriormente, quando os nutrientes
comecam a ser limitantes e a pressdo dos competidores mais efetivos diminui. Desta forma,
degradam substincias normalmente ndo decompostas pelas populacdes de fungos e outras
bactérias, como celulose, hemiceluloses, fendis, quitina, queratina, ligninas e himus
(KENNEDY, 1999).

Na pesquisa, a caracteristica mais marcante do grupo é a capacidade de produzir
metabdlitos secunddrios, uteis na inddstria farmacéutica e outras, despertando o interesse de
biotecnologistas, geneticistas e ecologistas. As actinobactérias sintetizam varios tipos de
enzimas, vitaminas e antibidticos (CHATER, 2006; KENNEDY, 1999). Seguramente, a
producdo de antibidticos é a caracteristica mais estudada e mais importante das
actinobactérias, especialmente no género Streptomyces, o qual produz a maioria dos
antibidticos utilizados em humanos, na veterindria e na agricultura, sendo que na clinica
médica eles representam cerca de 80% (CHATER, 2006; FGUIRA et al., 2005). Outro fator
muito interessante € que este Unico género produz intimeros compostos ndo relacionados.
Dentre os antibidticos, pode-se citar os aminoglicosideos, macrolideos, ansamicinas,

cefalosporinas, poli€nicos, e outros.

2.3 Identificagdo de actinobactérias

Na identificacdo das actinobactérias € importante levar em consideracdo diferentes
caracteristicas desses organismos, o que implica na utilizacdo de vérias técnicas diferentes
para esse fim. Em relacdo a morfologia deve-se observar a cor do micélio e o tipo de esporo,
quando presente. Para tanto ¢ importante utilizar um meio de cultura que possibilite uma boa

esporulagdo e a diferencia¢do do micélio (LECHEVALIER, 1989).
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Outros fatores que podem diferenciar algumas actinobactérias sdo a composicdo da
parede celular e o perfil de acidos graxos (STACKEBRANDT; RAINEY; WARD-RAINEY,
1997). A composi¢do da parede celular varia consideravelmente entre os diversos grupos de
actinobactérias. Pode-se diferenciar alguns grupos de paredes celulares baseando-se em dois
aspectos principais: o aminoécido dibdsico presente na parede, e a presenca de acticares
caracteristicos. Todos os tipos de parede celular contém alanina, acido glutdmico,
glucosamina e dcido murdmico, mas apresentam algumas diferencas. As paredes do Tipo I
possuem o isdmero L do dcido diaminopimélico (DAP) e glicina; o Tipo II possui o isomero
meso do dcido diaminopimélico e glicina; Tipo III possui meso-DAP; Tipo IV meso-DAP,
arabinose e galactose; Tipo V possui lisina e ornitina; Tipo VI apresenta presenca varidvel de
acido aspartico e galactose; Tipo VII possui dcido diaminobutirico e glicina, com lisina
varidvel; e o Tipo VIII apresenta ornitina. As actinobactérias que possuem meso-DAP na sua
parede apresentam os seguintes padrdes de agicares: A, arabinose e galactose; B, madurose;
C, sem acucar caracteristico; D, arabinose e xilose (LECHEVALIER, 1989).

O grupo dos streptomycetos € um tanto diferenciado porque apresenta uma parede
celular caracterizada como Tipo I, com presenca de 4cido L-diaminopimélico e glicina, mas
auséncia de acticares caracteristicos, assim como o género Nocardioides, enquanto os demais
géneros possuem o isdmero meso-DAP (ANDERSON e WELLINGTON, 2001). O perfil de
dcidos graxos baseia-se na capacidade das bactérias em sintetizar diferentes acidos graxos.
Para essa andlise os dcidos graxos sdo extraidos e a composicdo dos metil ésteres dos acidos
graxos resultantes € feita por cromatografia gasosa (CHUN et al., 1997). As actinobactérias
com parede celular do Tipo IV apresentam &cidos graxos o ramificados B hidroxilados,
chamados 4cidos micoélicos, especialmente importantes na identificacdo do género Nocardia
(LECHEVALIER; HORAN; LECHEVALIER, 1971). Também se pode fazer uma
caracterizacdo bioquimica, nutricional e fisioldgica, realizando-se provas como as de
utilizacdo de diferentes fontes de carbono e nitrogénio, resisténcia a antibidticos, testes de
degradacdo como a de adenina, tirosina, xantina, queratina, caseina; testes de crescimento,
que envolvem tolerincia a temperatura, pH e inibidores quimicos; e testes bioquimicos, como
catalase e protedlise (WILLIANS et al., 1983).

Tanto as provas bioquimicas, como a determinac¢do da composicdo da parede celular e
o perfil de 4cidos graxos sdo métodos laboriosos e que demandam tempo para a obtencdo dos
resultados. Além disso, a caracterizacdo bioquimica apresenta certa variabilidade em seus

resultados.
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Portanto, devido a dificuldade de cultivo de algumas espécies e ao advento da biologia
molecular, com acesso cada vez mais facil e com a rapidez na obtencdo dos resultados, os
métodos moleculares t€ém sido o de maior preferéncia na identificacdo das actinobactérias.
Dentre esses métodos, o mais utilizado € o seqiienciamento da subunidade 16S rRNA. Através
de uma reacdo em cadeia de polimerase (PCR — polimerase chain reaction) amplificam-se
regides que codificam para o 16S rRNA utilizando primers homdlogos a regides conservadas
do gene. Essas regides sdo seqilenciadas e comparadas com seqii€ncias previamente
catalogadas (EMBLEY e STACKEBRANDT, 1994; HEUER et al., 1997).

Um estudo com actinobactérias isoladas de liquens feito por Gonzilez e colaboradores
(2005), utilizou métodos variados para identificar o isolado. Eles fizeram observacao direta do
micélio vegetativo e do micélio aéreo, caracterizaram os dcidos graxos presentes, extrairam o
DNA, e ainda utilizaram outras técnicas de identificacdo por RNA. Através da andlise da
composicdo de 4cidos graxos, eles puderam confirmar a maioria dos gé€neros identificados
pela morfologia, no entanto, a andlise molecular foi capaz de obter informacdes mais
aprofundadas quanto a diversidade em nivel de linhagem. Outros autores procuram identificar
o género dos isolados pela observacdo direta do micélio em conjunto com a técnica de 16S

rRNA PCR.

2.4 Actinobactérias como agentes de biocontrole

Na area agricola, alguns metabdlitos secundarios produzidos por actinobactérias t€m

sido comercializados como fungicidas.

O potencial dos estreptomicetos para producdo de pesticidas € evidenciado pelas
avermectinas, um grupo de metabdlitos produzidos por S. avermitilis. Estes metabdlitos e seus
derivados semi-sintéticos sdo ativos contra certos nematoides em doses extremamente baixas,
apresentando, portanto, baixa toxidade em mamiferos (HEISEY et al. 1991). A espécie
Streptomyces lavendulae identificada no trabalho de Costa (2005) como sendo endofitica de
milho, é conhecida como produtora de mitomicina C (MC), um potente agente também
anticancerigeno (MARTIN et al., 2002) e, produtora de pigmento azul (HASHIMOTO et al.,
1992; WAKI; NIHIRA; YAMADA, 1997).

Muntanola e colaboradores (2000), verificaram a atividade fungistitica de
Streptomyces albidoflavus contra Diaporthe sp. € Phomopsis sp., microrganismos causadores

de podriddes em sementes. A espécie é também produtora de proteases (KANG et al., 1995),
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que pode ser utilizada na inddstria alimenticia e quimica (SAID e PIETRO, 2002) e,
quitinases (DONZELLI; OSTROFF; HARMANA, 2003), controlando por ingestdo insetos
herbivoros (BROADWAY et al., 1998).

O uso de actinobactérias no controle de bactérias fitopatogénicas vem sendo estudado
desde 1914. Embora os trabalhos existentes sejam em ntmero reduzido, os resultados sdo
promissores, como aqueles em que o uso de Streptomyces sp. controlou, em nivel satisfatorio,
a murcha incitada por R. solanacearum em batata-doce (GAO, LIN E FANG, 1983), em
tomate (EL-ABYAD et al., 1993a) e em banana (EL-ABYAD et al., 1993b).

Segundo pesquisas realizadas por Cecilia et al. (2004), o fitopatégeno Pythium
aphanidermatum, causador de podridao de raizes em indmeras espécies de plantas, traz sérios
prejuizos para a cultura de pepino no Brasil. Uma saida ao uso excessivo de fungicidas € o
controle bioldgico desse patégeno utilizando bactérias e actinobactérias endofiticas. Testes de
antagonismo in vitro foram previamente realizados, a fim de selecionar linhagens produtoras
de antibidtico inibidor desse patdgeno. Oito rizobactérias e trés actinobactérias obtiveram
otimos resultados e foram selecionados para testes em casa de vegetacdo. Os resultados
demonstraram que todas as actinobactérias (Streptomyces spp.) reduziram o ataque causado
por P. aphanidermatum sobressaindo-se a linhagem 16R3B com 72% de controle da doenca.
Comparando os resultados da actinobactéria 16R3B com os resultados das linhagens de
rizobactérias, as quais controlaram apenas 26% da doenga, pode-se concluir que a linhagem
de actinobactéria testada apresenta um eficiente mecanismo de acdo para controlar o
fitopatdgeno, possivelmente um metabdlito secundario, caracteristica importante deste grupo
de microrganismos.

Em condicdes tropicais, a murcha-bacteriana, causada por Ralstonia solanacearum,
tem provocado danos severos a cultura do tomate (Lycopersicon esculentum Mill.),
principalmente em condicdes de temperaturas acima de 25 °C, com umidade relativa elevada.
Neste contexto, o controle biolégico pode representar uma alternativa vidvel. Autores
selecionaram isolados de actinobactérias para o controle de R. solanacearum em tomateiro.
Entre os isolados avaliados verificaram-se diferencas na inibi¢do do patégeno in vitro, tanto
em relagdo a faixa de pH avaliada, quanto ao tempo de observacdo. Constataram-se, também,
variagdes no estabelecimento dos isolados de actinobactérias na rizosfera das plantulas e nas
mudas preparadas para transplante, e os isolados SP164, SF232, SAc326 e SG384
apresentaram as densidades populacionais mais elevadas. O experimento conduzido em

canteiros com solo infestado com R. solanacearum mostrou que as plantas tratadas com o
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isolado SG384 apresentaram melhor nivel de controle, 48 dias apds a semeadura, periodo no
qual todas as testemunhas haviam morrido (GAVA; PEREIRA; FERNANDES, 2002).

O uso de actinobactérias no controle de bactérias fitopatogénicas vem sendo estudado
desde 1914. Embora os trabalhos existentes sejam em ntimero reduzido, os resultados sdo
promissores, como aqueles em que o uso de Streptomyces sp. controlou, em nivel satisfatorio,
a murcha incitada por R. solanacearum em batata-doce (GAO, LIN E FANG, 1983), em
tomate (EL-ABYAD et al., 1993a) e em banana (EL-ABYAD et al., 1993b).

2.5 Metabélitos secunddrios produzidos por actinobactérias- importincia na agricultura

Os metabdlitos secunddrios sdo compostos ndo essenciais para o crescimento e
reproducdo dos diferentes organismos vivos, sendo derivados dos metabdlitos primarios.
Entre estes compostos encontram-se antibiéticos, pigmentos, toxinas, indutores de competicdo
ecoldgica e simbiose, pesticidas, inibidores de enzimas, agentes moduladores de resposta
imunoldgica, agentes antitumorais, ferormdnios e promotores de crescimento de animais e
plantas (DEMAIN, 1992).

Todos os organismos vivos crescem e se reproduzem utilizando rotas metabdlicas
muito semelhantes, ou até idénticas, para a geracdo de energia. Essas reagdes fazem parte do
metabolismo primdrio. A grande diversidade entre os organismos € decorrente da maneira
como cada um organiza algumas poucas unidades monoméricas em grandes macromoléculas.
No entanto, existem outras rotas metabdlicas que possibilitam os organismos a produzirem os
mais diversos tipos de compostos, alguns inclusive restritos a certos géneros ou espécies.
Essas rotas constituem o metabolismo secunddrio, que pode ocorrer na fase estaciondria do
microrganismo durante o crescimento (VINING, 1986).

Segundo Luckner (Secondary Metabolism in Plants and Animals, 1972), o
metabolismo secundario € constituido por uma infinidade de substancias que em geral sdo
consideradas produtos de excre¢do, fonte de energia ou produtos de estocagem sem qualquer
importancia para os organismos que as produzem.

Segundo Martin, Liras e Demain (in The Filamentous Fungi, 1978, vol. III), no caso
de microrganismos, metabolitos secunddrios sdo os produtos do metabolismo que sdo quase
sempre produzidos apés a fase de crescimento, nido apresentando func¢do durante o
crescimento, embora possam apresentar fungdo essencial para a sobrevivéncia da linhagem

(ex., antibidticos). S@o produzidos por grupos especificos de microrganismos, apresentam
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estruturas quimicas pouco usuais, e quase sempre ocorrem na forma de misturas de compostos
muito semelhantes.

Segundo Geissman e Crout (Organic Chemistry of Secondary Plant Metabolism,
1969), substancias do metabolismo secundirio sdo de natureza relativamente complexa e
distribuicdo restrita, ao contrdrio das substancias do metabolismo primdrio que apresentam
uma distribui¢do universal. Poucos produtos naturais possuem uma funcfo caracteristica bem
determinada no metabolismo dos organismos que as produzem. Contudo, também ndo podem
ser considerados como “lixo metabdlico”, “anomalias funcionais”, ou ainda produtos finais de
degradac@o do metabolismo primario.

A producgio de metabdlitos secunddrios estd distribuida dentre os mais variados reinos.
As plantas produzem indmeros metabdlitos secundédrios com variadas fungdes, como protecao
a predadores e pigmentos importantes para reprodugdo. Insetos produzem metabdlitos para
comunicagdo ou protecdo; e ainda dentre os eucariotos, os fungos s@o grandes produtores de
metabdlitos secundarios como diversos tipos de enzimas e até mesmo antibiéticos. Dentre as
bactérias, o destaque fica para as actinobactérias, que assim como os fungos sintetizam
enzimas e a maioria dos antibidticos conhecidos (VINING, 1986).

A producdo de metabdlitos secundarios por microrganismos encontra ampla aplicacio
na drea de farmacos e agroquimicos (ROBINSON, 1988). Entre as bactérias, a ordem
Actinomicetalis é a unica fonte de compostos bioativos comercialmente importante
(ARA(JJO, 1998). Membros desta ordem, os actinobactérias, sdo reconhecidos como o0s
principais produtores de metabdlitos secunddrios, muitos dos quais sdo antibidticos tteis
como antitumorais, antihelminticos, antifingicos, herbicidas ou agentes farmacologicamente
ativos (ARAIjJO, 2002). Nos ultimos anos, mais de 6000 antibiéticos foram descobertos, e
desses, 65% sdo produzidos pelo género Streptomyces (ARAUJO, 1998).

As actinobactérias apresentam forte antibiose contra diferentes microrganismos e,
conseqiientemente, apresentam grande capacidade de competi¢do por nutrientes, por nichos e
por colonizarem a rizosfera (MILLER; HENKEN; VAN VEEN, 1989) e os tecidos internos
do hospedeiro (SARDI et al., 1992). Estas caracteristicas fazem com que estes
microrganismos apresentem um grande potencial para o controle bioldgico de fitopatdgenos.
Actinobactérias também s@o parasitas de odsporos e esclerédios (SUTHERLAND;
PAPAVIZAS, 1991; ZUBERER; KENERLEY; EGER, 1988). Yuan e Crawford (2002),
observaram que Pythium ultimum e Rhizoctonia solani tiveram seus crescimentos inibidos
quando colocados para crescer em meio liquido contendo Streptomyces lydicus. Inserir no

texto de actinobactérias
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Compostos originados do metabolismo secunddrio possuem estrutura muito
diversificada, sendo algumas vezes dificil de classificd-los. Mesmo assim, procura-se fazer
essa classificacdo baseada em seu precursor, que sempre é fornecido pelo metabolismo
primério. Entdo podemos classificar os metabdlitos secundarios em:

* Sacarideos - cujo principal precursor € a glicose. Dentre os sacarideos encontramos a
Estreptomicina, produzida pelo Streptomyces griseus;

* Peptideos - como o nome jd diz, sdo provenientes de aminodcidos. Um exemplo é a
Penicilina G, sintetizada por Penicillium chrysogenum.

* Acilogeninas - provenientes de precursores acil ativados. Neste grupo podemos citar a
Tetraciclina, de Streptomyces aureofaciens e a Geosmina, comum entre actinobactérias.

* Nucleosideos - sintetizados a partir de acidos nucléicos. A Cafeina € um representante deste
grupo; ela é produzida por espécies de Coffea.

* Diversos - nesta categoria sdo colocados 0s compostos cujas estruturas ndo se encaixam em
nenhuma das outras categorias, por exemplo, glicopeptideos, entre os quais estd a
Vancomicina, originada de Streptomyces orientalis (VINING, 1986).

Portanto, quando ha interesse em produzir algum metabdlito secundério, é necessario
estudar cada espécie em particular, pois uma mudanga nas condi¢des de cultivo pode inibir a

produg@o ou ainda levar a produgéo de outros compostos que ndo o esperado.

2.6 A diversidade funcional e quimica dos metabdlitos secunddrios ou peptideos

Os peptideos foram divididos em vdrios grupos baseados em sua massa molecular,
estrutura secunddria e tercidria e presenga ou auséncia de pontes de dissulfeto (REDDY;
YEDERY; ARANHA, 2004). Os peptideos sdo biomoléculas que contém de dois a dezenas
de residuos de aminoécidos unidos entre si através de ligacdes peptidicas. Se comparados as
proteinas, sdo quimicamente mais versateis, pois podem ser esterificados em suas carboxilas
terminais, acetilados em seus grupos amino terminais, fosforilados ou sulfatados em um ou
mais residuos (serina, treonina ou tirosina), lineares, semi-ciclicos (geralmente via uma ou
mais ligacdes dissulfeto intra - ou intercadeias peptidicas) ou ciclicos (via liga¢do entre os
grupos amino e carboxila dos aminoédcidos terminais). Muitos contém um 4cido piroglutidmico
como residuo N-terminal, outros apresentam D-aminodcidos e outros, ainda, possuem
aminodcidos ndo usuais (GUTTE, 2000). Os peptideos sdo também extremamente

diversificados em termos funcionais. Muitos atuam como hormonios ou fatores liberadores
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destes, enquanto outros s@o neuropeptideos, neurotransmissores, toxinas ou antibidticos
naturais (KO et al., 2002; MIRANDA, 2000). Os peptideos sdo divididos em duas classes
(HANCOCK; CHAPPLE, 1999):

a) Peptideos sintetizados pela via ribossomal: sdo produzidos por todas as espécies de vida,
incluindo as bactérias, como o componente principal do sistema de defesa do hospedeiro. Na
sintese ribossomica de peptideos, a formagdo das pontes peptidicas é direcionada pelos
ribossomos € 0 RNAm funciona como molde determinando a seqiiéncia do aminoécido do
produto. O nimero de aminodcidos incorporados naturalmente nos peptideos ribossdmicos
estd restrito a 20, codificados pelos c6dons de RNAm. Os quais podem consistir de mais de
3000 residuos de aminoécidos.

b) Peptideos sintetizados pela via ndo-ribossomal: s@o drasticamente modificados e
amplamente produzidos por bactérias. Sdo exemplos os glicopeptideos como a vancomicina.
A sintese ndo-ribossomica utiliza uma grande variedade de substratos, como aminoacidos
nao-protéicos, hidroxidcidos e substancias policetidicas, especialmente elaboradas para serem
incorporadas na estrutura destes peptideos.

Mais de 300 precursores diretos sdo conhecidos. No processo biossintético eles podem
ser modificados de varias maneiras pelos dominios integrados ou pelas funcdes codificadas
por genes separados, o que propicia uma diversidade enorme de peptideos lineares ou ciclicos.

O tamanho desses peptideos varia de 2 a 48 aminodcidos (KLEINKAUF; VON
DOHREN, 1996). Peptideos ndo-ribossdmicos freqiientemente contém aminodcidos ndo
usuais, incluindo aminoécidos ndo protéicos ou modificados. A habilidade destes complexos
multienzimaticos de incluir tais aminoacidos e incorpora-los em ambos os peptideos ciclicos e
lineares resulta numa grande estrutura natural diversa das espécies bacterianas e flngicas.

Os peptideos ndo ribossomicos podem também atuar como um esqueleto para a
biossintese de estruturas mais complexas ou podem ser incorporados como dcidos graxos ou
policetonas. Tais estruturas podem ser biossintetizadas por sistemas de peptideos sintetase
mistos ou hibridos e policetideo sintase. O nimero de metabdlitos secundarios
estruturalmente identificados produzidos por este mecanismo de arranjo de tidis foi

rapidamente se expandindo (KLEINKAUF; VON DOHREN, 1996).
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2.7 Biossintese de peptideo sintetase ndo-ribossomica (NRPS)

As moléculas sintetizadas pelas NRPSs normalmente sdo ciclicas com uma grande
quantidade de aminoacidos ndo proteinogénicos e freqiientemente cont€ém aminodcidos
conectados por ligagdes diferentes das peptidicas, como as liga¢des di-sulfidicas (CHALLIS;
NAISMITH, 2004).

A biossintese desta via ocorre através de uma série de reagdes enzimadticas parciais e
repetitivas, os aminodcidos que constituem a estrutura do peptideo s@o incorporados
seqiiencialmente, onde a formacdo dos peptideos ndo ribossémicos estd ligada diretamente ao
modulo que corresponde ao segmento de DNA que codifica o sistema multienzimético. A
seqiiéncia de eventos é determinada por um arranjo espacial de dominios cataliticos com os
moédulos em NRPS envolvidos na catilise de reacdes parciais. A enzima utiliza um moédulo
composto por cerca de 1.000 aminodcidos, para a incorporacdo de um aminodcido em um
peptideo ndo-ribossdomico sendo subdividido em regides menores, envolvidas em reacdes
enzimaéticas especificas. Ocorre uma relagdo linear entre as etapas de biossintese e a seqiiéncia
de médulos. O primeiro médulo de uma NRPS estd envolvido na incorporagdo e ativacdo do
aminodcido N- terminal e os demais moédulos na incorporagao dos aminoacidos subseqiientes.
As minimas reacdes de NRPS sdo condensagdes, adenilacio e tioesterificacdo
(ETCHEGARAY, 1998; MARAHIEL; STACHELHAUS; MOOTZ, 1997; VON DOHREN
et al.,1997).

As regides envolvidas nestas reacdes parciais estdo localizadas em dominios, ou seja,
de adenilacdo (dominio A), de formacao de tioésteres (dominio P) e de condensacio (dominio
C). Em analogia a biossintese de acidos graxos, onde se tem a proteina carreadora de acilas
(ACP) (MARAHIEL; STACHELHAUS; MOOTZ, 1997) o dominio de formacdo de
tioésteres também é conhecido como proteina carreadora de peptideos (PCP). Virios outros
dominios ja foram descritos embora nio sejam essenciais para a incorporagdo de aminoacidos.
Ao fim da sintese enzimatica de peptideos o produto é liberado da enzima por meio da
atividade de tioesterase, geralmente catalisada pelo dominio de tioesterase (T). O dominio T
estd freqiientemente inserido no dltimo médulo das NRPSs (MARAHIEL; STACHELHAUS;
MOOTZ, 1997). Para os peptideos sintetases se tornarem funcionais elas necessitam sofrer
modifica¢do, ocorrendo a incorporagdo do cofator 4’-fosfopantoteina (PAN) ao dominio PCP

através de uma ligacdo covalente do tipo fosfodiéster ao residuo de serina (WALSH, 2004).
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2.8 Biossintese de policetideo sintase (PKS)

Uma importante classe de metabdlitos secunddrios sdo os policetideos. Eles sdo
produzidos por bactérias, actinobactérias, fungos, plantas e animais. Sdo biossintetizados pela
condensac¢do de subunidades propinilicas e acetilicas, por um processo semelhante a sintese de
dcidos graxos. Eles sdo a base para uma gama de produtos naturais e seus derivados

(KEATING; WALSH, 1999).

Devido a diversidade estrutural, os policetideos sdo classificados em quatro grupos
principais: aromaticos, macrolideos (termo “macrolideo” estd relacionado com a estrutura — um
anel de lactona de varios membros, ao qual se ligam um ou mais desoxi-glicdis), poliéteres e
polienos. Os mecanismos de biossintese encontrados sdo comuns, independente do grupo

pertencente (Figura 1).

Os policetideos sdo biossintetizados por sistemas multi-enzimaticos chamados de
policetideos sintases (PKSs) (Figura 2). O grande ntimero de sintases modula a arquitetura e as
funcdes dos policetideos, catalisando etapas de alongamento da cadeia policetidica, bem como

as modificagdes estruturais pela adi¢do de grupos funcionais (HUTCHINSON, 1999).

Em cada etapa do alongamento da cadeia, um mondmero do grupo acila é recrutado por
precursores acil-CoA. Outros precursores tipicos sdo os acetil-CoA, propionil-CoA e outros
alquil-CoAs, podendo ser utilizados como iniciadores de cadeia, e outros como malonil-CoA e
metilmalonil-CoA sdo utilizados somente no processo de alongamento. O tamanho do

policetideo produzido € controlado pelo nimero de etapas repetidas (KHOSLA et al., 1999).
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Figura 1. Sintese de 4cidos graxos e policetideos, onde FAKs sdo as enzimas que catalisam a biossintese de
acidos graxos e PKSs sdo os complexos enzimdticos que catalisam a biossintese de policetideos. (A)
corresponde ao caminho biossintético para 4cidos graxos, (B) para policetideos aromaticos e (C) para
policetideos reduzidos.
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Figura 2. Alguns exemplos de Policetideos reduzidos.

As PKSs sdo classificadas em dois tipos de acordo com sua arquitetura enzimadtica e sua
organizagdo genética. O tipo I sdo proteinas multifuncionais que sdo dominadas por atividades
enzimdticas individuais e podem ser encontradas em bactérias, fungos e plantas (BODE;
MULLER, 2005). O tipo II sdo complexos multi-enzimdticos constituidos por proteinas
monofuncionais e sdo encontrados apenas em bactérias (JENKE-KODAMA et al., 2005). As
PKSs do tipo III s@o simples e sdo tipicamente encontradas em plantas e bactérias (MOFFITT;
NEILAN, 2001). A principal diferenca entre NRPSs e PKS estd no fato de que PKSs
condensam 4cidos carboxilicos a uma cadeia crescente para formar um produto e NRPSs

adicionam aminoacidos

E bem estabelecido que a biossintese de policetideos reduzidos seja catalisada por PKSs
ndo interativas do Tipo I, que controlam a variagcdo estrutural do produto desenvolvendo um
conjunto de possibilidades de arranjos lineares que reproduzem a sequéncia biossintética do
metabdlito. E esta € a base do mecanismo para agrupar macrolideos, poliéteres e polienos

juntos como complexos ou policetideos reduzidos (KEATING; WALSH, 1999).

As PKSs aromdticas catalisam a biossintese de varios poli-ciclos, principalmente

aromdticos, envolvendo um intermedidrio linear poli-B-cetona e usando malonil-CoA
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exclusivamente como unidade extensora. As principais varidveis encontradas pelos PKSs
aromadticos sdo a unidade inicial, a determinacdo do numero de extensdes, o controle do
dobramento dos intermedidrios lineares poli-B-cetonas e a ocorréncia de reducdes
regioespecificas, aromatizagdo e ciclizacdes do intermedidrio policetidico corretamente

dobrado na produg¢do de metabdlitos policiclicos (SHEN, 2000).

Alguns policetideos sao largamente utilizados como bactericidas (eritromicina),
tetraciclina e rifamicina, fungicidas (anfotericina), agentes antitumorais (doxorrubicina (13),
imunossupressantes (FK 506 (14) e rapamicina), produtos veterindrios (avermectina (15),
tilosina e monensina e agroquimicos (espinosina (16)). Além disso, podem ser utilizados como
anti-parasiticos, promotores de crescimento animal e inseticidas naturais de uso comercial

(Figura 3).

Figura 3. Policetideos largamente empregados, que apresentam diversas atividades biolégicas. Doxorrubicina
(13), FK 506 (14), avermectina (15), e espinosina (16).

O grande nimero de antraquinonas naturais é um excelente exemplo de policetideos
com estruturas acetato-derivadas. A endocrocina foi isolada de espécies de Penicillium e
Aspergillus, sendo formada a partir da dobra de um policetideo contendo oito unidades de C,

nas periferias da cadeia carbonica (DEWICK,1998).
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3 OBJETIVOS

Determinar a diversidade de actinobactérias associadas a rizosfera de milho, avaliar e

caracterizar a atividade antimicrobiana, visando a aplicacdo de compostos produzidos por

linhagens eficientes no controle de doencgas de plantas.

Objetivos Especificos:

a)

b)
c)

d)

isolar, selecionar e identificar linhagens de actinobactérias da rizosfera de plantas
sadias de milho cultivadas em diferentes regides produtoras do Estado de Sdo Paulo;
identificar a presenca de genes que codificam para as enzimas NRPS e PKS;

obter extratos organicos das actinobactérias selecionadas e avaliar in vitro o efeito
inibitério desses extratos orginicos extraidos das actinobactérias;

identificar as estruturas quimicas dos compostos bioativos;

avaliar, em casa de vegetacdo, o potencial de metabdlitos secundérios produzidos
pelas linhagens promissoras contra Pythium aphanidernatum, causador de
tombamento de plantulas. Nesse estudo, utilizou-se o pepino (Cucumis sativum L.)

como planta suscetivel.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Locais de coleta

Plantas inteiras de milho sadias, coletadas em trés regides produtoras dessa cultura no
Estado de Sdo Paulo nas cidades de Socorro, Ribeirdo Preto e Serra Negra, foram levadas ao
laboratério de Microbiologia Ambiental da Embrapa Meio Ambiente, onde por¢des de 1 g. de
solos rizosféricos (aquele que se manteve aderido as raizes apds agitacdo manual) de trés

variedades de milho foram usadas para o isolamento de actinobactérias.

Foram amostrados solos rizosféricos de trés cultivares de milho (Zea mays L.) e de
trés produtores cujas propriedades foram denominadas Sitio Santa Catarina, SAF (Sistema

Agroflorestal) e Fazenda Sula.

Todas as propriedades apresentaram uma pequena area e as atividades caracterizaram-
se pela agricultura familiar. Os milhos coletados das propriedades foram certificados pela
certificadora AOCERT e IBD- Milho Organico.

Segundo os produtores, as dreas de cultivo das propriedades apresentaram as seguintes
caracteristicas:

e Sitio Santa Catarina (Socorro - SP): o local apresentava solo de pasto, sendo que a

area de cultivo foi preparada com grande quantidade de matéria orginica (Bocache +

torta de mamona). O sistema de plantio utilizado pelo produtor foi a rotacdo de

culturas para o cultivo de batata. A variedade do milho plantado foi AG 1051 (CATI).

e SAF - Sistema Agro-florestal (Ribeirdo Preto- SP): o local apresentava solo com
substrato orgénico, devido ao uso continuado de compostos orgéanicos. O cultivo
predominante utilizado foi de hortalicas folhosas, que vem sendo realizado ha 20 anos
no mesmo local. A variedade de milho plantado foi Crioulo.

e Fazenda Sula (Serra Negra-SP): O local apresentava solo adubado com bocache e
esterco de vaca. O cultivo utilizado anteriormente foi de batata doce. A variedade de

milho plantada foi AL 30 (CATI VERDE).

As amostragens foram feitas ao acaso, considerando 10 plantas de milho dentro da
drea da cultura. As raizes foram coletadas inteiras e acondicionadas em sacos plésticos,
evitando-se o risco de contaminag¢do externa. Posteriormente, foi feita a desinfestacdo

superficial.
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4.2 Isolamento de actinobactérias rizosféricas

Adicionou-se, assepticamente um grama de raiz com o solo rizosférico aderido em 9
ml de solucdo salina 0,85%, mantidos sob agitagdo (100 rpm) por 30 minutos, criando-se a
suspensdo de concentracio 107

As amostras foram submetidas a uma dilui¢do em série em solugcdo de NaCl 0,85%.
De cada uma das diluicdes (10" a 107) foi retirado 100 puL e semeados em placas contendo o
meio de cultura amido-caseina-dgar (ACA). As culturas foram incubadas a 28 °C por até 30
dias. Apds esse periodo colonias foram purificadas por meio de inoculacdo em estrias
cruzadas em meio de cultivo solido (ACA) e preservadas em glicerol 10% a — 20 ° C para

realizacdo de andlises posteriores.

4.3 Avaliacdo do potencial de actinobactérias antagonicas aos fitopatogenos

Para avaliar o efeito das actinobactérias da rizosfera de milho sobre fungos e bactérias
foi feito teste de contato direto, medindo-se o halo de inibicdo entre o patégeno e o
microrganismo teste. Primeiramente cada actinobactéria foi inoculada a 20 mm da
extremidade da placa de Petri contendo meio batata dextrose dgar (BDA) e incubada por
cinco dias para permitir a sua esporulagdo, pois a formagdo dos metabdlitos secundarios estd
relacionada com a formacao de hifas e esporos (CHATER; HORINOUCHI, 2003; ELLIOT;
TALBOT, 2004). Apds este periodo, os seguintes organismos foram cultivados Pythium
aphanidermatum (CCMA 243), Fusarium monilforme (LMA 38), Bacillus megaterium
(CCMA 281), Escherichia coli (CCMA 104), Pseudomonas. Aeruginosa (CCMA120),
Klebsiella (CCMA 540) e Staphylococcus aureus (CCMA 190) a uma distancia de 30 mm das
linhagens isoladas das actinobactérias. As placas foram seladas com parafilme e incubadas em

estufa a 28 °C. Os halos de inibicdo foram medidos com régua, apds 3, 5, 7 e 10 dias.

4.4 Métodos de identificacdo dos isolados de actinobactérias

4.4.1 Identificacdo e caracterizagdo dos isolados de actinobactérias selecionadas

Para a identificagcdo morfoldgica dos isolados selecionados considerou-se como
provaveis actinobactérias aqueles microrganismos que possuiam caracteristicas do grupo
como: esporulacdo, colonia pequena, ressecada e aderida ao 4gar. Foi feita também a

coloracdo de GRAM, ja que uma das caracteristicas do grupo das actinobactérias é ser GRAM
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positiva (GOODFELLOW et al., 1998) e também por apresentarem estrututas morfoldgicas

semelhantes aos fungos.

4.4.2 Microscopia eletronica de varredura dos isolados selecionados

As linhagens selecionadas foram pré-fixadas em glutaraldeido 2% e lavadas com
tampao fosfato de soédio 0,1 M trés vezes por 10 minutos. Em seguida, foram fixadas com

tetroxido de ésmio (OsO 4) 1% por 30 minutos e lavadas, novamente com tampao fosfato de

sodio 0,1 M. Apés a lavagem com o tampdo, foi feita desidratagio em série crescente com
acetona (25, 35, 50, 70, 80, 90, 100%) por 10 minutos cada concentracio, exceto a ultima
concentracdo que foi por 60 minutos. As amostras foram secas em ponto critico (Emitech),
metalizadas (metalizador Emitech) com ouro por 3 minutos com 30 mA e observadas em um
microscopio “field emission” de varredura Gemini Leo 982 Leica Zeiss do Laboratério de

Microbiologia Ambiental da EMBRAPA Meio Ambiente.

4.4.3 Identificacdo da espécie de actinobactérias pela andlise do perfil de dcidos graxos da

membrana celular (FAME- Fatty Acid Methyl Ester)

As actinobactérias foram cultivadas em meio TSBA® BBL (Caldo de Triptona de
Soja Agar) pelo método de estrias cruzadas, e incubados a 28+1°C, por 48+ 2 horas.
Decorrido este tempo, foram coletados, aproximadamente, 40 mg (quatro a seis al¢as com
capacidade para 10 pL) da cultura no 3° quadrante das estrias e transferidas para tubos Kimax
(100 X 13 mm). Foram executadas quatro etapas para extracdo dos dcidos graxos celulares,
sendo elas: Saponificacdo - o reagente de saponificagio (metanol, NaOH, H,O) e alta
temperatura provocam a morte e lise das células. Metilagdo - converte os dcidos graxos em
metil ésteres de 4cidos graxos, que apresentardo maior volatilidade para andlise de
cromatografia gasosa. Extracdo - metil ésteres de dcidos graxos sdo removidos da fase aquosa
e transferidos para a fase orgénica pelo procedimento de extragcdo liquido-liquido. Lavagem -

o reagente de lavagem € adicionado para remover dcidos graxos livres e residuos de reagentes.

Foi utilizado o cromatégrafo gasoso com injetor automdtico e detector Flame

Ionization Detector (FID), marca Agilent, modelos 6850 e 7683, respectivamente. A interface
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foi obtida pelos programas ChemStation A.09.01 [1206] e MIDI Sherlock Microbial
Identification System 4.0. A biblioteca selecionada foi a ACTINO.

O tempo da corrida de cada amostra foi de 20,7 minutos. O resultado foi expresso por
meio de um cromatograma e um relatério elaborado pelos softwares, que contém drea de
picos e tempo de reten¢do nomeados. O resultado final foi apresentado de acordo com a
similaridade (acima de 30%) entre o banco de dados e as areas nomeadas (MICROBIAL,

2001).

4.4.4 Identificacdo das espécies de actinobactérias utilizando-se do seqiienciamento do gene

16S rRNA

A extracdo do DNA gendmico dos isolados foi realizada a partir de culturas liquidas
em meio de cultivo BD (batata dextrose) (25 mL) sendo as células posteriormente coletadas,
por centrifugacdo. O DNA foi obtido de acordo com o procedimento adaptado por Doyle e
Doyle (1990) que resumidamente consiste em 700 pL do tampao de extracdo (NaCl 1,4 M,
Tris-HCI 100 mM pH 8,0, EDTA 20 mM pH 8,0, PVP-40 1%, CTAB 2%, proteinase K 100
pg/ml e B-mercaptoetanol 0,2%) adicionados as células, seguido de ressuspensdo e incubagdo
a 65 °C por 30 min. A suspensao foi extraida com cloroférmio: dlcool isoamilico (24:1) por 3
vezes, precipitada com isopropanol, seca ao ar e ressuspendida em TE pH 8,0 (Tris-HCI 10
mM e EDTA 1 mM). O DNA foi quantificado por meio de espectrofotometro modelo
Lambda Bio da Perkin Elmer. Cinco microlitros do DNA foram analisados em gel de agarose
1%, utilizando como padrdo de tamanho de DNA o marcador molecular 1 kb Plus DNA
LadderTM (Invitrogen Life Technologies, Sdo Paulo, Brasil). Os géis foram documentados
utilizando-se o programa “Multi Analyst” do “Fluor-STM Multimager” (BioRad, Hercules,
Califérnia, E.U.A).

4.4.4.1 Amplificacdo do gene que codifica o 16S rRNA

O gene 16S rRNA foi amplificado por PCR com os seguintes oligonucleotideos
iniciadores para o dominio Eubacteria fD1 (5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) e D1
(5’- AAGGAGGTGATCCAGCC-3’) (WEISBURG et al., 1991). Amplificacdes do gene 16S
rRNA por PCR foram feitas em volume de 50 pL contendo 5 pmols de oligonucleotideos
iniciadores, 200 pM de cada dNTP, 1 X tampao Tag, 1,5 mM de MgCl,, 2 U Platinum Tagq
DNA polimerase (Invitrogen Life Technologies, Sao Paulo, Brasil) e 50 ng de DNA.
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A PCR foi realizada em termociclador, de modelo GeneAmp PCR System 9700 —
Applied Biosystem com o seguinte ciclo: 3 min. de desnaturacio a 94 °C, seguido de 30
ciclos com desnaturagdo a 94 °C por 1 min., anelamento a 55 °C por 30 seg., extensdo a 72 °C
por 30 seg. e extensdo final a 72 °C por 10 min. A verificacdo do tamanho dos amplicons
resultantes foi feita por comparacdo com o padrdo de 100 pb (Invitrogen Life Technologies,
Séo Paulo, Brasil), ap6s corrida eletroforética a 90 V por 35 minutos, em gel de agarose 1%.
A documentagio do gel foi feita pelo programa “Multi Analyst” do “Fluor-STM Multimager”
(BioRad, Hercules, California, E.U.A).

4.4.4.2 Purificacdo do DNA

Todo o volume do produto de PCR (45 pL) foi transferido para tubos eppendorf de
500 pL e adicionados 135 pL de isopropanol 100% e 45 pL de agua ultrapura (milli-Q)
autoclavada.

A mistura foi homogeneizada (vortex) por alguns segundos. Em seguida, as amostras
foram incubadas por 2 horas a — 20°C. Apds o periodo de incubacdo, as amostras foram
centrifugadas a 9.000 x g por 25 min., a temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado
totalmente e adicionado 250 pL de etanol 70% (diluido em &dgua ultrapura imediatamente
antes de usar). Homogeneizou-se (vortex) por alguns segundos e centrifugou-se a 9.000 x g,
por 5 min., a temperatura ambiente. O sobrenadante foi totalmente descartado. As amostras
foram secas no concentrador de DNA por 10 min. Os precipitados foram ressuspendidos em
50 pL de 4gua ultrapura autoclavada. Agitou-se em voértex seguido de um pulso na
microcentrifuga (Qiagen — QIAquick Gel Extraction Kit Protocol).

A qualidade do DNA foi verificada em gel de agarose 1% e o restante foi armazenado

em freezer — 20 °C até a proxima etapa (digestdo com enzimas de restri¢ao).

4.4.4.3 Seqiienciamento do gene 16S rRNA

A PCR de seqiienciamento dos fragmentos foi feita utilizando o kit de seqiienciamento
DYEnamic ET Terminator Cycle (Amersham Biosciences, Inglaterra, UK). A reacéo foi feita
para um volume final de 10 pL onde foram utilizados 200 ng dos fragmentos de interesse; 5
pmoles de oligonucleotideos iniciadores; 2,0 pLL de tampao 2,5 X; 2,0 u. de DYEnamic ET
Terminator Cycle. Os oligonucleotideos iniciadores utilizados foram: rD1 e fD1, além dos

conjuntos de oligonucleotideos internos descritos na Tabela 1, visando o fechamento da
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seqiiéncia do gene 16S rRNA. As condi¢gdes de amplificacdo para o iniciador T7 foram: 2
min. de desnaturagdo a 96 °C, seguidos de 25 ciclos com desnaturacio a 96 °C por 45 seg.,
anelamento a 50 °C por 30 seg., extensdo a 60 °C por 4 min., enquanto que para os demais
iniciadores tais condi¢des encontram-se a seguir: 4 min. de desnaturagdo a 94 °C, seguidos de
25 ciclos com desnaturacdo a 94 °C, por 1 min.; anelamento a 55 °C por 30 seg. e extensdo a
60 °C por 4 min.

Ap6s a amplificacdo dos fragmentos de interesse, procedeu-se a precipitacdo para a
eliminagdo dos dNTPs que ndo foram incorporados. Foi adicionado 1 pL de tampdo acetato
de s6dio/EDTA, mais 40 pL etanol a 95% (recém preparado). Apds a homogeneizagdo por
agitacdo, os tubos foram centrifugados a 9.000 x g por 15 min., a temperatura ambiente. O
sobrenadante foi descartado e 500 pL de etanol 70% foram adicionados. Apds a
homogeneizagdo, as amostras foram centrifugadas por 5 min. a 9.000 x g. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado incubado por 5 min. a 40 °C para secagem. Em seguida o
precipitado foi ressuspendido em 10 pl. de formamida (HiDi formamida — Applied
Biosystems) em microplacas. A microplaca foi colocada em um termociclador para a
desnaturacdo do DNA a 96 °C durante 5 min. e imediatamente colocada no gelo por 2 min. A
leitura das bases marcadas foi realizada no Seqiienciador Automdtico ABI Prism 3100

Genetic Analyser do Laboratério de Biologia Celular e Molecular — CENA/USP.

Tabela 1. Seqii€ncias dos oligonucleotideos iniciadores internos para amplificacdo do gene 16s rRNA.

Seqiiéncia (5'-3") Posicdo de alinhamento na seqiiéncia de E.coli
AGA GTT TGA TCC TGC CTC AG 8-28FDI eubactéria

AAG GAG GTG ATC CAG CC 1526-1542RDI eubactéria
CCT ACG GGA GGC AGC AG 341-357F

CTG CTG CCT CCC GTA GG 357

TCT ACG SAT TTC ACC (GC) CT AC 704R

GCA ACG AGC GCA ACCC 1099-1114F

GGG TTG CGC TCG TTG C 1114R

4.4.4.4 Andlise filogenética das seqiiéncias de 16S rRNA

Os cromatogramas das linhagens das actinobactérias identificadas gerados pelo
seqlienciamento dos isolados foram processados removendo-se as bases de baixa qualidade
(< 20) pelos programas Phred/Phrap/Conserd em sistema operacional Linux (EWING et al.,
1998; ERWING, 1988; GORDON; ABAIJIAN; GREEN, 1998). As seqiiéncias obtidas foram

comparadas com outras seqiiéncias previamente depositadas no Ribosomal Data Project
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utilizando-se a ferramenta RDPQuery. A construcdo e visualizac@o da arvore filogenética foi
realizada com o auxilio do programa Mega 3.1 (KUMAR et al., 2004). O alinhamento das
seqiiéncias foi realizado pelo programa Custal W 1.8 (www.ebi.ac.uk:index.html)
(THOMPSON et al., 1994), e as extremidades foram ajustadas de forma que todas elas
tivessem o mesmo numero de bases completamente alinhadas com o auxilio do programa
BioEdit (HALL, 2001). Este alinhamento foi usado na anélise de filogenia feita com o método
de distancia (“Neighbour Joining”) (SAITOU; NEI, 1987). Para o célculo da significancia
estatistica da similaridade entre as seqiiéncias foi utilizada uma re-amostragem para 1.000

replicagdes, originando os valores de bootstrap (SWOFFORD et al., 1996).

4.5 Avaliacdo do potencial de actinobactérias que codificam para os genes NRPS e PKS

Para amplificacdo de seqiiéncias conservadas de NRPS e PKS, utilizou-se um conjunto
de oligonucleotideos iniciadores descritos na Tabela 2, confeccionado pela Integrated DNA
Technologies, Inc. (Integrated DNA Technologies, INC., Coralville, 1A, EUA). A
amplificacdo foi realizada em solucio contendo: tampao para a reagdo PCR 1 X (Tris HCI 20
mM pH 8,4; KCI 50 mM); 0,2 mM de cada dNTP; MgCI2 5 mM; 1,5 U de Platinum® Taq
DNA Polimerase (Invitrogen); 10 ng de DNA; 5 pmol de cada iniciador; 4% de DMSO
(dimetilsulféxido); agua ultrapura (Milli-Q) esterilizada, para um volume final de 25 pulL. A
reacdo foi feita em um termociclador “Gene Amp PCR System 2400 (Applied Biosystems),
nas seguintes condi¢des: 94 °C/2 min; 5 ciclos de 94 °C/1 min, 45 °C/1 min, 72 °C/1 min; 30
ciclos de 94 °C/30 s, 50 °C/1 min, 72 °C/4 min; extensdo final a 72 °C/15 min. Uma aliquota
de 5 pL do produto da PCR foi analisada em gel de agarose 1%, utilizando como padrio de
tamanho de DNA o marcador molecular 100 pb (Invitrogen Life Technologies, Sdo Paulo,
Brasil). Os géis foram documentados através do programa “Multi Analyst” do “Fluor-STM

Multimager” (BioRad, Hercules, Califérnia, E.U.A).

Tabela 2. Conjunto de oligonucleotideos iniciadores de reacdo que foram utilizados para amplificacdo de
seqiiéncias conservadas de NRPS e PKS

Iniciador Seqiiéncia no sentido 5°-3’

MTF GCN GGY GGY GCN TAY GTN CC

MTR CCN CGD ATY TTN ACY TG

KS+ MGI GAR GCI HWI SMI ATG GAY CCI CAR CAI MG

KS- GGR TCI CCI ARI SWI GTI CCI GTI CCR TG
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4.6 Curva de crescimento e curva de produgdo de metabdlitos secunddrios

Para andlise de tempo de incubago e padronizacdo de indculo a ser utilizado em estudos
subseqiientes, os isolados selecionados foram submetidos a curva de crescimento.

Para obten¢do da curva de crescimento, 3 col6nias de actinobactérias aderidas ao agar
foram retiradas da placa de meio de cultura ACA (Amido Caseina Agar) e foram inoculadas
em 9 ml de solucdo salina e agitadas em vértex por 10 segundos. Desta solucio, 4 mL (10’
células/mL) foram inoculadas em 200 mL de meio mineral liquido modificado (Solucdo de
sais - NaCl 0,015 g; CaCl, 0,03 g, MgSO4 0,20 g; MnSO4 0,015 g; FeSO4 0,015 g; (NHy)
HPO,4 1,0 g e KbHPO4 15 g e 2% de glicose). As culturas, sob agitacdo a 150 rpm a 28 °C
foram analisadas pelo peso seco e por plaqueamento realizado diariamente. Para a andlise do
peso seco 10 ml de cada amostra foi filtrado a vdcuo em papel de filtro e colocadas em estufa
de secagem. Apds a secagem, foi realizada a 1° pesagem e o valor obtido foi diminuido do
peso do papel sem as células (controle), até se obter o valor estaciondrio. Para contagem de
células, aliquotas de 100 uL foram inoculadas em meio de cultura s6lido ACA e diariamante a
contagem de células foi realizada. O valor do pH também foi calculado em cada tempo de
incubagdo.

Para a produg@o de metabdlitos secundarios foi realizado um teste de contato direto entre
o sobrenadante e o microrganismo teste, em cada tempo de incubagdo. Aliquotas (100 uL) do
sobrenadante foram colocadas em discos de antibiose. Esses discos foram inseridos em placas
contendo previamente o microrgansimo inoculado Bacillus megaterium. A andlise do halo de
inibicdo foi realizada diariamente. Esta andlise foi realizada para se obter o tempo de
incubacdo que a actinobactéria necessita para produzir seus metabdlitos ativos, pois em

diversos estudos sabe-se que os metabdlitos sdo produzidos no comego da fase estaciondria.

4.7 Obtengdo de metabdélitos secunddrios

As linhagens foram cultivadas em meio mineral liquido modificado (Solugéo de sais -
NaCl 0,015 g; CaCl, 0,03 g, MgSO4 0,20 g; MnSO4 0,015 g; FeSO4 0,015 g; (NH4)HPO4 1,0
g e KboHPO4 15 g e 2% de glicose) sob agitagdao a 150 rpm a 28 °C durante 168 horas. Apds
esse periodo de incubagdo, 200 mL do meio mineral liquido modificado contendo as
linhagens foram filtradas a vicuo. Para a extracdo foi utilizado o solvente orginico acetato de
etila (1/3 do volume total) para extrair os metabdlitos secunddrios, em funil de separagdo.

Esse processo foi repetido trés vezes. As fases organicas foram reunidas e secas com sulfato
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de s6dio anidro (reagente que absorve molécula de dgua). Apés a filtracdo e evaporagdo do
solvente em evaporador rotatério, obteve-se os extratos brutos (MELO e SANHUEZA,

2008).

4.8 Avaliacdo da atividade biologica de extratos orgdnicos

Os fitopatégenos (P. aphanidermatum e F. moniliforme), bactérias Gram positivas (S.
aureus e Bacillus megaterium) e Gram negativas (E. coli, Klebsiella e P. aeruginosa) foram
inoculados em placas contendo meio de cultura batata dextrose e agar (BDA) por 24 horas, a
28 °C. Apos os patdgenos crescerem em toda placa, foram aplicados 20 uL dos extratos
organicos, em discos S&S (didmetro Y IN) autoclavados para andlise de antibidticos,
inseridos em placas de Petri contendo os patdégenos. Neste procedimento foi observado se
houve ou ndo a formagdo de halos de inibi¢do. A anélise foi realizada em triplicata para cada
um dos microrganismos em estudo. Posteriormente, as placas foram incubadas a 30 °C por 24

horas e foi feita a leitura das mesmas.

4.9 Anadlise de extratos orgdnicos produzidos pelas actinobactérias selecionadas

4.9.1 Determinacdo de compostos presentes nos extratos organicos das linhagens CCMA 30

e CCMA 33 por Cromatografia em Camada delgada

Para determinar a presenca dos compostos nos extratos, 10 UL dos extratos brutos das
duas linhagens selecionadas foram aplicadas em cromatoplacas de silica GF254 em suporte de
aluminio da Merck. Os eluentes escolhidos foram uma mistura de hexano/ acetato de
etila/metanol (45:45:10) para o extrato produzido pela linhagem CCMA 30 e para o extrato
produzido pela linhagem CCMA 33 foi acetato de etila/metanol (90:10).

A avaliagdo foi feita observando-se a velocidade de migragcdo dos constituintes da mistura
e que foram caracterizados por um valor numérico, Rf, que exprime a relacdo entre as

distancias percorridas pelo composto e pela frente do solvente.

4.9.2 Bioautografia

A bioautografia € um método que combina a CCD (cromatografia em coluna delgada)
com bioensaio in situ. Este método mostra a localizacdo exata do constituinte ativo de uma

matriz complexa, sendo, portanto, um método eficiente no isolamento biomonitorado pela
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atividade através de um cromatograma de referéncia revelado com um reagente cromogénico.
O ensaio de determinagdo da atividade antimicrobiana pelo método de bioautografia foi
realizado de acordo com Hamburger e Hostettmann (1991).

Para avaliar a atividade dos compostos presentes no cromatograma, foi inoculado uma
suspensao de 10® cels/mL dos fitopatégenos testes (Fusarium moniliforme e Fusarium
oxysporium) e bactéria Gram positiva (Bacillus megaterium) em meio de cultura ainda liquido
e cada um destes microrganismos foram pulverizados sobre o cromatograma. A placa
contendo o cromatograma pulverizado com a suspensdo dos fungos testes e também da
bactéria foi observada diariamente, verificando se houve ou ndo a formacdo de halo de

inibi¢do sobre alguns componentes das fracdes obtidas pelas cromatografias.

4.9.3 Determinacdo de compostos presentes nos extratos orgdnicos por Cromatografia em

coluna

O extrato orgénico produzido pela linhagem CCMA 33 foi fracionado (simplificado) em
coluna de SEPHADEX-LH 20 (polimero gelatinoso), usando solvente com polaridade alta,
metanol. Das fragdes que foram obtidas, foi feita uma cromatografia em camada delgada e
estas foram agrupadas de acordo com a semelhanca das fragdes, quando visualizadas em
camara UV e também quando reveladas por reveladores quimicos. A coluna foi empacotada
com sephadex LH-20 e metanol.

Para o extrato produzido pela linhagem CCMA 30 utilizou uma coluna de silicagel (O,
060 a 0, 200 mm) utilizando fases mdveis com ordem crescente de polaridade, partindo de 8:2
acetato de etila/hexano ate 100% de metanol. Das fracdes que foram obtidas, foi feita uma
cromatografia em camada delgada e estas foram agrupadas de acordo com a semelhancga das
fragdes, quando visualizadas em cidmara UV e também quando reveladas por reveladores

quimicos.

4.9.4 Andlises por Cromatografia Liquida de alta eficiéncia (CLAE-UYV)

As colunas empregadas nos experimentos foram CI18 (4,60 x 250 mm) S5u,
Phenomenex e CN (4,60 x 250 mm) 5u, Phenomenex. As condi¢cdes de injecdo e as fases
moveis usadas foram acetonitrila: 4gua em um fluxo de 1 mL/min, no modo de elui¢do em
gradiente. A injecdo da amostra foi feita pelo injetor automdtico Reodyne com loop de 20ul,
usando uma microsseringa (para inje¢do com pressdo de até 50 bar). O detector DAD, modelo

SPD-10ADVP, colocado na saida da coluna foi de Ultravioleta (UV), o qual proporciou um
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registro continuo da composi¢do do eluente, o que permitiu obter um cromatograma. Essa

andlise utilizada permite identificar e quantificar os componentes das amostras.

4.10 Quantificacdo da atividade antimicrobiana (Concentracao Minima Inibitoria)

A atividade antimicrobiana de um composto foi quantificada com base na
determinagdo da concentracdo minima do composto capaz de inibir o crescimento de um dado
microrganismo, um valor chamado CIM (Concentragdo Inibitéria Minima), ou MIC
("Minimum Inhibitory Concentration"). Este valor foi determinado pelo método das dilui¢des
sucessivas e do método da difusd@o em Agar. Efetuou-se a determinagdo da CMI pelo método
de dilui¢do em dgar recomendada pela NCCLS (2000).

As fracdes obtidas dos extratos produzidos pelas linhagens CCMA 30 e CCMA 33
pela técnica de cromatografia em coluna foram avaliadas contra o fitopatégeno P.
aphanidermatum (CCMA 243). Estas fragdes foram dissolvidas em DMSO —Dimetilsulféxido
(280 pg/mL). Transferiu-se 1 mL dessa dilui¢do para o tubo subseqiiente, que continha
DMSO (1 mL), cujo procedimento repetiu-se 10 vezes.

Em placa contendo meio de cultura Mueller Hinton pH 7,3, uma suspenséo bacteriana
de Bacillus megaterium (CCMA 281) foi inoculada por toda a placa com auxilio de uma alga
de Drigalski. Apés 1 h, 20 pl de diferentes diluicdes dos extratos (280 pg, 140 ug e 70 pg),
foram adicionadas em discos S&S (didmetro Y4 IN) sobre o meio de cultura com a bactéria
inoculada. Dessa forma, obteve-se a faixa de concentracdo de 280 a 70 pg /mL. Placas
controle contendo discos de papel filtro com o solvente utilizado na diluicdo (DMSO), placas
contento apenas o Meio de cultura Mueller-Hinton com a bactéria inoculada e o controle com
antibidtico nistatina também foram feitas.

As culturas foram incubadas a 30 °C por 24 horas. Foi considerada a menor
concentracdo que inibiu o crescimento do patégeno. Durante a incubagdo da placa de Petri a
uma temperatura adequada para o crescimento do patdégeno, o agente antimicrobiano sofre
difusdo do disco de papel para o meio s6lido. A uma certa distincia do disco, o valor CMI é
atingido. Um halo (zona transparente) de inibicdo é formado em volta do disco, onde nio

crescem colonias do patégeno.
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4.11 Andlise de extratos orgdnicos por espectrometria de massas

4.11.1 Perfil Quimico dos metabdlitos presentes nos extratos

Para obtencdo dos espectros de massas, os extratos produzidos pelas linhagens CCMA
30 e CCMA 33 foram dissolvidos em metanol/acetato de amdnio 0,1% (1:1) para uma
concentragdo final de 200 pg/mL e introduzidas no LC/MS por inje¢do direta via bomba de
seringa com fluxo de 20 pg/min. Os espectros foram adquiridos no modo full scan (IES-EM)
em alta resolucdo tanto no modo positivo como no modo negativo. Para a dissociagdo dos fons
utilizou-se argdnio como gds de colisdo (IES-EM/EM). Os espectros de massas adquiridos
foram analisados no software Mass Lynx versdo 4.0. As condi¢des de andlises utilizadas neste
experimento foram: voltagem do capilar: 3,87 kV, voltagem do cone: 30 V, temperatura da
fonte: 100°; temperatura do gés (nebulizador): 350 °C; fluxo do gés (cone): 20 L.H" e fluxo do
gds (nebulizador): 350 LH"

IES (Ionizagdo por eletrospray) é considerada uma técnica branda de ioniza¢do quando
comparada a ionizacdo por impacto de elétrons (IE), tendo como principal caracteristica a
produgdo do fon da molécula protonada [M+H]" ou desprotonada [M-H], sem que ocorra a
fragmentacdo da mesma, o que possibilita a identificacio dos compostos baseada em suas
respectivas massas moleculares, uma vez que a deteccdo € dada a partir da razio massa/carga
(m/z). De acordo com os sinais de massas observados nos espectros, a derreplicacdo dos

extratos pdde ser realizada (MORAES e LAGO, 2003).

4. 12 Derreplicacdo dos Extratos das Actinobactérias

A derreplicacdo consiste em um processo de reconhecimento e eliminagdo prévia de
substancias isoladas presentes em um extrato e tem sido um consenso na quimica de produtos
naturais desde o inicio da pesquisa de antibidticos. Esse processo acelera o estigio de
descoberta de novas substincias com atividade bioldgica, e de compostos ja caracterizados,

mas que ndo apresentem todas as suas atividades bioldgicas descritas (CORDELL et al., 1997).

Os extratos e as fragdes produzidos pelas actinobactérias CCMA 30 e CCMA 33 foram
submetidos ao estudo de derreplicacio com base nos sinais de m/z obtidos nos espectros de
IES. As buscas pelos possiveis compostos foram realizadas utilizando o banco de dados

Dictionary of Natural Products (http://dnp.chemnetbase.com).



45

4.13 Andlise dos compostos quimicos por ressondncia magnética nuclear (RMN)

Para obtencdo dos espectros de ressondncia, as amostras foram submetidas a um
campo magnético externo, de forma que determinados nicleos que apresentam um momento
magnético nuclear (nicleos com um nimero de massa impar como 'He "C, por exemplo)
possam entrar em ressondncia com a radiofreqiiéncia aplicada, absorvendo a energia
eletromagnética em freqiiéncias caracteristicas para cada nicleo, conforme sua vizinhanga
quimica. As andlises de RMN foram feitas no laboratério de Ressonancia Magnética Nuclear
da USP (Ribeirdo Preto-SP).

RMN 'H- Os espectros de RMN de 'H foram obtidos em espectrdmetro BRUKER AC
500 (1,32- Tesla, 500 MHz), a 34,5 °C em tubo de 5 mm de didmetro. As intensidades dos
picos foram determinadas por integracéo.

Técnicas bidimensionais também foram utilizadas, gHSQC (Heteronuclear single
bond correlation - with field gradient) a qual fornece a correlagio 'H-""C a uma ligacdo
(escalar) e a técnica bidimensional gHSQC (Heteronuclear multiple bond correlation - with
field gradient) que correlaciona os niicleos de hidrogénio ('H) com Hidrogénio ('H) e,
Hidrogénio(lH) com Carbono (13C). Estes experimentos fornecem informacdes sobre a
vizinhanga de um determinado niicleo, permitindo que os nticleos vizinhos sejam localizados
e, assim, a estrutura do composto seja montada (GIL & GERALDES 1987). Essas
metodologias foram utilizadas como ferramenta para a identificagdo quimica dos compostos

ativos, juntamente com outras técnicas analiticas.

4.14 Controle Biologico de P. aphanidermatum em pepino sob condicdes controladas, de

casa—de-vegetacdo
4.14.1 Preparo do sobrenadante de cultura

O preparo do sobrenadante das linhagens selecionadas CCMA 30 e CCMA 33 visaram
o controle biolégico do fitopatégeno Pythium aphanidermatum, causador de tombamento de
plantulas.

As linhagens 30 e 33 foram cultivadas em Meio Mineral Liquido Modificado (Solucdo
de sais - NaCl 0,015 g; CaCl, 0,03 g, MgSO4 0,20 g; MnSO4 0,015 g; FeSO4 0,015 g;
(NH4)HPO4 1,0 g e K;HPO4 15 g e 2% de glicose) sem componentes que s@o considerados

indutores de resisténcia, como extratos de leveduras, caseinas etc.
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O momento de se interromper o cultivo em meio liquido e coletar o sobrenadante foi
no ponto de inflexdo da fase final logaritmica ou inicio da fase estaciondria da curva de
crescimento.

Do sobrenadante, 200 mL foi filtrado em filtro de poro igual ou menor que 0,45 pum e,
se ndo utilizado imediatamente, congelado. Esse sobrenadante contém desde moléculas
pequenas como agucares simples e aminoacidos, passando por polipeptideos de diferentes

tamanhos a macromoléculas, como proteinas, glicoproteinas e polissacarideos.

4.14.2 Separacao das macromoléculas por didlise

Essa separacdo, por tamanho, foi feita pelo método de didlise, usando uma membrana
com ponto de corte de 12 kD. Para tanto o tubo de didlise foi imerso em solugdo salina
esterilizada por algumas horas.Trabalhou-se em baixas temperaturas, como interior de uma
geladeira (4-5 °C), colocou-se 200 mL de sobrenadante no interior da membrana de didlise e a
transferiu para um recipiente contendo dgua destilada em volume 400 vezes maior que o
volume de sobrenadante com que se trabalhou. O processo de didlise transcorreu sob continua
agitacdo, o que pode ser conseguido com o uso de um bastonete magnético grande.

Realizou-se trés trocas de dgua ao longo do processo, que demorou de 12 a 24h., findo
o processo, as moléculas maiores que 12 kD estdo no interior da membrana de didlise e as
pequenas, na dgua. Apds a realizacio da didlise as moléculas grandes se localizam no interior

do tubo ou saco de dialise.

4.15 Controle biologico de Pythium aphanidermatum

Sementes de pepino hibrido F1 (Safira) foram plantadas em vasos de 1000 mL
contendo solos (800 mL) autoclavados por 1 hora a 120 °C durante 3 dias. Simultaneamente,
em bandejas plasticas com capacidade para dois litros, foi preparada uma mistura de solo com
e sem a adicdo de 200 ml de farelo de aveia, para estimular o desenvolvimento da populacio
natural de Pythium infestada no solo (LOURD; ALVEZ; BOUHOUT, 1986) e incubados por

cinco dias.

Apbs o aparecimento das folhas cotiledonares de pepino no solo previamente
autoclavado, foi adicionado 200 ml da mistura de solo na superficie do vaso, os quais foram

mantidos em casa-de-vegetagdo sob condi¢des controladas (Figura 4).
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Realizou-se o experimento em bandejas com os seguintes tratamentos, ao quais foram
preparados e colocados na superficie do vaso:

1° Tratamento — Testemunha - solo sem tratamento

2° Tratamento — Testemunha inoculada- aveia + solo

3° Tratamento — aveia + solo+ meio minimo sem metabdélitos;

4° Tratamento— aveia + solo + dialisado integral da linhagem CCMA 30;

5° Tratamento— aveia + solo + dialisado integral da linhagem CCMA 33;

6° Tratamento— aveia + solo + metabdlitos da linhagem 30 (sem diélise)

7° Tratamento — aveia + solo+ metabdlitos da linhagem 33 (sem diélise)

8° Tratamento — aveia + solo + suspensdo em solu¢ado salina da linhagem CCMA 30;

9° Tratamento— aveia + solo + suspensdo em solu¢do salina da linhagem CCMA 33.

O solo utilizado nos tratamentos citados acima foi coletado no Instituto Bioldgico de

Campinas, o qual ja continha o fitopatégeno Pythium aphanidermatum.

Cada tratamento foi composto por 5 repeticdes, cada um com 10 sementes plantadas
por vaso. A avaliacdo do experimento foi realizada diariamente apds a adicdo da mistura no
solo autoclavado. Para andlise foi feita a média da incidéncia da doenga (tombamento) em
cada tratamento. A andlise estatistica foi feita pelo teste de Scott-Knott, utilizando o Software
SISVAR com nivel de 5% de probabilidade. Segundo Pimentel (2000), o teste de Scott-Knott

ndo permite ambiguidade presente nos procedimentos de comparag¢des multiplas, ou seja, nao

existe a possibilidade de um tratamento ser igual ao melhor e ao pior.

Figura 4. (A) Vista geral do experimento em casa de vegetacdo. (B) Estadio de folhas cotiledonares em pepino.
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S RESULTADOS

5.1 Isolamento e Coleta de actinobactérias

Em um grama de raiz com o solo rizosférico aderido, obteve-se um total de 60
actinobactérias, morfologicamente distintas, isoladas pelo método de diluicdo em série,
utilizando o meio de cultura Amido Caseina - Agar. Obteve-se, por grama de solo, 10’ UFC
em todas as coletas.

O nimero de actinobactérias isoladas de solos nas diferentes condi¢cdes variou muito,
como era de se esperar, pois as caracteristicas fisico-quimicas e microbioldgicas dos solos
geralmente sdo distintas (LACEY, 1973). A variedade de milho que apresentou uma maior
diversidade de espécies de actinobactérias neste estudo foi a Crioulo, plantada em sistema
agroflorestal na cidade de Ribeirdo Preto SP. Os gé€neros encontrados nesta regido em sua
maioria foram Streptomyces, porém diferenciando em nivel de espécies. Seis espécies
diferentes de Streptomyces foram isoladas da rizosfera de milho da variedade Crioulo entre
elas estdao; CCMAO2, CCMA 12, CCMA 30, CCMA31, CCMA32 e CCMA 35 e uma outra
espécie de actinobactéria foi isolada Amycolaptopsis lexingtonensis.

Da variedade de milho AG 1051 coletada na cidade de Socorro, obteve-se 4 diferentes
espécies de Streptomyces CCAL 06, CCAL 10, CCAL16 e CCAL29. E da variedade AL 30
(CATI VERDE) obteve-se 3 espécies diferentes de Streptomyces; CCPL53, CCPL 58 e CCPL
60 e 2 géneros diferentes Nocardia sp e Amycolaptopsis tolypomycina.

Segundo Keast e Tonkin (1983) o isolamento de actinobactérias rizosféricas, nao é
uma tarefa fécil, pois o insucesso no isolamento de actinobactérias da rizosfera pode ser

verificado devido ao fato da suspensdo utilizada estar muito diluida.

5.2 Triagem para selegc@ode linhagens produtoras de antibioticos

Todos os 60 isolados foram avaliados quanto ao antagonismo contra alguns fungos e
bactérias, cujos ensaios serviram para selecionar e caracterizar aqueles isolados mais
promissores, visando estudos subseqiientes.

Pelos resultados obtidos verificou-se que 41 isolados apresentaram atividade contra,
pelo menos, um dos microrganismos testados. Porém, dentre estas 41 linhagens, duas
linhagens CCMA 30 e CCMA 33 apresentaram halos de inibicdo bastante representativo

contra todos os microrganismos testados. Destas 41 linhagens ativas 23 (56%) delas inibiram
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bactérias Gram positivas, 20 (49%) isolados foram capazes de inibir bactérias Gram negativas
e 29 linhagens (71%) apresentaram halos de inibicdo contra fungos. A linhagem escolhida
para os demais testes de producdo de metabdlitos foram as linhagens CCMA 30 e CCMA 33,
pois estas apresentaram alta inibicao frente a todos os microrganismos testados, incluindo o
fungo Pythium aphanidermatum (Figura 5), que serd alvo de estudo em condi¢Ges naturais.

A Tabela 3 mostra os isolados de actinobactérias com atividade antimicrobiana, onde
verificou-se que a intensidade da inibi¢@o (+) foi medida pela distancia entre a actinobactéria
e a bactéria e o fungo alvo.

Estudos anteriores demonstram que isolados de actinobactérias apresentam maior
atividade contra bactérias Gram positivas do que contra bactérias Gram negativas. Um desses
estudos é o de Gonzalez e colaboradores (2005), os quais trabalharam com 337 isolados e
encontraram atividade antimicrobiana somente em 27% deles, sendo que a atividade mais
freqiientemente encontrada foi contra bactérias Gram positivas (23%), contra Candida
albicans 10,7% e a menor atividade foi contra bactérias Gram negativas (6,5%). Em outro
estudo com 86 isolados (ZITOUNI et al, 2005), todos os isolados apresentaram forte
atividade contra bactérias Gram positivas, apresentaram atividade moderada contra leveduras,
mas a atividade observada contra bactérias Gram negativas foi fraca a moderada e pouco
freqiiente. Ainda em outro estudo feito por Saadoun e Gharaibeh (2003) 18 de 60 isolados
tiveram atividade contra bactérias Gram positivas e somente 7 contra Gram negativas. Assim,
podemos verificar que os resultados obtidos estdo de acordo com a literatura. As linhagens
selecionadas, nesse estudo, tanto para bactérias Gram negativas quanto para bactérias Gram
positivas e fungos.

Desta triagem em placa, foram selecionados os isolados CCMA 30 e CCMA 33 por
apresentarem alta inibi¢do contra os microrganismos testados, principalmente contra os
fungos de solo associados as podriddes e ao tombamento de plantulas, e algumas espécies do
género Pythium estdo entre as mais preocupantes, pois estdo amplamente distribuidas e afetam

uma grande variedade de culturas de importancia econdmica (MARTIN e LOPER, 1999).
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Tabela 3. Atividade antagonica dos isolados de actinobactérias rizosféricas de milho contra alguns patégenos.

Isolados Variedades Locais de coleta *Atividade contra
F.m Pa B.m E. Coli  S. aureus Klebsiella Pseudomonas

CCMA 01 Crioulo Ribeirdo Preto (SAF) - - - - - - -
CCMA 02 Crioulo Ribeirao Preto (SAF) - . + - - - -
CCAL 03 AG 1051 Socorro - - + - - - -
CCAL 04 AG 1051 Socorro - + - - - - -
CCAL 06 AG 1051 Socorro - ++ - - - - -
CCPL 07 CATI Verde Serra Negra - - - - - -
CCPL 09 CATI Verde Serra Negra - - - - - -
CCAL 10 AG 1051 Socorro - ++ - - - -

CCMAL11 Crioulo Ribeirdo Preto (SAF) - - - - - - -
CCMA 12 Crioulo Ribeirdo Preto (SAF) + ++ - - - - -
CCPL13 CATI Verde Serra Negra - - - - + - +
CCAL14 AG 1051 Socorro - - - - - - -
CCALIS AG 1051 Socorro - - + - + - +
CCAL 16 AG 1051 Socorro - ++ - - - - -
CCMAI18 Crioulo Ribeirdo Preto (SAF) - - - - - -

CCMAI19 Crioulo Ribeirdo Preto (SAF) - - - - - -

CCAL 20 AG 1051 Socorro - + + + + -
CCAL 22 AG 1051 Socorro - + - - - - -
CCMA 23 Crioulo Ribeirao Preto (SAF) - - - - -
CCPL 25 CATI Verde Serra Negra - - - + + - +
CCMA 26 Crioulo Ribeirdo Preto (SAF) - - - - + - +
CCAL 27 AG 1051 Socorro - + + + + -
CCPL 28 CATI Verde Serra Negra - - - - - - -
CCMA 29.1  Crioulo Ribeirdo Preto (SAF) - ++ + + + + -
CCMA 29.2  Crioulo Ribeirdo Preto (SAF) - + + + + + -
CCMA 30 Crioulo Ribeirdo Preto (SAF) + +++ + + ++ + +
CCMA 31 Crioulo Ribeirdo Preto (SAF) - ++ + + + + -
CCMA 32 Crioulo Ribeirdo Preto (SAF) - ++ - - + - +
CCMA 33 Crioulo Ribeirdo Preto (SAF) + +++ ++ + ++ + +
CCMA 34 Crioulo Ribeirdo Preto (SAF) - + - + + + +
CCMA35 Crioulo Ribeirdo Preto (SAF) - ++ - - - - +
CCPL 36 CATI Verde Serra Negra - - - - - - -
CCAL 37 AG 1051 Socorro - - + - - -
CCAL 38 AG 1051 Socorro - - - - - -

CCAL 39 AG 1051 Socorro - ++ - ++ - - +
CCMA 40 Crioulo Ribeirao Preto (SAF) - - - - + + -
CCMA 41 Crioulo Ribeirdo Preto (SAF) - ++ - - + - -
CCPL 42 CATI Verde Serra Negra - - + - + - _
CCMA 43 Crioulo Ribeirao Preto (SAF) - - - - - - -
CCMA 44 Crioulo Ribeirdo Preto (SAF) - + - - - - -
CCPL 45 CATI Verde Serra Negra - - - - - - -
CCPL 46 CATI Verde Serra Negra - ++ - - - - -
CCAL 47 AG 1051 Socorro - - - - - - -
CCAL 49 AG 1051 Socorro - - - - - -
CCPL 50 CATI Verde Serra Negra - - - + - +
CCMA 51 Crioulo Ribeirdo Preto (SAF) - - - - - - -
CCPL 52 CATI Verde Serra Negra - + - - + - -
CCPL 53 CATI Verde Serra Negra - ++ - + + + +
CCMA 54 Crioulo Ribeirdo Preto (SAF) - - - - - -

CCAL 55 AG 1051 Socorro - - + + + + -
CCALS6 AG 1051 Socorro - ++ - - - - -
CCAL 57 AG 1051 Socorro - + - - - - -
CCAL 58 AG 1051 Socorro - ++ - - - - -
CCPL 60 CATI Verde Serra Negra - ++ - - - - -
CCPL 63 CATI Verde Serra Negra - - - - - - -
CCPL 65 CATI Verde Serra Negra - - - - - - -
CCMA 66 Crioulo Ribeirdo Preto (SAF) - - - - - - +
CCMA 68 Crioulo Ribeirdo Preto (SAF) - - - - - - -
CCPL 71 CATI Verde Serra Negra + + - - - - -
CCPL 72 CATI Verde Serra Negra - + - - - - +

*F.m -Fusarium moniliforme (LMA 38); P.a-Pythium aphanidermatum (CCMA 243); B. m-Bacillus

megaterium (CCMA281); E. coli-Escherichia coli (CCMA 104); S. aureus-Staphylococcus aureus (CCMA

190); Klebsiella- Klebsiella sp (CCMAS540); Pseudomonas- Pseudomonas aeruginosa (CCMA120).

- = sem inibi¢do/ + = fraca inibi¢d@o (1-3 mm) / ++ = inibi¢do moderada (4-10 mm) / +++ = forte inibi¢do (mais
de 10 mm).
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Figura 5. (A) Teste de antagonismo das linhagens CCMA 30 e CCMA 33 isoladas da rizosfera de milho frente
ao patégeno, Pythium aphanidermatu. (B) Controle com o patégeno Pythium aphanidermatum
(CCMA 243).

5.3 Identificagdo das actinobactérias selecionadas

5.3.1 Anadlise morfologica dos isolados

Os isolados selecionados pelo potencial de inibi¢do contra patdgenos testes, CCMA
33 e CCMA 30 (Figura 6), apresentaram esporulacdo do micélio aéreo, com coldnias bem
aderidas ao 4gar. As col6nias também produziram pigmentos soldveis, como visto nos
isolados CCMA 30 e CCMA 33 (Tabela 4) que podem ser observados ao colocar a placa de
Petri contendo a colbonia contra a luz. No entanto, as caracteristicas da coldnia, como
coloragdo micelial e pigmento soldvel, dependem do tipo de meio de cultura utilizado
(CROSS, 1989). Contudo, as caracteristicas fenotipicas encontradas neste estudo em

discussdo estdo de acordo com aquelas descritas para o género Streptomyces.

Pela andlise das coldnias crescidas que se encontram aderidas no dgar observou-se em
microscopia eletronica de varredura que os isolados CCMA 33 apresentaram formacdo de
cadeias de esporos longas e em espiral circular. Em contrapartida, o isolado CCMA 30
apresentou cadeias de esporos em espiral retas e longas. As cadeias de esporos ainda variaram
quanto a coloragdo, violeta-roxo para o isolado CCMA 33 e branco-rosa para o isolado
CCMA30. Além disso, os isolados foram caracterizados pela andlise molecular do gene 16S

rRNA e quimicamente pelo método de perfil de acidos graxos da parede celular, somente

encontrado em bactérias.
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Figura 6. (A) Actinobactéria CCMA 33 cultivada em meio s6lido ACA; (B) Actinobactéria CCMA 30 cultivada
em meio sélido ACA

Tabela 4: Caracteristicas morfoldgicas dos isolados CCMA 30 e CCMA 33.

Isolados Cadeia de esporos Micélio Aéreo Producido de
Pigmentos
Formato  Comprimento Coloragdo
CCMA 30 Espiral Longa Branco-rosa Presente Ausente
CCMA 33 Espiral Curta Violeta - Roxa Presente Violeta — Roxo

A microscopia eletronica de varredura revelou estruturas espirais e longas da cadeia de
esporos da linhagem CCMA 30 e também uma visdo espacial de toda estrutura que compoe
essa linhagem CCMA 30 em estudo (Figura 7). A Figura 8 revelou estruturas da cadeia de
esporos de formato espiral e de comprimento curto e uma complexa estrutura espacial da
actinobactéria CCMA 33.

A microscopia eletronica de varredura permitiu a observagdo de certas estruturas,
proporcionando, assim, uma visdo tridimensional da amostra, diferentemente do microscépio

eletronico tradicional, que s6 permite a observacdo de cortes finissimos da estrutura estudada.

L 3mm
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Figura 7. (A) Microscopia eletronica de varredura da linhagem CCMA 30, mostrando cadeias de esporos em
espiral e longa; (B) Microscopia eletronia de varredura, mostrando uma visdo espacial da complexa
estrutura dessa linhagem.
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Figura 8. (A) Microscopia eletronica de varredura da linhagem CCMA 33, mostrando cadeias de esporos em
espiral e circular; (B) Microscopia eletronica de varredura, mostrando uma visdo espacial da complexa
estrutura dessa linhagem.

5.3.2 Métodos de identificacdo utilizando o seqiienciamento do gene 16s rRNA e o perfil de
dcidos graxos (FAME)

N

Os resultados relacionados a taxonomia mostraram que dos isolados submetidos a
identificacdo utilizando o gene 16S rRNA, 20 apresentaram similaridade alta nesta técnica
(Tabela 5). Amostras de solos rizosféricos de plantas de milho do Estado de Sdo Paulo
apresentaram pouca diversidade quanto ao numero de gé€neros (Streptomyces, Nocardia e
Amycolaptopsis). A extracdo de DNA gendmico das culturas puras de actinobactérias foram
realizadas com €xito, que foi desenvolvido visando a obtencdo de DNA de todos os géneros
deste grupo de organismos conhecidos até o momento. Para regides hibridas os melhores
resultados foram obtidos com o Kit Ulta Clean Soil DNA (MOBio) devido a grande
quantidade (200 ng) de DNA genomico que € necessario para a reagdo de amplificacdo com a
mistura de DNA polimerase. Linhagens representantes de 3 ordens de actinobactérias
(Streptomyces, Nocardia e Amycolaptopsis) foram selecionadas para este trabalho e a boa
qualidade dos DNAs genO6micos extraidos foi comprovada pelos eficientes resultados

alcancados com a amplificacdo por PCR de seqiiéncias de interesse, NRPSs e PKSs.
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Tabela 5. Identificacdo das actinobactérias selecionadas pelo seqiienciamento do gene 16S rRNA depositadas
como linhagem Tipo no banco de dados RDP.

Isolados Identificacdo por 16s RNA Similaridade (%)
CCMAO02 S. lomondensis, 97,89
CCALO06 S. griseorubiginosus 99,30
CCAL10 S. sampsonii 98,59
CCMA12 S. violaceolatus 98,93
CCAL16 S. lomondensis 97,89
CCAL29 S. africanus, 98,06
CCMA30 S. griseorubiginosus 99,29
CCMA31 S. tuirus, 99,12
CCMA32 S. eurythermus 99,47
CCMA33 S. griseorubiginosus 99,12
CCMA35 S. sampsonii 98,59
CCAL39 S. griseorubiginosus 96,81
CCMA41 A. lexingtonensis 98,93
CCMA44 S. lomondensis 99,47
CCPL46 Nocardia sp. IFM 0323 95,24
CCPL53 S. resistomycificus 95,11
CCALS56.1 S. africanus, 96,88
CCAL56.2 S. africanus, 98,75
CCPL58 A. tolypomycina 99,64
CCPL60 S. coelescens 96,00

A seqiiéncia parcial de nucleotideos foi obtida usando os iniciadores F968/R1387, cujo
tamanho esperado era de aproximadamente 450 pb, foi de 366 pb devido a baixa qualidade
das extremidades dessa seqiiéncia, as quais foram retiradas. Essa seqiiéncia apresentou 90%

de identidade com seqiiéncias de Streptomyces pela andlise de afiliacio (RDPQuery). A



55

identidade das seqiiéncias de 16S rRNA acima de 98 % indica que a linhagem pertence a
mesma espécie (STACKEBRANDT e GOEBEL 1994). Assim, baseando-se nesse resultado
pode-se dizer que os dois organismos isolados sdo pertencentes a espécie S.
griseorubiginosus. As relagdes filogenéticas da seqii€ncia obtida com outras depositadas no
banco de dados e analisadas por meio do método da distancia (“‘neighbour-joining”)
mostraram que as actinobactérias isoladas neste estudo formam um clado monofilético com a
linhagem de Streptomyces griseorubiginosus selecionada do banco de dados. Entretanto, a
seqiiéncia dessas actinobactérias apresenta uma maior diversidade quando comparada com as
das outras linhagens de Streptomyces analisados. Isso € evidenciado pelo tamanho do ramo

formado na arvore filogenética (Figura 9).



56

S000001636 Streptomyces odorifer

5000003980 Streptomyces violarus

S000006665 Streptomyces limosus

S000006679 Streptomyces violaceus

S000126814 Streptomyces purpurascens

S000011639 Streptomyces coelicolor

S000473202 Streptomyces koyangensis

S000000827 Streptomyces arenae

S000005539 Streptomyces albidoflavus

5000439349 Streptomyces sampsonii

CCAL-10

—— CCMA-35

L— ccmA-44

S000426477 Streptomyces bangladeshensis

S000544259 Streptomyces tricolor

S000544258 Streptomyces rameus

94 CCMA-02

CCAL-16

S000544231 Streptomyces lomondensis

S000003569 Streptomyces iakyrus

S000544223 Streptomyces indiaensis

5000129856 Streptomyces coeruleorubidus

S000438872 Streptomyces thermocarboxydus

5000544212 Streptomyces graminearus

CCAL-56 1

CCAL-562

CCMA-31

CCAL-29

5000381288 Streptomyces caelestis

5000142900 Streptomyces tuirus

5000005538 Streptomyces afghaniensis

S000417792 Streptomyces africanus

S000012018 Streptomyces gougerotii

S000439348 Streptomyces eurythermus

CCMA-32

S000005910 Streptomyces intermedius

I— S000016102 Streptomyces rutgersensis

S000436160 Streptomyces ambofaciens

CCPL-60

S000143706 Streptomyces violaceolatus

CCMA-12

S000143178 Streptomyces coelescens

58 5000544232 Streptomyces lienomycini
5000143381 Streptomyces humiferus

5 5000143382 Streptomyces rubrogriseus

i

73

Streptomyces spp.

I

5000269433 Streptomyces ciscaucasicus
95 CCPL-53 1
CCTL-532
50 S000007833 Streptomyces pseudovenezuelae

%1 Streptomyces avermitilis
—1 71

CCAL-39
CCAL-6
S000005155 Streptomyces griseorubiginosus
5000364783 Nocardia sp. IFM 0323
5000394500 Nocardia caishijiensis
CCPL-46
5000394045 Nocardia pseudovaccinii
88 CCMA-41
CCAL-58
5000400313 Amycolatopsis pretoriensis
S000142184 Amycolatopsis vancoresmycina
5000263623 Amycolatopsis japonica Amycolaptopsis spp.
S000134977 Amycolatopsis plumensis
S000141671 Amycolatopsis tolypomycina
S000264157 Amycolatopsis lurida
S000400315 Amycolatopsis lexingtonensis
78 —— 5000436291 Kitasatospora griseola
L— 5000428470 Streptacidiphilus carbonis

Nocardia spp.

100

Figura 9. Relacdes filogenéticas entre a seqiiéncia parcial de 16S rRNA das linhagens CCMA 30 e CCMA 33 e
de outras linhagens de Streptomyces retiradas do RDP database. O organismo cuja regido do 16S
rRNA foi seqiienciada neste estudo estd em negrito. Valores superiores a 50% na reamostragem de
1000 arvores sdo indicados nos clados.
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Ap6s a identificacdo das actinobactérias rizosféricas pelo seqiienciamento do gene 16s
rRNA procedeu-se novamente a identificacdo das actinobactérias CCMA 30 e CCMA 33 pela
técnica de andlise de dcidos graxos (FAME), para se ter a confirmacéo das linhagens isoladas.
Outros fatores que podem diferenciar algumas actinobactérias sdo a composicdo da parede
celular e o perfil de dcidos graxos (STACKEBRANDT et al. 1997). A andlise do perfil de
dcidos graxos da membrana celular (FAME) é uma técnica que vem sendo amplamente
utilizada no estudo de comunidades microbianas, visto que alguns grupos apresentam perfis
lipidicos unicos. Esse método de andlise € ttil na identificagdo individual de bactérias

(espécies e subespécies) (ELVIRA-RECUENCO e VAN VUURDE, 2000).

As linhagens CCMA 30 e CCMA 33 apresentaram similaridade de identificacdo de
58,5% e 64,3% para Streptomyces violaceusniger, respectivamente, pela técnica do FAME.

Porém a biblioteca existente no equipamento foi considerada pouco eficiente devido
ao baixo nuimero de espécies depositadas na biblioteca ACTINO. Esta técnica foi utilizada
para obten¢do das identificagdes das linhagens selecionadas a fim de se obter uma andlise
comparativa entre as linhagens identificadas pelo seqiienciamento do gene 16S rRNA, onde as
linhagens CCMA 30 e CCMA 33 foram identificadas com 99,29% e 99,12%,
respectivamente, como Streptomyces griseorubiginosus. O resultado para a identificacdo do
FAME ndo foi satisfatério, portanto essa comparagdo ndo foi possivel, devido a baixa
similaridade (menor que 60%) que essas linhagens de actinobactérias apresentaram com 0s
dados existentes na biblioteca do método.

A composi¢do da parede celular varia consideravelmente entre os diversos grupos de
actinobactérias. Pode-se diferenciar alguns grupos de paredes celulares baseando-se em dois
aspectos principais: o aminoécido dibdsico presente na parede, e a presenca de acticares
caracteristicos. Todos os tipos de parede celular contém alanina, 4cido glutdmico,
glucosamina e dcido muramico, mas apresentam algumas diferencas, portanto sendo dificil de

idéntifica-las (STACKEBRANDT et al. 1997)..

5.4 Genes que codificam para NRPS e PKS

As linhagens que apresentaram identidade com gé€nero Streptomyces maior que 95%
identificadas pelo seqiienciamento do gene do 16S rRNA foram analisadas quanto a presenca
dos genes que codificam para NRPS e PKS. No total 18 isolados apresentaram genes que
codificam para PKS (Figura 11) e somente 4 para NRPS (Figura 10). A distribuicio dos genes

que codificam para NRPS e PKS dos isolados foi analisada através da amplificacdo por PCR.
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Figura 10. Gel de agarose mostrando bandas que apresentam genes que codificam para a enzima NRPS, as
linhagens que apresentaram o gene foram 02, 12; 53 e 30"

*Linhagens CCMA 30* e CCMA 33* / 'P Padrio contendo 1000pb / *B Branco, sem os primers

700 pb —»

Figura 11. Gel de agarose mostrando bandas que apresentam genes que codificam para a enzima PKS, as
linhagens que apresentaram o gene foram; 02, 06, 10,12, 16, 29, 30, 31, 33, 35, 39, 41, 44, 46, 53,
56.1,56.2e71.

*Linhagens CCMA 30 e CCMA 33 / 'P Padréio contendo 1000pb.

Das 20 linhagens identificadas 20% apresentaram o gene que codifica para NRPS e
80% foram negativo para esse gene, enquanto 90% dos isolados apresentaram o gene para
PKS e 10 % foram negativo para esse gene. As seguintes espécies apresentam o gene que
codifica para NRPS: 02, 12; 53 ¢ 30". Do mesmo modo, as seguintes espécies apresentam o
gene que codifica para PKS: 02, 06, 10, 12; 16, 29, 30, 31, 33, 35, 39, 41, 44, 46, 53, 56.1,
56.2 e 71. Verificou-se que a maioria das actinobactérias apresentaram esses genes (PKS),

sugerindo que a biossintese desses compostos pode ser realizada pela via ndo-ribossomal.



59

A via ndo-ribossomal estd envolvida na sintese de um grande ndimero de compostos
biologicamente ativos importantes que sdo produzidos por microrganismos. Os produtos
dessas complexas vias possuem vdrias propriedades farmacoldgicas, incluindo antibiéticos,
agentes antitumorais e imunosupressores (JENKE-KODAMA et al., 2005).

Nas tltimas décadas t€m crescido a busca por metabdlitos biologicamente ativos
produzidos por bactérias. A detec¢do de seqii€éncia de genes envolvidos na sintese de
metabdlitos secunddrios para avaliar o potencial biossintético tem sido descrita (SOSIO et al.,
2000; CHRISTIANSEN et al.,, 2001 e SIGMUND et al., 2003) em diferentes grupos
taxondmicos. Essa abordagem pode representar uma alternativa na busca ndo somente em
grupos de microrganismos de interesse taxondmico, mas também em isolados selvagens com
potenciais metabdlicos.

Segundo Challis e Naismith (2004) as NRPSs sdo constituidas por médulos que sdo
responsaveis pela incorporacio de um residuo na cadeia de peptideo nascente. Cada mddulo é
responsavel por ativacdo, adenilacdo, tioesterificacdo, condensacdo e modificacdo de um
substrato (aminodcido) especifico.

Os policetideos sdo sintetizados por bactérias, fungos, animais e plantas. Em plantas
os policetideos apresentam diversas fungdes: pigmentagdo de flores, resposta a exposi¢do de
luz UV, defesa contra patégeno (fitoalexinas). PKS especificos de plantas sdo chalcona
sintase (CHS) e 2-pirona sintase (2-PS); Estas enzimas apresentam 74% de seqii€ncia idéntica
de aminodacidos. Entretanto, elas diferem no substrato selecionado e no nimero de reagdes de
condensac¢do (JEZ et al., 2000).

A descoberta de novos genes da via de biossintese de antibidticos atualmente ndo é
mais uma dificuldade, pois existe seqiienciamento do genoma microbiano que permite a
identificacdo de todos os clusters de PKSs e a rede regulatéria. Ex.: Streptomyces coelicolor e
Streptomyces avermitilis, rastreamento de uma biblioteca de cosmideo de uma determinada
bactéria para os genes de PKSs Modulares e Metagendmica: biblioteca de DNA obtida de
amostras do ambiente (WEISSMAN e LEADLAY, 2005).

5.5 Curva de crescimento e de producdo de antibioticos

As linhagens de Streptomyces griseorubiginosus CCMA 30 e CCMA 33 que
apresentaram potencial de inibi¢do frente aos diferentes patdgenos testados foram submetidas
a uma andlise da curva de producdo de metabdlitos e também curva de crescimento. O meio

de cultura utilizado tanto para andlise de producdo de metabdlitos quanto para curva de



60

crescimento foi o meio minimo, este meio relativamente pobre possibilitou uma produgio
eficiente de metabdlitos e possibilitou um crescimento homogénio das células. Este meio foi
ideal, pois proporcionou a esse estudo uma boa produgio de metabdlitos num tempo minimo,
dificultando, o crescimento de contaminantes e sendo, sobretudo econémico. Segundo o site
Bioexetanol (www.bioexetanol.com) a escolha de um bom meio de cultura é tdo essencial
para o sucesso do processo fermentativo quanto a escolha do microrganismo. O meio deve
fornecer nutrientes necessérios para a sintese de material celular, em especial merecem
destaque as fontes de nitrogénio, carbono e energia. Interessante € que se pode em um meio
de cultura classificar cada componente de acordo com sua funcdo bem definida, entretanto
reside no fato de uma substancia poder ter funcdo multipla para a célula. Assim por exemplo
uma proteina pode pelo menos teoricamente, funcionar como fonte de nitrogénio, carbono,
energia, enxofre e mesmo certos fatores exigidos pelo microrganismo como aminoécidos,
peptideos, etc.

As duas linhagens de Streptomyces griseorubiginosus CCMA 30 e CCMA 33
obtiveram um grande crescimento (10’ UFC/ mL) em 168 horas quando analisados pelo n° de
contagem de células/mL e, verificou-se que para andlise do cdlculo do peso seco, esta medida
ndo foi muito significativa para contagem de células, uma vez que ocorreram oscilagdes de
valores, porém, pode se verificar acréscimo dos valores.

O melhor método para calcular curva de crescimento para esta classe de
microrganismos foi a contagem do nimero de células por mL, realizado por plaqueamento.
Para tal utilizou dilui¢des de até 107 para a contagem, obtendo resultados correlatos com o
tempo de incubacdo. Observou-se também que a medida que ocorreu o crescimento desses
microrganismos, o pH sofreu um decréscimo pequeno, acidificando o meio para 7,00 (Figura
12). Este estudo constatou o pico de inflexdo, final da fase exponencial ao comego da fase
estaciondria, onde se pdde verificar a producdo dos metabdlitos secunddrios. Fase
estacionaria, uma fase de escassez de nutrientes e acumulo de metabdlitos secundarios

(HUGENHOLTZ, 2002).
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Figura 12. (A-B) Curva de crescimento das linhagens de Streptomyces griseorubiginosus CCMA 30 e CCMA
33, pelo método de contagem em placas UFC/mL, (C-D) Curva de crescimento da linhagem CCMA
30 e CCMA 33,pelo peso seco (g), (E-F) Curva de crescimento da linhagem CCMA 30,pelo andlise
de pH .

5.6 Extracdo de metabdlitos secunddrios

Com as extracdes dos meios de cultura (meio mineral) com acetato de etila determinou-se
qualitativamente a capacidade dos metabdlitos extraidos de inibir o crescimento miceliano dos
fungos Fusarium moniforme e Pythium aphanidermatum, das bactérias Gram positivas
Bacillus megaterium e Staphylococcus aureus e das bactérias Gram negativas Klebsiella sp.
Escherichia. coli e Pseudomonas aeruginosa. Das 60 linhagens de actinobactérias que foram
isoladas todas foram submetidas a extracdo de metabdlitos, somente 23 linhagens de
actinobactérias apresentaram atividade antifingica (Tabela 6). Os resultados mostraram
novamente que as linhagens de Streptomyces griseorubiginosus CCMA 30 e a CCMA 33

apresentaram valores bastante significativos na formacdo de halos de inibi¢do principalmente
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contra o patégeno Pythium aphanidermatum sendo, portanto escolhida essas linhagens para se
obter a identificagdo dos compostos bioativos.

Os resultados apresentados na Figura 13 mostraram a capacidade do solvente acetato de
etila de extrair os metabdlitos secunddrios, especificamente antifingicos. Uma das
caracteristicas principais deste reagente € possuir alto poder extrativo e riapida evaporacao,
considerado na escala de polaridade como, polaridade intermedidria, e tendo a capacidade de
extrair grande nimero de compostos.

O acetato de etila ¢ um liquido incolor, muito voldtil, de odor etéreo geralmente
perceptivel entre 200 e 300 ppm. E pouco miscivel na dgua (1,32 g em 100 g de dgua a 20 °C)
embora miscivel com a maioria dos solventes organicos. Por outro lado, o acetato de etila
dissolve um grande nimero de substincias tais como as gorduras, 6leos e resinas e portanto
foi um bom solvente para extrair compostos antifiingicos das linhagens, pois através do teste
de antibiose observou-se uma boa formacéo do halo de inibi¢do contra os patégenos.

Segundo Romeiro et al. (1999) apesar da diversidade ainda vista quanto a atividade
antagdnica, alguns isolados de actinobactérias inibiram o crescimento, exclusivamente, dos
mesmos isolados do patégeno, enquanto outros inibiram muitos isolados em comum,
sugerindo existéncia de diversidade da capacidade antibacteriana dentro do grupo como um
todo. Este tipo de comportamento ndo € avaliado, pois na maioria das vezes, trabalhos,
mesmo que testem uma grande populagdo de possiveis antagonistas, sdo feitos para um ou
poucos patégenos ou para um ou alguns isolados distintos de um s6 patégeno. Porém os dados
encontrados estdo de acordo com os obtidos por Keast e Tonkin (1983), que sugeriram

segregacao de atividade antifiingica de actinobactérias estudadas.
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Figura 13: Teste de antibiose dos extratos (280uL/ML) da linhagem CCMA33 e CCMA 30 contra o patégeno
Pythium aphanidermatum.
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Tabela 6. Acdo inibitdria de extratos de diferentes linhagens contra Pyhium aphanidermatum

Linhagens Halo de inibi¢do (mm)
Controle 25
CCMA 02 13,2
CCMA 04 4,8
CCAL 06 5,2
CCAL 10 5,6
CCMA 12 4,5
CCAL 29 35
CCMA20 4,0
CCMA27 9,00
CCMA*30 21,5
CCMA31 8,00
CCMA32 6,30
CCMA*33 19,50
CCMA 35 8,00
CCAL 39 12,0
CCMA41 5,00
CCMA 44 4,50
CCPL 46 3,50
CCMA 52 4,00
CCPL 53 8,60
CCAL 56.1 7,50
CCAL 56.2 8,00
CCPL 58 7,50
CCPL 60 6,50

*Controle — placa contendo somente o patégeno, Pythium aphanidermatum.

5.7 Estudos dos metabdélitos secunddrios produzidos por Streptomyces griseorubiginosus

CCMA 30 e Streptomyces griseorubiginosus CCMA 33

5.7.1 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

Os extratos foram submetidos a um minucioso estudo por cromatografia em camada
delgada (CCD) com diferentes sistemas de solventes, na tentativa de otimizacao na separagio
dos compostos presentes. Em fun¢@o de todas estas intera¢des entre amostra/fase mével/fase
estaciondria, o sistema foi otimizado para cada amostra (COLLINS; BRAGA; BONATO,
1990). Dos ensaios realizados em CCD os solventes que apresentaram melhor resolugéo foi a
mistura de eluentes hexano/ acetato de etila/metanol (45:45:10) para a linhagem CCMA 30 e
para a linhagem CCMA 33 os melhores solventes foram acetato de etila/metanol (90:10). O
eluente usado para o desenvolvimento dos cromatogramas foi escolhido de acordo com as
propriedades dos compostos quimicos dos extratos. As manchas foram visualizadas sob luz

ultravioleta ou aplicagdo de reveladores quimicos (ninidrina sulfirica, anisaldeido, acido
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fosfomolibdico, entre outros). Na técnica de CCD pdde-se constatar a presenca no extrato em
acetato de etila para a linhagem CCMA 30 de 8 “spots” e para a linhagem CCMA 33 a
presenca de 9 “spots” todas visiveis sob lampada UV nos comprimentos de onda a 254 nm e
366 nm e reveladas com dois tipos de reveladores quimicos - anisaldeido e &cido
fosfomolibdico - que resultaram em manchas muito intensas, indicando a alta concentrag¢do da
substancia detectada (Figura 14). Os “spots” dos respectivos extratos foram visualizados e

suas distancias de migragao calculados (Tabela 7).

Tabela 7. Rfs das fracdes dos extratos visualizadas sob lampada UV com dois comprimentos de onda 254/366 nm.

Extratos Rf1 Rf2 Rf3 Rf4 Rf5 Rf6 Rf7 Rf8 Rf9

Controle 023 0,52 0,61 0,39
CcCMA 30 029 0,41 049 0,56 0,61 0,67 0,70 0,78

CCMA 33 0,260 0,32 0,33 0,52 060 0,65 080 083 089
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Figura 14. (A) Placa de CCD da linhagem CCMA 30 com 8 “spots” reveladas com anisaldeido (B) Placa de
CCD da linhagem CCMA 33 com 9 “spots” reveladas com anisaldeido.

5.7.2 Bioautografia

Apo6s a realizacdo da técnica de CCD realizou-se a bioautografia, onde foram utilizados 2

fungos, Fusarium moniliforme e Fusarium oxysporium e uma bactéria Bacillus megatrium
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para que se observasse o halo de inibicdo sobre o composto visualizado na placa de
cromatografia (esterilizada na luz ultravioleta por 1 h). Através de biomonitoramento com o
fungo e a bactéria, verificou-se que a fracdo mais apolar apresentou atividade visivelmente
contra B. megaterium (Figura 15) e também o fungo Fusarium oxysporium,porém em baixa

intensidade. Os extratos aplicados na placa obtiveram os seguintes resultados (Tabela 8).

Tabela 8. Resultados dos testes de bioautografia com os extratos CCMA 30 e CCMA 33 que apresentaram
atividade antiftingica.

Extratos Fusarium moniliforme Fusarium oxysporium Bacillus megaterium
CCMA 30 - + -
CCMA 33 - - +++

(-) sem atividade; (+) baixa intensidade, (+++) alta atividade

A bioautografia foi considerada um ensaio eficiente e sensivel na determinagdo da
atividade antimicrobiana, pois menos de 2,5 ug de substancia utilizada foi suficiente para a
formacdo do halo de inibicdo, pois a fracdo 9 (Rf 9) extraida com acetato de etila do extrato
da linhagem CCMA 33 apresentou resultados positivos para Bacillus megaterium e a fragao 7
(Rf 7) do extrato da linhagem CCMA 30 apresentou resultados positivos (baixa intensidade)
ao Fusarium oxysporium em bioautografia.

Os dados apresentados nio estabelecem a natureza dos compostos responsaveis pela acdo
antifingica, porém estudos realizados com esta bactéria demonstram que a mesma € rica em
compostos fendlicos e 6leos fixos, substidncias que podem ser responsdveis pela acgdo
verificada.

O método de bioautografia foi utilizado como bioprospecc¢io, de forma a indicar o grupo
de substancias com atividade antimicrobiana presentes nos extratos da linhagem CCMA 30 e
CCMA 33. O objetivo desta técnica foi identificar a fragdo que era responsdvel pela acdo
antimicrobiana. A bioautografia confirmou neste trabalho a sua praticidade, visto ser uma
técnica que pode ser utilizada tanto para extratos de plantas como para substincias isoladas,
principalmente por ser um ensaio simples, confidvel, eficiente e sensivel, pois menos de 2,5

pg de substancia bioativa formam dreas de inibicdo visiveis (PINTO et al., 2002).
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Figura 15. Bioautografia realizada com as fragdes obtidas pela CCD do extrato da linhagem CCMA 33, onde a
fragdo com Rf 7 apresentou halo de inibi¢do contra a bactéria, Bacillus megaterium.

5.7.3 Cromatografia em Coluna

O extrato bruto produzido pela linhagem de Streptomyces griseorubiginsus CCMA 33 foi
fracionado em coluna de SEPHADEX-LH 20 (polimero gelatinoso), usando metanol. Das 26
fracoes obtidas de Streptomyces griseorubiginosus CCMA 33 fez-se cromatografia em
camada delgada e estas foram agrupadas de acordo com a semelhanca das fragdes; destas 10
fracdes mais o extrato bruto da linhagem CCMA 33 apresentaram compostos diferentes

quando visualizadas em camara UV e quando reveladas.

Do fracionamento em coluna de silicagel do extrato bruto produzido pela Streptomyces
griseorubiginosus CCMA 30 apresentou 35 fracdes, dessas fez-se cromatografia em camada
delgada e estas foram agrupadas de acordo com a semelhancga das fracdes; 12 fracdes mais o
extrato bruto da linhagem CCMA 33 apresentaram compostos diferentes quando visualizadas

em camara UV com comprimento de onda de 254 nm.

5.8 Concentracdo Minima inibitéria das linhagens de Streptomyces griseorubiginosus

CCMA 30 e CCMA 33

Em relagdo a avaliagdo da concentragdo minima inibitdria, algumas fracdes obtidas
pela cromatografia em coluna e os extratos brutos apresentaram atividade significativa contra
as linhagens de Bacillus megaterium e Pythium aphanidermatum demonstrando sensibilidade
nas concentracdes de 280 pg, 140 ug e 70 ug, com CMI de 70 pg/mL (Tabela 9).

Trabalho semelhante é relatado por Martins, Batista e Lopes (2006) verificando uma

concentragdo minima inibitéria de 150 a 450 pg/ mL nos extratos de Streptomyces sp. T8,
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endofito, isolado das folhas da planta medicinal Symphytum officinle contras as leveduras
Cryptococcus neofarmans e Cdndida albicans.

O extrato bruto da linhagem de Streptomyces griseorubiginosus CCMA 30 formou um
halo de inibi¢do contra bactéria Gram-positiva B. megaterium em todas as concentracdes 280
ug, 140 ug e 70 pg, e no extrato bruto da linhagem de Streptomyces griseorubiginosus CCMA
33 também foi observado um halo de inibi¢do em todas as concentracdes. A bactéria Bacillus
megaterium foi inibida pelos dois extratos brutos hidroalcdolicos das duas linhagens. J4 as
fracGes obtidas pela cromatografia em coluna dos extratos das duas linhagens, apresentaram
bons resultados, como se pdde verificar na fracdo 5 da linhagem CCMA 30 a qual formou
halo de inibi¢cdo em todas as concentragdes, porém na concentragdo 70 ug /mL apresentou
fraca atividade. Na fracdo 7 e 8 da linhagem CCMA 33 verificou a presenca de halos
representativos contra a bactéria e o patégeno Pythium aphanidermatum (Figura 16).

A fracdo 5 da linhagem CCMA 30 apresentou atividade significativa nas
concentragdes de 280 pg e 140 pg. Ja as outras fracdes dessa linhagem tiveram atividade
somente na concentracio de 280 pug /mL.

As fracdes 7 e 8 da linhagem CCMA 33 apresentou atividade nas concentragdes de
280 pg /mL, 140 pg /mL e também atividade na concentracio de 70 ug /mL, porém com baixa
intensidade. Ja as outras fracdes dessa linhagem tiveram atividade somente na concentracio

de 280 pg /mL.
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Tabela 9. Avaliagdo da atividade bioldgica de fragdes frente ao Pythium aphanidermatum

Extrato bruto CCMA 30 11,3 7,5 6
CCMA 30 (1-2) 0 0 0
CCMA 30 (3) 0 0 0
CCMA 30 (4) 5,0 0 0
CCMA 30 (5) 7,6 3,5 1,9
CCMA 30 (6-12) 4,5 0 0
CCMA 30 (13-14) 6,5 0 0
CCMA 30 (15) 6,5 0 0
CCMA 30 (16-17) 0 0 0
CCMA 30 (18-20) 4,5 0 0
CCMA 30 (21-22) 4.8 0 0
CCMA 30 (23) 3,8 0 0
CCMA 30 (24-35) 54 1,9 0
Extrato bruto CCMA 33 11 10 8
CCMA 33 (1-6) 0 0 0
CCMA 33 (7) 8,2 6,9 2,0
CCMA 33 (8) 7,9 4,6 2,5
CCMA 33 (9) 43 0 0
CCMA 33 (10-11) 5,8 0 0
CCMA 33 (12-13) 3,8 0 0
CCMA 33 (14-15) 4,6 0 0
CCMA 33 (16-17) 0 0 0
CCMA 33 (18-21) 0 0 0
CCMA 33 (22-26) 35 2,3 0

B Fragdo 08 Fragdo 07
Fragao 07 140 pg /mL p— . 140 pg /mL
140 pg /mL

Fragdo 08
140 pg /mL

Fragdo 08
70 pg /mL

Fracdo 07
70-pug /mL

Figura 16. (A) Atividade antimicrobiana da Fracdo 7 e 8 da linhagem CCMA 33 com a MIC de 140 pg /mL
contra o patégeno Pythium aphanidermatum; (B) Atividade antimicrobiana da Fracdo 7 e 8 da
linhagem CCMA 33 com a MIC de 140 pg /mL e 70 ug /mL contra Bacillus megaterium.
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5.9 Perfis Quimicos dos extratos brutos produzidos por Streptomyces griseorubiginosus

linhagens CCMA 30 e CCMA 33

O estudo do perfil quimico dos extratos por espectrometria de massas com fonte de
ionizagdo por eletrospray foi realizado com o objetivo de determinar as massas moleculares dos
principais metabdlitos secundédrios produzidos pelas actinobactérias, o que possibilitou
submeté-los a um estudo de derreplicagio bem como fazer a comparagdo entre os perfis
quimicos e a diversidade metabolomica desses extratos.

A inser¢do direta dos extratos brutos de microrganismos em um espectrdmetro de
massas operando com fonte de eletrospray pdde fornecer informacdes importantes sobre a
composicdo das amostras, como o perfil de metabdlitos secundérios e as massas moleculares
dos compostos presentes. Isso se deve ao fato de ser uma ionizacdo branda que nio provoca
fragmentacio, produzindo ions [M+H] * ou [M-H]. Esta metodologia tem possibilitado a
criacdo de “bancos de dados” de massas moleculares dos metabdlitos e tem sido usado na
classificagdo quimiotaxondmica de microrganismos. Julian e colaboradores (1998) e Higgs e
colaboradores (2001) utilizaram esta metodologia para estimar e diferenciar metabdlitos
secunddrios em extratos de microrganismos.

No perfil quimico dos extratos bacterianos obtido por IES-MS, os espectros de massas
foram adquiridos em modo positivo e modo negativo. Porém, no modo negativo a ionizagao
dos compostos néo foi eficiente o que sugere que os compostos presentes no extrato apresentam
cardter basico. Em vista disso foram apresentados os espectros de massas adquiridos no modo
positivo. O fator que determina a eficiéncia da ionizacdo é, principalmente, a estrutura quimica
dos analitos. Substincias que apresentaram grupamentos bdsicos, principalmente amina,
carbonilas e ésteres, normalmente sdo analisadas no modo positivo, dada a relativa facilidade
com que as mesmas sdo protonadas. Por outro lado, substincias contendo funcdes acidas, tais
como 4cidos carboxilicos e fendis, sdo mais facilmente desprotonadas e, conseqiientemente, sao
analisadas em modo negativo. A natureza do solvente utilizado e o pH sdo igualmente
importantes na gera¢io de fons positivos e negativos. fons positivos sdo geralmente analisados
empregando-se solucdes da amostra em metanol e com baixos valores de pH (CROTTI et al.,
2006).

Para obtencdo dos perfis quimicos dos extratos brutos por espectrometria de massas, os
extratos produzidos pelas linhagens CCMA 30 e CCMA 33 foram dissolvidos em
metanol/acetato de amdnio 0,1% (1:1) com concentracdo final de 200 ug/mL e introduzidas no

equipamento por insercdo direta via HPLC (sem coluna). Desta forma, todos os compostos
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presentes nos extratos puderam ser observados, uma vez que ndo ocorre retencdo na coluna
cromatografica. Os espectros foram adquiridos no modo full scan (IES-EM) tanto no modo
positivo como no modo negativo.

As Figuras abaixo apresentam os espectros de massas no modo full scan dos extratos

brutos das actinobactérias CCMA 30 (Figura 17) e CCMA 33 (Figura 18), identificadas como

Streptomyces griseorubiginosus, cultivadas em meio BD por um periodo de 08 dias.
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Figura 17. A) Espectros de massas IES- do extrato bruto da linhagem CCMA 30 e B) Espectros de
massas IES+ do extrato bruto da linhagem CCMA 30.



A Spectrum TA O
(1. 427 e+2=100%) 0.690 min, Scans: 31-39, 100.0:1200.0=(-), lan: MNA, RIC: 5627 e+3, BC
100% 2261 3
75% E
(I =05 .
E 11
25% 3
] 3252
D‘::,I’E|Jl..lunlhul|-1n-| -IlLJLIL — boon .
I'IDIZI EEIID 3I_1|IZ| 4L'|ID SDID EL'|IE| DIIZI . l
couired Range  mifz
Spectrum TA
(1.204e+2=100%), 0.673 min, Scans: 31-39, 100.0:1200.0=, lan: NA, RIC: 1.087e+10, BC
100% 393.4 3
75% E
4] a0% 3013 g
E 39 4 ;
25% =3 - 7639 E
; 217.2 { { 451.5 B71.7 :
0% :.l 1 T| L J i Lo bl L., L.I. T L ;l. Loy ] u.LI e |
[T [T [T [T [T [T [T [T
100 200 300 400 500 G000 oo . a0a
cquired Range  mfz

Figura 18. A) Espectros de massas IES- do extrato bruto da linhagem CCMA 33 e B) Espectros de massas
IES+ do extrato bruto da linhagem CCMA 33.

Observou-se nos espectros acima que ambos os extratos das linhagens CCMA 30 e

CCMA 33, com ionizagdo em modo negativo (IES") apresentaram poucos sinais, o que indica o

cardter menos acido dos compostos presentes. Os perfis quimicos dos extratos brutos

observados apresentaram pouca similaridade, uma vez que somente alguns sinais presentes no

intervalo de m/z 390 a 500 possuiam massas coincidentes.

Visando a complementagdo do estudo de perfil quimico por espectrometria de massas,

a técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia também foi utilizada. Para isso, varias

condi¢des foram testadas, com o objetivo de se obter a melhor separacdo dos compostos

(CASS e DEGANI, 2001). A condi¢do que apresentou a melhor separacdo estd representada

na Tabela 10. As Figuras 19 e 20 apresentam os cromatogramas dos extratos brutos das

bactérias CCMA 33 e CCMA 30, respectivamente.
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Tabela 10. Gradiente das fases modveis (acetonitrila e agua) utilizadas no desenvolvimento do método

cromatografico (CLAE).

Tempo (minutos) Acetonitrila (ACN) H,O
0,01 20 80
0,5 20 80
40 60 40
50 90 10
55 90 10
55,1 0 0

i

1,54

2,68

200

20,78

1o

Figura 19. Cromatograma do extrato bruto da linhagem CCMA 33 com tempos de retencdo dos picos que
apresentaram intensidade.
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Figura 20. Cromatograma do extrato bruto da linhagem CCMA 30 com tempos de retengdo dos picos que
apresentaram intensidade.
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Como pdde ser observado nas figuras acima, o cromatograma do extrato bruto da
actinobactéria CCMA 33 apresentou um grande nimero de picos quando comparado com o
perfil encontrado para o extrato da actinobactéria CCMA 30, o que indica a presenca de um
maior nimero de compostos. Esses resultados confirmam o perfil quimico observado nos
experimentos utilizando a espectrometria de massas, que evidenciaram sua maior diversidade

de compostos.

5.9.1 Fracionamento do extrato bruto CCMA 30 e CCMA 33 e identificacdo da fracdo ativa

Ap6s a otimizagdo do periodo de fermentagdo para a producdo maxima de metabolitos
com atividade antifingica através do bioensaio com Pythium aphanidermatum a escala de
fermentacdo em meio liquido foi aumentada para 6 L. O objetivo desta etapa foi aumentar a
quantidade de extrato bruto para o processo de ensaio bioldgico, isolamento e caracterizagio
do composto bioativo.

Ap6s o periodo de incubacdo, os metabdlitos do meio foram extraidos com acetato de
etila, conforme item 4.7 produzindo uma massa total de 210 mg de extrato bruto para a
linhagem CCMA 30 e uma massa total de 140 mg de extrato bruto para a linhagem CCMA 33.

A partir do fracionamento do extrato bruto da linhagem CCMA 33 por cromatografia
em coluna de sephadex LH 20, tendo como eluente metanol, foram obtidas 26 fracoes
cromatograficas, as quais foram agrupadas por cromatografia em camada delgada. Em seguida,
estas foram secas em rota-evaporador sob pressdo reduzida. As fracdes reunidas foram
submetidas a um novo bioensaio com Pythium aphanidermatum, onde obteve-se duas fracodes
ativas fracdo 7 e fragdo 8.

O extrato bruto da linhagem CCMA 30 foi fracionado por cromatografia em coluna de
silicagel com fases moéveis com ordem crescente de polaridade, obtendo 26 fracdes
cromatograficas, agrupadas por CCD. Em seguida, estas foram secas em rota-evaporador sob
pressdo reduzida. As fra¢Oes reunidas foram submetidas a um novo bioensaio com Pythium
aphanidermatum, onde a fragdo 5 apresentou maior atividade.

As fracdes que apresentaram atividade antiftingica foram analisadas por IES+, para
obtencdo do perfil quimico. Como observado nos espectros de massas, as fracdes 7 e 8 da

linhagem CCMA 33 apresentam um bom grau de pureza (Figura 21). Outro fato interessante
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foi a presenca dos sinais na regido de m/z 719-768. A semelhangca de sinais pode estar

relacionada aos metabdlitos ativos presentes nas duas fragdes (Figura 22).
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Figura 21. (A) Espectro de massas da fracdo 7 (CCMA 33) utilizando a fonte de ionizacgdo por eletrospray, em
modo positivo (IES +).(B) Espectro de massas da fragdo 8§ (CCMA 33) utilizando a fonte de ionizagdo
por eletrospray, em modo positivo (IES +).
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Figura 22. A) Ampliacdo da regido de sinais que apresentaram maior intensidade na fracdo 7 e B) Regido de sinais
que apresentaram maior intensidade na fracdo 8.

A técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia foi utilizada para obten¢do de
mais informag¢des dos compostos presentes nas fracdes, visando a complementacio do estudo
de perfil quimico por espectrometria de massas. As Figuras abaixo apresentam os
cromatogramas CLAE-UV das fragdes ativas 7 (Figura 23) e 8 da linhagem CCMA 33
(Figura 24). Pelos cromatogramas foi possivel observar a relativa pureza das fracdes.
Também foi possivel observar que as fragdes 7 e 8 sdo semelhantes, uma vez que apresentam

0s picos cromatogrificos com o mesmo tempo de retencao.
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Figura 23. Cromatograma da fragdo 7 com tempos de retenc@o dos picos com maior de intensidade.
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Figura 24. Cromatograma da fracdo 8 com tempos de reteng¢do dos picos com maior de intensidade

Para a frag¢do 05 foi realizado um estudo comparativo utilizando a espectrometria de
massas em modo positivo e negativo (IES+ e IES-) com a técnica de cromatografia liquida de

alta eficiéncia (Figura 25).
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Figura 25. (A) Espectro de massas da frag@o 5, linhagem CCMA 30 em modo negativo (IES-), (B) Espectro de
massas da fragdo 5, linhagem CCMA 30 em modo positivo (IES+).

Os espectros de massas acima confirmam o caréter bdsico da fracdo 5 ja observado na
andlise do extrato bruto da linhamgem CCMA 30, uma vez que a fracdo apresentou melhor
ioniza¢do em modo positivo, revelada pelo maior niimero de sinais observados. Foi também
possivel afirmar que a fragdo ndo estd pura, sendo esta informagdo confirmada pelos

cromatogramas (Figura 26).
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Figura 26. Cromatograma da fragdo 5 com tempos de reteng¢do dos picos com maior intensidade.

5.9.2 Derreplicagdo dos Extratos das Actinobactérias

A derreplicacdo além de acelerar o estidgio de descoberta de novas substincias com
atividade bioldgica, e de compostos ja caracterizados, apresenta de forma sucinta todas as suas

atividades bioldgicas descritas (CORDELL et al., 1997).

As andlises de derreplicac@o estdo atualmente muito bem estabelecidas no dmbito da
pesquisa em produtos naturais, devido a sua versatilidade, rapidez, confiabilidade e
reprodutibilidade na andlise de extratos brutos, de maneira a prover uma rapida priorizagdo de
extratos e substincias a serem isoladas, evitando-se o re-isolamento de substancias ja
conhecidas. Na verdade, atualmente se considera que a derreplicacdo constitui uma etapa
absolutamente essencial na descoberta de produtos baturais bioativos estruturalmente inéditos.

(VANMIDDLESWORTH e CANNELL, 1998).

A primeira busca foi realizada por compostos produzidos pelo microrganismo de
interesse, Streptomyces griseorubiginosus ja existentes na literatura. Nesta busca foram
encontrados 15 compostos, e suas massas moleculares foram comparadas com as presentes

nos espectros de massas (Tabela 11).
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Tabela 11. Buscas por compostos produzidos por Streptomyces griseorubiginosus existentes na literatura.

Compostos Massa Exata
Alnumycin 416.14712
Alnumycin; 7-Methoxy 446.157685
Antibiotic K 802-4 372.08452
Biphenomycin A 488.190716
Biphenomycin A; 7-Deoxy 472.195801
Biphenomycin C 731.323856
Cinerubin A 827.336439
Cinerubin B 825.320789
3,8-Dihydroxy-1-propylanthraquinone-2-carboxylic acid 326.07904
Ochromycinone; (S)-form, Me ether 320.10486
Reductiomycin 293.089939
Rubiginone Al 338.115425
Rubiginone Al; 4-Deoxy 322.12051
Rubiginone Al; 1-Ketone, 4-O-(2-methylpropanoyl) 406.14164
Rubiginone Al; 4-O-(2-Methylpropanoyl) 408.15729

Nessa busca pelos compostos produzidos pelo microrganismo, Streptomyces
griseorubiginosus nio foram encontradas massas coincidentes com as presentes nas fragdes
ativas. Sendo assim, novos experimentos foram necessérios, como o estudo de espectrometria
de massas sequencial (MS/MS), para a obtencdo de mais informacdes estruturais dos

compostos.

Baseado no perfil quimico das fra¢gdes ativas foi possivel observar que o grupo de sinais
presentes na regido m/z 719-768 podiam estar relacionados com a atividade bioldgica, sendo
entdo submetidos a experimentos de MS/MS (fragmentacdo induzida por colisdo), com
objetivo de se obter informacgdes estruturais que pudessem indicar a classe quimica dos
respectivos metabolitos, além de auxiliar nas buscas nos bancos de dados. Os espectros de

MS/MS estao apresentados na figura 27.
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Figura 27. Espectros de MS/MS a) fon de m/z 719 , b) m/z 733 e c¢) m/z 751 presentes na fracdo 7 da linhagem
CCMA 33.

Nos espectros acima foi possivel observar grande semelhanca dos perfis de
fragmentacdo dos fons de m/z 719, 733 e 751, o que indica que sdo pertencentes a mesma classe
quimica. Foram observados algumas perdas caracteristicas como H,O [M+H-18 DA] ¥, MeOH
[M+H-32 DA]" e AcOH [M+H-60 DA]".

O préximo passo consistiu em uma nova busca por compostos com massas moleculares
no intervalo de 718 — 719. Foram encontrados 72, sendo que somente 4 compostos sao
produzidos por actinobacrérias do gé€nero Streptomyces e os demais apresentaram diversas
fontes bioldgicas como bactérias, plantas e esponjas. Independente da fonte bioldgica, todos
os compostos foram analisados. Para os compostos produzidos por actinobactérias a busca foi

mais criteriosa, por terem sido isolados de microrganismos do mesmo género estudado.

Nesta busca foi identificada como um dos compostos presentes nas fragdes ativas a
Julichrome Q 6.6 10"dihidroxi (C3sH33014). Este composto pertence a classe das antraquinonas e

foi primeiramente isolado de Streptomyces shiodaensis.

Novas buscas na literatura e em bancos de dados revelaram a existéncia de uma série
homoéloga composta por 20 bisantraquinonas (Tabela 12) sendo possivel caracterizar mais duas
Julichromes presentes nas fragdes ativas. As substancias encontradas foram Julichrome Q 3

(C38H36015) e Julichrome Q 33 (C38H38016) (Figura 28)
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Figura 28. Estruturas das Julichromes encontradas na fracdo 7 da linhagem CCMA 33.

Tabela 12. Resultado das buscas pelas julichromes j4 caracterizadas na literatura.

Nome Massa Molecular
Julichrome Qs 5 590,12
Julichrome Q5 5 634,15
Julichrome Qs ¢ 638,18
Julichrome Q; 5 652,16

Julichrome Q3 5; 10 — cetona 668,15
Julichrome Qs 5 670,17
Julichrome Q,, 678,17
Julichrome Qg ¢ 686,24
Julichrome Q, » 696,18
Julichrome Q; ¢ 700,21

Julichrome Q) 3; 9 — cetona 730.20
Julichrome Q) ; 714,19
Julichrome Q, 3 714,19
Julichrome Qg ¢;10,10° - dihidroxi 718,23
Julichrome Q3 732,20
Julichrome Q) 3, 4a, 9a — Diepimero 732,20
Julichrome Q33 734,22

Julichrome Q53 ; 9 — cetona 748,20
Julichrome Q3 3 750,21
Julichrome Q, ¢ 746,28

As julichromes sdo bisantraquinonas abundantes na natureza, sendo encontradas em
fungos, liquens e nas Angiospermas, principalmente nas Rubidceas, Fabéceas, Poligoniceas,
Rhamniceas, Lilidceas e Escrofularidceas. As Julichromes sdo estruturas quimicas e de

configuragdes octaciclicas (KANZAKI et al., 1993).
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Essa classe de composto apresenta importantes atividades terapéuticas, citotoxicas e
propriedade antimicrobianas, incluindo atividade contra MRSA (Staphylococcus aureus
resistentes a meticilina e vancomicina e atividade contra Enterococcis faecalis resistente e
produzem efeitos citotdxicos contra células HCT-116 existentes. Algumas bisantraquinonas,
como as Julichromes Q ¢.¢, 10-10"diihroxi (Figura 29), inibem o crescimento de bactérias Gram
— positivas incluindo as linhagens que sdo resistentes a antibidticos e apresentam atividade

citotéxica contra células tumorais (SINGH et al., 2007).
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Figura 29. Espectro de MS/MS do fon de m/z 719, confirmando a presenca da Julichrome Q ¢, na fracdo ativa.

No espectro acima, foi possivel confirmar a perda de 60 Da, que sdo caracteristicas da
classe das Julichromes contendo o acido acético (AcOH) (MARTINEZ 2009).

Alguns estudos mostraram que a Julichrome Q;3, produzida pela linhagem de
Streptomyces sp. TM—71 € capaz de inibir a formacdo de galhas sem afetar a germinacdo de
sementes alfafa. Este composto foi submetido ao bioensaio de discos de batata (Potato tuber
disk assay), para a quantificacdo desta inibicdo, e os resultados apresentaram inibicio minima
na concentracio de 1,6 pug. disco’. Além disso, o composto ndo causa necrose em
concentragdes inferiores a 100 pg. disco™ e tdo pouco causa a inibicdo da germinagdo de
sementes de alfafa em concentragdes inferiores a 50 pg.disco'l, além de ndo exibir atividade
contra Agrobacterium tumefaciens. Estes dados demonstraram que o composto &
especificamente ativo em qualquer uma das etapas da formacdo da planta, sem afetar suas
células ou o crescimento de A. tumefaciens, sendo promissor na investigacdo da elucidacio dos

mecanismos de transformacdes de plantas (KANZAKI et al., 1993).

Uma vez as Julichromes caracterizadas, novos estudos de derreplicagdo foram
realizados com objetivo de encontrar outros compostos presentes nas fragdes ativas. Os fons de

m/z 260 e m/z 312 foram submetidos ao estudo de fragmentacdo (MS/MS) (Figura 30).

Como pode ser observado no espectro de massas, os perfis de fragmentacdo nao foram
semelhantes entre si e entre os demais compostos jd apresentados, o que indica ndo pertencer a

mesma classe quimica.
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Figura 30. (A) Perfis de fragmentag@o dos fons m/z 260 presentes na fracdo 8 da linhagem CCMA 33. (B) Perfis
de fragmentagdo dos fons m/z 312 presentes na fracdo 8 da linhagem CCMA 33.

Algumas buscas em bancos de dados foram realizadas, baseadas nas massas
moleculares dos compostos encontrados. Sdo sugeridos neste trabalho a identificagdo dos
compostos de m/z 260 como caerulomicina (C;3H3N303) e para o sinal de m/z 312 como
Staurosporinona (C,oH;3N30), porém as confirmacdes estruturais obtidas por experimentos de
ressonancia magnética nuclear e outras buscas na literatura ainda serdo necessdrias para a

confirmagdo dos mesmos.

As caerulomicinas, possivel substincia presente na fracdo ativa, sdo conhecidas como
antibidticos bipiridinicos, as quais ja foram isolados em 1959. As Caerulomicinas sdo uma das
cinco caerulomicinas produzidas por Streptomyces caeruleus. Esse composto apresenta
propriedade bioldgica de grande interesse, incluindo atividade contra fungos, leveduras e contra
Entamoeba histolytica (FUNK and DIVEKAR, 1959). Sua estrutura estd apresentada na figura

abaixo.
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O HC=N
/ OH
Caerolumicina
Massa exata: 259, 0957

Figura 31. Estrutura quimica da Caerulumicina (C13H;3N303), possivel composto presente na fracio
ativa.

Outra substancia encontrada foi a Staurosporina, um importante alcaldide bioativo
isolado originalmente em 1977. Foi o primeiro dos 50 alcaldides isolados com estrutura
quimica do tipo bis-indole. Esse composto € produzido principalmente por Streptomyces
staurosporeus, Streptomyces longisoroflavus (R19) e Streptomyces mediocidicus (ATCC
13279). Relativamente esse composto ndo € seletivo e apresenta grande potencial de atividade

contra fungos, no tratamento anti-cancer, tem inibi¢do de proteina Kinase e inducdo de

apoptoses (RUEGG and BURGESS, 1989).

Como a por¢do heterocromdtica € subunidade comum em outros alcaléides
indolocarbazoles relacionados estruturalmente, muitas sinteses tem sido descritas para essas
substancias desde a determinacio da estrutura. Sua estrutura estd apresentada na figura a

seguir.

H
N
O
el
Staurosporina

Massa exata: 311, 1059

Figura 32. Estrutura quimica da Staurosporinona (CoH;3N30), possivel composto presente na
fragdo ativa.
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5.9.3 Subfracado ativa analisada por RMN (Ressondncia Magnética Nuclear)

A fracdo 7 foi re-purificada por cromatografia em coluna de silicagel com fases
moéveis com ordem crescente de polaridade, obtendo 22 fracdes cromatograficas, agrupadas
por CCD. Em seguida, estas foram secas em rota-evaporador sob pressdo reduzida. As
subfracdes reunidas foram submetidas a um novo bioensaio com Pythium aphanidermatum,

onde a subfracdo 16 apresentou maior atividade.

A fragdo 8 também foi re-purificada em cromatografia de coluna de silicagel com
fases mdveis com ordem crescente de polaridade, obtendo 16 fragdes cromatograficas,
agrupadas por CCD. Em seguida, estas foram secas em rota-evaporador sob pressdo reduzida.
As subfracdes reunidas foram submetidas a um novo bioensaio com Pythium
aphanidermatum, onde nao se observou atividade. Isso se deve ao fato de existir pouca
quantidade de amostra obtida pela cromatografia em coluna, nio sendo possivel, portanto,

novos bioensaios para verificagdo de atividade.

A subfracdo 16 (8 mg) presente na fracdo ativa 7 da linhagem CCMA 33, foi
submetida a andlise de RMN de 'H, gHSQC e gHMBC.

O espectro de RMN de 'H (Figura 33) da subfragdo 16 apresentou 5 sinais, 1°) em 0,
75 ppm (tripleto J=6,75 Hz ) que corresponde a uma metila (CHs), 2°) entre 1,10 a 1, 25 ppm
(multipleto) com 4 hidrogénios (integral ), ou seja, dois grupos metilénicos (2 CH; a - b), 3°)
em 1,38 ppm apresentando um multipleto, também correspondente a um metileno (CHy), 4°)
em 2,10 ppm apresentando um singleto largo (CH,) e em 5°) um singleto em uma regido de

5,79 ppm, referente a um hidrogénio olefinico (CH).
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Figura 33. Espectro de RMN de 'H da subfragdo 16 dissolvida em D,O.
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Figura 34. Ampliacdo do espectro de RMN de 'H da subfragdo 16 dissolvida em D,O.
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O espectro de gHSQC, o qual apresenta correlagdes de hidrogénios ligados a carbonos
('Jcn) apresentou os seguintes resultados (Figura 35):
- Hidrogénio na regido de 0,75 ppm ligado ao carbono com deslocamento quimico em 13,5
ppm;
- Quatro hidrogénios do multipleto (2 CH) na regido entre 1, 10 a 1,25 ppm ligados aos
carbonos em 22,0 e 31,5 ppm;
- O grupo metileno (CH;) com deslocamento quimico em 1, 38 ppm ligado ao carbono em 27,5
ppm;
- hidrogénio na regido de 2, 10 ppm ligado ao carbono com deslocamento quimico em 20,5
ppm;
- hidrogénio olefinico na regido de 5,79 ppm ligado ao carbono com deslocamento quimico em

108 ppm.

i6_7_fla Il H-1(0,75)
Agua

H-2ae 2b (1,10 a 1,25)
H-5G.79) H-4(2,10) H-3 m
A . ppm

E 10

C-13.5
C-20.5 ’ = g

p
=

C-27,54

C-31,5

=100

C-108,0

110

6.0 55 5.0 45 40 3.5 a0 25 20 1.5 1.0 05 0.0 ppm

Figura 35. Espectro de gHSQC da subfracdo bioativa 16 da actinobactéria CCMA 33, solubilizada e D,0O.
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O espectro de gHMBC '"H-"°C, que correlaciona hidrogénios ligados a carbonos através
de 2, 3 ou 4 ligagdes (*J, 7J, “J) apresentou os seguintes resultados (Figura 36):

- Metila (CH3) correlacionada aos carbonos em 22,0 e 31,5 ppm,

-Os hidrogénios denominados de 2 a e 2 b pertencentes ao multipleto (2 CHy),
correlacionam com o carbono da metila em 3,5 ppm.

16_7_fla Il H-1(0,75)
Agua

H-2ae2bil,10a 1,25
H-2(5.79) H-4(2.10) 301,
— LN

cof—f——+

30
c3ls —8—————

6.0 55 5.0 45 4.0 35 30 25 20 15 1.0 05 0.0 ppm

Figura 36. Espectro de gHMBC da subfragdo bioativa 16 da actinobactéria CCMA 33 solubilizada e D,O.

A estrutura quimica da substancia nao foi determinada pelas técnicas de RMN utilizadas
neste trabalho, sendo necessdrio, portanto, experimentos de BC, o qual pode levar horas para
aquisi¢do quando se tem uma massa muito pequena. O dados obtidos nos experimentos de
gHMBC apresentados acima ndo revelou nenhuma correlagdo com carbonos quaternarios, para
tanto serd essencial a realizacdo do experimento de RMN Be para elucidacdo estrutural da
substancia. Além disso, o gHSQC somente apresenta carbonos ligados a hidrogénio,

confirmando portanto a necessidade de RMN Bc para determinag@o dos carbonos quaternarios.
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A substincia apresentada no espectro de RMN ndo corresponde as estruturas da
Julichrome, substancias bioativas encontradas na literatura (item 5.9.1 pagina 84), pois esta
classe de compostos apresentam sinais de hidrogénios na regido de aromdticos, o que ndo se
observou no espectro de RMN acima.

Apesar da subfracdo 16 apresentar atividade bioldgica e no espectro ndo apresentar
sinais correspondentes a ela, isso poderia ser justificado devido a amostra ter apresentado
solubilidade muito baixa somente em dgua deuterada, e ndo solubilizada em outros solventes
disponiveis no laboratério (CDCls, CD3;0D, CD3sCOCD3 e C¢Dg). Além disso, observou-se
formacdo de precipitado apds o preparo da amostra para as andlises de RMN. Esse precipitado
provavelmente corresponde a substancia bioativa da subfrag¢do 16, que poderia ser da classe das
Julichromes. Apesar dessa estrutura ndo ter sido elucidada quimicamente pelas técnicas de
RMN, ndo se descarta a possibilidade da sustincia adquirida pela mesma, ser o composto

bioativo, que serd confirmada futuramente pela técnica de RMN de *C além de outras.

5.10 Estudos de quimiotaxonomia

A fim de se obter uma andlise quimiotaxondmica e comparativa entre os perfis
quimicos das linhagens de Streptomyces griseorubiginosus (CCAL 39, CCMA 33 e CCMA
30) com outras linhagens Streptomyces lomondensis (CCAL 02 e CCMA 44) e Streptomoyces
sampsonii (CCAL 10), os extratos brutos dessas linhagens foram submetidos a uma andlise no
espectrometro de massas Q-TOF com fonte de ionizagdo nanospray (nanomate) em modo

positivo, no modo de varredura full scan para obtencdo dos espectros de massas (Figura 37).

Quando comparado o perfil quimico dos espectros de massas relativos aos extratos das
linhagens CCMA 30, CCMA 33 e CCAL 39 observou-se a grande diversidade de compostos
nos extratos brutos de cada linhagem. Apesar dessa grande diversidade de compostos pode se
verificar significativas semelhancas entre os perfis dos metabdlitos produzidos pelas
linhagens em toda faixa de massas do espectro, em especial os fons de m/z 183,1; m/z 279,1;
m/z 387,1; m/z 404,2; m/z 409,1; m/z 425,1 e m/z 767 4.

A semelhanga entre os perfis quimicos dos metabdlitos das trés linhagens CCMA 30,
CCMA 33 e CCAL 39 ¢ uma indicacdo quimica de que a identificacdo das actinobactérias
pelo 16s TRNA estd correta, pois segundo esta metodologia as espécies foram identificadas

como Streptomyces griseorubiginosus. Dessa forma é esperado que quando fermentados nas
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mesmas condi¢cdes os microrganismos do mesmo género devam produzir 0s mesmos
metabolitos.

Em relacdo aos extratos CCMA 02 e CCMA 44, a comparagio de seus espectros de
massas apresentaram semelhancas entre os perfis quimicos dos metabdlitos produzidos em
toda faixa de massas do espectro, em especial os fons de m/z 301, m/z 304, m/z 409, m/z 425 e
m/z 579, assim sugere-se que a identificagdo pelo 16s rRNA dessas actinobactérias estd
correlacionada com a diversidade quimica dos compostos produzidos, sendo portanto
verdadeira a identificagdo das duas linhagens, como Streptomyces lomondensis. O extrato
bruto da linhagem CCAL 10 ndo apresentou atividade microbiana expressiva, e através do
espectro de massas, observou-se uma grande diferenca entre os perfis quimicos de seus
metabdlitos com os das demais linhagens analisadas (CCMA 02, CCMA 44, CCAL 39,
CCMA 33 e CCMA 30).

Pela metodologia de identificacdo molecular 16s rRNA, a linhagem CCMA 10 foi
identificada como Streptomyces sampsonii e a CCMAO02 e CCMA 44 foi identificada como
Streptomyces lomondensis e a CCMA 30, CCMA 33 e CCAL 39 identificada como
Streptomyces griseorubiginosus, sendo que o perfil quimico dos metabdlitos dos extratos
observados pela espectrometria de massas estd correlacionado com a identificacdo molecular.

Segundo Smedsgard e Frisvad (1996) a insercdo direta dos extratos brutos das
bactérias em um espectrdmetro de massas operando com fonte de electrospray possibilita a
criacdo de bancos de dados de massas moleculares dos metabdlitos e tem sido usado na

classificagdo quimiotaxondmica de microrganismos.
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Figura 37. Espectros de nanoeletrospray (NanoMate), no modo positivo, dos extratos brutos das actinobactérias CCAL 10, CCMA 02, CCMA 44, CCAL 39, CCMA 33 e
CCMA 30, respectivamente.
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5.11 Controle biologico de Pythium aphanidermatum

O experimento em campo avaliou a eficiéncia dos metabdlitos das linhagens CCMA
30 e CCMA 33, obtidos por fermentagdo, no controle do tombamento causado por Pythium
aphanidermatum em pepino. As podriddes de raizes e de colos de plantas encontram-se entre
os problemas fitossanitdrios de maior importincia mundial. Vérios sdo os fitopatégenos de
solo associados as podridoes e ao tombamento de plantulas, e algumas espécies do género
Pythium estdo entre as mais preocupantes, pois estdo amplamente distribuidas e afetam uma
grande variedade de culturas de importincia econdmica (MARTIN e LOPER, 1999).

As cucurbitdceas, principalmente o pepino, sdo bastante suscetiveis ao ataque de
Pythium spp. em condi¢gdes de temperaturas mais elevadas e a espécie P. aphanidermatum é
encontrada com grande freqiiéncia nessas condi¢des (KUCHAREK, 2000).

Para essa andlise foi feita & média da incidéncia da doenca (tombamento) em cada
tratamento. A andlise estatistica foi feita pelo teste de Scott-Knott, utilizando o Software
SISVAR com nivel de 5% de probabilidade (Figura 38).

Para o experimento com pepino, foi utilizada a técnica de estimular a populagdo
original de Pythium no solo com aveia (Figura 39). A mistura de solo + farelo de aveia tratada
com a suspensdo da linhagem CCMA 30, acondicionada em bandejas plésticas fechadas por
cinco dias, reduziu significativamente o tombamento provocado por Pythium spp. em plantas
de pepino cultivar Safira, onde obteve-se 86% de plantulas sadias, o dialisado e os
metabdlitos dessa mesma linhagem apresentaram respectivamente, 52% e 68% de plantulas
sadias. Para o solo tratado com o dialisado da linhagem CCMA 33 em bandejas fechadas o
tombamento nio foi, significativamente controlado apresentando 36% de plantulas sadias. A
suspensdo da linhagem CCMA 33 e os metabdlitos dessa mesma linhagem apresentaram 26%
e 38% de plantulas sadias, respectivamente. Os resultados obtidos demonstraram o potencial
da suspensdo da linhagem CCMA 30 em reduzir a doenga (Figura 40). A mistura de solo sem
a adicdo de aveia, acondicionada em bandejas fechadas, ndo causou tombamento e nem
fitotoxidez as plantas

O uso de actinobactérias, seja diretamente como promotoras de crescimento, seja
como agentes de controle biolégico, é considerado uma excelente alternativa para a redugio
ou substituicdo do uso de produtos quimicos sintéticos e na producdo de alimentos (FREITAS
e AGUILAR-VILDOSO, 2004).Actinobactérias isoladas da rizosfera e rizoplano de plantas
sdo bastante estudadas, porque podem promover o crescimento das plantas e controlar

fitopatogenos de solo, pois sdo capazes de crescer e colonizar rapidamente o sistema
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radicular, que € o sitio de infeccdo desses patdgenos (PAL e MCSPADDEN GARDENER,
2006).
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Figura 38. Efeito de duas linhagens de actinobactérias e seus metabdlitos no controle de Pythium
aphanidermatumin em plantulas de pepino, cultivar Safira. Mesmas letras ndo diferem
entre si (Scott-Knott, 5%). Coeficiente de variacdo de 33,02%.

Figura 39 (A) Plantulas de pepino sem tratamento e sem a presenca do Pythium aphanideramtum, 100% de
plantulas sadias - Testemunha negativa (1°tratamento), (B) Plantulas de pepino sem o tratamento e
com a presenca do Pythium aphanidermatum, 100% de plantulas mortas — testemunha negativa (2°
tratamento).

Figura 40. (A) Plantulas de pepino com 86% de plantulas sadias — 8° Tratamento (suspensdo da linhagem
CCMA 30), (B) Plantulas de pepino com 26% de plantulas sadias — 9° Tratamento (supsensdo da
linhagem CCMA 33).
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6 CONCLUSOES

Com base nos resultados apresentados pode-se concluir que:

- 71% de actinobactérias da rizosfera apresentaram potencial em produzir substincias
antifingicas, 56% de actinobactérias da rizosfera apresentou potencial em produzir
substancias antimicrobianas contra bactérias Gram positivas e 49% apresentaram atividade

contra bactérias Gram negativas.

- Os genes que codificam para as enzimas NRPS e PKS estdo presentes em algumas espécies
de Streptomyces, ou seja, das 20 linhagens de actinobactérias identificadas pelo gene 16S
DNAr, 90% dos isolados apresentaram o gene que codifica para o PKS e somente 20% dos

isolados apresentaram o gene que codifica para o NRPS.

- A semelhanca entre os perfis dos metabolitos analisados pelos seus espectros de massas, no
modo de varredura full scan dos extratos brutos das linhagens CCMA 30 e CCMA 33 foi uma
indicagc@o quimica de que essas duas linhagens de actinobactérias identificadas pelo 16s rRNA
estdo corretas, pois segundo esta metodologia as espécies foram identificadas como
Streptomyces griseorubiginosus. Dessa forma, € esperado que nas mesmas condi¢des elas

produzam os mesmos metabolitos.

- O fracionamento do extrato bruto da linhagem CCMA 33 revelou que a fracdo 7 (m/z 719-
768) por MS/MS apresentou atividade antiftingica, onde pelas buscas no diciondrio de
produtos naturais pode-se confirmar a presenca de bisantraquinonas, denominada de
Julichrome Q ¢.¢ 10" dihidroxi, substancia sintetizada por policetideos e também a presenca de

mais duas Julichromes presentes na fracdo ativa, Julichrome Q ;3 e Julichrome Q 3.

- Metabdlitos de Streptomyces griseorubiginosus mostrou potencial de uso na agricultura,

inibindo ou reduzindo a podridao causada por Pythium aphanidermatum.
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