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RESUMO

Bioprospeccao de actinobactérias associadas a esponja marinha Aplysina
fulva: isolamento, caracterizacdo e producdo de compostos bioativos

Este estudo descreve a diversidade de actinobactérias isoladas da esponja
marinha Aplysina fulva e o potencial destes microorganismos como produtores de
metabdlitos bioativos com propriedades fungicidas e herbicidas. Actinobactérias séo
prolificas produtoras de compostos farmacologicamente importantes, pois cerca de
70% dos antibidticos naturalmente derivados que estdo atualmente em uso clinico
sdo produzidos por estes microorganismos. Entretanto este valor € ainda
inexpressivo na indastria agricola. Agroquimicos sintéticos ainda sdo dominantes no
mercado apesar de estarem menos efetivos contra plantas daninhas e patégenos
cada vez mais resistentes. Neste trabalho, um total de 21 actinobactérias foram
isoladas com a utilizacdo de meios seletivos. Andlises filogenéticas baseadas no
sequenciamento parcial do gene que codifica para o rRNA 16S mostrou que estes
microorganismos pertencem a oito géneros do filo Actinobacteria: Kocuria;
Citricoccus; Terrabacter, Gordonia; Agrococcus; Tsukamurella; Brevibacterium e
Streptomyces. Os extratos de todos os isolados foram testados para verificar a
producdo de metabdlitos secundarios com propriedades fungicidas contra os fungos
fitopagénicos de importdncia agricola: Pythium aphanidermatum; Phytophthora
capsici e Magnaporthe grisea. O extrato bruto de 43% dos isolados mostrou
atividade fungicida para ao menos um dos patdgenos. O perfil quimico do extrato
dos isolados com bioatividade positiva foram similares mesmo entre géneros
diferentes. Os metabdlitos do Streptomyces ASPSP 103 foram mais eficientes
devido a forte inibicdo contra todos os patdgenos testados. Portanto este isolado foi
selecionado e testado para atividade herbicida por meio de screening que teve inicio
com testes de atividade algicida contra a microalga Selenastrum capricornutum.
Acreditamos que actinobactérias associadas a esponjas marinhas desempenham
um papel de defesa quimica contra microalgas que possam obstruir os porécitos
asfixiando o animal, e que estes compostos algicidas possivelmente tenham acao
herbicida. Foi verificada atividade do extrato bruto do Streptomyces ASPSP 103
contra S. capricornutum, e a atividade herbicida pré-emergéncia com um efeito fraco
em Lactuca sativa (dicotiledonea) e uma forte inibicAo em Agrostis stolonifera
(monocotileddnea). A purificagdo do extrato bruto para isolamento do composto
bioativo foi guiado por bioensaio contra Pythium aphanidermatum, um oomiceto de
rapido crescimento e sensivel aos metabdlitos de ASPSP 103 previamente testados.
Foi identificado o composto da classe butenolida com atividade herbicida pré-
emergéncia contra Agrostis stolonifera (Ics 33.43 pg/mL). Este é o primeiro relato
da atividade de butenolida para atividade herbicida. Estudos aprofundados em
taxonomia mostraram que as caracteristicas filogenéticas, morfoldégicas e quimicas
do isolado ASPSP 103 sdo consistentes com o género Streptomyces. Portanto
devido algumas diferencas em parametros taxondmicos, ASPSP 103T foi proposto
como linhagem tipo para uma nova espécie de Streptomyces, para qual o nome
Streptomyces atianticus sp. nov. foi sugerido. Estes resultados enfatizam o potencial
de Streptomyces marinhos para produzir compostos bioativos com potencial de
aplicacdo em agrobiotecnologia.
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ABSTRACT

Bioprospecting of actinobacteria associated with marine sponge Aplysina
fulva: isolation, characterization and production of bioactive compounds

Actinobacteria are producers of important pharmacological compounds. About
70% of natural antibiotics are derived from these microorganisms. However, the use
of natural compounds are still limited in the agricultural industry, even considering
that synthetic pesticides are less effective against pathogens and weed plants. This
study describes the diversity of actinobacteria associated with the marine sponge
Aplysina fulva and their potential as producers of bioactive compounds with
fungicidal and herbicidal properties. In this study, a total of 21 actinomycetes were
isolated with the use of selective media. Phylogenetic analyzes based on partial
sequencing of the gene encoding for 16S rRNA showed that these microorganisms
belong to eight Actinobacteria genera, including Kocuria, Citricoccus, Terrabacter,
Gordonia, Agrococcus, Tsukamurella, Brevibacterium and Streptomyces. The
extracts of all isolates were tested for the production of secondary metabolites with
fungicidal properties against the following phytopathogenic fungi: of Pythium
aphanidermatum, Phytophthora capsici and Magnaporthe grisea. The crude extract
of 43% of the isolates showed fungicidal activity for at least one of the pathogens.
The chemical profiles of the actinobacteria extracts with positive bioactivity were
similar even among different genus. The metabolites of Streptomyces ASPSP 103
were more efficient because of the strong inhibition against all tested pathogens. So,
the isolate ASPSP 103 was selected and tested for herbicide activity through
screening for algaecide activity towards microalgae Selenastrum capricornutum. We
believe that actinobacteria associated with marine sponges play a role in chemical
defense against algae that can obstruct the pores, choking the animal. These
algaecides compounds possibly have herbicide action. Activity of the Streptomyces
ASPSP 103 crude extract against S. capricornutum was observed. In addition, it was
observed a weak pre-emergence herbicide activity on Lactuca sativa (dicot) and a
strong inhibition in Agrostis stolonifera (monocot). The purification of the crude
extract to isolate the bioactive compound was guided by bioassay against Pythium
aphanidermatum, a fast growing oomycete and sensitive to metabolites from ASPSP
103 previously tested. The butenolide compound was identified with pre-emergence
herbicidal activity against Agrostis stolonifera (IC50 33.43 pg/mL). This is the first
report of butenolide activity with herbicide activity. Taxonomy studies showed that the
phylogenetic, morphological and chemical characteristics of the isolated ASPSP 103
are consistent with the Streptomyces genus. Then, considering some differences in
taxonomic parameters, ASPSP 103Twas proposed as line type for a new species of
Streptomyces, for which the name Streptomyces atlanticus sp. nov. was suggested.
These results emphasize the potential of marine Streptomyces to produce bioactive
compounds with potential biotechnological application in agricultural industry.

Keywords: Secondary metabolites; Fungicides; Pythium aphanidermatum;
Phytophthora capsici; Magnaporthe grisea; algaecide; Selenastrum
capricornutum-,  Herbicide; Pre-emergence; Agrostis stolonifera;
Polyphasic taxonomy; Bioprospecting
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1 INTRODUCAO

As descobertas de produtos naturais de origem marinha com potencial
terapéutico despertaram o interesse da comunidade cientifica e de indudstrias
farmacéuticas internacionais ha mais de meio século, principalmente devido a
deteccao de atividade antitumoral, anti-HIV, anti-parasitica, antibidtica e antioxidante
de alguns dos compostos extraidos desses habitats.

O Brasil conta, atualmente, com poucos grupos de pesquisas voltados para
exploracdo da incalculavel biodiversidade existente nos diversos ecossistemas
marinhos. Apesar do grande potencial de emprego desses compostos na agricultura,
e do Brasil ser um dos maiores consumidores de agroquimicos do mundo, as
pesquisas de aplicacdo ainda sdo incipientes, pois moléculas bioativas de origem
natural tém sido pouco exploradas na industria de pesticidas. Dessa forma,
pesquisas visando a descoberta de novas substancias com propriedades
agroquimicas menos toxicas e mais seletivas necessitam ser incentivadas, com o
objetivo de tornar o pais menos dependente destes insumos.

Algumas atividades agricolas estdo comecando a empregar compostos
naturais, com fun¢des de pesticidas (herbicidas, inseticidas, nematicidas, larvicidas,
repelentes, antiparasiticos, acaricidas e algicidas). Porém, neste setor, ainda é
crescente a necessidade de novos fungicidas mais eficientes e seletivos para
determinados patdgenos; e principalmente de novos herbicidas com perfil de baixa
toxicidade ambiental e novos mecanismos de acdo, para a substituicdo de produtos
gue sao utilizados extensivamente h&a anos, por questdes de seguranca, devido ao
rapido estabelecimento de plantas daninhas resistentes. Estrategicamente, o
desenvolvimento de agroquimicos a partir de produtos naturais marinhos representa
uma inovacdo tecnolégica num campo em que O pais sempre dependeu de
tecnologia estrangeira.

Nesse sentido, uma fonte extremamente importante de compostos bioativos
sdo as bactérias do filo Actinobacteria. Cerca de dois-tercosde todos os compostos
naturais atualmente utilizados pela indastria sdo produzidos por esse grupo de
microorganismos, que sdo largamente distribuidos em habitats terrestres e
marinhos.

Actinobactérias de ambientes marinhos podem ser valiosas fontes de

moléculas bioativas com potencial aplicacdo na induUstria agroquimica. Neste
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ambiente alguns habitats favorecem a prospeccdo de actinobactérias como, por
exemplo, o interior do corpo de esponjas marinhas. Varios estudos mostram que
actinobactérias associadas a poriferas produzem grande diversidade de novos
compostos quimicos como policetideos, isoprendides, fenazinas, peptideos,
indolocarbazoles e esterdis. Esses compostos tém mostrado atividade antifingica,
antimicrobiana, antiparasitaria, antioxidante e antitumoral, entre outras, o que tornam
as actinobactérias associadas as esponjas marinhas um importante recurso
biotecnoldgico.

As esponjas marinhas sdo animais primitivos que utilizam a filtracdo da agua
periférica para efetuarem trocas gasosas e se alimentarem de microrganismos e
pequenas particulas organicas captadas. Talvez por este motivo estes animais
alberguem grande diversidade de micro-organismos no interior de seu corpo.
Também, é discutido no meio cientifico que a alta biomassa de microrganismos
associados as esponjas marinhas desempenha um papel de defesa quimica por
meio da producdo de metabdlitos secundarios, que protegem a esponja contra
patdgenos, herbivoria ou predacéao.

Neste estudo é defendida a hipGtese de que actinobactérias associadas as
esponjas marinhas desempenhem um papel de defesa quimica contra a proliferacao
de microalgas ou outros microrganismos, que poderiam promover a formacédo de
biofilme, obstruindo os pordcitos e asfixiando o animal. Estes possiveis metabolitos
bioativos podem ter acdo fungicida, algicida e também atuar como herbicidas
seletivos.

Para tal proposito, foram coletadas amostras da esponja marinha Aplysina
fulva, uma das espécies mais prevalentes no remoto Arquipélago de S&o Pedro e
Sdo Paulono Oceano Atlantico Equatorial, visando prospeccdo de novos

agroquimicos produzidos por actinobactérias associadas a essa esponja.



27

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo principal

O objetivo principal desse estudo foi proceder a bioprospeccdo de
actinobactérias associadas a esponja marinha Aplysina fulva, envolvidas na
producdo de compostos bioativos com propriedades fungicidas, algicidas ou

herbicidas.

2.2 Objetivos especificos

-Isolar actinobactérias de Aplysina fulva empregando meios seletivos
especificos;

-Avaliar a diversidade bioldgica e quimica de actinobactérias cultivaveis;

-Avaliar a atividade fungicida, algicida e herbicida dos metabdlitos produzidos
por actinobactérias;

-Isolar, purificar e elucidar a estrutura quimica dos compostos com atividade
herbicida;

-ldentificar taxonomicamente possiveis espécies novas de actinobactérias.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 A demanda por novos agroquimicos e a importancia das Actinobactérias

para a agrobiotecnologia

No setor de agroquimicos, o mercado de herbicidas, pesticidas e fungicidas
ambientalmente aceitos movimenta em torno de 50 bilhdes de doélares por ano,
sendo maior até que o mercado médico/farmacéutico (BERDY, 2005). Este amplo
mercado teve inicio no Brasil a partir de meados do século passado, quando a
indUstria agroquimica comecgou a introduzir um arsenal crescente de pesticidas
sintéticos, tais como o DDT e 2,4-D (COPPING; DUKE, 2007). Entretanto, no que se
diz respeito a protecdo do meio ambiente, pesticidas sintéticos freqliientemente tém
baixa especificidade e sdo pouco biodegradaveis, acumulando-se em aguas, solos e
em outras culturas ndo desejadas; causando poluicio ambiental e criando
problemas para a salde humana e animal (RIMANDO; DUKE, 2006). Neste
contexto, ha uma grande necessidade de obtencdo de pesticidas menos toxicos e
ambientalmente seguros (COPPING; DUKE, 2007).

Alguns estudos tém mostrado que moléculas bioativas produzidas por
actinobactérias podem atuar como pesticidas (inseticidas, nematicidas, larvicidas,
repelentes, antiparasiticos, acaricidas, algicidas), e herbicidas com agentes fitoativos
(fitotoxina, reguladores de crescimento, aleloquimicos). Estes compostos muitas
vezes sdo menos toxicos ou pelo menos mais biodegradaveis do que os herbicidas
sintéticos (RIMANDO; DUKE, 2006; COPPING; DUKE, 2007; DHANASEKARAN et
al, 2010).

Atualmente, o controle quimico convencional contra alguns fungos nao tem
sido efetivo, 0 que tem causado grandes perdas em culturas devido a resisténcia de
fitopatdgenos como Pythium aphanidermaturrr, Phytophthora capsici e Magnaporthe
grisea. O patdgeno P. aphanidermatum pertence ao grupo dos oomicetos, que
diferem dos fungos verdadeiros por possuir a parede celular construida de celulose,
ao invés de quitina. E um patégeno de solo de grande importancia agricola, uma vez
gue causa tombamento em plantulas de milho, algoddo, cereais e hortalicas
(RACHNIYOM; JAENAKSORN, 2008). Assim com Pythium aphanidermatum, o
patdgeno Phytophthora capsici € um oomiceto de grande importancia por ser o

agente causal da podriddo em pimentas e danos em outras culturas como feijao,
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berinjela, tomate, abdbora, meldo e pepino (HAUSBECK; LAMOUR, 2004).
Ja Magnaporthe grisea € um fungo ascomiceto, e um patégeno vegetal
extremamente eficaz, com reproducdo sexuada e assexuada. M. grisea produz
estruturas infecciosas conhecidas como apressorios, que infectam tecidos aéreos, e
hifas, que podem infectar os tecidos da raiz. M. grisea é o agente causal da brusone
do arroz, trigo, centeio, cevada e moxoeira (LI et a!., 2015).

Com relacdo aos herbicidas sintéticos, esses sdo empregados no controle de
varias espécies de plantas daninhas causadoras de perdas econdmicas por
competirem com a cultura principal por agua, luz e nutrientes. Estima-se que 8 a
15% das culturas sdo perdidas anualmente apesar da aplicagdo continua de
herbicidas sintéticos (DAYAN; DUKE, 2014). Nesse setor, ndo houve lancamentos
de herbicidas com novos mecanismos de ac¢do nos ultimos 20 anos. Tal fato,
associado a rapida evolucdo da resisténcia de ervas daninhas aos herbicidas
comerciais atuais, tornam urgente a necessidade de novas classes de herbicidas
(DAYAN; DUKE, 2014).

Nesse sentido, os metabdlitos secundarios microbianos conhecidos como
fitotoxinas (LI et al., 2003) sdo uma viavel alternativa no controle de plantas
daninhas, pois possuem estruturas quimicas com mecanismos de acdo especificos,
podendo ser explorados como herbicidas comerciais (SANODIYA et al., 2010). Essa
atividade herbicida dos metabdlitos secundarios, produzidos principalmente por
espécies de actinobactérias do género Streptomyces, tem sido estudada em
pesquisas agroquimicas, em especial apds a descoberta do tripeptideo denominado
bialafos, isolado de S. hygroscopicus e S. viridochromogenes. O bialafos
(ASHFORTH et al.,, 2010) é um herbicida pds-emergente que é degradado em
fosfinotricina pelas plantas daninhas alvo (DUKE et al.,, 2000). Plantas daninhas
expostas ao bialafos inibem a enzima glutamina sintetase, aumentando os niveis de
amoénia nos tecidos e causando intoxicacdo da célula, e consequente morte da
planta (DUKE, 2005).

Um grande gargalo para a pesquisa e desenvolvimento de novos
agroquimicos é o alto custo associado a criacdo de um novo produto. Algumas
estratégias de screening de compostos bioativos aliadas a técnicas espectrométricas
podem ser empregadas para direcionar a selecdo de compostos bioativos de forma

menos onerosa.
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Uma metodologia eficiente para o screening de compostos com atividade
herbicidas é o emprego de microalgas. Esses organismos possuem um papel
significante como produtores primarios nos ecossistemas aquaticos, e por esta razdo
sdo usadas em estudos ambientais para avaliar a toxicidade de produtos quimicos
ou descargas de residuos (KOVACEVIC et al., 2008; FORTUN; MARVA; D'ORS,
2008). Devido a sua simplicidade estrutural, abundéncia na natureza e alta
sensibilidade a pequenas quantidades de amostra, suspensdes de células de
microalgas sdo usadas cada vez mais na pesquisa agroquimica para triagem de
herbicidas. Comparados com outros organismos, 0s bioensaios com microalgas sao
mais simples, rapidos, sensiveis e de baixo custo (NICOLAS; HIROYUKI, 2002; MA
et al., 2002; PRADO, et al., 2009).

A aplicacdo de técnicas de espectrometria de massas (MS) pode ser utilizada
para a identificacdo e desreplicacdo de compostos selecionados. Porém, dada a
complexidade dos metabdlicos microbianos, em algumas situacdes ha necessidade
de uma separacdo cromatografica para se reduzir os interferentes que causam a
supressao de ions (espécies mais facilmente ionizaveis mascarando a presenca de
espécies menos ionizaveis) (GARCIA et al., 2008). Neste contexto, o acoplamento
da de técnicas de MS com técnicas cromatograficas, em especial a cromatografia
liguida (HPLC-MS e HPLC-MS/MS), permite a identificacdo e a quantificacdo de
metabdlitos secundéarios polares, mediamente polares e neutros, principalmente por
causa de sua compatibilidade com fontes de ionizacdo brandas, tais como a
espectrometria de massas com ionizacao por electrospray (ESI-MS), espectrometria
de massas com ionizacdo sobre pressao atmosférica (API-MS) e espectrometria de
massas com ionizacado quimica sobre pressdo atmosférica (APCI-MS); entre outras.
Estas técnicas sao eficientes até mesmo quando os compostos estdo presentes em
concentracbes relativamente baixas em uma amostra (VILLAS-BOAS et al., 2004).
Alguns métodos podem ser utilizados para a identificacdo de metabdlitos em
extratos brutos de microrganismos, tais como cromatografia gasosa acoplada a
espectrometro de massas (GC-MS) para compostos volateis e termicamente
estaveis, e cromatografia liquida de alta precisdo com detector Diode-Array (HPLC-
DAD). Para compostos que ndo sao volateis e termicamente estaveis pode ser
utilizada a cromatografia liquida de alta precisdo-rossonancia magnética nuclear
(HPLC-NMR) ou HPLC-MS (WOLF; SIEMS, 2008). O HPLC-MS e particularmente

HPLC-MS/MS, sao ferramentas analiticas bastante utilizadas para esta finalidade.
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Com analisadores de alta resolucdo como o espectrdbmetro de massas Quadrupole
Time of Flight (QTOF), Fourier Transform ion Cydotron Resonance (FT-ICR) ou
técnicas ndo dependentes de separacdo cromatografica como MS/MS e
espectrometria de massas com ion Trap (MSn), é possivel se obter informacdes a
respeito das massas moleculares exatas dos metabdlitos presentes no extrato bruto,
bem como informacdes estruturais que sdo deduzidas a partir dos padrdoes de
fragmentacdo dos compostos. Desta forma o conjunto de dados gerados por estas
técnicas sdo compilados e interpretados nos processos de desreplicagcdo de
produtos naturais (MCDONALD et al., 2003; KONISHI et al., 2007).

Embora a aplicacdo de produtos naturais como agroquimicos constitua um
grande desafio para a agricultura tradicional e organica, esta nova perspectiva
tecnoldgica pode ser alcancada com a busca de moléculas bioativas produzidos por
microrganismos, em especial por actinobactérias. Devido a diversidade estrutural,
metabdlitos bioativos produzidos por actinobactérias oferecem uma gama de
possibilidades que podem ser utilizados como modelo para o desenvolvimento de
compostos com novos mecanismos de acdo, ndo somente como herbicidas, mas
também como fungicida ou outros pesticidas. Considerando-se que o Brasil é o
maior consumidor de agroquimicos do mundo, moléculas naturais menos toxicas
oferecem uma grande oportunidade de colocar o pais na vanguarda de uma

agricultura mais sustentavel (BERDY, 2005).

3.2 Actinobactérias em ambientes marinhos

Actinobacteria € um distinto filo do dominio Bactéria. Este grupo é atualmente
composto por 48 géneros, e amplamente distribuido na natureza (ZUCCHI et al.,
2012). Sao atribuidos a ele importantes papéis no ambiente, como ciclagem de
compostos organicos; producdo de matéria organica no solo, incluindo producao de
pigmentos relacionados ao acido humico; producdo de enzimas e metabdlitos
secundarios que desempenham fatores de sinalizacdo e homeostase da
comunidade microbiana (GOODFELLOW, 2010). Sdo basicamente caracterizadas
por serem bactérias gram-positivas e por conter alto conteddo G+C (> 50%) em seu
genoma. Alguns géneros cultivaveis sdo de grande importancia médica e
biotecnoldgica, como Mycobacterium, Rhodococcus e Streptomyces

(GOODFELLOW, 2012).
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As moléculas bioativas produzidas por estes microrganismos vém sendo
amplamente aplicadas na indastria farmacéutica, principalmente com o
desenvolvimento de novos antibidticos; e também na indastria agricola, onde ja se
utilizam alguns compostos com funcdes de pesticidas. Devido a vasta producdo de
substéncias bioativas, actinobactérias sdo amplamente estudadas em ambientes
terrestres, onde a competicdo entre a microbiota residente seleciona as células com
melhores aparatos quimicos para sobrevivéncia. Acredita-se que neste ambiente as
moléculas bioativas produzidas por actinobactérias e outros microrganismos venham
evoluindo desde os primérdios da vida na Terra e, portanto, este fato explicaria a
enorme diversidade de metabdlitos microbianos de grande valor biotecnologico
(BALTZ, 2006a). Entretanto, na ultima década houve umaforte reducdo de
descobertas relativas a novas biomoléculas produzidas por actinobactérias
tornando-se necessaria a procura por novas espécies em nichos até entdo
inexplorados. Nesse contexto, o ambiente marinho destaca-se como um grande
reservatorio microbiano ainda pouco explorado quanto a prospec¢do dessas
moléculas (KOCABAS, 2012).

Aproximadamente 95 % da biosfera do planeta é representada pelos oceanos
(BERNAN et al.,, 1997). Neste ambiente, actinobactérias tiveram ao longo de sua
histéria evolutiva uma série de modificacbes metabdlicas adaptativas, o que resultou
em uma selecdo de vias biossintéticas Unicasquandocomparadas com as linhagens
de ambientes terrestres (JENSEN et al., 2005).

A presenca de actinobactérias em ambientes marinhos foi primeiramente
demonstrada por Weyland (1969); porém, acreditava-se que estes organismos
tinham procedéncia terrestre, sendo levados ao mar por escoamento ou por
dispersdo por circulagdo de ventos. Entretanto, estudos recentes demonstram que
algumas espécies deste grupo sdo encontradas exclusivamente em habitats
marinhos como sedimentos, ou associadas principalmente a invertebrados, como
ascidias e esponjas marinhas (SUN et al., 2010; DUPONT et al., 2014).

3.3 Estratégias de isolamento de actinobactérias marinhas
As técnicas moleculares atuais permitem estimar que apenas 1% das

bactérias existentes sdo cultivaveis (KELLER; ZENGLER, 2004). Essas técnicas

também revelam a existéncia de pelo menos 61 filos distintos de bactérias, dos



34

quais 31 ainda ndo foram cultivados. Apesar de novas ferramentas moleculares
serem amplamente utilizadas para inferéncia da diversidade microbiana, a ampla
diversidade metabodlica de actinobactérias em ambientes marinhos € praticamente
inexplorada, pois depende essencialmente do cultivo em laboratério (PATHOM-
AREEet al., 2006).

Atualmente, as metodologias de cultivo existentes ainda ndo conseguiram
recriar de forma satisfatoria as condi¢cdes naturais para todos os microrganismos
(ALAIN; QUERELLOU, 2009), pois meios artificiais sdo incapazes de mimetizar
condicOes biodticas e abidticas requeridas para o crescimento de um determinado
microorganismo, que acaba ndo se adaptando a estas condi¢cdes alteradas. Estas
dificuldades tém acarretado muitos erros nas condi¢cdes de cultivos, principalmente
no que diz respeito ao isolamento de microrganismos do tipo estrategistas K, que
requerem baixa concentracdo de nutrientes para crescimento (VARTOUKIA; WADE,
2010). Alguns parametros de grande importancia que afetam diretamente as
interacbes e metabolismo s&o: pH, temperatura, pressdo, potencial redox,
concentracdo de oxigénio, salinidade e tempo de crescimento. Estas condi¢des
podem ditar as caracteristicas e taxas de crescimento de cada espécie, por esta
raz8o0 novas técnicas de cultivo devem considerar estes parametros (DURBIN,
1961).

Desta forma, o desenvolvimento de novas técnicas de cultura e meios de
cultivo pode auxiliar no processo de identificacdo de novas espécies marinhas, pois
as metodologias atualmente utilizadas sé&o, frequentemente, adaptacdes de
metodologias obtidas para ambientes terrestres (FENICAL; JANSEN, 2006). Além
disso, estudos tém mostrado que a baixa diversidade de espécies de isolados de
ecossistemas marinhos seja um reflexo da utilizacdo de condicdes metodoldgicas
inapropriadas para bioprospeccdo de membros de novos taxons, uma vez que a
maioria dos meios de cultura sdo adaptados para solos (meios ricos e seletivos para
microrganismos de crescimento rapido) (MALDONADO et al., 2005).

Consequentemente, o uso de meio de cultura com nutrientes diluidos tem
obtido sucesso no cultivo de bactérias até entdo n&o cultivadas, oriundas de
diversos ambientes (CONNON; GIOVANNONI, 2002). Bactérias em ambientes
oligotroficos apresentam crescimento muito lento, cujo periodo de incubacdo é um
pré-requisito para o cultivo (VARTOUKIAN et al.,, 2010). Em ambientes ricos em

nutrientes e também em ambientes oligotroficos, espécies de Streptomycessdo as
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actinobactérias mais comumente isoladas e cultivadas, sendo, portanto, o género
mais encontrado em colec¢des de cultura.

Géneros raros de actinobactérias normalmente compreendem organismos
fastidiosos, isolados com frequéncia muito menor que estreptomicetos quando
aplicados os métodos convencionais de cultivo (TIWARI et al., 2012). Devido a
dificuldade de isolamento, tais géneros raros sdo possivelmente fontes ainda nédo
exploradas de novas moléculas bioativas (BALTZ, 2006b). Métodos para isolar estes
micro-organismos ndo sdo dependentes de uma uUnica técnica, mas de desenhos
efetivos de metodologias usando informacdes geradas por meio de estudos
taxondmicos (GOODFELLOW,; FIEDLER, 2010). A prospeccdo de novas espécies
ou géneros raros através de combinacdes de métodos de pré-tratamentos das
amostras tem sido efetiva. Varios procedimentos e meios de cultura seletivos tém
sido usados para aumentar o acesso a diversidade microbiana, com a finalidade de
mimetizar a0 maximo o ambiente em que se encontram estes microrganismos
(TIWARI; GUPTA, 2012). Principalmente os procedimentos de pré-tratamento tém
aumentado o numero de isolados pertencentes a géneros raros (TIWAR; GUPTA,
2012), sendo utilizado com frequéncia o aquecimento da amostra, a adicdo de fenol,
ou a combinacdo de ambos (KIM et al.,1995; HAYAKAWA et al., 1997). Métodos
fisicos utilizando ultrassom (JIANG et al., 2010) ou quimicos, com o0 uso de agentes
toxicos ou antibidticos (BULINA et al., 1997), também tém se mostrado efetivos no
isolamento de actinobactériasraras.

E importante frisar que sendo o ambiente marinho oligotréfico, alguns locais
sdo considerados hotspotsem biodiversidade, devido a alta disponibilidade e
ciclagem de nutrientes. Recifes de corais e fumarolas oceanicas sdo bons exemplos,
porém tratando-se do isolamento de géneros raros de actinobactérias, esponjas e
sedimentos tém sido os nichos mais explorados (KOBACAS, 2012).

As pesquisas em ambientes marinhos para bioprospeccédo de actinobactérias
nesses "hotspots” devem, sobretudo, obedecer a um detalhe crucial nas coletas: a
distancia da costa. Isto se deve ao fato de que, quanto mais afastado estiver o ponto
de coleta, menores as chances dos isolados serem de proveniéncia terrestre
(KOCABAS, 2012). Além disso, o conhecimento da logistica do sitio de amostragem
€ extremamente importante para a bioprospeccao focada em espécies raras com
potencial biotecnolégico (BREDHOLDT et al., 2007).
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3.4 Taxonomia de microorganismos

O conceito de espécie € a categoria fundamental utilizada em todas as
classificacdes biologicas (VAN REGENMORTEL, 1992) e a sua definicdo e
aplicacdo € sempre uma tarefa dificil (VALENTE et al.,, 1999). De um aspecto
filosofico, a questdo concentra-se na definicdo e delimitacdo do que é uma espécie
em microbiologia, enquanto na perspectiva pratica o problema estd centrado no
reconhecimento das espécies através das caracteristicas morfoldgicas, fisiologicas e
moleculares apresentadas. A definicdo de espécie, seja para plantas superiores,
animais ou microrganismos tem sua base no principio do isolamento genético. De
acordo com Mayr (1970), espécies sao grupos de populacbes naturais
intercruzantes, os quais sao isolados reprodutivamente de outros grupos.

A sistematica é o estudo da diversidade bioldgica, e, mais especificamente, é
a ciéncia que descreve e classifica todos os organismos. A taxonomia, a
nomenclatura e a filogenia sdo ramos da sistematica. Enquanto a nomenclatura
designa o nome do organismo, os estudos filogenéticos contribuem para a
classificacdo dos taxons em grupos geneticamente relacionados (ROSSMAN;
PALM-HERNANDEZ, 2008). A taxonomia € uma ciéncia dindmica que esta
associada com a sintese dos dados obtidos da bioquimica, biologia celular, genética,
morfologia e fisiologia em um sistema de classificacdo util e pratico (MCGINNIS,
1980; GUARROet al., 1999).

Ja foi demonstrado que muta¢des pontuais ocorrem em microrganismos
armazenados por longos periodos em colecdes de culturas e que podem resultar em
respostas significantemente modificadas em testes fisiologicos. Sabe-se também
gue mesmo quando métodos idénticos sdo empregados, os resultados podem variar
de laboratorio para laboratério (GUARRO et al, 1999). Para superar essas
discrepancias, uma abordagem polifasica foi proposta ha quatro décadas, visando a
integracdo dos diferentes dados e informagcdes sobre os microrganismos. O termo
“taxonomia polifasica” possivelmente foi introduzido por Colwell em 1970 para se
referir a uma taxonomia que engloba diversos niveis de informacdes, levando em
consideracdo caracteristicas moleculares a ecoldgicas, incorporando porcdes de
informacdes extraidas de um sistema ndo homogéneo com o intuito de gerar

sistema taxondmico multidimensional.
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A taxonomia de actinobactérias é extremamente complexa, e a classificacéo
destes microrganismos unicamente com a utilizacdo de métodos tradicionais,
baseados em caracteristicas morfologicas e fisiologicas, tem deixado varias lacunas
e levado ao surgimento de grupos heterogéneos supragenéricos. Dessa forma, a
abordagem polifasica da taxonomia surge como alternativa mais robusta para a
classificacdo, pois reune informacdes de diferentes campos: quimiotaxonomia, que
diferencia espécies de acordo com a composicdo quimica da célula; taxonomia
numérica, que diferencia espécies de acordo com o numero de similaridade
fenotipicas; e sistematica molecular, que diferencia espécies de acordo com
marcadores moleculares. Contudo, a combinagdo desta abordagem polifasica torna

mais concisa a descricdo desses microrganismos (ZUCCHI et al., 2012).

3.5 Esponjas marinhas

As esponjas constituem o filo Porifera, sendo os metazoarios (animais)
evolutivamente menos derivados que tém existido por 700 - 800 milhSes de anos
(HENTSCHEL et al., 2002). Apesar de ndo possuirem 0Orgaos, seu tecido conjuntivo
€ bem desenvolvido devido a presenca de células que realizam varias funcfes. Este
alto grau de independéncia celular faz com que o corpo das esponjas lembre uma
colénia de protozoarios. Estes organismos sd8o sésseis e possuem um plano
corporal incomum construido ao redor de um sistema de canais de agua
(RUPPERT; BARNES, 1996).

Existem quatro classes distintas de esponjas, denominadas: Calcarea,
Demospongiae, Hexactinellida e Homoscleromorpha (FIESELER et al., 2004; van
SOEST et al., 2015). De acordo com bancos de dados atuais como WPD (World
Porifera Database), existem 8644 espécies validas de esponjas catalogadas e
reconhecidas, de um total estimado de 15.000 espécies (CUSTODIO; HAJDU, 2011;
VAN SOEST et al., 2015). No Brasil, existem cerca de 350 espécies descritas, sendo
295 de ambiente marinho e 55 de ambientes aquaticos continentais (CUSTODIO;
HAJDU, 2011; van SOEST et al., 2015). No Arquipélago de Sao Pedro e Sdo Paulo
algumas espécies raras de Porifera ja foram catalogadas: Astero pusniger, Dercitus
luteus, Timea scecirm, Discodermia dissoluta, Hemimycale insularis, Axinyssa sp.,
Niphates sp., Cacospongia sp., Dysidea etheria, Darwinella rosace (MORAES,

2011).
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De forma geral as esponjas sao encontradas preferencialmente em &aguas
rasas, sendo abundantes em todos os mares, desde ambientes tropicais como o Mar
do Caribe até os podlos. Utilizam como substrato de fixacdo rochas, conchas,
madeiras submersas ou corais. Especula-se que a coloracdo variada e de forte
intensidade seja conferida pela microbiota residente que age com um mecanismo de
protecdo a radiacdo solar ou sinal de aviso a predadores (RUPPERT; BARNES,
1996).

Anatomicamente, a superficie do corpo de esponjas € perfurada, com varios
poros denominados Ostios, que se abrem dentro da cavidade interior, denominado
espongiocele ou atrio. O 6sculo € uma grande abertura para o exterior, por onde sai
a corrente de agua que entra pelos Ostios. A superficie corporal do organismo é
revestida de células achatadas, conhecidas como pinacdcitos. Os pinacécitos basais
sdo responsaveis pela fixacdo ao substrato através da producdo de secrecdo. Cada
poro da esponja é formado por uma célula denominada porocito, que apresenta
forma tubular e liga o exterior a cavidade interna. A cavidade formada pelos
porocitos forma os 6stios que podem se contrair, abrindo e fechando os poros
(LANGENBRUCH; SCALERA-LIACI, 1986). O esqueleto do animal é formado por
espiculas calcarias, espiculas silicosas, fibras de esponginasprotéicas ou uma
combinacdo das duas ultimas; essas formas sdo utilizadas para classificacdo e

identificacdo das esponjas (KOEHL, 1982) (Figura 1).
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Saida
de agua
Entrada pelo 6sculo Amebadcito
de Espicula
Espongiooela

Pordcitos

Poro

Figura 1 - Esquema basico da estrutura corporal de Porifera (CERAVOLO, 2011)

O alimento das esponjas é captado por meio de células especializadas
(coandcitos), que movimentam a &gua por meio de movimentacdo flagelar
(REISWIG, 1971) (Figura 1). A agua que flui através do corpo da esponja carrega
alimento e oxigénio, além de remover detritos e dispersar as larvas durante o ciclo
reprodutivo. Uma esponja com massa corpérea de 1 kg é capaz de bombear mais
de 10.000 L de agua/dia, sendo a velocidade do fluxo controlada por fechamento e
abertura do 6sculo (CUSTODIO; HAJDU, 2011). Desta forma, estes organismos
agem como filtros,fagocitando pequenas moléculas, como matéria organica coloidal,
e outras particulas de até 50 pm que podem incluir bactérias, dinoflagelados e
outros seres planctonicos (REISWIG, 1971). Tais caracteristicas tornam estes

organismos extremamente importantes nos ecossistemas em que se encontram.
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3.6 Associacdo entre esponjas e microorganismos e o potencial destes na

producdo de compostos bioativos

Durante a historia evolutiva, esponjas desenvolveram potentes mecanismos
de protecdo quimica contra competidores e predadores, bem como contra
microrganismos infecciosos (THOMAS et al.,, 2010). Devido as caracteristicas
adquiridas em seu curso evolutivo, estes animais sésseis e filtradores tém sido
explorados biotecnologicamente, sendo fonte 40% de todos os compostos naturais
marinhos, alguns do quais em estagios finais para aprovacdo comercial (HAEFNER,
2003).)

E notavel a grande diversidade de microrganismos associados a esponjas.
Entretanto, a especificidade da interacdo ainda € intrigante, pois pouco se conhece
dessa complexa sinalizagcdo quimica. O conhecimento acerca da interacao esponjas-
microrganismos provém de pesquisas da década de 70, que indicaram a presenca
de certas bactérias abundantes nos seus tecidos. Porém, esta diversidade é
especifica e totalmente distinta de outros habitats marinhos (SIMISTER et al., 2012).

Uma pesquisa realizada por Webster e colaboradores (2010) revelou a
existéncia de aproximadamente 3.000 unidades taxondmicas em nivel de género, na
espécie de esponja tropical Rhopaloeidesodorabile sp. Estes dados sugerem que a
diversidade bacteriana, contida no corpo de esponjas marinhas, é a maior
encontrada entre hospedeiros invertebrados. Além disso, a biomassa dos
microrganismos abrigados representa 50 a 60% da biomassa total (THOMAS et al.,
2010). Em outro estudo relacionado a ecologia microbiana molecular, foi observado
gue a comunidade microbiana associada as esponjas consiste de 10 filos
bacterianos, além de membros do dominio Archaea, e eucariotos, como fungos e
microalgas (WANG, 2006). Um estudo realizado por Webster e Taylor (2012),
estimou que 9374 sequéncias microbianas depositadas em bancos de dados
publicos sao derivadas de estudos em esponja, apresentando uma predominancia
de Proteobacteriae e Actinomicetales. A andalise de amostras de esponjas por
técnicas independentes de cultivo mostrou que a maioria dos microrganismos
associados sdo metabolicamente ativos dentro de seus hospedeiros (WEBSTER et
al., 2010).

A distribuicdo espacial de microrganismos dentro dos tecidos das esponjas

parece ser muito especifica; alguns grupos bacterianos habitam as papilas,
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enquanto outros ocupam o interior do cortex e a regido de células especializadas em
captura de alimentos, como os coanossomos. A relevancia desta relacdo reflete na
salde e sobrevivéncia das esponjas (WEBSTER et al., 2012). E atribuida a
microbiota associada e presente em poriferos a funcao de aquisicdo de nutrientes,
estabilizacdo do esqueleto e a producdo de metabdlitos secundérios. Esta hipotese
foi proposta inicialmente por Haygood e colaboradores (1999), que investigaram a
populacdo de células microbianas dentro de amostras de esponjas segundo a
producdo de compostos naturais pelos microorganismos associados. Assim,
caracteristicas relacionadas a ciclos biogeoquimicos realizadas pela microbiota
associada em esponjas, como o ciclo do nitrogénio (HOFFMANN et al.,, 2009),
desnitrificacdo e oxidacdo anaerdbica do amonio (Anammox), ja foram reportadas.

Além da ciclagem de nutrientes, esses microorganismos podem ser
responsaveis pela biossintese de vitamina B12 (eucariotos somente adquirem esta
vitamina via alimentacdo), um importante co-fator de diversas vias metabdlicas
(SIEGLet al., 2011).

O corpo das esponjas representa o nicho marinho de maior importancia para
bioprospeccdo de micro-organismos produtores de compostos anti-cancer e
metabdlitos secundarios de interesse biotecnolégico. Estima-se que 37% do total de
compostos microbianos de origem marinha séo obtidos a partir de esponjas (LEAL et
al., 2012). Desses, 0os maiores grupos de microrganismos associados a esponjas
conhecidos por producdo de metabdlitos secundarios de importancia farmacéutica
incluem a, @ y, & Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria e Cyanobacteria.
Porém, actinobactériassdo responsaveis por 47% destes metabdlitos bioativos
produzidos (THOMAS et al., 2010).

Dentre as quatro classes de esponjas, Demospongiae é a maior fonte de
compostos de interesse farmacéutico e biotecnoldgico. Esta classe € também a mais
ampla, pois representa 90% das espécies de esponjas e inclui a maioria das formas
popularmente conhecidas. Do total de 92 familias pertencentes a classe
Demospongiae, 26 familias ja& foram identificadas por produzirem compostos
bioativos de origem microbiana com importancia para medicina (THOMAS et al.,
2010). As ordens Halichondrida, Poecilosclerida, Dictyoceratida e Verongida sdo de
maior importancia para bioprospeccdo, sendo amplamente distribuidas na costa

brasileira (THOMAS et al., 2010; CUSTODIO; HAJDU, 2011).
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Um dos grupos de bactérias que tem sido isolados e que tem apresentado
grande potencial de producdo de compostos bioativos refere-se as actinobactérias.

Mais recentemente, a descoberta de produtos naturais em ambiente marinho
tem crescido exponencialmente, o que tem impulsionado o esforco de pesquisas
neste habitat devido as classes inéditas dos compostos encontrados (HARDOIM et
al., 2009). Além do mais, a necessidade de identificacdo de novas classes de
compostos bioativos € emergente, pois atualmente cerca de 90% de todos os
compostos bioativos descritos na literatura possuem a estrutura quimica ja
conhecida ou ja caracterizada (BERDY, 2005).

Nesta perspectiva, 0s atuais bancos de dados descrevem entre 20.0000 a
25.0000 produtos antimicrobianos, dos quais aproximadamente 46% sao produzidos
por Streptomyces. Por esta razdo a procura por géneros de actinobactérias raras
tem sido o objetivo de novos programas de desenvolvimento de drogas ou outros
compostos bioativos, através da exploracdo de ambientes inexplorados ou pouco
explorados, além de novas técnicas de cultivo (TIWARI;, GUPTA, 2012;
GOODFELLOW; FIEDLER, 2010).

Estima-se que as moléculas bioativas produzidas por actinobactériase outros
microrganismos vém evoluindo desde os primérdios da vida primitiva (BALTZ,
2006b). Este fato explicaria a enorme diversidade molecular de metabdlitos
microbianos, porém, protocolos de screerting ede identificacdo dos compostos
produzidos por estes microorganismosexigem metodologias complexas, trabalhosas
e onerosas. Grandes progressos em automacdo tém melhorado as metodologias
para este propdsito com novos protocolos que utilizam cromatografia acoplada (ou
ndo-acoplada) a espectrometria robotizada para identificacdo das moléculas
(BERDY, 2005).

Devido ao custo para triagem de novas moléculas de origem microbiana, a
indastria farmacéutica tem empregado métodos de sintese artificial, em que milhdes
de novos compostos organicos sao produzidos, mas somente uma pequena parte
destes (aproximadamente 0,001 %) se tornaram drogas aceitas. Metabdlitos de
origem microbiana sdo mais vantajosos, uma vez que a cada 10.000 compostos,
aproximadamente 0,3 % sao aprovados para uso como produtos terapéuticos
(BERDY, 2005).

Varios exemplos de moléculas bioativas com as mais diversas aplicacdes séo

descritas na literatura. No Brasil, compostos isolados de diferentes esponjas obtidas
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em Sdo Sebastiao/SP mostraram atividades citotdéxicas especificas contra células
tumorais e contra o virus causador da sindrome respiratoria aguda severa (SARS)
(LIRA et al., 2007). Seleghime e colaboradores (2007) identificaram moléculas com
propriedades antibioticas contra diversas cepas de microrganismos patogénicos.
Essas moléculas séo pertencentes a classes ja conhecidas de drogas, como
penicilina, cefalosporina, estreptomicina e vancomicina. Alguns compostos extraidos
de actinobactériasmarinhas tém sido identificados como antitumorais (bleomicina,
dactinomicna, doxorubicina e estaurosporina, resistoflavina, marinomicina A,
ediriamida C) (BHATNAGAR et al., 2010).

Além de aplicacdo farmacéutica, atividades agricolas comecaram a utilizar
alguns compostos naturaiscomo pesticidas, a exemplo da Avermectina, Monensina e
Bialaphos que sdo os compostos de origem microbiana mais difundidos neste grupo
(BERDY, 2005).

Contudo, o potencial metabdlico de actinobactérias marinhas é uma area
promissora a ser explorada para o mercado agroquimico, devido & inestimavel
diversidade ainda pouco estudada de compostos bioativos extraidos destes

microorganismos para aplicacdo na industria agricola.

3.7 Aplysina fulva: distribuicdo, descricdo taxondbmica e potencial

biotecnoldgico

A esponja marinha Aplysina fulva (PALLAS, 1766) (Figura 2), pertencente a
classe Demospongiae, e a ordem Verongiida; € amplamente distribuida ao longo do
Mar do Caribe (Florida, Bahamas, Ilhas Virgens, San Martin, Barbados, Cuba,
Panam4a, Colémbia, Curacao, Bonaire e Venezuela) e ao longo do Oceano Atlantico
Sul, cobrindo grande parte da costa do Brasil (Ceara, Rio Grande do Norte,
Fernando de Noronha, Arquipélago de Sdo Pedro e Sao Paulo, Alagoas, Bahia,
Espirito Santo, Rio de Janeiro e S&o Paulo). E muito abundante em costbes
expostos a luz, entre colénias de Palythoa sp. (Filo Cnidaria), dentro de locas ou em
fundos cobertos de areia (MORAES, 2011).

Os individuos sao caracterizados pela coloracdo amarela a marrom, com 0
interior mais claro. Porém, apds a coleta, tipicamente, a coloracdo muda para
marrom escura a arroxeada. Possui forma ereta, com ramos aproximadamente

cilindricos, sélidos, com 3 a 5 cm de diametro e até 50 cm de altura, projetando-se
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de uma base macica. Nado possuem espiculas e a superficie é finamente conulosa,
atravessada pelas extremidades das fibras de espongina. Possuem Osculos
circulares, elevados, com 1 a 3 mm de diametro, dispersos aleatoriamente nas
laterais dos ramos. A consisténcia € macia e flexivel. O esqueleto de fibras de
espongina estratificadas € de cor dourada com diametro de 53 a 106 | im com
medula clara ou escura de diametro entre 22 e 47 pm, formando um reticulo

tridimensional com malhas poligonais irregulares (PINHEIRO et al., 2007; MURICY;
HAJDU, 2006).

Figura 2 - Esponja marinha Aplysina fulva. (Fotografada por G. Muricy)

Em um estudo para caracterizar a diversidade de microorganismos do
dominio Bactéria, Hardoim et al. (2009) verificou que amostras do mesohilo de A.
M/apossuem alta abundancia de células bacterianas, abrangendo uma gama de
diferentes tipos morfologicos. Além disso, foi verificado que a contagem de
microorganismos heterotroficos cultivaveis mostraram numeros bacterianos obtidos

a partir de A. fulva superior a &gua do mar em mais de duas ordens de grandeza. Foi
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verificado também neste estudo que o filo Actinobacteria € um dos mais
predominantes com alta abundancia relativa presente na microbiota associada a
esponja.

Aplysina fulva é descrita na literatura cientifica como organismo produtor de
compostos bioativos como lectinas com propriedades hemoaglutinantes e derivados
de bromotirosina com atividade citotoxica e antimicrobiana o que o tornam um
importante objeto de estudo (PINHEIRO et al., 2007; MURICY; HAJDU, 2006).
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4 DIVERSIDADE DE ACTINOBACTERIAS PRODUTORAS DE COMPOSTOS
FUNGICIDAS ISOLADAS DE APLYSINA FULVA DO ARQUIPELAGO DE SAO
PEDRO E SAO PAULO

Resumo

Este estudo descreve a diversidade de actinobactérias isoladas da esponja
marinha Aplysina fulva e o potencial destes micro-organismos como produtores de
metabolitos bioativos com propriedades fungicidas. Um total de 21 actinobactérias
foram isoladas com a utilizacdo de meios seletivos para o -cultivo destes
microorganismos. Analises filogenéticas baseadas no sequenciamento parcial do
gene que codifica para o rRNA 16S mostrou que foram isoladas bactérias
pertencentes a oito géneros do filo Actinobacteria: Kocuria\ Citricoccus\ Terrabacter,
Gordonia; Agrococcus; Tsukamurella; Brevibacterium e Streptomyces. Os extratos
bruto de todos os isolados foram testados quanto a sua atividade fungicida, contra
os fungos fitopagénicos: Pythium aphanidermatum; Phytophthora capsicie
Magnaporthe grisea. Os extratos bruto de 43% dos isolados mostraram atividade
fungicida para, pelo menos, um dos patdgenos. Os perfis quimicos dos extratos
bruto dos isolados com bioatividade positiva foram similares mesmo entre géneros
diferentes. Isto sugere que espécies diferentes produzam compostos similares que
possam atuar como defesa quimica da esponja. Contudo, este estudo demonstra
que parte das actinobactérias cultivaveis associadas a Aplysina fulva possui um
grande potencial biotecnolégico cujos compostos com atividade fungicida para
patdégenos agricolas podem ser futuramente utilizados no desenvolvimento de novos
agroquimicos.

Palavras-chave: Metabolitos secundarios; Fungicidas; Pythium aphanidermatum,;
Phytophthora capsicr, Magnaporthe grisea; Agroquimicos

Abstract

This study describes the diversity of actinobacteria associated with the marine
sponge Aplysina fulva and their potential as producers of bioactive compounds with
fungicidal and herbicidal properties. In this study, a total of 21 actinomycetes were
isolated with the use of selective media. Phylogenetic analyzes based on partial
sequencing of the gene encoding for 16S rRNA showed that these microorganisms
belong to eight Actinobacteria genera, including Kocuria, Citricoccus, Terrabacter,
Gordonia, Agrococcus, Tsukamurella, Brevibacterium and Streptomyces. The
extracts of all isolates were tested for the production of secondary metabolites with
fungicidal properties against the following phytopathogenic fungi: of Pythium
aphanidermatum, Phytophthora capsici and Magnaporthe grisea. The crude extract
of 43% of the isolates showed fungicidal activity for at least one of the pathogens.
The chemical profiles of the actinobacteria extracts with positive bioactivity were
similar even among different genus. This suggests that different species produce
similar compounds that can act as chemical defense sponge. However, this study
shows that part of actinobacteria associated with Aplysina fulva has a great
biotechnological potential whose compounds with fungicidal activity for agricultural
pathogens can be further used in the development of new agrochemicals.



54

Keywords: Secondary metabolites; Fungicides; Pythium aphanidermatum\
Phytophthora capsici\ Magnaporthe grisea\ Agrochemicals

4.1 Introducao

Esponjas pertencem ao filo Porifera que consistem em organismos
bentdnicos e sésseis que ocorrem primariamente e em maior abundancia em
ambientes marinhos, embora existam poucas espécies de agua doce (HOOPER,;
VAN SOEST, 2002). Sado encontradas frequentemente aderidas a substratos como
rochas, sedimentos e conchas de bivalves, tanto em profundidades rasas até zonas
abissais (DUPONT et al., 2014). Estes animais sd0 0s metazoarios mais antigos,
com um corpo estruturado em um uUnico plano constituido de sistemas de canais de
agua por onde se alimentam e respiram por filtracdo. Devido a capacidade de
bombearnento de milhares de litros de agua por dia a principal fonte de alimento das
esponjas sSd0 microorganismos e pequenas particulas organicas que estao
presentes na agua periférica filtrada (PILE et al.,, 1996). Este fato explica a alta
densidade de microorganismos presentes nas camadas internas do corpo das
esponjas (meso-hilo) (VACELET; DONADEY, 1977), e indica que exista algum
processo que favoreca alguns filos de procariotos aos quais estdo estabelecidos em
uma interagdo microorganismo/esponja cuja origem remonta a um periodo de 550
milhées de anos de co-evolucdo (LI et al., 1998, BRUSCAet al., 2002). Dentre os
filos de bactéria frequentemente encontrados nesta interacdo estdo presentes as
actinobactérias (DUPONT et al., 2014).

O filo Actinobacteria € o maior ciado filogenético de bactéria. Sdo micro-
organismos Gram-positivos com alto conteddo G+C na constituicdo genémica (SUN
et al., 2010)e sdo largamente distribuidos em habitats terrestres e marinhos
apresentando importantes fontes de compostos bioativos que incluem antibioticos,
agentes antitumorais, enzimas e inibidores enzimaticos (HAYAKAWA et al., 2000;
TERKINA et al., 2002; SHIROKIKH; MERZAEVA, 2005; WARD, BORA 2006).
Devido a esta grande capacidade de producdo de metabdlitos bioativos cerca de
dois-tercos de todos os compostos naturais bioativos, como antibidticos por
exemplo, sdo de origem de actinobactérias (BULL, 2004). Contudo, na ultima
década a taxa de descobertas de produtos naturais produzidos por Actinobacteria de

ambiente terrestre teve uma expressiva queda devido a grande exploracdo ja
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realizada neste nicho, o que levou a prospecc¢do do ambiente marinho como fonte de
novas moléculas (SUN et al., 2010).

O objetivo deste estudo foi verificar a diversidade de actinobactérias
produtoras de metabolitos secundarios bioativos com acdo anti-fungica, para
fitopatbgenos de importancia agricola como Phytophthora capsicr, Pythium
aphanidermatum e Magnaporthe grisea. Acredita-se que actinobactérias de
ambiente marinho possam ser uma valiosa fonte de moléculas bioativas com
potencial biotecnoldgico para a industria agroquimica. Para tal propdsito, foram
coletadas amostras da esponja marinha Aplysina fulva, uma das espécies de
esponjas mais prevalentes no litoral Brasileiro, no remoto e pristino Arquipélago de

Sao Pedro e Sdo Paulo.
4.2 Material e Métodos
4.2.1 Local de amostragem

O Arquipélago de S&o Pedro e Sdo Paulo € uma pequena formacéo rochosa
situado na Zona de Fratura de S&o Paulo, resultado do desenvolvimento de uma
falha formada a partir do deslocamento paralelo de por¢cées do fundo oceénico
(THURMAN, 1997). Localizado nas coordenadas 0°55’N - 29°21'W, o arquipélago
esta distante 1010 km a NE da cidade de Natal (RN) (MORAES, 2011) (Figura 3).
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Figura 3 - Localizacdo do Arquipélago de Sdo Pedro e Sédo Paulo, situado no Oceano Atlantico
Equatorial (0°54'57”N; 29°20'41"W) inserido na Zona de Fratura de S&o Paulo. Ponto e

flexa em vermelho indicam a localizacdo (fonte: Google Earth)

E um dos menores e mais isolados arquipélagos do planeta, com cerca de
420 metros de largura, 18 metros no ponto mais alto (CAMPOS et al., 2009). Esta
formacdo rochosa ainda instavel encontra-se isolada, numa regido do Atlantico Norte
com profundidade que variam de 2000 a 4000 m (MORAES, 2011).Possui origem
geoldgica unica formada por rochas plutdnicas, diferente de todas as ilhas oceanicas
do atlantico cuja origem é vulcanica (MELSONet al., 1972).0 arquipélago encontra-
se em uma area de circulagdo oceanica complexa, sendo banhado por duas
correntes: Corrente Sul Equatorial, com deriva para Oeste, entre 0 e 40 metros de
profundidade, e pela Subcorrente Equatorial, com deriva para Leste, entre 40 e 150
metros de profundidade (TRAVASSOS et al., 1999).

Atualmente S&o Pedro e Sdo Paulo é uma Area de Protecdo Ambiental
(APA), que desde julho de 1998 possui uma estdo cientifica, mantida pela Secretaria
da Comissao Interministerial para os Recursos do Mar (SECIRM).

A esponja marinha foi coletada na face leste do Arquipélago de Sdo Pedro e
Sao Paulo (0°54'57"N; 29°20'41"W) (Figura 5). Este foi o primeiro registro de coleta

de esponjas para isolamento de microorganismos nesta regido do remoto
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arquipélago. Devido ao relativo afastamento da ilha, o local escolhido para coleta
estd sobre influéncia de correntes oceanicas com pouca influéncia do micro-habitat

periférico da costa da ilha (Figura 4).

Figura 4 - Localizacédo do ponto de coleta da esponja marinha (circulo vermelho) situado na face leste

do Arquipélago de Sao Pedro e Sédo Paulo

A coleta da esponja marinha ocorreu em agosto de 2013, junto a expedi¢cao
numero 385 do Programa Pro-Arquipélago/CNPg/CECIRM/Marinha do Brasil.

Foram realizados mergulhos com utilizacdo de equipamento autdmato em 7
pontos ao entorno do arquipélago com a funcdo de reconhecimento do local,
localizacdo de esponjas e familiarizacdo de correntes marinhas. Apés a localizacdo
da esponja foram armazenados 5 L de agua do entorno do sitio com utilizacdo de
uma garrafa coletora tipo Van Dorn para mensuracdo de parametros fisico-quimicos
do local da amostragem. Estes parametros foram imediatamente mensurados com
uma sonda Horiba-Multi Water Quality Cheker- U-52 Series. As amostras foram
coletadas em profundidade de 20 m e imediatamente armazenadas dentro de sacos
plasticos estéreis e hermeticamente fechados. Apds o transporte para o laboratério
de Microbiologia Ambiental - Embrapa Meio Ambiente - Jaguaritna/ SP, a amostra

foi imediatamente processada. Parte do corpo da esponja foi armazenada em etanol
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para identificacdo taxon6mica por especialista em Porifera do Museu Nacional (Dr.

Fernando Coreixas de Moraes).

Figura 5 - Esquema de coleta de esponja marinha na face leste do Arquipélago de S&o Pedro e Séo

Paulo

4.2.2 Isolamento Seletivo para actinobactérias
© @ XuycH

As amostras foram inicialmente processadas por meio de trituracdo como
estratégia para recuperar actinobactérias associadas ao interior do corpo da esponja
marinha (ABDELMOHSEN et al., 2010). Para isto pedacos de 1 cm3do corpo da
esponja foram trituradas e homogeneizadas. ApOs a trituracdo uma suspensao
contendo 1 g do tecido da esponja e 9 mL de solucdo de agua marinha artificial
estéril foi preparada para cada amostra e misturada em agitador de tubo por 30
minutos.

Um pré-tratamento de exposicdo ao ultra-som por 40 segundos

(BREDHOLDT et al., 2007) foi realizado antes do plagueamento por diluicdo seriada,
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para aumentar a frequéncia de isolamento de actinobactérias raros ou espécies
novas. ApGs o pré-tratamento foram realizadas diluicbes seriadas da ordem de 10'la
105 da suspenséao inicial e entdo plagueadas em meios de cultivo seletivo para o
isolamento de actinobactérias como descrito na Tabela 1. Apés incubacdo a 25 °C
por 21 dias as colbnias de actinobactéirias foram purificadas em meio ISP3
(SHIRLING; GOTTLIEB, 1966). As placas de purificagcdo foram incubadas por 1 a 4
semanas a 25 °C. Os isolados purificados foram identificados com codigos
especificos e entdo armazenados em agua destilada esterilizada também conhecida
como método de Castellani. Esporos e fragmentos de micélio foram armazenados a

-80°C, utilizando-se glicerol 20% como crioprotetor.



60

Tabela 1 - Composicao dos diferentes meios de cultivo utilizados para o isolamento de géneros

especificos de actinobactérias da esponja marinha Aplysina fulva

M?{?ng Genero alvo Composi¢io do meio de cultivo
M]- Rhodococcus e Dietzia agua artificial marinha 1 L; agar 18 g; amido 10 g;

(ROWBOTHAM; CROSS, 1977) extrato de levedura 4 g; peptona 2g; novobiocina 5
Hg/ml; Nistatina 30 |jg/ml

M4 Verrucosispora (XIE et al., 2011) agua artificial marinha 1 L; agar 15 g; arabnose 1

g; salicina 1 g; L- fenilanina 0,10 g; fosfato

dissddicodibasico 12-hidratado (Na2HP04) 0,80 g;

fosfato de potassio dibasico (KH2P04) 0,20; sulfato

de magnésio heptahidratado (MgS04.7H20) 0,20

g; cloreto de calcio (CaCl?2 o,20 g; Cloreto de

calcio (CaCl2); cloreto férrico hexahidratado

(FeClz.6H20) 5 mg; Molibidadto de sdédio

(Na2Mo004.2H20) 1 g; Dicronato de potassio

(K2Cr20 7) 2,5 g; novobiocina 5 ng/ml; nistatina 30

Mg/mi
M5 Salinispora (XIE et al., 2011) agua artificial marinha 1L, dgar 18 g; novobiocina
5 ng/ml; cicloexamida 20 ng/ml; nistatina 30 |jg/ml
HVA Dactylosporangium, agua artificial marinha 1 L; agar 15 g; &cido humico
Micromonospora, Microbispora, 1 g; fosfato dissédicododecahidratado de
Microtetraspora, Nocardia, hidrogénio (NazHP04.12H20) 0,50 g; cloreto de
Streptomyces, potassio (KCI) 1,70 g; sulfato ferroso
Streptosporangiume Thermomo  heptahidratado (FeS04.7H20) 0,10 g; solucdo de
nospora (HAYAKAWA,; vitaminas 1 g; carbonato de calcio (CaC04) 0,01 g;
NONOMURA, 1987) tiamina o,10 g; riboflavina 0,10 g; &cido nicotinico

0,10 g; piridoxina HCL 0,10 g; inositol 0,10 g; acido
pantoténico o,10 g; &cido p-aminobenzdico 0,10 g;
biotina 0,05 g; nistatina 50 pg/ml

SM3 Amycoiatopsis Agua artificial marinha 1 L; agar 16 g;D-glicose 10
(TAN et al., 2006) g; peptona 5 g; triptona 3 g; cloreto de sodio 5 g;
nistatinang/mi

410 Membros da subordem agua artificial marinha 1 L; agar 15 g; glicose 10 g;
Corynebacterianeae, tais como  glicerol 10 g; extrato de levedura 5 g carbonato de

Gordonia, Nocardia, calcio CaCO03l g; aveia 5 g; caseina &cida

Rhodococcus e Tsukamurella hidrolisada 15 g peptona 10 g; novobiocina 5

(GOODFELLOW; FIEDLER, (jg/ml; nistatinaljg/ml
2010)

"Todos os meios de cultivos foram preparados com agua marinha artificial. Cada meio seletivo foi

preparado com e sem fenol separadamente

4.2.3 ldentificacdo molecular de actinobactérias

Os isolados de actinobactéria foram reativados em placas contendo o meio de
cultivo I1SP3 (International Streptomyces Project - Mediuml-7), (SHIRLING;

GOTTLIEB,1966), para checagem da pureza da colbnia e posteriormente repicado
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em tubo de ensaio contendo 5 mL de caldo glicose-extrato de levedura (GORDON;
MIHM, 1962), seguindo-se de incubacédo por 72 h a 28 °C e 150 rpm. A extracdo do
DNA total das culturas foi realizada com o kit Ultra C/ean® Microbial DNA Isolation
MO Bio, de acordo com especificacBes do fabricante. A amplificacdo do gene que
codifica para o rRNA 16S foi realizado como descrito por Turner et al.,(1999)
utilizando o primer universal 8F(AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG). O
sequenciamento foi realizado utilizando o sequenciador 3500 Genomic Analyzer
(Applied Biosystems). As sequéncias foram comparadas com sequéncias de
linhagens tipo utilizando o servidor EzTaxon-e (KIM et al., 2012). O alinhamento das
sequéncias foi realizado com o programa Clustal W (THOMPSON et al., 1994).
Arvores filogenéticas foram inferidas utilizando o método de neighbor-joining
(SAITOU; NEI, 1987), através do programa MEGA 5 - Molecular Evolutionary
Genetics Anaiysis (TAMURA, 2013).

4.2.4 Extracdo dos metabdlitos secundarios

Os isoladosde actinobactéria foram fermentados em 250 mL de trés

diferentes meios de cultivo modificados com dgua marinha artificial (Tabela 2).

Tabela 2 - Composicdo dos diferentes meios de cultivo utilizados para a fermentagdo das

actinobactérias isoladas da esponja marinha Aplysina fulva

Meio de cultivo Composicao do meio de cultivo

Czapek 3 g/L de nitrato de sbédio (NaNO03); 1 g/L de fosfato dipotassico (KH2P04);
0.5 g/L de sulfato de magnésio (MgS04.7H20); 0.5 g/L de cloreto de
potassio (KCL); 0.01 g/L de sulfato ferroso (FeS04.7H20); 8 g/L de extrato
de levedura; 15.0 g/L de dextrose; (pH 8.0)

GYE 10 g/L extrato de levedura, 10 g/L de glicose, (pH 8.0) +
BDA 200 mL/L de caldo de batata, 20 g/L de dextrose, (pH 8.0)

Posteriormente foram incubados a 28 °C, por 10 dias, sob agitacdo constante
de 180 rpm. AplOs o crescimento as culturas foram submetidas ao sistema de
fitracdo a vacuo (Sartorius), com membrana de celulose de 0,45 |jm (Milipore), e
centrifugacdo a 9000 rpm por 30 min a 4 °C para retirada das células. O filtrado foi
submetido, por trés vezes, ao processo de extracdo liquido-liquido em sistemas de

duas fases aquosas (SDFA), com o solvente diclorometano na propor¢do de 1:1
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(v/v) em pH 3.0, 7.0 e 10.0 onde houve a formacdo de duas camadas: uma aquosa,
na parte inferior e outra organica, na parte superior. Foi adicionado a fase organica 5
% de sulfato de sodio anidro, filtrada em papel Whatman n° 4 e concentrada no
evaporador rotativo (Quimis) a temperatura de 40 °C, a pressao reduzida (KILIKIAN;
PESSOA Jr., 2001). O extrato bruto obtido foi pesado em balanca analitica e
armazenados em freezer a -20 °C. O extrato bruto seco do controle foi obtido

através da extracdo do caldo de cultura sem inéculo.
4.2.5 Atividade antifangica dos extratos de actinobactérias

A atividade antifungica foi avaliada pela técnica de difusdo em &gar, Kirby-
Bauer (1960), utilizando-se discos de papel autoclavados e impreganados com 5 pL
(5 mg/mL) da suspensado dos extratos brutos contra discos de 5 mm de meio BDA
contendo colbnias dos fitopatdégenos e incubados a 28 °C. A avaliagdo para verificar
inibicho foi realizada ap06s 24 h para Pythium aphanidermaturrr, 72h para
Phytophthora capsici; e 120h para Magnaporthe grisea. A Nistatina foi utilizada como
farmaco controle, e uma placa de cada fungo foi inoculada somente com o disco do

patdégeno para verificar o crescimento.
4.2.6 Perfil quimico dos extratos brutos

O perfil quimico dos extratos obtidos da fermentacdo em meios Czapek e
GYE das actinobactérias que apresentaram bioatividade contra os fungos
fitopatogénicos foi analisado através de seus ions precursores (UPLC/MS), em
equipamento ACQUITY UPLC H-Class Xevo®, TQ-S (Waters Corporation, Milford,
MA, USA), com uma fonte de ionizacdo Z-spray, modo Full Scan. A andlise dos
extratos consistiu eminsercdo direta com injecdo de 3 pl_ de amostra. As anélises
foram realizadas em modo positivo e negativo, voltagem do capilar 3.2 kV, voltagem
do cone 40 V, temperatura da fonte 150 °C e temperatura de dessovatacdo do gas
N2 300 °C. Os extratos foram analizadas em modo Full Scan, via insercao direta
(ID/MS). As andlises decorreram nas condi¢cfes: voltagem da fonte ESI 4.0 kV,
voltagem do capilar cone 47.96 V, fluxo de gas 0.09 Lpm e temperatura do gas cone

270 °C
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4.3 Resultados e Discussao

4.3.1 ldentificacdo da esponja marinha

Amostras da esponja foram  morfologicamente e anatomicamente
caracterizadas por identificacdo taxonémica, realizada por comparacdo de descri¢cédo
de espécies da literatura especializada (WIEDENMAYER, 1977; MORAES, 2011) e
por espécimes de referéncia da Colecdo de Porifera do Museu Nacional, Rio de
Janeiro Brasil. Desta forma a esponja marinha foi identificada como pertencente a
espécie Aplysina fulva (PALLAS, 1976), descrita na literatura por serem organismos
produtores de lecitinas com propriedades hemoaglutinantes e derivados de
dibromotirosinas com atividade citotoxica e antimicrobiana (PINHEIRO; HAJDU,
2001). Entretanto, alguns estudos mostram que compostos bioativos como
peptideos, e peptideos ndo ribossomais encontrados em diversas espécies de
esponjas sdo produzidos pela microbiota associada (PIEL 2004; KIM et al., 2006).
Metabdlitos com atividade citotoxica e antitumoral mostram o potencial das esponjas
marinhas na prospeccdo de micro-organismos de interesse biotecnoldgico (THIEL
2003; PIEL et al.,, 2004; BLUNT 2005). Contudo devido a grande distribuicdo da
Aplysina fulva ao longo de toda costa Brasileira (HARDOIM, 2009), esta espécie
pode ser de grande importancia em estudos de relagdo microbiota/esponja e para a

busca de novas moléculas bioativas.

4.3.2 Isolamento Seletivo

A metodologia de processamento para recuperar actinobactérias associadas
ao interior do corpo de esponjas marinhasproposta por Abdelmohsenet al., (2010)
complementada ao pré-tratamento com ultra-som e plaqueamento em meios
seletivos para géneros raros foram bem sucedidos no isolamento de actinobactérias.
De um total de 61 coldnias isoladas nos diversos meios de cultivo seletivos para
variados géneros de Actinobacteria, 21 foram caracterizadas como pertencentes ao
filo. Estes isolados foram selecionados de acordo com caracteristicas morfolégicas
sustentadas com o sequenciamento parcial do gene que codifica para o rRNA 16S.
As analises fisico-quimicas da agua periférica no sitio de coleta da esponja marinha

serviram de parametros para mimetizacdo do habitat nos preparos dos meios de
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cultivo e incubacdo. CondicGes de salinidade, pH e temperatura de incubacao foram

utilizados de acordo com os dados obtidos (Tabela3).

Tabela3 - Pardmetros fisico-quimicos da &gua no sitio de coleta situado na Face Leste do
Arquipélago de S&do Pedro e Sdo Paulo (0°54'57,86"N; 29°20'41,34"0)

Parametros Valores *
t°C 25.74 £ 0.0776
pH 8.0910.3271
Oxigénio dissolvido (mg/L) 9.52 + 1.7795
Solidos totais dissolvidos (g/L) 30.2 £+0.1732
Salinidade (ppt) 30.2 £0.0577

‘valores sdo expressos como média e desvio padrdo de triplicatas

Em estudos anteriores relacionados a diversidade total de micro-organismos
associados as esponjas marinhas com base em metodologias independentes de
cultivo, Hardoim et al. (2009) verificou que o filo Actinobacteria foi 0o quinto mais
abundante sendo representado por 8 % do total de sequencias da microbiota de
Aplysina fulva. Este resultado foi semelhante ao encontrado por Dupont et al. (2014)
gue verificou que o filo Actinobacteria foi 0 quarto mais abundante com 4 % do total
de sequencias de micro-organismos associados a esponja Asbestopluma hypogea.
Entretanto em estudos de diversidade de actinobactérias associadas as esponjas
marinhas baseados em técnicas dependentes de cultivo com estratégia de meios
seletivos para isolamento foi reportado por Jiang et al. (2007) o isolamento de 24
actinobactérias de um total de 54 colbnias da esponja do género Haliclona sp. No
estudo conduzido por Sun et al. (2009) foram recuperados 24 isolados de
actinobactéria representando 13% do total de micro-organismos isolados.

Neste estudo 35 % do total de colbnias isoladas pertencem ao filo
actinobactéria, confirmando desta forma a relevancia dos meios de cultivo seletivos

para o isolamento direcionado e especifico de organismos de interesse.
4.3.3 Identificacdo molecular de actinobactérias
O sequenciamento parcial do gene que codifica o rRNA 16S resultou em

fragmentos de 400 pb que foram comparados com sequéncias de linhagens tipo

utilizando o servidor EzTaxon-e (KIM et al.,, 2012). Andlises filogenéticas indicaram
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gue as actinobactérias cultivaveis isoladas da esponja marinha Aplysina fulvaioram
agrupadas com membros dos (géneros: Streptomyces] Brevibacteriunrr,

Tsukamurella; Agrococcus; Gordonia\ Terrabacter, Citricoccuse Kocuria (Figura 6).

-ASPSP 427 - Citricoccus zhacaiensis FS24T
ASPSP 134 - Kocuria palustris DSM 11925T
-ASPSP 471 - Agrococcus terreus DNG5T
ASPSP 107 - Terrabacter aerolatus 5516J-361
ASPSP 115 - Brevibacterium epidermidis NCDO 2286T
ASPSP 54 - Brevibacterium oceani NBRC 134751
ASPSP 411 - Brevibacterium oceani BBH7T
-ASPSP 33 - Gordonia soli NBRC 1082431
2 ASPSP67 -Tsukamurella carboxydivorans Y2T
IO -ASPSP 153 -Tsukamurella carboxydivorans Y2T
—ASPSP 120 - Streptomyces canchipurensis MBRL 1721
63 —ASPSP 301 - Streptomyces pseudoechinosporeus NBRC 125181
-ASPSP 0.0 -Streptomyces psammoticus NBRC 13971T
- ASPSP 57 - Streptomyces aibidoflavus DSM 404551
------------- ASPSP 103 - Streptomyces violascens NBRC 129201

95

ASPSP 59 - Streptomyces hydrogenans NBRC 13475T
80

——————————————————————— ASPSP 313 -Streptomyces aibidoflavus DSM 40455r

. ASPSP 35 - Streptomyces hydrogenansNBRC 134751
4

i ASPSP55 -Streptomyces hydrogenans NBRC 134751
£ mmmmmmmmmeeeeeee ASPSP 28-Streptomyces hydrogenans NBRC 134751
52 -ASPSP479- Streptomyces hydrogenans NBRC 134751

-Streptacidiphilus albus DSM 417537

Figura 6 - Relagdes filogenéticas (400pb) do gene 16S rRNA entre as linhagens de actinobactérias
isoladas da esponja marinha Aplysina fulva. As linhagens ASPSP estdo apresentadas
com as espécies tipo de maior similaridade (ASPSP - type strainT). A analise foi realizada
com base no algoritmo evolutivo de Neighbour-Joining com utilizacdo do programa
computacional Mega 5.2. NUmeros nos nOs representam as porcentagens de suporte
(bootstrap) usando 1000 pseudorepeticGes (apenas valores de 50 % sdo representados).

Barra de 0.02 substituicdes por posi¢do nucleotidica

Como grupo externo para compor a raiz da arvore filogenética foi
selecionada a sequéncia da linhagem Streptacidiphilus albus DSM 417531
AF074415 (KIM et al.,2003), espécie tipo do género Streptacidiphilus, que partilha

propriedades quimiotaxondmicas e morfolégicas com Streptomyces.
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A maioria das actinobactérias isoladas pertencem ao género Streptomyces
(52.3 %). Neste grupo cinco micro-organismos (ASPSP-28; 35; 55; 59 e 479)
possuem maior identidade (98 %) com a linhagem Streptomyces hydrogenans
NBRC 13475t. S. hydrogenans NBRC 134757 é considerado um actinomiceto
cosmopolita, sendo encontrado em varios habitas, porém foi primeiramente descrito
por Lindner et al. (1958), com a espécie tipo isolada de solo. Os isolados ASPSP 57
e 313 tiveram maior identidade (100 e 96.66 %) com S. albidoflavus DSM 404557,
cujo espécie tipo foi descrita por Waksman; Henrici,(1948). ASPSP 103 obteve baixa
identidade (97 %) com Streptomyces violascens NBRC 129201, espécie
frequentemente encontrada em ambiente marinho e associados a esponjas como
Haliclona simulans, (VIEGELMANN et al.,, 2014), Aplysina aerophoba, Axinetla
polypoides, Tedania sp. e Tethya sp. (PIMENTEL-ELARDO et al, 2014). A
identidade de ASPSP O.Ofoi de 100 % com Streptomyces psammoticus NBRC
13971T(SUJATHA et al., 2005), ja isolado de sedimento marinho. Os isolados ASPS
120 e 301 formaram um grupo filético similar suportado com valor de bootstrap de
63. Ambos os isolados possuem 100 % de identidade com S. pseudoechinosporeus
NBRC 12518t (GOODFELLOW et al.,1968 ) e S. canchipurensis MBRL 172T(LIl et
al., 2015) respectivamente.

O segundo grupo dominante de actinobactérias cultivadas da esponja
marinha A. fulva foi o género Brevibacterium (14.2 %). O isolado ASPSP 115 foi
verificado com baixa identidade (96.86 %) com a linhagem Brevibacterium
epidermidis NCDO 2286T(COLLINS et al.,, 1983). Em adicdo os isolados ASPSP 54
e 411 foram 100 % homologos a Brevibacterium oceani NBRC 13475T, ao qual a
espécie tipo foi isolada de sedimentos de regies oceanicas abissais (HADRA et al.,
2008).

O género Tsukamurella representou 9.5 % do total de actinobactérias. Os
isolados ASPSP 153 e 67 tiveram uma baixa identidade (97 %) com a linhagem
Tsukamurella carboxydivorans Y2T (PARK et al., 2009). Representantes deste
género ja foram isolados de esponjas marinhas de aguas profundas (OLSON et al.,
2007).

Espécies dos géneros Citricoccus, Terrabacter, Agrococcus, Kocuria e
Gordonia foram menos expressivas, pois apenas uma linhagem de cada grupo foi
isolada da esponja A. fulva. ASPSP 427 possui 98 % de identidade com Citricoccus

zhacaiensis FS24Tcuja espécie tipo foi isolada de aguas hiper-salinas (MENG et al.,
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2010). A sequéncia do isolado ASPSP 107 obteve 99.27 % de homologia com
Terrabacter aerolatus 5516J-36 T(WEON et al., 2007). Foi verificada baixa identidade
(96.92 %) de ASPSP 471 com a linhagem Agrococcus terreus DNG5T, cujo género
ja foi identificado em sedimentos marinhos no Artico (ZHANG et al., 2014). O isolado
ASPSP 134 foi similar (99.3 %) a Kocuria palustris DSM 11925T, espécie que ja foi
encontrada em sedimento marinho (MARTIN et al., 2013). ASPSP 33 obteve baixa
identidade (96.67 %) com Gordortia soli NBRC 1082437. O género Gordonia é
amplamente distribuido em solo e principalmente em ambientes aquaticos e
marinhos, onde grande diversidade de espécies ja foram relatadas em sedimentos

de leitos oceénicos (GOODFELLOW; MALDONADO, 2006) (Tabela 4).



TaDela 4 - Afiliacdo taxon6mica das actinobactérias isoladas da esponja marinha Aplysina fulva

Codigo de acesso

Codigodo  Meio de cultura PRSI imilari O
olad e isolamento. Espécie mais similar S 2/)dade GenBank da espécie
; tipo mais similar
ASPSP 0.0 SM3 Streptomyces 100 AB184554
psammoticus
ASPSP28 SM3 Streptomyces %8 AB 184868
hydrogenans
ASPSP 33 HVA Gordonia soli 96.67 BANX01000052
ASPSP 35 SM3 Streptomyces 97.89 AB184868
hydrogenans
Brevibacteri
ASPSP 54 SM3 revibacterium 100 AM 158906
oceani
ASPSP 55 SM3 Streptomyces %8 AB184868
hydrogenans
ASPSP 57 HVA Streptomyces 100 776676
albidoflavus
ASPSP 59 HVA Streptomyces 100 AB184868
hydrogenans

Tsukamurella
ASPSP 67 SM3 . 97 EU521689
carboxydivorans

Strept S
ASPSP 103 HVA repromyce 97 AY999737
violascens
Terrabacter
ASPSP 107 HVA 99.27 EF212039
aerolatus
Brevibacterium
ASPSP115 SM3 . - 96.86 X76565
epidermidis
ASPSP 120 SM3 Streptomyces 100 IN560154
canchipurensis
ASPSP 134 M1 Kocuria palustris 99.3 Y16263
Il
ASPSP 153 SM3 Tsukamurella 96.85 EU521689
carboxydivorans
ASPSP 301 SM3 Streptomyces 100 AB184100
pseudoechinosporeus
ASPSP313 HVA Streptomyces 96.66 776676
albidoflavus
Brevibacterium
ASPSP411 M1 . 99.1 AM 158906
oceani
ASPSP 427 HVA Citricoccus 98 EU305672
zhacaiensis
ASPSP 471 SM3 Agrococcus 96.92 FJ423764
terreus
ASPSP 479 M1 Streptomyces 98 AB184868

hydrogenans
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Seis meios de cultivo foram utilizados para o isolamento seletivo de
Actinobacteria. Cada meio de cultivo foi preparado com e sem fenol como pré-
tratamento como estratégia de eliminar microorganismos de crescimento rapido e
propiciar o desenvolvimento de géneros raros. No entanto, a eficacia dos diferentes
meios diferiu consideravelmente. Somente os meios SM3, HVA e M1 sem fenol
propiciaram o crescimento de colbnias identificadas como pertencentes aos oito
géneros de Actinobacteria (Figura7). Apesar do meio SM3 ter sido desenvolvido
para o isolamento de Amycolatopsis (TAN et al., 2006), a maioria dos isolados de
guatro diferentes géneros (Streptomyces, Brevibacterium, Tsukamurella e
Agrococcus) foram recuperados neste cultivo. A maioria dos Streptomyces isolados
foram recuperados do meio SM3.

O meio de cultivo HVA foi inicialmente formulado para o isolamento seletivo
de Dactylosporangium, Micromonospora, Microbispora, Microtetraspora, Nocardia,
Streptomyces, Streptosporangium e Thermomonospora (HAYAKAWA; NONOMURA,
1987). Neste estudo foram recuperados quatro géneros deste meio: Streptomyces,
Gordonia, Terrabactere Citrococcus.

Do meio Ml seletivo para Rhodococcus e Dietzia desenvolvido por
Rowbotham e Cross (1977), foram isoladas linhagens dos géneros Streptomyces,

Brevibacterium e Kocuria.

12

10
‘g m Kocuria
\& 8 m Citricoccus
2 m Terrabacter
-g_ u Gordonia
E m Agrococcus

m Tsukamurella
u Brevibacterium

mStreptomyces
SM3 HVA

Meio de cultivo

Figura 7 - Grafico do niumero de géneros de actinobactérias isoladas nos diferentes meios de cultivo
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4.3.4 Atividade antifungica de extratos bruto de actinobactérias

O extrato bruto de todas as 21 actinobactérias isoladas da esponja marinha
Aplysina fulva foram avaliados para atividade fungicida contra Pythium
aphanidermaturrr, Phytophthora capsici e Magnaporthe grisea.

O patégeno P. aphanidermatum é um oomiceto, que diferente dos fungos
verdadeiros possui a parede celular construida de celulose ao invez de quitina. E um
patégeno de solo de grande importancia agricola, uma vez que causam tombamento
em plantulas de milho, algod&o, cereais e hortalicas (AGRIOS, 1997).

Assim com P. aphanidermatum, o patégeno P. capsici€é um oomiceto de
grande importancia por ser o agente causal da podriddo em pimentas e danos em
outras culturas como feijao, berinjela, tomate, abobora, meldo e pepino (AGRIOS,
1997).

M. grisea é um fungo ascomiceto. E um patdgeno vegetal extremamente
eficaz, com reproducdo sexuada e assexuadamente. Produzem estruturas
infecciosas conhecidas como apressorios que infectam tecidos aéreos e hifas que
podem infectar os tecidos daraiz. M. grisea é o agente causal da brusone do arroz,
trigo, centeio, cevada e moxoeira (WILSON, 2009).

As actinobactérias isoladas da esponja A. fulva foram fermentadas nos meios

de cultivo GYE, Czapek e BDA e a extracdo dos metabdlitos realizadas em pH 3; 7 e

10 para o teste de inibicdo dos fungos patogénicos (Tabela5).
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Tabela 5 - Atividade antifingica dos extratos bruto das actinobactérias isoladas da esponja marinha

Alysina fulva. Os isolados foram fermentados em diferentes meios de cultivo. A extracao

foi realizada com diclorometano em diferentes faixas de pH . (continua)
Meio de cultivo/
Isolado Fungo patogénico Extracdo de metabolitosem pH3- 7- 10
GYE Czapek :
maal» i>1p ;e 5,@?\0
ASPSP 0.0 Pythium aphanidermatum

Phytophthora capsici
Magnaporthe grisea
ASPSP28 Pythium aphanidermatum
Phytophthora capsici
Magnaporthe grisea
ASPSP 33 Pythium aphanidermatum
Phytophthora capsici
Magnaporthe grisea
ASPSP 35 Pythium aphanidermatum
Phytophthora capsici
Magnaporthe grisea
ASPSP 54 Pythium aphanidermatum
Phytophthora capsici
Magnaporthe grisea
ASPSP 55 Pythium aphanidermatum +--

Phytophthora capsici

Magnaporthe grisea +--
ASPSP 57 Pythium aphanidermatum +-- +-- +-m
Phytophthora capsici +-- +--
Magnaporthe grisea +-- +--
ASPSP 59 Pythium aphanidermatum +-- +--

Phytophthora capsici

Magnaporthe grisea +-- +--
ASPSP 67 Pythium aphanidermatum i +--
ti3 Phytophthora capsici +-- +--

Magnaporthe grisea
ASPSP 103 Pythium aphanidermatum ++ ++m +-
Phytophthora capsici +-- +-- +m

Magnaporthe grisea ++m ++ +H
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Tabela 5 - Atividade antifungica dos extratos bruto das actinobactérias isoladas da esponja marinha

Isolado

ASPSP 107

ASPSP 115

ASPSP 120

ASPSP 134

ASPSP 153

ASPSP 301

ASPSP 313

ASPSP411

ASPSP 427

Fungo patogénico

Pythium aphanidermatum
Phytophthora capsici

Magnaporthe grisea
Pythium aphanidermatum
Phytophthora capsici
Magnaporthe grisea
Pythium aphanidermatum
Phytophthora capsici
Magnaporthe grisea
Pythium aphanidermatum
Phytophthora capsici
Magnaporthe grisea
Pythium aphanidermatum
Phytophthora capsici
Magnaporthe grisea
Pythium aphanidermatum
Phytophthora capsici
Magnaporthe grisea
Pythium aphanidermatum
Phytophthora capsici
Magnaporthe grisea
Pythium aphanidermatum
Phytophthora capsici
Magnaporthe grisea
Pythium aphanidermatum
Phytophthora capsici

Magnaporthe grisea

Alysina fulva. Os isolados foram fermentados em diferentes meios de cultivo. A extracao

foi realizada com diclorometano em diferentes faixas de pH (continuacéao)

Meio de cultivo/

Extracdo de metabéMtos em PH3- 7- 10

GYE Czapk BDA

+--

+e

+0
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Tabela 5 - Atividade antifingica dos extratos bruto das actinobactérias isoladas da esponja marinha

Alysina fulva. Os isolados foram fermentados em diferentes meios de cultivo. A extragcéo

foi realizada com diclorometano em diferentes faixas de pH (concluséo)
. Meio de cultivo/
Isolado Fungo patogenico Extragio de metabalitos em pH3-7- 10
GYE Czapek BDA

ASPSP 471 Pythium aphanidermatum S _ -
Phytophthora capsici — - -
Magnaporthe grisea — — —
ASPSP 479 Pythium aphanidermatum — — —
Phytophthora capsici — — —

Magnaporthe grisea - - -

Verificou-se que 43 % dos isolados produzem metabdlitos bioativos contra ao
menos um fungo testado. Dentre os extratos dos isolados com bioatividade positiva,
todos os metabdlitos extraidos em pH acido da fermentacdo do meio GYE inibiram
Pythium aphanidermatum. 29 % dos isolados com bioatividade inibiram
Magnaporthe grisea, e 19 % inibiram Phytophthora capslci. Somente o extrato do
isolado ASPSP 103 produziu metabdlitos bioativos em meio BDA, e na faixa de pH
neutro. Os extratos obtidos em pH basico ndo tiveram bioatividade.

De acordo com os resultados observados, os extratos brutos fermentados no
mesmo meio, mas em diferentes pHs apresentaram atividade bioldgica diferentes.
Este padrdo foi também observado por Sana e Fischer (2007), que verificou em
andlises espectrométricas que a mudanca do pH (acido e béasico) do meio a ser
extraido causa um aumento significativo na disponibilidade das diferentes moléculas
alvos, onde foi recuperado 45 % a mais de moléculas Unicas no pH é&cido.

Além da grande diferenca de bioatividade observada nos extratos obtidos
com distintos pHs, os meios de cultivo também influenciaram na sintese de
metabdlitos bioativos pelos isolados. Os extratos dos Streptomyces ASPSP 103 e 57

tiveram o melhor resultado, pois foram os Unicos a inibir os trés patégenos testados.
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4.3.5 Perfil quimico dos extratos brutos

De acordo com os espectros de massas obtidos em modo positivo e negativo
de analise foi possivel observar diferentes padrdes de perfis quimicos entre os

meios de cultivo que apresentaram melhor resultado para extracdo de metabdlitos
bioativos (GYE e Czapek) (Figura 8).

26112014-Meio Czapek
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355.1399.1 B
4132 4510 517.2
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Figura s - Espectros de massas (ESI-MS) dos meios de cultivo (A) Czapek e (B) GYE
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Os espectros de massas dos meios de cultivo Czapek e GYE (Figura 8)

serviram como parametro comparativo para diferenciacdo do perfil metabdlico entre

0s extratos brutos com bioatividade. De forma geral, a ionizagdo em modo positivo

apresentou melhor eficiéncia com uma maior diversidade de sinais.
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Figura 9 - Espectros de massas (ESI-MS) dos extratos bruto do isolado ASPSP 55 extraidos dos

meios de cultivo (A) Czapek e (B) GYE
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Os espectros de massas dos extratos lbrutos do Streptomyces ASPSP 55
apresentaram perfis metabolicos semelhantes na faixa de massas de m/z 910-912.
Porém o extrato bruto da fermentacdo em GYE (Figura9 B) possui intensidade
significativamente maior do composto de m/z 912. Esta diferenca metabdlica pode
explicar a bioatividade observada somente no meio GYE em extracdo &cida contra
0s patdégenos Pythium aphanidermatum e Magnaporthe grisea. A espécie
Streptomyces hydrogenans filogeneticamente mais relacionada ao isolado ASPSP
55 é descrita por produzir metabdlitos bioativos contras os fungos Colletotrichum
acutatum, Cladosporium herbarum, Alternaria brassicicola, Exserohilum sp.,
Alternaria mali, Colletotrichum gleospoiroides, Alternaria alternata, Cercospora sp.,

Fusarium oxysporum sp. (KAUR; MANHAS, 2014).
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Figura 10- Espectros de massas (ESI-MS) dos extratos bruto do isolado ASPSP 57 extraidos dos

meios de cultivo (A) Czapek e (B) GYE

Os extratos dos meios de cultivo Czapek e GYE do Streptomyces ASPSP 57

foram expressivos como fungicida inibindo Pythium aphanidermatum, Phytophthora

capsici e Magnaporthe grisea. Os espectros de massas dos extratos bruto

provenientes dos dois meios de cultivo apresentaram perfis metabdlicos muito

semelhantes na faixa de massas de m/z 898-912. Embora a intensidade de sinal do

espectro de m/z 912 tenha maior intensidade em GYE, também foi relativamente alta
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no meio Czapek quando analisado o modo positivo (FiguraiO - A, B). A afiliacado

taxbnomica de ASPSP 57 foi de 100 % de similaridade com Streptomyces

albidoflavus descrito por produzir

0 composto bioativo Antimycin Al18 com

propriedade fungicida moderada contra Magnaporthe grisea (YAN et al., 2010).
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Figura 11- Espectros de massas (ESI-MS) dos extratos bruto do isolado ASPSP 59 extraidos dos

meios de cultivo (A) Czapek e (B) GYE



BN

79

Filogenéticamente semelhante a ASPS 55, o isolado ASPS 59 possui

similaridade com Streptomyces hydrogenans e apresentou a biatividade contra

Pythium aphanidermatume Magnaporthe grisea com os extratos dos meios Czapek

e GYE. Porém o perfil metabdlico de ASPSP 59 apresentou diferenca na intensidade

do sinal do espectro de m/z 912 no meio Czapek bem como bioatividade no extrato

bruto deste meio, diferentemente de ASPSP 55 (Figura 9 A; Figura 11 A B).
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Figura 12 - Espectros de massas (ESI-MS) dos extratos bruto do isolado ASPSP 67 extraidos dos

meios de cultivo (A) Czapek e (B) GYE
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Os espectros de massas dos extratos brutos do Streptomyces ASPSP 67
apresentaram perfis metabdlicos distintos das demais actinobactérias (Figura 12 A
B). Os extratos obitidos em Czapek e GYE inibiram os fungos Pythium
aphanidermatum e Phytophthora capsici na faixa de massas de m/z 910-912. Os
espectros do modo positivo da andlise do meio Czapek possuem sinais constituintes
na faixa de massas de m/z 798-805. No modo positivo do meio GYE os constituintes
majoritarios sdo sinais na faixa de massas de m/z 663-705. Foi reportada pela
primeira vez a bioatividade fungicida da espécie Tsukamurella carboxydivorans,
linhagem ao qual esta filogeneticamente correlacionado o isolado ASPSP 67. Porém
devido ao baixo indice de similaridade (97 %) sdo necessarios estudos mais

aprofundados de taxonomia para classificacdo mais consistente do isolado.
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26112014 - Amostra 103 - Czapek
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Figura 13 - Espectros de massas (ESI-MS) dos extratos bruto do isolado ASPSP 103 extraidos dos
meios de cultivo (A) Czapek e (B) GYE

Entre todos os isolados os extratos do Streptomyces ASPSP 103 foram mais
eficientes como fungicida, pois inibiram todos os patégenos em diferentes condicbes
de cultivo. Os espectros de massas dos extratos Czapek e GYE do Streptomyces
ASPSP 103 apresentaram perfis metabolicos semelhantes na faixa de massas de
m/z 898-935 (Figura 13). A alta intensidade de sinais destes constituintes
majoritarios verificados nos modo positivo dos dois meios de cultivo pode ser

correlacionada a fracdo bioativa dos compostos sintetizados pelo micro-organismo.
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A linhagem filogenéticamente mais préxima de ASPSP 103, Streptomyces
violascens, €& descrita como grande produtora de compostos bioativos com
propriedades de inibicdo enzimética (TOMIOKA et al., 1976), atividade fungicida
contra Sclerotinia minor (EL-TARABILY et al., 2000), Colletotrichum gloeosporioides
e Aspergillus niger (CHOUDHARY et al.,, 2015). No entanto a baixa similaridade do
gene [rRNA 16S de apenas 97 % indica que estudos mais aprofundados em

taxonomia devam ser conduzidos para classificacdo de ASPSP 103.
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Figura 14- Espectros de massas (ESI-MS) dos extratos bruto do isolado ASPSP 107 extraidos dos
meios de cultivo (A) Czapek e (B) GYE



83

O isolado ASPSP 107, identificado como Terrabacter aerolatus apresentou
perfil metabdlico similar entre os meios de cultivo analisados (Figura 14). Os
espectros de massas dos extratos Czapek e GYE de ASPSP 107 apresentaram
como constituintes majoritarios os sinais na faixa de massas de m/z 898-913, porém
em menor intensidade se relacionado aos extratos dos Streptomyces, e um sinal de
fraca intensidade de m/z 1038 similar a ASPSP 55, 57 e 103. Os extratos Czapek e
GYE de ASPSP 107 inibiram Pythium aphanidermatum e Magnaporthe. Neste
estudo foi pela primeira vez reportada a bioatividade fungicida relacionada a

Terrabacter aerolatus.
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Figura 15 - Espectros de massas (ESI-MS) dos extratos bruto do isolado ASPSP 153 extraidos dos

meios de cultivo (A) Czapek e (B) GYE

Diferente da bioatividade e perfil quimico dos extratos do isolado ASPSP 67

gue inibiram Pythium aphanidermatum e Phytophthora capsici nos dois extratos

analisados, ASPSP 153 também identificado como Tsukamurella carboxydivorans

inibiu os mesmo patdgenos, porém somente no extrato obtido do meio GYE. Os

espectros de massas dos extratos Czapek e GYE de ASPSP 153 apresentaram

sinais na faixa de massas de m/z 898-912 somente no modo positivo do extrato

obtido do meio GYE (Figura 15). Devido a diferenca do perfil quimico e a baixa
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similaridade de apenas 96.85 % com Tsukamurella carboxydivorans é necessério

uma reavaliacdo taxondmica para o isolado ASPSP 153.

26112014 - Amostra 313 - Czapek
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Figura 16 - Espectros de massas (ESI-MS) dos extratos bruto do isolado ASPSP 313 extraidos dos

meios de cultivo (A) Czapek e (B) GYE

O isolado ASPSP 313, assim como com ASPSP 57 foi identificado como

Streptomyces albidoflavus. No entanto a bioatividade dos extratos de ASPSP 313 foi

menos eficiente inibindo

somente o0s

fungos

Pythium aphanidermatum e

Magnaporthe grisea. Os espectros de massas dos extratos bruto dos meios Czapek
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e GYE de ambos os isolados apresentaram semelhanca nos perfis metabdlicos
verificados na faixa de massas de m/z 898-934, porém com intensidade de sinais
muito menores aos observados nos extratos de ASPSP 57. Estas analises indicam a
necessidade de novos estudos taxondmicos para ASPSP 313, devido ao padrdo de
bioatividade e a andlise filogenética que indicou identidade de apenas 96.66 % com
S. albidoflavus.

Deste modo, os resultados de bioatividade fungicida e anélise por ESI-MS
obtidos para os diferentes extratos brutos das actinobactérias isoladas da esponja
marinha A. fulva, indicam que os compostos estdo sendo produzidos em funcédo dos
meios de cultivo testados. A diversidade quimica encontrada nos extratos brutos
estudados se deve a capacidade biossintética do micro-organismo em sofrer
variagdes das condicdes de fermentacdo, bem como dos meios de cultivo
empregados (TAKAHASHI; LUCAS, 2008). Neste contexto, a manipulacdo dos
parametros do processo fermentativo pode alterar a expressdo dos metabdlitos
secundarios produzidos.

Verificou-se que micro-organismos de diferentes géneros possuem padrbes
com perfis metabdlicos semelhantes. Isto indica que possivelmente os mesmos
compostos bioativos sdo produzidos por diferentes espécies associadas a esponja
marinha. De forma geral moléculas com bioatividade s&o produzidas em
concentracbes muito baixas por um sO micro-organismo. Portando este padrdo
observado pode ser uma eficiente estratégia para aumentar a concentracao
sistémica de moléculas bioativas no tecido da esponja. Provavelmente esta sincronia
na producdo de metabolitos seja regulada por algum mecanismo de quimiotaxia,

porém esta nova hipétese ainda deve ser investigada.
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5 ATIVIDADE HERBICIDA DO COMPOSTO BUTENOLIDA PRODUZIDO PELO
STREPTOMYCES SP. ASPSP 103

Resumo

Cerca de 70 % dos antibiéticos em uso clinico atualmente sdo provenientes
de Streptomycetos quais sdo reconhecidos produtores de compostos para diversos
usos na industria farmacéutica. O uso desses microorganismos ou Seus compostos
na agricultura ainda € inexpressivo, apesar dos agroquimicos sintéticos estarem
menos eficientes principalmente no setor de herbicidas devido a resisténcia de
plantas daninhas. Poriferas sdo animais filtradores, portanto, considerando que
micro-algas presentes em ambientes marinhos possam obstruir os pordécitos
asfixiando a esponja, microorganismos que interajam com esses animais
possivelmente produzem compostos algicidas. Acredita-se que estes compostos
tenham acdo herbicida por meio de mecanismo de fitotoxidade. Desse modo, a
identificacdo de um composto com atividade herbicida proveniente de Streptomyces
€ a proposta deste estudo. O extrato do Streptomyces ASPSP 103 isolado da
esponja marinha Aplysina fulva foi testado para atividade algicida contra a microalga
Selenastrum capricornutum e entdo, testado para atividade herbicida onde foi
verificado a correlacdo de atividade para ambos os bioensaios. Foi verificada
atividade herbicida pré-emergéncia em Lactuca sativa (dicotiledénea) e Agrostis
stolonifera (monocotiledénea). A purificacdo do extrato bruto para o isolamento do
composto bioativo foi guiado por bioensaio contra Pythium aphanidermatum, um
oomiceto de rapido crescimento e sensivel aos metabdlitos de ASPSP 103
previamente testados. O composto identificado como pertencente a classe
butenolida, possui atividade herbicida pré-emergéncia contra A. stolonifera (IC3
33.43 pg/mL). Este é O primeiro relato da atividade de butenolida para atividade
herbicida pré-emergéncia em monocotiledénea. Estes resultados enfatizam O
potencial de Streptomyces marinhos para produzir compostos bioativos para o

desenvolvimento de novos agroquimicos.

Palavras-chave: Selenastrum capricornutum; Herbicida; Pré-emergéncia; Agrostis
stolonifera

Abstract

About 70% of the antibiotics in clinical use today are derived from
Streptomycetos in wich compounds are are used in pharmaceutical industry. The use
of these microorganisms or their compounds in agriculture is still unimpressive,
despite the synthetic agrochemicals are less efficient especially in herbicides sector
because of weed resistance. Whereas microalgae present in marine environments
can clog the pores stifling sponge, microorganisms that interact with these animals
possibly produce compounds algaecides. It is believed that these compounds have
herbicidal action through fitotoxidade. Thus, the identification of a compound having
herbicidal activity from Streptomyces is the purpose of this study. The Streptomyces
extract ASPSP 103 isolated from the marine sponge Aplysina fulva was tested for
algaecide activity against microalgae Selenastrum capricornutum and then tested for
herbicide activity where the activity correlation was observed for both bioassays. Pre-
emergence herbicide activity was observed in Lactuca sativa (dicot.) and Agrostis
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stolonifera (monocot). Purification of the crude extract for the isolation of bioactive
compound was guided by bioassay against Pythium aphanidermatum an oomycete
fast growing and sensitive to metabolites ASPSP 103 previously tested. The
compound identified as belonging to butenolida class contains pre-emergence
herbicidal activity against A. stolonifera (IC333.43 mg / ml_). This is the first report of
butenolida activity for pre-emergence herbicide activity in monocot. These results
emphasize the potential of marine Streptomyces to produce bioactive compounds for
the development of new agricultural chemicals.

Keywords: Selenastrum capricornuturrr, Herbicide; Pre-emergence; Agrostis
stolonifera

5.1 Introducéao

Grande parte dos produtos naturais bioativos € utilizada na area médica,
entretanto, a agricultura pode se beneficiar desses compostos que possuam funcdes
pesticidas como inseticidas, nematicidas, larvicidas, repelentes, antiparasiticos,
acaricidas, algicidas e principalmente herbicidas com propriedades fitotoxinas
(BERDY, 2005). Herbicidas e outros agroquimicos sintéticos que dominaram o setor
agricola ha anos tém sido retirados do mercado devido a questbes de seguranca
ambiental e da salude humana e também pelo rapido processo de resisténcia dos
patégenos e plantas daninhas a essas substancias (HEAP; 2014; DAYAN; DUKE,
2014). Desse modo, € crescente a necessidade de descoberta de novos herbicidas
com baixa toxicidade ambiental e com novos mecanismos de acdo. Este grande
desafio para a agricultura tradicional e organica pode ser superado com a busca de
moléculas de origem natural produzidos em especial por estreptomicetos. A
diversidade estrutural e evolucédo da atividade bioldgica de moléculas produzidas por
estes microorganismos oferecem uma gama de possibilidades de fitotoxinas que
podem ser utilizadas como modelo para o desenvolvimento de compostos quimicos
sintéticos com novos mecanismos de acao (TULIP; BOHLIN, 2005).

A maioria desses microorganismos que produzem compostos com acdes
conhecidas foram isolados de ambientes terrestres. Atualmente, devido a grande
dificuldade em se isolar novas espécies e, consegientemente novos compostos
bioativos, a busca de micro-organismos deve ser feito em ambientes pouco
explorados. Neste cenario destacam-se 0S oceanos, pois possuem uma grande
diversidade de eucariotos e procariotos ainda pouco conhecida e explorada. Neste

habitat destacam-se as esponjas marinhas que estdo na vanguarda como fonte para
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descoberta de produtos naturais bioativos devido a sua natureza fisiolégica. Por
serem animais sésseis e filtradores as esponjas dependem sobre tudo de defesas
quimicas para sustentacdo de sua espécie contra predacdo ou protecdo de
patdbgenos (BLUNT et al.,, 2004). Esta defesa ocorre por meio de uma grande
variedade de associacbes com microorganismos produtores de metabdlitos
bioativos, que outrora acreditava-se serem produzidos pelas esponjas marinhas
(TAYLOR et al., 2007). Desta intrinseca associacdo sdo derivados 37 % do total de
novos metabolitos secundéarios bioativos de ambiente marinho o que torna as
esponjas marinhas um estratégico recurso para bioprospeccdo (BLUNT et al., 2004).

O objetivo deste trabalho éidentificar e caracterizar compostos com atividade

herbicidaprovenientes de espécies de Streptomyces isolado de Aplysina fulva.
5.2 Material e Métodos

5.2.1 Local de amostragem

O local de coleta escolhido foi o Arquipélago de Sao Pedro e Sao Paulo.
Devido a seu dificil acesso este € um ambiente pouco explorado e, portanto, pouco
afetado pelas atividades humanas. Este arquipélago compreende uma pequena
formacado rochosa situada na Zona de Fratura de S&o Paulo, localizado a 1,010 km
ao nordeste da costa brasileira no Oceano Atlantico Equatorial (0°54’57"N,
29°20'41"W). E um dos menores e mais isolados arquipélagos do planeta, com
cerca de 420 metros de largura, 18 metros no ponto mais alto (CAMPOS et al.,
2009). O arquipélago esta sob influéncia da Corrente Sul Equatorial, com correntes
marinhas superficiais na direcdo leste para oeste, e a Subcorrente Equatorial com
movimento contrario das aguas a uma profundidade de 40 a 150 m (BOWEN, 1966;
TRAVASSOS et al., 1999).

Amostras de esponja marinha foram coletadas a uma profundidade de 20m e
imediatamente armazenadas em sacos plasticos esterilizados e hermeticamente
fechados. ApOs o transporte para o laboratorio de Microbiologia Ambiental -
Embrapa Meio Ambiente - Jaguariina/ SP, as amostras foram processadas. Partes
do corpo da esponja foram armazenadas em etanol para identificacdo taxonémica
por um especialista em Porifera do Museu Nacional (Dr. Fernando Coreixas de

Moraes). O restante foi utilizado para o isolamento em meio seletivo. Essa coleta foi
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realizada em agosto 2013 de acordo com a expedicdo numero 385 do Programa

Pro-Arquipélago/CNPqg/CECIRM/Marinha do Brasil.

5.2.2 Isolamento Seletivo

As amostras foram inicialmente processadas por meio de trituracdo como
estratégia para recuperar actinobactérias associados ao interior do corpo da esponja
marinha (ABDELMOHSEN et al.,, 2010). Para isto pedacos de 1 cm3do corpo da
esponja foram trituradas e homogeneizadas com agua marinha artificial. Apds a
trituracdo uma suspensédo contendo 1 g do tecido da esponja e 9 mL de solucdo de
agua do mar estéril foi preparada para cada amostra e misturada em agitador de
tubo por 30 minutos.

Um pré-tratamento de exposicdo ao ultra-som por 40 segundos
(BREDHOLDT et al., 2007) foi realizado antes do plaqueamento. Diluicbes seriadas
da ordem de 10‘la 10"5da suspensao inicial foram feitas e plagueadas em meio de
cultivo contendo &cido humico e vitaminas (HVA agar), pH 7,0 suplementado com
100 pg/mL de nistatina, 100 pg/mL de cicloheximida e 50 pg/mL de acido nalidixico
(TAECHOWISAN et al., 2003) enriquecido com NaCl 3 %. Apés incubacao a 28 °C
por 21 dias, a colbénia morfologicamente semelhante a Streptomyces foi purificada
em meio ISP3 (SHIRLING; GOTTLIEB, 1966). As placas de purificagcdo foram
incubadas por 1 a 4 semanas a 25 °C. O isolado purificado foi identificado como
ASPSP 103 e mantido a 4 °C em placas de ISP3 e na forma de esporos ou

fragmentos de micélio em glicerol 20%, armazenado a -80°C.

5.2.3 Identificacdo molecular

O isolado foi repicado em 5 mL de caldo de glicose-extrato de levedura
(GORDON; MIHM, 1962), seguindo-se de incubacéo por 72 h a 28 °C e 150 rpm. A
extracdo do DNA total das culturas foi realizada com o kit Ultra
Cl/ean® Microbial DNA Isolation MOBIo, de acordo com especificacdes do fabricante.
A amplificacdo dogene que codifica para o rRNA 16S foi realizado como descrito por
Hentschel et al. (2002) utilizando os primers 27Fe 1492R. O sequenciamento foi
realizado utilizando o sequenciador 3500 Genomic Analyzer (Applied Biosystems).

As sequéncias foram comparadas com sequéncias de linhagens tipo utilizando o
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servidor EzTaxon-e (KIM et al., 2012). A sequéncia do gene rRNA 16S foi
depositada no banco de dados GenBank, com o codigo KR911949.

5.2.4 Obtencdo dos metabdlitos secundarios

O isolado ASPSP 103 foi cultivado em 5 L de quatro meios de -cultivo
diferentes acrescidos de agua artificial marinha, sendo: 1- Czapek(3 g/Lde Nitrato de
sédio (NaN03, 1 g/L de Fosfato Dipotassico (KH2P04), 0.5 g/L de Sulfato de
Magnésio (MgS04.7H20), 0.5¢g/L de Cloreto de Potassio (KCI), 0.01 g/L de Sulfato
Ferroso (FeS04.7H2)), 8 g/L de extrato de levedura, 15.0 g/L de dextrose, pH
7.3);2- GYE (10 g/L Extrato de Levedura, 10 g/L de Glicose); 3- GYE Peptonado (10
g/L Extrato de Levedura, 10 g/L de Glicose, 10 g/L Peptona), e 4- BDA (200 m/L de
caldo de batata, 20 g/Lde Dextrose) e incubado a 28 °C, por 10 dias, sob agitacéo
de 180 rpm. Para eliminar qualquer vestigio de células dos extratos, as culturas
foram filtradas a vacuo (Sartorius), com membrana de celulose de 0,45 pm
(Milipore), e centrifugadas a 9000 rpm por 30 min a 4 °C. O filtrado foi submetido,
por trés vezes, ao processo de extracdo liquido-liquido em sistemas de duas fases
aquosas (SDFA), com o solvente diclorometano na proporc¢édo de 1:1 (v/v) em pH 3.0
com formacdoda camada aquosa, na parte inferior e organica, na parte superior. A
fase orgéanica foi adicionada de 5 % de sulfato de soédio anidro, filtrada em papel
Whatman n° 4 e concentrada no evaporador rotativo (Quimis) a temperatura de 40
°C, a pressao reduzida (KILIKIAN; PESSOA Jr., 2001). O extrato bruto obtido foi
pesado em balanca analitica e armazenadoa -20 °C. O extrato bruto seco do

controle foi obtido através da extracdo do caldo de cultura sem inéculo.

5.2.5 Bioensaio de fitotoxidade com a alga Selenastrum capricornutum

O bioensaio de fitoxidade do extrato bruto foi avaliado pela inibicdo do
crescimento da alga Selenastrum capricornutum. O ensaio foi realizado em
microplacas de 24 pocos com volume de 5 mL, preparados em réplicas de 3 poc¢os
para cada tratamento. A quantidade celular inicial de microalga foi de
aproximadamente 5 x 106células/mL (ABS = 0,3 em 750 nm). Os tratamentos foram
preparados com 1800 pL da solucdo do meio de cultura para micro algas (Tabela 6).

Foram feitos dois controles negativos. O primeiro foi acrescido de 200 pL da
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suspensao de S. capricornutum e o segundo com 20 pL do solvente DMSO com
concentracao final de 1% v/v e 180 pL da suspensdo de S. capricornutum. O
controle positivo foi preparado com 20 pL do herbicida atrazina em concentragédo de
10 pg/mL e 180 pL da suspensdo de S. capricornutum. O extrato bruto do
Streptomyces ASPSP 103 foi ressuspendido em DMSO 1% v/v e aplicado nas
concentracdes de 1000 pg/mL, 500 pg/mL, 250 pg/mL, 125 pg/mL e 62.5 pg/mL.
Foram utilizados 20 pL dos extratos das diferentes concentracfes estabelecidas e
180 pL da suspensédo de S. capricornutum. /Asplacas foram incubadas a 20 °C, em
luminosidade continua de -1300 Ilux. As leituras foram realizadas em

espectrofotometro (Shimadzu UV-1601 PC) a 750 nanémetros (nm) durante 5 dias.

Tabela s - Procedimento OECD (Guideiines for Testing Chemicals) para preparo da solugéo-estoque

do meio de cultivo de microalgas

Nutrientes Quantidade (g/L)
MgS04.7H2 (Sulfato de magnésio heptahidratado) 7,5
NaNO3 (Nitrato de sddio) 50
NH4NOs3 (Nitrato de aménio) 33
K2HPOa4.3 H20 (Fosfato de potéassio dibasico trihidratado) 5,2
CaCl.2H2 (Cloreto de célcio dihidratado) 3,5
Na2C 03.10H2 (Carbonato de sddio decahidratado) 54
CeHsFe 07 (Citrato férrico) 0,6
CesHs0 7.HD (Acido citrico monohidratado) 0,6
Solugéo de elementos traco: -
H3BOs3 (Acido bérico) 2.9
MnCl2.4H2 (Cloreto de manganés tetrahidratado) 1,81
ZnCl2 (Cloreto de zinco) 0,11
CuS04.5H0 (Sulfato de cobre penta hidratado) 0,08
(NH4)M070 24.4H20 (Molibidato de aménio tetra hidratado) 0,018

5.2.6 Avaliacéo da atividade herbicida

A atividade herbicidado extrato do isolado ASPSP 103 foi avaliado em
Lactuca sativa (dicotiledonea) e em Agrostis stolonifera (monocotiledénea). Ambos
sdo organismos modelos para bioensaios de atividade herbicida de compostos
guimicos (DAYAN et al., 1999). O bioensaio foi conduzido em placas de 24 pocos

com 4 repeticbes para cada concentracdo do extrato bruto, como segue o esquema
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representativo da Figurai7. O extrato do isolado ASPSP 103foi pesado, e
solubilizado em dimetilfulféxido (DMSO) e diluido em &agua ultra pura (Milli-Q®) em
seis concentra¢cdes (10000 pg /mL, 1000 pg /mL, 100 pg/mL, 10 pg/mL, 1 pg/mL, e
0.1 pg/mL). Em cada poco foram semeadas 10 sementes sobre um disco de papel e
200 pL da solucdo com o extrato nas concentracdes estabelecidas. Com a finalidade
de definir a concentracdo de DMSO néo toxica para as sementes foram montadas
as placas controle com Lactuca sativa e Agrostis stolonifera com concentracdes de 1
a 50 % de DMSO.O herbicida comercial pré-emergente GOAL® foi utilizado como
controle positivo em quatro pocos. Para teste de viabilidade e germinacdo das
sementes, foi montado em quadruplicata po¢os contendo somente agua como
controle negativo. As placas foram incubadas a 25 °C por 10 dias, em luminosidade
de -1300 lux com fotoperiodo de 12h claro/12h escuro. As sementes germinadas
foram contadas para o calculo da Metade da Concentracdo Maxima Inibitéria (IC 50)
para avaliar a atividade herbicida de acordo com O protocolo descrito por Dayan et

al. (1999) e Herath et al. (2008).

Bioensaio para avaliacdo da
atividade herbicida

Controle D|Iulgoes do extrato bruto do
-uma placa com 10 sementes de 150lado ASPSP 103T
Lactuca sativa em cada pogo; -uma placa com 10 sementes de
-uma placa com 10 sementes de Lactuca sativa em cada pogo;
Agrostis stolonifera em cada poco -uma placa com 10 sementes de

Agrostis stolonifera em cada poco

Figura 17 - Esquema representativo do bioensaio para atividade herbicida do extrato bruto do isolado

ASPSP 103
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5.2.7 Caracterizagdo quimica dos compostos bioativos do extrato bruto de

Streptomyces ASPSP 103

Inicialmente o Streptomyces ASPSP 103 foi fermentado em 20 L do meio de
cultivo GYE + Peptona. 1,05 g do extrato bruto extraido em diclorometano (DCM) foi
dissolvido em solugcdo aquosa de metanol (MeOH/H20, 90:10, v/v) e submetido a
particdo liquido/liguido com 150 mL de Hexano (3 vezes). Para a particgdo do
restante (MeOH/H20, 90:10, v/v) adicionou-se 57 ml de H2 para torna-lo 70:30 (v /
v) de MeOH/H20. Em seguida, foi adicionado 150 mL de cloroférmio (3 vezes) para
obtencdo da fracdo CHCL3 O restante de MeOH foi removido em rotaevaporagéo,
seguindo-se da adicdo de 100 mL de acetato de etila para obtencdo da fracdo
acética. O extrato aquoso restante foi evaporado novamente para remoc¢ao de todos
os produtos organicos residuais, para obtencéo do extrato na polaridade da agua por
meio de liofilizacdo. As fracGes purificadas por particAo foram submetidas ao
bioensaio com Pythium aphanidermatum, por ser um microorganismo de
crescimento rapido e sensivel aos compostos produzidos por ASPSP 103
previamente testados. O extrato purificado com cloroformio obteve forte inibicdo
contra P. aphanidermatum, portanto, foi submetido a nova purificacdo no Biotage
XP-Sil, com cartucho SNAP de 100g (40-63 pm, 60 A, 40 A ~ 150 mm) corrido a 40
mL min'lcom gradiente de acetato de etila:acetona come¢ando com 100:0 a 90:10
com 924 mL coletados, seguido por 90:10 a 80:20 com 298 mL coletados, 80:20 a
50:50 com 400 mL coletados e terminando com 0:100 com 350 mL coletados nas
condi¢cbes de comprimento de onda entre 254 nm (66 mAU) a 280 nm (51 mAU). O
volume de 22 mL foi automaticamente coletado em 60 tubos de ensaio durante o
fracionamento do extrato. O volume dos tubos foram combinados e concentrados
com base na similaridade de bandas observadas em placas de cromatografia de
camada delgada (CCD). Desta forma, foram separados 7 grupos, que apos
concentrados foram submetidos ao bioensaio com P. aphanidermatum. Foi

observada forte inibicdo de P. aphanidermatum no grupo caracterizado como G1.
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5.2.8 Analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) analitica e
preparativa e fracdes por cromatografia em camada delgada comparativa
(CCDC)

Apoés a purificagdo do Biotage a fragdo ativa G1 (50 mg) proveniente da
particdo cloroformica do extrato bruto de Streptomyces ASPSP 103, foi
primeiramente analisada por CLAE-UV em modo analitico, e em seguida, submetida
ao processo de purificagdo usando um equipamento Shimadzu equipado com uma
controladora CBM-20A, 2 bombas LC-6AD e injetor de amostra manual Rheodyne,
detector UV-vis SPD-20A e degaseificador DGU-20A5. A separacdo dos compostos
foi realizada em uma coluna cromatografica Ci8 Shim-Pack Shimadzu (250 x 20 mm,
5 pm o didametro da particula). A fase movel consistiu de H2 (solvente A) e Metanol
+ 0.1% de acido formico (solvente B). A separacdo dos compostos foi realizada em
modo gradiente de 40 a 95% de Metanol a uma vazao de fluxo de 18,0 mL/min. O
progresso da analise foi monitorado nos comprimentos de onda de 220 e 340 nm.
No total, 36 fracBes foram coletadas da analise por CLAE preparativa. Em seguida,
essas fracOes foram analisadas e reunidas por CCDC usando como fase mével uma
mistura de solventes de polaridade crescente (hexano - acetato de etila - metanol).
Como fase estacionéria foi utilizada placas pré-fabricadas de silica gel 60 (Merck,
Whitehouse Station, NJ), as quais foram visualizadas sob a pulverizacdo de
revelador cromogénico (vanilina sulfurica e H2S04 em etanol) e luz ultravioleta nos
comprimentos de onda de 254 e 364 nm. Posteriormente, as frac6es reunidas com
base em seus perfis cromatograficos foram submetidas aos bioensaios com P.

aphanidermatum.

5.2.9 Analise das amostras por espectrometria de massas (EM)

A andlise por EM via inser¢édo direta do extrato bruto do isolado ASPSP 103,
da fracdo ativa Gl e subfracdo ativa Fr 17-20 foi realizado usando um sistema
ACQUITY UPLC H-Class acoplado aos detectores de arranjo de diodos (do inglés,
Diode Array Detector - DAD) e ao espectrometro de massas quandrupolo tandem
Xevo® TQ-S (Waters Corporation, Milford, MS, USA), equipado com uma fonte de
ionizacdo Z-spray operando em modo positivo de analise. As amostras foram

preparadas em MeOH/H2 80:20 (v/v) e subsequentemente, um volume de 3 pL de



102

amostra foi injetada dentro da fonte de ionizacdo por eletrospray (do ingiés,
electrospray ionization - ESI) em modo de andlise Full-Scari (ESI-EM).

Andlises do extrato bruto do Streptomyces ASPSP 103 e a fracdo ativa Gl
também foram realizados por cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada ao
espectrbmetro de massas (CLUE-EM). Um volume de 5 pL de amostra foi injetada
em uma coluna Ascentis® Express Cis (100 x 4,6 mm, 2,7 pm o diametro da
particula) da Supelco. A fase movel consistiu de 10 mM de Acetato de Amonio
(solvente A) e Metanol + 10 mM de Acetato de Amonio (solvente B). A separacao
dos compostos foi realizada em modo gradiente de 40 a 95% de Metanol a uma taxa
de fluxo de 500 pL/min. Os parametros de operacédo utilizados na fonte de ionizacéo
Z-spray foram: voltagem do capilar = 3.2 kV, voltagem do cone = 40 V, source offset
= 60 V, temperatura da fonte Z-spray = 150 °C, temperatura de dessolvatacdo do
gas N2= 300 °C, fluxo do gas de dessolvatacdo = 600 L/h. A faixa de massas usada
no modo de analise Full-scari foi de 100 a 1000 unidades de massa (u). Os
experimentos de espectrometria de massas tandem (CLUE-EM/EM) foram
realizados por dissociacdo induzida por colisdo (DIC) usando argbnio como gas de

colisdo para os ions precursores de interesse ([M + H]4).

5.2.10 Anélise por ressonancia magnética nuclear (RMN)

Analise por RMN de hidrogénio (RMN de 1H) e RMN bidimensional (COSY -
correlation spectroscopy; gHSQC - gradient-enhanced heteronuclear multiple
guantum coherence e HMBC - gradient-enhanced heteronuclear multiple bond
correlation) da subfracdo ativa Fr 17-20 foi realizada em um espectrobmetro Bruker
DRX 500 operando em 500 e 125 MHz para 1H e 13, respectivamente.
Aproximadamente 4,0 mg de amostra foi dissolvida em cloroférmio deuterado
(CDCI3, Sigma-Aldrich) e submetida aos experimentos de RMN de 1H, gHSQC e
gHMBC.
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5.3 Resultados e Discusséao

5.3.1 Identificacdo da esponja marinha

Amostras da esponja foram morfologicamente e anatomicamente
caracterizadas por identificacdo taxon6mica, realizada por comparacdo de descri¢cdo
de espécies da literatura especializada (WIEDENMAYER, 1977; MORAES, 2011) e
por espécimes de referéncia da Colecdo de Porifera do Museu Nacional, Rio de
Janeiro Brasil. Desta forma a esponja marinha foi identificada como pertencente a
espécie Aplysina fulva (PALLAS, 1976), descrita na literatura por serem organismos
produtores de lecitinas com propriedades hemoaglutinantes e derivados de
dibromotirosinas com atividade citotoxica e antimicrobiana (PINHEIRO; HAJDU,

2001).

5.3.2 Isolamento Seletivo e Identificacdo molecular

O isolamento de espécimes do género Streptomyces neste estudo foi bem
sucedido ao se utilizar os métodos para recuperar actinobactérias associadas ao
interior do corpo da esponja marinha propostos por Abdelmohsenet al. (2010) e pré-
tratamentos para selecdo de géneros raros de actinobactérias proposto por
Bredholdt et al. (2007).

O resultado da analise da sequéncia quase completa (99.5% de cobertura)
dogene que codifica para o rRNA 16S do isolado ASPSP 103 (1466 pb, GenBank
KR911949) mostrou baixa similaridade com as seguintes espécies de Streptomyces:
Streptomyces violascens ISP 5183T AY999737 (97,7% - 39 nucleotideos de
diferenca); Streptomyces hydrogenans NBRC 134751 AB184868 (97,15% - 41
nucleotideos de diferenca); Streptomyces somaliensis NBRC 129161 AB184243
(96,77% - 47 nucleotideos de diferenca); Streptomyces albidoflavus DSM 404551
76676 (96.76% - 47 nucleotideos de diferenca); Streptomyces daghestanicus
NRRL B-54181 DQ442497 (96,56% - 50 nucleotideos de diferenca) e Streptomyces
koyangensis VK-A601 AY079156 (96,35% - 53 nucleotideos de diferenca).

A analise filogenética da sequéncia do gene que codifica o rRNA 16S do
isolado ASPSP103 mostrou uma proximidade evolutiva ao Streptomyces violascens
ISP 5183TAY999737. Contudo, essa similaridade foi de apenas 97.7 %, o que indica
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gue a linhagem analisada neste estudo possivelmente seja integrante de uma nova
espécie do género Streptomyces. S. violascens foi primeiramente isolado de solo
(SHIRLING; GOTTLIEB, 1968), porém em recentes estudos tém sido relatado como
um micro-organismo frequentemente encontrado em ambiente marinho (PIMENTEL-
ELARDO et al, 2010; VIEGELMANN et al, 2014). S. violascens é descrito
pelagrande producdo de antibidticos, tais como actinomicina D e actinomicina X2,
(EL-TARABILY et al., 2006); inibidores de protease, tais como inibidores de tripsina
e quimotripsina (JONSSON; TORSTENSSON, 1972) e 3-jS-hidroxiesterdide-oxidase
(TOMIOKA et al., 1976). Este arsenal de antibidticos é efetivo contra uma gama de
linhagens de micro-organismos. Viegelmann et al. (2004) observou que S
violascens\n\b\u o crescimento de: Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis,
Candida albicans, C. glabrata, Saccharomyces cerevisiae, Aspergillus fumigatus e
Kluyveromyces marxianus. De acordo com o0 sequenciamento do genoma de S.
violascens (Acesso GenBank PRJNA180938), existem 534 contigs com uma
dimenséo total de 7,2 Mb; totalizando 6722 genes que codificam 6647 proteinas, 31
modulos génicos de NRPS e 25 mddulos génicos de PKS que em adicdo a outros

genes reguladores sdo responsaveis pela biossintese de metabolitos secundarios
(VIEGELMANN et al., 2014).

5.3.3 Avaliacdo da atividade algicida em Selenastrum capricornutum

S. capricornutum € uma alga cloroficea unicelular mundialmente distribuida
em corpos de agua doce e solos. Devido a sua natureza cosmopolita, 0 seu uso em
estudos de ecotoxicidade é recomendado por protocolos nacionais e internacionais
(JONSSON, 2005). As microalgas também tém sido utilizadas em pesquisas para
desenvolvimento de agroquimicos como triagem de herbicidas, por meio da
avaliacdo de seu crescimento frente a moléculas com diferentes mecanismos de
acdo (PETERSON et al, 1997; MA et al.,2006). A inibicdo do crescimento de
microalgas é afetada principalmente pelos herbicidas inibidores da fotossintese (MA
et al.,2004,2006). Portanto, o extrato do isolado ASPSP 103 foi testado para
atividade algicida como método de pré-screening para atividade herbicida. O extrato
bruto foi solubilizado no solvente DMSO 1 %, que de acordo com os testes nao

causou interferéncia no crescimento de S. capricornutum (Tabela 7).
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Tabela 7-Valores de absorbéancia indicando a taxa de crescimento da microalga S. capricornutum

para cada periodo de exposi¢cdo aos tratamentos.

Quantidade celular (5 x 10bcélulas/mL)

Tratamentos o 24 191 2n 961
Controle com 0,0033 + 0,1900 + 0,0706 + 0,1090 + 0,1356 +
meio de cultivo OECD 0,0005 0,0070 0,0195 0,0080 0,0117
Controle com 0,0046 + 0,0220 * 0,0370 + 0,0896 * 0,1223 *
DMSO 1% v/v 0,0015 0,0065 0,0045 0,0100 0,0190
Controle com 0,0050 * 0,0130 0,0116 * 0,0066 * 0,0023 =
herbicida atrasina 0,0020 0,0026 0.0020 0,0020 0,00057
Extrato ASPSP 103 0,0053 * 0,0143 + 0,0243 * 0,0670 + 0,0853 +
1000 pg/mL 0,0053 0,0032 0,0065 0,0177 0,0120
Extrato ASPSP 103 0,0080 = 0,0313 = 0,0343 + 0,0983 + 0,1246 *
500 pg/mL 0,0026 0,0075 0,0041 0,0081 0,0149
Extrato ASPSP 103 0,0070 + 0,0323 + 0,0426 + 0,1030 + 0,1336 =
250 pg/mL 0,0017 0,0102 0,0037 0,0160 0,0110
Extrato ASPSP 103 0,0056 + 0,0193 + 0,0410 * 0,0986 * 0,1196 =
125 pg/mL 0,0011 0,0102 0,0091 0,0087 0,0083
Extrato ASPSP 103 0,0056 + 0,0263 = 0,0496 + 0,1013 + 0,1126 +
62,5 pg/mL 0,0020 0,0041 0,0098 0,0120 0,0106

AOs dados—sdo apresentados como a média dos valores + desvio padrdo das duplicatas

O herbicida utilizado como controle positivo (atrasina) atua como um inibidor
do FSII. Os resultados demonstram que ocorreu uma inviabilidade celular da alga S.
capricornutum apoés 24h de incubacdo com este agroquimico (Figura 18), o que
pode ser constatado pela auséncia de pigmentos fotossintéticos na replicata com a

atrasina comparado aos controles negativos (Figura 19).
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Figura 18 - Curvas de crescimento da microalga S. capricornutum exposta ao solvente DMSO 1% v/v,

herbicida atrasina e ao extrato do Streptomyces ASPSP 103 em concentra¢cdes variadas

O bioensaio de fitotoxicidade com o extrato bruto do Streptomyces ASPSP
103 obtido da extracdo liquido-liguido com diclorometano foi testado em
concentracdes de 1000 l|ig/ml_, 500 |ig/mL, 250 |ig/mL, 125 |ig/mL e 62.5 [ig/ml_.
Somente a concentracdo de 1000 (ig/mL inibiu o crescimento da alga S
capricornutum (Figuras 18 e 19). O leve efeito algicida observado pode ser atuante
também na esponja marinha Aplysina fulva. Desta forma o composto bioativo
produzido por este Streptomyces pode efetivamente proteger a esponja de
incrustamento e possivel asfixia por obstrucdo dos porocitos, por onde filtram a agua

perfiférica, absorvendo oxigénio e nutrientes.
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Meio OECD Meio OECD + DSMO 1% v/v
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Figura 19 - Atividade algicida do extrato de Streptomyces ASPSP 103 contra a microalga S.

capricornutum

5.3.4 Bioensaio para avaliagcdo da atividade herbicida dos extratos brutos

A avaliagdo da atividade herbicida dos extratos em sementes de Lactuca
sativa (dicotiledénea) e Agrostis stolonifera (monocotiledénea), foi determinada com
base na porcentagem de sementes germinadas em relacdo a dose aplicada, (Tabela

8).
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Tabela s - Avaliacdo da atividade herbicida pré-ernergencia em sementes de Agrostis stolonifera e
Lactuca sativa. Cada tratamento foi conduzido em quadruplicata. Osvalores representam
a média da porcentagem de sementes germinas + o0 desvio padrdo. O experimento foi
avaliado 10 dias apds serem aplicadas diferentes concentragbes do extrato bruto do

Streptomyces ASPSP 103 extraido de diferentes meios de cultivo

Concentragdo do extrato bruto (pg/mL)

Tratamentos 1000 100 10 1 0
BDAa 00 0 :0 80 £3,5 90 2,5 100 £0
Czapek a 0o 020 70 £1,5 90 £2,5 10020
GYEa 00 0 :0 52,5 + 7,07 80 +5 100 £0
GYE + peptona a 0:0 020 20 + 4,08 70 + 4,08 100 50
BDAb 2,5 2,88 63 £8,69 725+853  87,5+6/45 100 £0
Czapek b 5125 575+645  67,5+853 80 £2,5 100 20
GYEO 0+25 525+ 103 62,5+ 104 80 + 6,29 1000
GYE + peptona 0 0+25 50 +4,08 575+645 75577 100 %0
Controles* : . . . .

ge’xtrato bruto do Streptomyces marinho ASPSP 103 aplicado em sementes de Agrostis stolonifera

(monocotiledbnea)
b extrato bruto do Streptomyces marinho ASPSP 103 aplicado em sementes de Lactuca sativa

(dicotiledbnea)
*Os controles foram conduzidos em quadruplicata. O tratamento com agua e DMSO 1% v/v tiveram

ambos taxa de germinacdo de 100 % tanto para A. stolonifera quanto para L. sativa. O tratamento
com o herbicida pré-emergente Goal® ([10 ng/mL]) foi efetivo com taxa de germinacao de 0% para

A. stolonifera e para L. sativa

Para determinar a Concentracdo Maxima Inibitéria (IC50) foi calculado O
coeficiente de regressédo linear e equacdo de regressdo da reta com base na

porcentagem de inibicdo de germinacdo das sementes (Tabelas8 e 9).
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Tabela 9 - Equacéo da reta usada para calcular o ICso (metade da concentragdo méaxima inibitéria) da
atividade herbicida pré-emergente dos extratos brutos do Streptomyces marinho ASPSP

103 cultivado em diferentes meios de cultivo

Extrato bruto Equacdo da reta R' |C*
BDAa y = 0.940X + 6.403 0.989 46.37
Czapek a y = 0.915x + 9.604 0.963 44.14
GYEa y = 0.832x + 18.76 0.863 37.54
GYE +peptona a y =0.813X T 19.92 0.881 36.99
BDAO y =0.082x + 16.64 0.959 406.82
Czapek 0 y = 0.075x + 21.29 0.851 382.8
GYEd y = 0.078X + 23.65 0.822 337.82
GYE +peptona o y = 0.074x + 26.87 0.781 312.56

*[1Cs0 (pg/mL)]

a extrato bruto do Streptomyces marinho ASPSP 103 aplicado em sementes de Agrostis stolonifera
(monocotileddnea)

b extrato bruto do Streptomyces marinho ASPSP 103 aplicado em sementes de Lactuca sativa

(dicotiledbnea)

Na Figura 20, observa-se que todos o0s extratos apresentam atividade
inibitéria nas faixas de concentracdes utilizadas no bioensaio, mostrando que o
solvente escolhido neste estudo (diclorometano) foi capaz de extrair metabdlitos
ativos em todos meios de cultivo testados. Porém nota-se uma substancial diferenca
na sensibilidade aos metabdlitos entre Lactuca sativa e Agrostis stolonifera. A
dosagem necessaria para inibicdo de germinacdo na planta dicotiledonea é
acrescida em uma ordem de concentracdo 10 vezes maior. Este resultado ocorre
possivelmente devido a diferenca anatémica entre as sementes dicotiledbneas e
monocotiledéneas. Lactuca saf/Vapossui uma camada de tegumento e de
endosperma mais espessa formando, portanto uma barreira natural para a

translocacdo sistémica do metabdlito ao embrido da semente.
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Figura 20 - Efeito da atividade herbicida pré-hermergente de extratos brutos do Streptomyces
marinho ASPSP 103 cultivado em diferentes meios de cultivo. (A) Sementes de

Agrostis stolonifera (monocotiledénea). (B) sementes de Lactuca sativa (dicotiledénea)

O extrato bruto do meio GYE + peptona apresentou maior inibicdo da
germinacdo em ambos os modelos de plantas testados, sendo mais sensivel para
monocotiledénea (Tabelas 8 e 9). O IC P necessario para inativar a germinacdo de

50 % das sementes de Agrostis stolonifera variou entre 46.37 |ig/mL com O extrato
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obtido do meio BDA e 36.99 pg/mL no extrato obtido do meio GYE + peptona. O
resultado observado em sementes de Lactuca sativa manteve a mesma relacdo de
atividade entre os meios de cultivo, porém com valores de ICImais altos variando
de 406.82 pg/mL com o extrato obtido do meio BDA e 312.56 pgml_~Ino extrato
obtido do meio GYE + peptona.

Estudos mostram que o uso generalizado de herbicidas sintéticos para
manejo de ervas daninhas resultou na disseminacdo de plantas altamente
resistentes a herbicidas (VYVYAN, 2002; DAYAN et al., 2009). Este fato acarreta
preocupacfes publicas sobre o impacto que os herbicidas sintéticos podem ter na
saude humana e no ambiente devido a necessidade de doses cada vez maiores
para o controle plantas daninhas. Estas preocupacdes estdo mudando a atencédo
das tecnologias de controle de plantas daninhas com alternativas baseadas em
produtos naturais (VYVYAN, 2002). Muitos produtos naturais inibem o crescimento
das plantas, e alguns destes necessitam de uma concentracdo relativamente baixa.
O limiar de concentracdo necessario para a maioria dos produtos naturais que
inibem o crescimento das plantas testadas em modelos experimentais similares é
situado entre as faixas de concentragdo de 100-1000 pg/mL (LOTINA-HENNSEN et
al., 2013). Desta forma, os extratos analisados possuem bioatividade herbicida pré-
emergente com atividadeforte em monocotileddnea com dose necessaria situada em
uma faixa abaixo do limiar de 100 pg/mL, bem como um efeito moderado a fraco em
dicotiledénea com dose necessaria situada em uma faixa abaixo do limiar de 1000

pg/mL.

5.3.5 Analise por CLAE-UV analitico, CLAE-UV preparativo e CCDC

A fracdo ativa G1 (50 mg) proveniente do fracionamento do extrato bruto do
Streptomyces ASPSP 103 em cartucho de purificagdo no Biotage foi analisada por
CLAE-UV a fim de obter uma a separacdo dos compostos presentes nesta fracao.
Posteriormente, a fragcdo Gl foi re-fracionada por CLAE preparativo obtendo-se 36
subfracdes. As subfracbes coletadas foram submetidas ao bioensaio com P.
aphanidermatum, ao qual apenas as subfracbes 18 e 19 apresentaram atividade
pronunciada. As subfracées foram analisadas por CCDC e reunidas de acordo com

os seus perfis cromatograficos semelhantes conforme os seus valores préximos de
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Rr (fator de retencdo dos compostos). Logo, essas fracdes foram reunidas

resultando na subfracdo ativa Fr 17-20.
5.3.6 Analise por espectrometria de massas via ESI-EM, ESI-EM/EM e CLUE-EM

O extrato bruto de ASPSP 103, a fracdo ativa G1, bem como a subfracdo
ativa Fr 17-20 foram analisados por ESI-EM em modo Full-Scan via ID-EM conforme

apresentado na Figura 21.
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Figura 21 - Espectros de massas Full-Scan em modo positivo de andlise: A) Extrato Bruto 103; B)

Fragdo ativa G1; C) Subfracdo ativa Fr 17-20

A analise do espectro de massas revelou dois grupos maiores de picos na
faixa de m/z 900-1000 e o outro na faixa de m/z 200-300. O primeiro grupo de picos
possui intensidade relativa alta, de modo que a diferenca de massa entre 0s picos é
de 14 u (-CH2). Esta diferenca indica a presenca de compostos homdlogos
pertencentes a mesma classe quimica. Além do mais, o pico de m/z 934 possui uma
diferenca de massa de 22 u em relagcdo ao pico base de m/z 912. Nesse caso, esta

diferenca de massa se refere aos ions [M+H]+de m/z 912 e [M+Na]+de m/z 934.
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ApOs o processo de purificacdo do extrato bruto do Streptomyces ASPSP 103, o
qual originou a fracédo ativa G1, os compostos presentes na faixa de massas de m/z
900-1000 nao estavam mais presentes nesta fracdo (Figura 21 B). Por outro lado,
apenas os ions na faixa de m/z 200-300 mostraram-se evidentes no espectro de
massas, bem como o ion de m/z 225 [M+H]+ no espectro de massas da subfracéo
ativa Fr 17-20 (Figura 21 C). Com intuito de obter informacfes estruturais dos
compostos, o ion de m/z 912 e 898 foi analisado por espectrometria de massas

tandem (ESI-EM/EM), conforme apresentado na Figura 22.
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Figura 22 - Espectros de massas tandem (ESI-EM/EM) dos ions precursores protonados: A) ion

precursor de m/z912; B) ion precursor de m/z898.

A identificacdo desses compostos foi realizada por meio da busca no banco
de dados do Dicionario de Produtos Naturais (CHAPMAN; HALL, 2015) através da
massa molecular 911 u, e confrontando as informacfes obtidas com o género
Streptomyces, além da interpretacdo do espectro de ESI-EM/EM (Figura 22 A) do
ion precursor de m/z 912. Dentre 0os 5 compostos sugeridos pelo banco de dados, a
presenca de um peptideo ciclico destacou-se devido ao espectro de ESI-EM/EM

(Figura 22 A) do ion precursor de m/z 912, o qual foi observado uma primeira perda
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neutra de 28 u (CO), sendo comum aos peptideos ciclicos. Subsequentemente,
outras perdas neutras referentes aos residuos peptidélicos foram identificadas.
Desta forma, o composto de massa molecular 911 u foi sequenciado como sendo o
ciclo[-lle-Ala-lle-lle-Lys-lle-Phe-] (Figura 23), conforme ja relatado na literatura por
Takada et al. (2013). Contudo, apenas o experimento de ESI-EM/EM realizado via
DIC ndo é suficiente para distinguir entre os residuos lie ou Leu, uma vez que
ambos sao isbmeros e, consequentemente, possuem a mesma féormula e massa

molecular.

O ion precursor de m/z 898 presente no espectro de massas da Figura 22 B
possui diferenca de massa de 14 u em relagdo ao ion de m/z 912. Da mesma forma,
0 mesmo procedimento de identificacdo estrutural foi realizado para este composto,
e 0 espectro de ESI-EM/EM desse ion apresentou picos semelhantes a surugamida
A (1) (Figura 23), mas em mistura com outras surugamidas isomeéricas. Assim,
apenas com o0s dados obtidos por ESI-EM/EM ndo foi possivel definir
sistematicamente as outras surugamidas presentes na amostra.

Com relagcdo aos compostos presentes na faixa baixa de massas, o ion de
m/z 225 merece destaque, pois aparece como majoritario na subfracdo ativa Fr 17-
20 (Figura 21 C). Com intuito de obter a separacdo eficiente dos analitos, e a

identificacdo das massas dos compostos em seus respectivos tempos de retencéo
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(tR, o extrato bruto do Streptomyces ASPSP 103, bem como a subfracao ativa Fr

17-20 foram analisados por CLUE-EM, conforme mostrado nas Figuras 24 e 25.
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Figura 24 - Cromatogramas de ions extraidos (EIC) de A) m/z 225, B) m/z 898 e C) m/z 912,

presentes no extrato bruto 103 e seus respectivos espectros de massas
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Figura 25 - Cromatograma de corrente i0nica total (TIC) da subtracdo ativa Fr 17-20

De acordo com a Figura 24, o desenvolvimento da metodologia por CLUE-EM
foi eficiente na separacdo dos compostos de interesse, de modo que os ions de m/z
898 e m/z 912 apresentaram perfis cromatograficos semelhantes com pequenas
diferencas em seus tempos de retencdo (ir) - ir = 9.57 min e 9.84 min,
respectivamente. Esta analise corrobora com os dados obtidos por ESI-EM/EM
mencionados acima com relacao a semelhanca estrutural desses dois compostos os
quais sdo homoélogos. Por outro lado, o ion de m/z 225 apresentou um perfil
cromatografico distinto com caracteristica de um composto mais polar tr= 5.86 min
(Figura 24 A), e o seu espectro de massas apresentou o ion protonado [M+H]+como
pico base, juntamente com a presenca do seu ion aduto de sodio [M+Na]+de m/z
247.

A subfracdo ativa Fr 17-20 oriunda do fracionamento por CLAE-UV
preparativo foi analisada também por CLUE-EM, e o pico no tflI=5.86 min referente
ao ion de m/z 225 apresentou maior intensidade no cromatograma de corrente
ibnica total (TIC), conforme mostrado na Figura 25. Posteriormente, devido ao grau
de pureza obtida desta amostra, a mesma foi submetida aos experimentos de RMN

para caracterizacdo estrutural do constituinte quimico majoritario.
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5.3.7 Analise da subfracdo Fr 17-20 por RMN de 1H, COSY, gHSQC e gHMBC

A substancia presente na subfracdo ativa Fr 17-20 foi isolada na forma de um
0leo marrom por CLAE-UV preparativo. O espectro de RMN de 1H apresentou sinais

na regido de 1,05-7,55 ppm, conforme mostrado na Figura 26.

Figura 26 - Espectro de RMN de 1H da subfracdo Fr 17-20 (500 MHz, CDCI3) 6 1,09 (d, J=7,01 Hz, 3
H), 1,23-1,30 (m, 2 H), 1,31-1,39 (m, 4 H), 1,43-1,50 (m, 2 H), 1,62-1,70 (m, 4 H),1,73-
1,82 (m, 2 H), 2,14 (s, 3 H), 2,50 (sxt, J=6.70 Hz, 1 H), 5.02 - 5.06 (m, 1 H), 6.12 (dd,
J=5.84, 1.95 Hz, 1 H), 7.45 (dd, J=5.71, 1.56 Hz, 1 H)

A Figura 26 mostra uma complexidade dos sinais entre 6 1,0 e 2,50,
referentes aos grupamentos metilicos, metilénicos e metinicos. Por outro lado, os

sinais em 6 6,12 (1 H, dd) e 6 5,10 (1 H, m) devem ser destacados, pois, se referem
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a hidrogénio olefinico e carbindlico, respectivamente, que caracterizam a presenca
de ligacédo dupla e de oxigénios na molécula. Com intuito de obter mais informacgdes
sobre a estrutura quimica, foram utilizadas técnicas bidimensionais de correlagédo 1H-
13C a curta (1)) (gHSQC, Anexo A) e a longa distancia (2Je 3J) (QHMBC, Anexo B) e
COSY (Anexo C). Assim, com base nas correlacbes e multiplicidades dos sinais
apresentados, foi possivel sugerir a presenca da estrutura da butenolida, conforme

mostrado na Figura 27.

No espectro de RMN de 1H (Figura 26) o sinal em & 1.09 pertence aos
hidrogénios metilicos H-13, os quais acoplam (Anexo C) com o hidrogénio metinico
H-10 dando um dubleto com constante de acoplamento 2] = 7,0 Hz. A analise do
espectro de HMBC mostrou a correlacdo desses hidrogénios H-13 com o carbono
carbonilico C-11 do grupamento cetona, bem como correlacdo com o carbono
metinico C-10. O sinal em 0 2,14 (3 H, s) foi atribuido aos hidrogénios metilicos H-
12, os quais mostram também uma correlagdo HMBC com o carbono carbonilico C-
11 do grupamento cetona, e com o carbono metinico C-10. O Hidrogénio metinico H-
10 em & 2,50 mostra uma correlacdo HMBC com o carbono carbonilico C-11 do
grupamento cetona, com o carbono metilico C-13 e com o carbono metilénico C-9.
Outros sinais importantes foram observados para definir a identificacao estrutural da
butenolida, tais como, os sinais dos hidrogénios em 6 7,45 e 6,12, bem como o sinal
de carbono atribuido por meio do espectro de HSQC em & 173,0, os quais indicam a
presenca de uma lactona a,|3-insaturada. Além do mais, o espectro de COSY
também mostrou acoplamentos entre os dois hidrogénios (H-2 e H-3) olefinicos e
entre o hidrogénio olefinico H-3 em 6 7,45 com o hidrogénio metinico H-4 em & 5.04,
indicando assim a presenca de um carbono oxigenado préximo a uma ligacdo dupla.

O hidrogénio H-4, por sua vez, também mostrou correlacio HBMC com o carbono
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metilénico C-5 em 6 33,0, e acoplamento com os hidrogénios metilénicos em & 1,78
de acordo com o espectro de COSY. No espectro de HSQC, o sinal do H-4 em &
5,04 correlacionou com o sinal do carbono metinico em 8 82,9.

A analise dos dados obtidos e comparacfes com dados da literatura (MUKKU
et al, 2000) permitiram a caracterizacdo da estrutura como 4-Hidréxi-10-metil-11-
oxo-dodec-2-en-1,4-olida. A Tabela 10 e a Figura 28 mostram o0s deslocamentos
quimicos obtidos de RMN de 1H e RMN de 13, bem como as correlagbes nos

espectros bidimensionais.

Figura 28 - Correlaces mais significantes observadas nos espectros bidimensionais da butenolida
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Tabela 10 - Deslocamentos quimicos de RMN de 1H, RMN de 13 e as correlagBes bidimensionais

observadas para a butenolida

Carbono  sc (ppm)* <5H (ppm)* HVBC* COSY*
1 173,0 — H-2, H-3 —
2 121,0 6,12 (dd, J =5,8, 1,9 Hz; 1H) H-3 H-3
3 156,0 7,45 (dd, J= 5,7, 1,6 Hz; 1H) — H-2, H-4
4 82,9 5,04 (m; 1H) H-2, H-3 H-3, H-5
5 33,0 1,78 (m;2H) H-4, H-6 H-4, H-6
6 24,8 1,45 (m:2H) — H-5, H-7
7 29,1 1,35 (m;2H) — H-6, H-s
8 27,0 1,28 (m;2H) H-6 H-7, H-9
9 32,5 1,66 (m; 2H) H-10, H-13 H-s, H-10
10 47,0 2,50 (sxt, J= 6,7 Hz; 1H) H-12, H-13 H-9, H-13
11 213,0 H12, H-13
12 28,0 2,14 (s;3H)
13 16,1 1,09 (d, J= 7,0 Hz; 3H) H-10 H-10

S A
*Os deslocamentos quimicos dos atomos de hidrogénio foram obtidos do espectro de M&e"". Os
espectros bidimensionais 1H-1H-COSY, 'H-"C-HSQC e 'H-"C-HMBC também foram usados nestas

correlacdes

5.3.8 Atividade herbicida pré-emergéncia docomposto butenolida

Butenolidas pertencem a uma familia de lactonas a,/3-insaturadas produzidas
por fungos e bactérias marinhas (MUKKU et al., 2000). Seus analogos insaturados
atuam como substancias sinalizadoras em bacteria, e estimulam a formacdo de
esporos e a producdo de metabolitos secundarios em Streptomyces (BRAUN et al.,
1995; MUKKU et al., 2000). Alguns trabalhos reportam a presenca de butenolidas

em esponjas marinhas produzidas principalmente por espécies de Streptomyces
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associadas, porém este composto é encontrado em concentragcdes muito baixas
(SCHWARTZ, 2014).

Vérios estudos vém mostrando o uso das butenolidas na inibicdo de diversos
patégenos. Pimentel-Elardo et al. (2010) observaram que isolados de Streptomyces
de Aplysina aerophoba, Axinella polypoides, Tedania sp. E Tethya sp., produzem a
molécula butenolida com bioatividade contra Trypanosoma, porém sem efeito toxico
contra ceélulas epiteliais do rim e macrofagos. lgarashi et al. (2014) identificaram
butenolidas com atividade de inibicio em Receptores Ativos de Peroxissoma
(PPAR) que sao fatores de transcricdo que regulam o metabolismo energético
sistémico através da modulacdo da expressdo de numerosos genes envolvidos no
metabolismo de lipidos e de glicose.

Quanto ao efeito em bactérias e fungos, Mukku et al., (2000) isolaram de
sedimento marinho, dois exemplares do género Streptomyces produzindo trés
variacdes da molécula butenolida com bioatividade fungicida: (4S)-4,10-Dihydroxy-
10-methyl-dodec-2-en-1,4-olide; (4S)-4,11-Dihydroxy-10-methyl-dodec-2-en-1,4-
olides e (4S)-4-Hydroxy-10-methyl-11-oxo-dodec-2-en-1,4- olide. Estas variacdes na
molécula se diferenciam por pequenas alteracbes no radical, sem modificar,
portanto, a bioatividade. Braun et al. (1995) demonstrou que a butenolida produzida
por Streptomyces antibioticus foi a responsavel pela bioatividade contra
Pseudomonas aeruginosae também uma fraca inibicAo de quitinaseproduzida
Serratia marcescens.

Viegelmann et al. (2014) isolaram 52 bactérias endossimbiontes da esponja
marinha Haliclona simulans, coletada na costa Irlandesa, das quais 29 possuiam
atividade contra fungos e bactérias testadas. Um isolado foi selecionado devido ao
amplo espectro de antagonismo contra diversas linhagens fungicas e bacterianas
testadas. Este microorganismo foi identificado como base no gene rRNA 16S (100%
de similaridade) como Streptomyces violascens, espécie taxonomicamente mais
proxima ao isolado Streptomyces ASPSP 103. Esses autores identificaram trés tipos
de butenolidas produzidas por S. violascens: (1) 4,10-dihidroxi-10-metil-dodec-2-en-
1,4-olide; (2) 4,11-dihidroxi-10-metil-dodec-2-en-1,4-olide; e (3)4-hidroxi-10-metil-11-
oxo-dodec-2-en-1,4-olide. Este perfil de butenolidas foi similar ao Streptomyces
isolado de sedimento marinho no litoral Alem&o reportado por Mukku et al. (2000).
Curiosamente Viegelmann et al. (2014) observaram uma baixa concentracdo da

butenolida tipo 3, nos extratos do microorganismos associado S. violascens e da
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esponja hospedeira H. simulans, o que o levaram a deduzir que o composto
possivelmente atue como defesa quimica ou na regulacdo quimiotatica entre a
esponja e o simbionte.

Neste estudo € reportada pela primeira vez a acdo da molécula butenolida
com bioatividade herbicida pré-emergéncia. O experimento foi conduzido com a
administracdo de diferentes concentragdes da butenolida sintetizada pelo
Streptomyces ASPSP 103 em sementes Lactuca sativa (dicotiliedbénea) e Agrostis
stolonifera (monocotiledénea). A avaliagdo da atividade herbicida foi determinada
com base na porcentagem de sementes germinadas em relacdo a dose aplicada.
Nao houve efeito inibitério em nenhuma concentracao administrada para germinacao
de Lactuca sativa. O efeito inibitorio moderado observado no bioensaio com extrato
bruto mostra uma sensibilidade de L. sativa a outros compostos nao identificados
neste trabalho. A inibicdo de germinacdo de Agrostis stolonifera mostrou

sensibilidade da graminea a molécula butenolida como pode ser observada na

Tabela 11.

Tabela 11 - Avaliacdo da atividade herbicida pré-emergéncia da molécula butenolida em sementes de
Agrostis stolonifera e Lactuca sativa. Cada tratamento foi conduzido em quadruplicata.
Osvalores representam a média da porcentagem de sementes germinas + o desvio
padréo. O experimento foi avaliado 10 dias apO0s serem aplicadas diferentes

concentragcfes do composto butenolida + DMSO 1 % viv

Concentracdo (pg/mL)
Tratamentos 1000 100 10 1 0
Butenolida3 0+0 00 55 + 5,77 62,5 + 4,78 100 £0
Buten0|ida0 95+ 25 100 +0 100 0 100 £ 0 100 =0

Controles* ; ] ; ; ;

bbutenolida aplicada em sementes de Lactuca sativa (dicotiledénea)

*Os controles foram conduzidos em quadruplicata. O tratamento com agua e DMSO 1% v/v tiveram
ambos taxa de germinagdo de 100 % tanto para A. stolonifera quanto para L. sativa. O tratamento
com o herbicida pré-emergente Goal® ([10 ng/mL]) foi efetivo com taxa de germinagédo de 0% para

A. stolonifera e para L. sativa
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As porcentagens de inibicAo de germinacdo das sementes de Agrostis
stolonifera para calcular a IC50 encontram-se na Tabela 11.

De acordo com a avaliagcdo da taxa de germinacéao foi possivel observar que
a molécula butenolida apresentou uma atividade herbicida pré-emergéncia com

valores de ICsode 33.43 pg/mL (Tabelai 2).

Tabela 12 - Equacédo da reta usada para calcular o ICso (metade da concentragcdo maxima inibitéria)
da atividade herbicida pré-hermergente do extrato de ASPSP 103 obtido do meio de
cultivo GYE + peptona; extrato GYE + peptona purificado e da molécula pura (butenolida)

isolada do meio GYE + peptona em sementes de Agrostis stolonifera

Extrato Equacdo da reta Ic50%
GYE + peptona y = 0.813x + 19.92 0.881 36.99
GYE + peptona

" y = 0.737x + 28.28 0.746 29.47
purificado
Butenolida y = 0.772x + 24.19 0.820 33.43

*[1Cs0 (Mg/mL)]

Este valor de 1C50foi ligeiramente inferior ao observado no tratamento com 0
extrato bruto obtido da fermentacdo no meio GYE + peptona (36.99 pg/mL). O
resultado observado entre O extrato purificado obtido da fermentagdo no meio GYE +
peptona e a butenolida apresentou uma pequena diferenca. O valor de IC50 do
extrato purificado foi inferior ao observado pela butenolida pura (Tabela 12 e Figura

29).
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Figura 29 - Efeito da atividade herbicida pré-hermergente do extrato de ASPSP 103 obtido do meio de
cultivo GYE + peptona; extrato GYE + peptona purificado e da molécula pura (butenolida)

isolada do meio GYE + peptona em sementes de Agrostis stolonifera

Este resultado indica um provavel sinergismo entre moléculas, em que a
interacdo de um ou mais composto pode aumentar a bioatividade observada no
extrato purificado em detrimento da molécula pura. Sabe-se que espécies do
Streptomyces possuem centenas de genes no conjunto de seu genoma que
codificam metabdlitos, produzindo desta forma centenas de substancias com
bioatividade (VIEGELMANN et al., 2014). O valor de IC5da butenolida foi maior que
o herbicida Goal utilizado como controle positivo. Goal tem como principio ativo o
Oxyfluorfen que atua como herbicida de contato para o controle de plantas daninhas
gramineas e de folhas largas, em aplicacdes de pré-emergéncia. Tem sido utilizado
em 44 diferentes cultivos em todo mundo, e desde 1975 é utlizado no Brasil
principalmente nas culturas de café, soja, algodao, pinus e eucalyptus, citrus, arroz e
cana-de-acUcar (PEREIRA, 1987).

A Butenolida apresentou valores de IC5osimilar aos reportados por alguns
produtos naturais como Tricolorin-A, Sorgoleone e tetranorditerpendide dilactona.
Tricolorin-A € um composto extraido da planta Ipomoea tricolor que atua como
herbicida pré-emergéncia em E. crus-galli uma monocotiledbnea, com valores de

IC50de 36.1 ng/mL (PEREDA-MIRANDA et al., 1993). Nas monocotiledéneas Lolium
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mutliflorum e Triticum vulgare tricolorin-A possui atividade com valores de ICH de
16.1 e 25.7 36.1 pg/mL respectivamente (LOTINA-HENNSEN et al.,, 2103). Outro
composto, o Sorgoleone, € um p-benzoquinona isolado do exsudato da raiz de
Sorghum bicolor e inibe a germinacao e o crescimento de ervas daninhas sensiveis
em concentracdes tdo baixas quanto 10 pg/mL. O composto tetranorditerpendide
dilactona € um precursor biossintético de vias metabdlicas que atua como um
putativo regulador metabdlico tal como a butenolida (HERATH et al.,, 2009). Este
composto foi isolado do extrato acético do fungo Sclerotinia homoeocarpa com
propriedades herbicida pré-emergéncia (IC30 de 0,95 pg/mL) para Agrostis
stolonifera.

O limiar de concentracdo requerido para produtos naturais testados para
inibir o crescimento de plantas em modelos experimentais esta na faixa de 100-
1.000 pg/mL (LOTINA-HENNSEN et al., 2103). Desta forma a butenolida sintetizada
pelo Streptomyces ASPSP 103 possui acdo herbicida em niveis aceitaveis para o

mercado contra o modelo de monocotiledénea utilizada neste estudo.
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6 STREPTOMYCES ATLANTICUS SP. NOV, UM NOVO ACTINOMICETO
ISOLADO DA ESPONJA APLYSINA FULVA, PRODUTOR DO COMPOSTO
BUTENOLIDA

Resumo

O novo actinomiceto designado como ASPSP 103T foi isolado da esponja
marinha Aplysina fulva, coletada no arquipélago de S&o Pedro e Sao Paulo,
localizado no Oceano Atlantico Equatorial. Este Streptomyces produz o composto
butenolida caracterizado como 4-hydroxy-10-methyl-11-oxo-dodec-2-en-1,4-olide,
com bioatividade fungicida e herbicida. As caracteristicas filogenéticas, morfologicas
e quimicas sdo consistentes com o género Streptomyces. Possui células gram-
positvas com cadeias de esporos curta e de forma oblonga, com predominancia do
acido LL-diaminopimélico e dos acucares galactose, maltose e xilose na parede
celular. O padrdo de é&cidos graxos predominantes na membrana celular s&o
anteiso-Cibd iso-Ci6:0 e Ci6:0 onde estdo presentes as menaquinonas MK-9 [HS,
MK-10 [H(O, MK-9 [H4, MK-10 [H4 e MK-9 [HZ. O DNA genbmico é constituido de
67.6 % de G + C e possui relacdo filogenética com Streptomyces violascens ISP
5183t (97,7%), Streptomyces hydrogenans NBRC 13475 (97,15%), Streptomyces
somaliensis NBRC 12916T (96,77%), Streptomyces albidoflavus DSM 40455T
(96.76%), Streptomyces daghestanicus NRRL B-5418T(96,56%) e Streptomyces
koyangensis VK-A607 (96,35%). A linhagem ASPSP 103 & proposta como espécie
tipo para uma nova espécie de Streptomyces, para qual o nome Streptomyces
atlanticus sp. nov. é sugerido.

Palavra-chave: Taxonomia polifasica; Esponja marinha; Bioprospeccédo; Fungicida;
Herbicida

Abstract

The new actinomycete designated as ASPSP 103T was isolated from the
marine sponge Aplysina fulva, collected on the islands of S&o Pedro e Séo Paulo,
located in the Equatorial Atlantic Ocean. This Streptomyces produces butenolida
characterized as compound 4-hydroxy-10-methyl-11-oxo-dodec-2-en-1,4-olide with
fungicide and herbicide bioactivity. The phylogenetic, morphological and chemical
characteristics are consistent with the genus Streptomyces. It has gram-positvas
cells with short and oblong chains of spores, with a predominance of LL-
diaminopimelic acid and sugars galactose, maltose and xylose in the cell wall. The
prevailing standard of fatty acids in cell membrane are anteiso-C15:0; iso-CiG o and
Ci6:0 of which are present the MK-9 menaquinones [H§ MK-10 [H(, MK-9 [H4], MK-
10 [H4 and MK-9 [HZ. Genomic DNA is composed of 67.6% G + C has phylogenetic
relationship with Streptomyces violascens ISP 5183T (97.7%), Streptomyces
hydrogenans NBRC 13475 (97.15%), Streptomyces somaliensis NBRC 12916T
(96.77%); Streptomyces albidoflavus DSM 40455T (96.76%), Streptomyces
daghestanicus NRRL B-54181 (96.56%) and Streptomyces koyangensis VK-A601
(96.35%). ASPSP 103t is proposed as type strain for a new species of
Streptomyces, for which the name Streptomyces atlanticus sp. nov. is suggested.

Keyword: Polyphase taxonomy; Marine sponge; Bioprospecting; Fungicide, Herbicide
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6.1 Introducéao

Ambientes marinhos ocupam uma grande por¢do na superficie da Terra
sendo também um grande reservatdrio de microorganismos. Dentre a grande
diversidade associada a este habitat, o género Streptomyces esta significamente
presente (CHEN et al., 2014). Estes microorganismos sdo conhecidos por serem
produtores de compostos bioativos das mais diversas aplicacbes. Pesquisas
recentes reportam uma gama de novas estruturas quimicas produzidas por
streptomicetos marinhos comprovando a capacidade deste grupo de Bactéria em
produzir compostos naturais bioativos (GOODFELLOW; FIEDLER, 2010; ZHAO et
al., 2012).

O género Streptomyces foi proposto primeiramente por Waksman e Henrici
(1943) e atualmente existem 669 espécies e 38 sub-espécies descritas (LABEDA et
al., 2012; EUZEBY, 2014). Correspondem a um grande grupo de bactérias gram-
positivas que contém alto conteddo G + C (> 50%) em seu genoma, formam
filamentos ramificados denominados micélio, e hifas aéreas que tipicamente se
diferenciam em cadeias de esporos. A identificacdo de novas espécies de
Streptomyces é realizada via uma abordagem polifasica da taxonomia, onde incluem
analises de caracteristicas moleculares, bioquimicas e fenotipicas (HAIN et al.,
1997; ANDERSON; WELLINGTON, 2001; STACKEBRANDT et al.,, 2002).
Atualmente a analise filogenética tem complementado a identificacdo por critérios
estabelecidos por Shirling e Gottlieb (1968), como o uso da morfologia da cadeia de
esporos, aparéncia da superficie dos esporos, coloracdo dos micélios e dos de
pigmentos soluveis no substrato. Concomitantemente caracteristicas fisiologicas e
bioquimicas, bem como quimiotaxondmicas podem adicionar informacdes confiaveis
(LECHEVALIER; LECHEVALIER, 1970).

Por serem animais filtradores, as esponjas marinhas possuem uma grande
variedade de associacdes com microorganismos, aos quais tem sido provado serem
os produtores de metabdlitos bioativos, que outrora acreditava-se serem produzidos
pelas proprias esponjas marinhas (TAYLOR et al., 2007).

O objetivo deste trabalho foi descrever e reclassificar a espécie do
Streptomyces ASPSP 103 produtor de composto com atividade fungicida e
herbicida. Este microorganismo foi isolado da esponja marinha Aplysina fulva, no

ainda pouco explorado, Arquipélago de Sdo Pedro e Sdo Paulo. Com base na
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caracterizacdo pela taxonomia polifasica, o Streptomyces marinho foi determinado
como pertencente a uma nova espécie do género Streptomyces, ao qual o nome

Streptomyces atlanticus sp. nov. é proposto.

6.2 Material e Métodos

6.2.1 Local de amostragem

A coleta da esponja marinha no Arquipélago de Sdo Pedro e Sao Paulo
ocorreu em agosto 2013 de acordo com a expedicdo numero 385 do Programa Pro-
Arquipélago/CNPg/CECIRM/Marinha do Brasil.

Foram realizados mergulhos com utilizagdo de equipamento autbmato em 7
pontos ao entorno do arquipélago. Os primeiros 4 mergulhos tiveram a funcédo de
reconhecimento do local, localizagdo de esponjas e familiarizacdo de correntes
marinhas. As amostras foram coletadas em profundidade de 20m e imediatamente
armazenadas dentro de sacos plasticos esterilizados e hermeticamente fechados.
ApoOs o transporte para o laboratério de Microbiologia Ambiental - Embrapa Meio
Ambiente - Jaguaritna/ SP, a amostra foi imediatamente processada. Partes do
corpo das esponjas foram armazenadas em etanol para identificagcdo taxonémica por

especialista em Porifera do Museu Nacional (Dr. Fernando Coreixas de Moraes).

6.2.2 Isolamento Seletivo

As amostras foram inicialmente processadas por meio de trituracdo como
estratégia para recuperar actinobactérias associados ao interior do corpo da esponja
marinha (ABDELMOHSEN et al.,, 2010). Para isto pedacos de 1 cm3 do corpo da
esponja foram trituradas e homogeneizadas com agua marinha artificial. Apds a
trituracdo uma suspensao contendo 1 g do tecido da esponja e 9 mL de solugao de
agua do mar estéril foi preparada para cada amostra e misturada em agitador de
tubo por 30 minutos.

Um pré-tratamento de exposicdo ao ultra-som por 40 segundos
(BREDHOLDT et al., 2007) foi realizado antes do plaqueamento. Diluicbes seriadas
da ordem de 10"la 10"5da suspensao inicial foram feitas e plaqueadas em meio de

cultivo contendo acido hdmico e vitaminas (HVA agar), pH 7,0 suplementado com
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100 pg/mL de nistatina, 100 pg/mL de cicloheximida e 50 pg/mL de acido nalidixico
(TAECHOWISAN et al., 2003) enriquecido com NaCl 3 %. Apés incubacédo a 28 °C
por 21 dias, a colénia morfologicamente semelhante a Streptomyces foi purificada
em meio ISP3 (SHIRLING; GOTTLIEB, 1966). As placas de purificacdo foram
incubadas por 1 a 4 semanas a 25 °C. O isolado purificado foi identificado como
ASPSP 103 e mantido a 4 °C em placas de ISP3 e na forma de esporos ou
fragmentos de micélio em glicerol 20%, armazenado a -80°C. A cepa identificada
como ASPSP 103t foi depositada na colecdo de micro-organismos ARS (NRRL)
Culture Collection, com a identificagdo de NRRL B-65309.

6.2.3 ldentificacdo molecular e analises filogenética

O isolado ASPSP 103T foi reativado em placa contendo o meio de cultivo
ISP3  (International  Streptomyces  Project -  Mediuml-7), (SHIRLING;
GOTTLIEB,1966), para checagem da pureza da colénia e posteriormente repicado
em tubo de ensaio contendo 5 mL de caldo glicose-extrato de levedura (GORDON;
MIHM, 1962), seguindo-se de incubacao por 72 h a 28 °C e 150 rpm. A extracdo do
DNA total das culturas foi realizada com o kit Ultra Clear,® Microbial DNA Isolation
MOBIio, de acordo com especificacbes do fabricante. A amplificacdo do gene que
codifica para o rRNA 16S foi realizado como descrito por Hentschel et al. (2002)
utilizando os primers 27Fe 1492R O sequenciamento foi realizado utilizando o
sequenciador 3500 Genomic Analyzer (Applied Biosystems). As sequéncias foram
comparadas com sequéncias de linhagens tipo utilizando o servidor EzTaxon-e (KIM
et al.,, 2012). O alinhamento das sequéncias foi realizado com o programa Clustal W
(THOMPSON et al., 1994). Arvores filogenéticas foram inferidas utilizando o método
de neighbor-joining (SAITOU; NEI, 1987), através do programa MEGA 6 - Molecular
Evolutionary Genetics Analysis (TAMURA, 2013). A sequéncia do gene que codifica
para o rRNA 16S foi depositada no banco de dados GenBank, com o codigo

KR911949 e comparadas a linhagens tipos como suporte a taxonomia polifasica.
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6.2.4 Quimitaxonomia

A biomassa utilizada para os testes foi obtida crescendo-se o isolado em meio
liquido apropriado por sete dias a 28 °C. Posteriormente, a cultura foi centrifugada
(10 min por 6.000 g) e o pélete liofiizado serviu de material para as analises
guimiotaxondémicas. Procedimentos padrdoes foram aplicados para determinagdo dos
isbmeros do &cido diaminopimélico (STANECK; ROBERTS, 1974). Os acucares
presentes na parede celular foram determinados seguindo protocolo de (STANECK;
ROBERTES, 1974). Menaquinonas foram extraidas e determinadas por HPLC
usando o método descrito por Collins (1985). A extracdo dos fosfolipidios
foirealizada conforme descrita por Minnikinet al. (1984) e separados por CCD bi-
dimensional (MINNIKIN et al., 1984; UCHIDA et al.,, 1999; KROPPENSTEDT,;
GOODFELLOW, 2006). O perfil de acidos graxos do isolado ASPSP 103T foi
determinado pela analise de FAME [Fatty Acid Methyl Ester), apds o crescimento da
linhagem em meio de cultura apropriado, e o preparo das amostras foi seguido como
proposto por Sasser (1990). Os acidos graxos foram analisados por cromatografia
gasosa, GC (Hewlett Packard 6890) em com coluna de silica gel (25m x 0,2mm) e
identificado com o sistema de identificacdo “Sherlock Microbial’ e ACTINO versao 5.
A porcentagem do contetdo G + C do DNA gendmico foi determinado em duplicata
com trés replicatas (GONZALEZ; SAIZ-JIMENEZ, 2002).

6.2.5 Propriedades fenotipicas

Para a caracterizacao fenotipica, o isolado ASPSP 103Tfoi crescido em placa
contendo o meio de cultivo ISP3 (SHIRLING; GOTTLIEB, 1966); seguindo-se de
incubacdo a 28 °C e 150 rpm por duas semanas. A ornamentacdo e arranjo dos
esporos foram observados por meio de desidratacdo e revestimento em ouro da
colénia para viabilizar a observacdo e digitalizacdo das imagens por técnica de
microscopia eletrbnica de varredura MEV (Cambridge Stereoscan 240 instrument)
(O’'DONNELL et al.,, 1993). As caracteristicas de cultivo do isolado ASPSP 103T
foram determinadas por protocolos definidos pela sistematica de Streptomicetos
(SHIRLING; GOTTLIEB, 1966; KAMPFER, 2012). Testes de tolerancia a
temperatura, gradiente de pH e NaCl, e sensibilidade a antibiéticos foram
conduzidos no meio de cultivo ISP2 (SHIRLING; GOTTLIEB, 1966). Testes de
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degradacédo e assimilacdo de diversas fontes de carbono foram conduzidos com a
utilizacdo do meio de cultura basal GYE (GOODFELLOW,; WILLIAMS, 1983). A
atividade enzimética foi determinada pelo Kit APl Zym Strips (bioMérieux), de acordo
com instrucbes do fabricante. A motilidade das células foi observada no meio ISP2
modificado (SHIRLING; GOTTLIEB, 1966) com agar 0.3 %, p/v e pH 7.2. A atividade
de oxidase foi analisada com utilizacdo de discos de filtro de papel impregnados com
a solucédo de 1 % de N,N,NO,NO-tetrametil-p-fenilenodiamina (Sigma-Aldrich); com o
teste positivo indicado pela formacédo de bolhas de coloracdo azul sobre os discos
apos serem aplicados a biomassa no disco de papel. A atividade de catalase foi
testada por observacdo da formacdo de bolhas apds aplicacdo de gotas de 3 % de

H20 2sobre a coldnia.
6.2.6 Avaliacdo de bioatividade do extrato de ASPSP 103T

O composto previamente purificado e identificado em estudo anterior como 4-
hydroxy-10-methyl-11-oxo-dodec-2-en-1,4-olide  pertencente a classe das
butenolidas foi utilizado em bioensaio fungicida e herbicida. O bioensaio fungicida foi
conduzido durante a desreplicacdo do extrato bruto como meétodo de bioensaio
guiado pela atividade de inibicAo do Pythium aphanidermatum. Esta avaliacdo foi
realizada em placas de petri com o0 composto aplicado em discos de papel,
equidistantes de discos de P. aphanidermatum, inoculados no centro da placa. O
bioensaio para atividade herbicida foi avaliado em Lactuca sativa (dicotiledénea) e
Agrostis stolonifera (monocotiledénea), ambos o0s organismos modelos para
bioensaios de atividade fitotoxica de compostos quimicos (DAYAN et al.,, 1999). O
bioensaio foi conduzido em placas de 24 células com 4 repeticdes para avaliagdo da

atividade herbicida pelo composto isolado.
6.3 Resultados e Discusséao
6.3.1 Identificagdo taxondmica da esponja marinha
Amostras da esponja foram morfologicamente e anatomicamente

caracterizadas por identificagcdo taxond6mica, realizada por comparagcao de descricao

de espécies da literatura especializada (WIEDENMAYER, 1977; MORAES, 2011) e
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por espécimes de referéncia da Colecdo de Porifera do Museu Nacional, Rio de
Janeiro Brasil. A esponja marinha foi identificada como pertencente a espécie
Aplysina fulva (PALLAS, 1976), descrita na literatura por serem organismos
produtores de lectinas com propriedades hemoaglutinantes e derivados de

bromotirosina com atividade citotéxica e antimicrobiana (PINHEIRO; HAJDU, 2001).

6.3.2 Identificacdo molecular e anélise filogenética

Foi analisada a sequéncia quase completa (99.5% de cobertura) do gene que
codifica para o rRNA 16S do isolado ASPSP 103T (1466 pb, GenBank KR911949).
Os dados de alinhamento da sequéncia determinaram uma baixa similaridade com
as seguintes espécies de Streptomyces: Streptomyces violascens ISP 5183T
AY999737 (97,7% - 39 nucleotideos de diferenca); Streptomyces hydrogenans
NBRC 13475t AB184868 (97,15% - 41 nucleotideos de diferenca); Streptomyces
somaliensis NBRC 12916T AB184243 (96,77% - 47 nucleotideos de diferenca);
Streptomyces albidoflavus DSM 404551 Z76676 (96.76% - 47 nucleotideos de
diferenca); Streptomyces daghestanicus NRRL B-54181 DQ442497 (96,56% - 50
nucleotideos de diferenca) e Streptomyces koyangensis VK-A601 AY079156
(96,35% - 53 nucleotideos de diferenca).

Na arvore filogenética baseada no modelo de Neighbour-Joing (Figura 30), o
isolado ASPSP 103Tformou uma linha filética associada a um grupo taxonémico que
ndo sdo distinguiveis pela sequencia do gene rRNA 16S. Pelo comprimento do
ramo, ASPSP 103T nitidamente se diferencia deste grupo que € composto por S.
violascens, S. hydrogenans, S. somaliensis, S. albidoflavus e S. daghestanicus.
Assim como S. koyangensis (LEE etal., 2005), ASPSP 103T, parece ser um
representante de um novo ramo filogenético dentro de género Streptomyces. Estes
dados foram suportados por valores estatisticos (bootstrap) de 61 e 65 %
recuperados pelos métodos de Neighbour-Joing e Maximum Likelihood,
respectivamente (Figura 30).

Os demais espécimes que constituem a arvore filogenética possuem indice
de identidade da sequéncia do gene que codifica para o rRNA 16S abaixo de 95 %
guando contrastada a linhagem estudada. Como grupo externo para compor a raiz
da arvore filogenética, foram selecionados: Streptacidiphilus albus DSM 417537

AF074415 (KIMet al.,2003), espécie tipo do género Streptacidiphilus, género que
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partiiha propriedades quimiotaxonémicas e morfolégicas com Streptomyces; e
Streptomyces albus NRRL B-2365T DQ026669 (WAKSMAN; HENRICI, 1943)

espécie tipo do género Streptomyces (Figura 30).
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Streptomyces viotaceus NBRC 131031 (AB 184315)
98/991 streptomyces janthinus ISP 52061(AJ399478)
AStreptomyces roseoviolaceus ISP 52771(AJ399484)
Streptomyces flavoviridis NBRC 127721(AB184842)
99/99 “streptomyces pilosus NBRC 128071(AB184161)
Streptomyces luteogriseus NBRC 134021(AB184379)
66/ 5755 Streptomyces arenae NBRC 13016' (AB249977)
ario2/o3$ R trePt°myces massasporeus NBRC 127961(AB184152)
8373/7M1Streptomyces hawaiiensis NBRC 127841(AB184143)
Streptomyces spinoverrucosus NBRC 142281(AB184578)
-Streptomyces purpurascens NBRC 130771(AB184859)
-Streptomyces cinerochromogenes NBRC 138221 (AB 184507)
99/100/100 Streptomyces violarus NBRC 131041(AB 184316)
6765 \Streptomyces arenae ISP 52931(AJ399485)
------ Streptomyces gramineus JR-431(HM748598)
Streptomyces koyangensis VK-A60' (AY079156)
Streptomyces daghestanicus NRRL B-54181(DQ442497)
Btreptomyces albidoflavus DSM 404551(Z276676)
Streptomyces somaliensis NBRC 12916' (AB184243)
Streptomyces hydrogenans NBRC 134751(AB184868)
Streptomyces violascens ISP 5183"' (AY999737) 4— .
ASPSP 103'(KR911949) <|8’
-Streptomyces poonensis NBRC 134851 (AB184437)
Streptomyces fumigatiscleroticus NBRC 129991 (AB 184248)
> Streptomyces niveoruber NBRC 154281(AB 184675)
Streptomyces griseoviridis NBRC 128741 (AB 184210)
Streptomyces spiralis NBRC 142151(AB184575)
— Streptomyces prasinosporus NRRL B-12431' (DQ026655)
Streptomyces carpinensis NBRC 142141 (AB184574)
Streptomyces enissocaesilis NRRL B-163651(DQ026641)

61/65

87/85

< -Streptomyces anandii NRRL B-35901(AY999803)
Streptomyces virens NBRC 15901' (AB184713)
treptomycesas terosporus NRRL B-243281(AY999902)
I!‘s@reptomyces calvus ISP 5010 (AY999780)
16/57/59 — Streptomyces cinereospinus NBRC1(15397AB184648)
474171 Streptomyces pluripotens MUSC 1351(KF195922)

Streptomycescoeruleofuscus NBRC 127571(AB184840)
- Streptomyces nogalaterJCM 4799' (AB045886)
Streptomyces intermedius NBRC 130491(AB184277)
og/g8 Streptomyces rutgersensis NBRC 12819' (AB184170)
88/88TStreptomyces gougerotii NBRC 3198' (AB184742)
Streptomyces diastaticus subsp. diastaticus NBRC 3714' (AB184785)
————— - Streptacidiphilus albus DSM 417531(AF074415)
Streptomyces albusNRRL B-2365' (DQ026669)

Figura 30 - Relagdes filogenéticas entre a linhagem ASPSP 103T e as linhagens tipo do género Streptomyces mais préximos
baseadas no método evolutivo de Neighbour-Joining. Losangos pretos indicam ramos da arvore recuperados no
algoritmo evolutivo MaximumLikelihood, e losangos brancos indicam ramos da arvore recuperados nos algoritmos

evolutivos de MaximumLikelihoode MaximumParsimony
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6.3.3 Quimiotaxonomia

As avaliagcdes quimiotaxondmicas demonstraram que a linhagem ASPSP
103t apresenta grande similaridade com o espécime Streptomyces koyangensis
(LEE et al., 2005). A constituicdo do DNA genémico (% G + C) da linhagem ASPSP
103t é 67.8 £ 0.1% idéntica ao da linhagem Streptomyces koyangensis VK-A607
(67.8 £ 0.1%). A linhagem filogenética mais préxima de ASPSP 103T, Streptomyces
violascens ISP 5183T possui 70 £ 0.0 % G + C (Tabela 14). Tanto a linhagem
ASPSP 103t quanto Streptomyces koyangensis VK-A601 possuem a parede celular
com predominancia do isbmero acido LL-diaminopimélico, e também uma
semelhanca no padrdo de acidos graxos predominantes na membrana celular
composto de anteiso-C150; iso-Cl6oe c i6.o- A andalise de acUcares de parede celular
revelou a predominancia de galactose, maltose e xilose como predominante na
linhagem ASPSP 103T, padrdo observado somente nesta linhagem. O perfil de
menaquinonas caracterizou-se por conter isopropenos de 9 a 10 unidades: MK-9
[H8 (42,1 %), MK-10 [Ho] (35,4 %), MK-9 [H4] (12,0 %), MK-10 [H4] (7,8 %), MK-9
H2] (2,7 %).

6.3.4 Propriedades fenotipicas

As observacbes das propriedades morfolégicas do isolado ASPSP 103T
crescidos por 21 dias nos meios de cultivo ISP 1- 7 (Internacional Streptomyces
Project), TSBA, CZAPEK e Agar nutriente sdo consistentes com as caracteristicas
do género Streptomyces (LOCCI, 1989; WILLIAMS et al.,, 1989; MANFIO et al.,
1995) (Figura 31). Tipicamente, as colbnias crescem de forma convexa, com
coloracdo opaca e aspecto rugoso devido a grande formacédo de cadeias de esporos
aéreos que sao distinguiveis na cobertura de toda a massa de células
principalmente quando crescidos nos meios ISP3, ISP6 e Agar nutriente onde houve

melhor crescimento (Figura 31).
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Figura 31- Variacdes morfolégicas da linhagem ASPSP 103T crescidas em meio Internacional

Streptomyces Project (ISP 1- 7), TSBA, CZAPEK e Agar Nutriente

Em meio seletivo para inducdo de esporulacdo ISP3 (farinha de aveia), a
linhagem ASPSP 103T produziu micélio de pigmentacdo amarelo-alaranjado quando
no substrato e micélios aéreos de coloracdo cinza-claro (Tabela 13). Este padrao
foisemelhante ao observado nas linhagens Streptomyces albidoflavus DSM 404557
(PRIDHAM et al.,, 1958) e Streptomyces koyangensis VK-A601 (LEE et al., 2005),
porém distintas dos demais espécimes filogeneticamente relacionados. Nas mesmas
condicdes Streptomyces violascens ISP 5183Tproduz micélios aéreos na coloracéo
violeta, Streptomyces hydrogenans NBRC 134751 na coloragcdo amarelo-claro,
Streptomyces somaliensis NBRC 129161 na coloracdo amarela e Streptomyces
daghestanicus NRRL B-54181na coloragdo vermelha (Tabela 14). Nos meios ISP1 e
ISP2 a linhagem ASPSP 103Tsofreu alteracdo morfolégica na coloracdo da colénia e
um crescimento muito fraco ou vestigia! no meio ISP4 (Figura3l eTabelal3). As
linhagens ASPSP 103T e Streptomyces albidoflavus DSM 404551 ndo produzem
pigmentos difusiveis nos meios de cultura utilizados, diferentes dos demais

espécimes correlacionados que secretam pigmentacao.
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Tabelai3 - Crescimento e caracteristicas de cultivo do isolado ASPSP 103T em diferentes meios de

cultivo apés a incubacédo de 21 dias a 28 °C

Meio de cultura Esporulacdo Cor da colbnia
Micélio aéreo Micélio no substrato
ISPS1 (Extrato de
Moderada Cinza-escuro Amarelo-alaranjado
levedura e malte)
ISPS2 (Extrato de
. Moderada Marrom Amarelo-alaranjado
levedura e triptona)
ISPS3 (Farinha de ) .
] Muito boa Cinza-claro Amarelo-alaranjado
aveia)
ISPS4 (Sais .
. ) . Muito Fraca Cinza Cinza
inorgénicos e amido)
ISPS5 (Glicerol-
. Moderada Cinza Amarelo-alaranjado
asparagina)
ISPSe (Extrato de
levedura, peptona e Muito boa Cinza-claro Amarelo-alaranjado
ferro)
ISPS7 (Tirosina) Boa Cinza-claro Marrom
TSBA Moderada Cinza-claro Amarelo-alaranjado
Czapek Boa Cinza-claro Amarelo-alaranjado
Agar Nutriente Muito Boa Cinza-claro Amarelo-alaranjado

A partir de imagens de microscopia eletronica de varredura, pode-se observar
varios estagios de desenvolvimento morfolégico da linhagem (Figura 32). Apds o
crescimento no meio ISP3, durante 21 dias a 28 °C, o isolado ASPSP 103T
desenvolveu micélios aéreos ramificados ao longo da colénia com espessura media
de 0.3 |im e cadeias de esporos relativamente curtas e retilineas com formacéao de 5
a 10 esporos por segmento (Figura 32 A). Os esporos possuem forma oblonga com
textura lisa e diametro médio de 0.9 |jm (Figura 32 B). Pode ser observado um

esporangio de forma esférica com diametro de 4.59 |im (Figura 32 A).
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Figura 32 - Eletromicrografia de varredura da linhagem ASPSP 103T, crescida em meio Internacional
Streptomyces Project - ISP 3, durante 21 dias, 28 °C. A - Caracteristica da colénia com
estruturas morfolégicas visiveis: A esporangeo, Ahifas aéreas, 0 esporos. B - Cadeia de

esporos e hifas aéreas
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O padrao de crescimento de ASPSP 103T com a utilizacdo de fonte Unica de
carbono é distinta dos demais espécimes co-relacionadospois o isolado estudado
metaboliza L-arabinose, D-frutose, rhamnose, sacarose, D-glicose, D-xilose,
raffinose, D-mannitol mas néo cresce em inositol(Tabela 14).

Considerando abaixa identidadeda sequéncia dogene que codifica para o
rRNA 16S de ASPSP 103T com Streptomyces violascens ISP 5183T(97,7 %); o
posicionamento na arvore filogenética e as diferencas das caracteristicas
guimiotaxondmicas e fenotipicas com as linhagens geneticamente préximas; o
isolado ASPSP 103T foi delineado como pertencente ao género Streptomyces.
Portanto, de acordo com essa caracterizacao polifasica, esta linhagem deve ser
considerada como representante de uma nova espécie para qual o nome
Streptomyces atlanticussp. nov é proposto.

Stretpomyces atlanticus sp. nov.NRRL B-653091 produz o composto
caracterizado como 4-hydroxy-10-methyl-11-oxo-dodec-2-en-1,4-olide pertencente a
familia das butenolidas, com bioatividade fungicida contra Pythium aphanidermatum
e atividade herbicida pré-hermergéncia verificada em Agrostis stolonifera
(monocotiledénea), como previamente reportado.

Contudo, o presente estudo suporta a visdo de que esponjas marinhas séo
valiosos recursos para o isolamento de novos taxons de Streptomyces, com

potencial de exploracédo agrobiotecnologica.



145

Tabela 14 - Caracteristicas morfologicas, fisioldgicas e bioquimicas do isolado ASPSP 103Te
espécies de Streptomyces filogeneticamente relacionados. Linhagem/espécime: 1 - S.
atlanticus; 2 - S. violascens; 3 - S. hydrogenans; 4 - S. somaliensis; 5 - S. albidoflavus'
6 - S. daghestanicus; 7 - S. koyangensis. Dados para referencia dos espécimes foram
conferidos no trabalho de Shirling e Gottlieb (1969) e Lee et al. (2005). +, positivo; -

ativo; ND, néo determinado,

CARACTERISTICAS 1 3 i 5 ; 7

ContetildoG+C no

DNA (mol%)

67.6 70 ND 74.1 70 ND 67.8

Coloracdo da massa Cinza- Violeta Amarelo- Amarelo Cinza- Vermelho Cinza-
de células aéreas em claro claro Claro claro

ISP 3
Nimero da cadeia 5-10 10-50 50 ou 50 ou 3-10 10-50 10 ou

de esporos ou mais mais mais
mais

Producao de - + - - - - +

melanina

Pigmentos soluveis:

ISP 1 - + - + - - +
ISP 2 - - + - - + +
ISP 3 - + - + - - +
ISP 4 - + - + - - +
ISP 5 - + - + - - +
ISP 6 - - - - - - +
ISP 7 - - - - - - +
Crescimento em

Unica fonte de

carbono:

L-Arabinose + + + + + + +
D-Frutose + + - + + + +
Ramnose + - + - - + -
Sacarose + - - + - - -
D-Glicose + + + + + + +
D-Xilose + + + + + + +
Rafinose + + - - - - -
D-manitol + - - + + + +

Inositol - - - - - - -
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6.4 Descricdo da espécie Streptomyces atlanticus sp. nov.

Streptomyces atlanticus (at.larTticus. L masc. adj. atlanticus de ou
pertencente ao habitat Oceano Atlantico, local de onde a esponja marinha Aplysina
fulva foi coletada para o isolamento da espécie tipo estudada).

Actinomiceto aerdbico, gram-positivo, sem motilidade com cadeia de esporos
contendo de 5 a 10 esporos de forma oblonga com textura lisa e diametro médio de
0.9 |[im. Células hidrolisadas com predominancia do isémero do &cido LL-
diaminopimélico. O DNA gendmico contem 67.6 % de conteudo G + C. O perfil de
acidos graxos € composto de: anteiso-c 150 (21.89 %), iso-C 160 (13.80 %), cCi6:0
(12.88 %), /soCi5o (10.14 %), Cleliw Ci6i af (9.76 %), anteiso-CUO (7.15 %),
I'so-Ci6:ih (6.27 %), /'soCi4:0 (5.89 %), cyclo-c 170 (5.13 %), anteiso-C"A o (2.69 %)
e iso-CI71wee (2.17 %), /so-Cilo(2.24 %). O perfil de menaquinonaaé composto por:
MK-9 [H (42,1 %), MK-10 [HQ (35,4 %), MK-9 [H4 (12,0 %), MK-10 [H4 (7,8 %),
MK-9 [HZ (2,7 %). Cresce bem meio de cultivo com farinha de aveia (ISP3), extrato
de levedura, peptona e ferro (ISP6), tirosina (ISP7), Czapek e em &gar nutriente.
Cresce moderadamente nos meios de cultivo com extrato de levedura e malte
(ISP1), extrato de levedura e triptona (ISP2), glicerol e asparagina (ISP5) e TSBA.
Apresenta um crescimento vestigial muito fraco no meio com sais inorgénicos e
amido (ISP4). Na maioria dos meios de cultivo, a coloracdo da massa de esporos é
cinza-claro com o lado reverso da placa em amarelo-claro. Os micélios aéreos sao
abundantes na maioria dos meios de cultura. Nao produz melanina e também nao
produz pigmentos solluveis. Como Unica fonte de carbono utiliza adonitol, eritriol, L-
arabinose, a - lactose, celubiose, dextrina, D-frutose, lactose, galactose, glicerol,
glicogénio, D-glicose, maltose, sacarose, D-manitol, manose, meso-eritriol, meso-
Inusitol, sorbitol, ribose, trealosse, D-xilose, rafinose e L-raminose, mas n&o utiliza
inositol. Degrada acido tanico, acido latico, acido urico, tirosina, caseina, celulose,
gelatina, guanina, amido, tween-20, tween-40, tween- 60, xantina, xilana, elastina e
adenina, mas ndo degrada tween-80, hipoxantina, pectina, quitina, xantina, acido
nicotinico, acido malico, acido benzadico, acido citrico, acido oxalico e acido acético.
Cresce melhor com pH 7, porém se desenvolve na faixas de pH entre 4 a 10. A
melhor temperatura para o crescimento é de 28 °C, porém se desenvolve entre as
temperaturas de 15 a 37 °C. Cresce em salinidade de 0 a 10 % p/v, e também em

meio de cultura contendo agua artificial marinha (ASW). Cresce bem na presenca
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dos antibioticos Eritromicina (15 [jg.mL'1), Ampicilina (10 ng.mL1J), Streptomycina (10
pg.mL"1), Clorofenicol (20 pg.mL'l), Acido Nalidixo (20 [ig.mL‘]) e Penicilina (20
lig.mL"]), porém é totalmente sensivel aos antibiéticos Novobiocina (10 (ig.mL2),
Gentamicina (100 ng.mL'l) e Rifampicina (10 [jg.mL')). O potencial enzimatico
testado com APl ZYM mostrou reacdo positiva para fosfatase alcalina, fosfatase
acida, esterase (C4), esterase lipase (C8), lucinearilamidase, cistinearilamidase,
tripisina, a-quimotripsina, naftol-AS-B1-fosfohidrolase, N-acetil-|B-glicosaminidase, a-
glicosidase, (3-glicosidase, e reacdo negativa para lipase (Cl14), a-galactosidase, [3
galactosidase, (B-glicosidase, a-manosidase e a-fucosidase. E positivo para atividade
de urease, oxidase, catalase e peroxidase e negativo para nitrato-redutase. Produz
composto da familia butenolida caracterizada como 4-hydroxy-10-methyl-11-oxo-
dodec-2-en-1,4-olide, com atividade fungicida, e herbicida.

A espécie tipo ASPSP 103T (NRRL B-65309) foi isolada da esponja marinha
Aplysina fulva, coletada a 20 m de profundidade no arquipélago de Séo Pedro e Sdo
Paulo, localizado a 1,010 km ao nordeste da costa brasileira no Oceano Atlantico
Equatorial (0°54'57”N; 29°20'41"W).
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7 CONCLUSOES FINAIS

Os resultados deste estudo proporcionaram evidéncias de que esponjas
marinhas sdo uma rica fonte para a prospeccao de actinobactérias
associadasresponsaveis pela producédo de produtos naturais bioativos. A esponja
Alpysina fulva mostrou grande potencialidade de prospeccédo biotecnoldgica voltada
para a busca de actinobactérias e de compostos bioativos. Nesse sentido,
destacam-se as seguintes conclusdes:

- A diversidade de actinobactéria cultivaveis isoladas de A. fulva coletada no
Arquipélago de S&do Pedro e Sdo Paulo pertencem a oito géneros dentre 0s quais
Streptomyces é o género dominante entre os simbiontes. Dados filogenéticos
indicaram oito possiveis espécies novas, porem estudos mais aprofundados ainda
devem ser realizados para uma nova reclassificacao;

-Metabdlitos secundarios das actinobactérias associadas mostraram-se ativos
contra os seguintes fungos fitopatogénicos: Pythium aphanidermaturrr, Phytophthora
capsici e Magnaporthe grlsea. As atividades antifingicas evidenciaram o potencial
das actinobactérias marinhas como uma importante fonte para o desenvolvimento de
novos fungicidas para a indastria agricola;

-Dentre as actinobactérias isoladas e analisadas para a producdo de
compostos bioativos, Streptomyces ASPSP 103 apresentou maior potencial como
fonte de novos agroquimicos;

-O extrato bruto do Streptomyces ASPSP 103 apresenta acado algicida e forte
acdo herbida. O composto bioativo, assim analisado, corresponte a classe
butenolida  identificado como  4-hidroxi-10-metil-11-oxo-dodec-2-en-1,4-olide,
(Ci3,H2,03), massal/carga 224,14. Este composto possui atividade herbicida de pré-
emergéncia em modelo de monocotiledénea, o que ainda ndo foi relatado na
literatura;

-O isolado ASPSP 103T(KR911949), caracterizado por taxonomia polifasica,
0 coloca como uma nova espécie do género Streptomyces, ao qual foi proposto o
nome Streptomyces atlanticus sp.nov, suportando a hipétese de que esponjas
marinhas sédo valiosos recursos para o0 isolamento de novos taxons de

Streptomyces;
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-Os resultados deste estudo destacam o potencial de actinobactérias
associadas as esponjas marinhas para produzir compostos bioativos com potencial

aplicacdo em agrobiotecnologia.
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Anexo A - Espectro bidimensional de gHSQC da subtracéo ativa Fr 17-20
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Anexo B - Espectro bidimensional de gHMBC da subtragdo ativa Fr 17-20
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Anexo C - Espectro bidimensional de COSY da subtracdo ativa Fr 17-20
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