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Resumo

A microbiota amazobnica tem sido foco de pesquisas usando diferentes
abordagens, e os resultados preliminares tém revelado grande diversidade e
possibilitado a identificacdo de inUmeras novas espécies. A diversa microbiota
amazobnica tem sido também investigada quanto ao seu potencial bioativo seja
para a producédo de enzimas de interesse biotecnolégico quanto para a atividade
antimicrobiana contra patdégenos que comprometem a producgdo de culturas de
importancia para o estado do Amazonas como 0 guarana e agai. Neste estudo,
conduzimos o sequenciamento do genoma do Streptomyces sp. MAD39 isolado
de sedimentos do Rio Madeira, visando identificar fatores associados com
potencial bioativo em seu genoma, com énfase em CAZymes. O tamanho do
genoma Streptomyces sp. MAD39 foi de 15,44 Mb e conteudo de G+C de
72,11%. Foram preditas 455 Cazymes: 44,01% glicosil hidrolases (GH = 224),
10,02% carboidratos esterases (CE = 51), 15,72% modulo de ligacdo a
carboidratos (CBM = 80), 6,29% enzimas com atividades auxiliares (AA = 32),
2,16% polissacarideos liases (PL = 11) e 21,81% glicosil transferase (GT = 111).
Streptomyces sp. MAD39 parece capaz de degradar varios substratos, entre eles
celulose, hemicelulose, quitinas, quitosanas, amido, etc. Streptomyces sp.
MAD39 apresentou um numero notavel de 37 copias de enzimas relacionadas a
hidrolise de amido das familias GH13 e GH15, enzimas estas com aplicacao
conhecida na industria de alimentos. Os resultados obtidos precisam ainda ser
relacionados com dados funcionais conduzidos em diferentes substratos.
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Introducao
O interesse humano na exploracdo sustentavel dos recursos naturais
disponiveis visando atender as necessidades da agricultura, meio ambiente e
industrias de farmacos/cosméticos tem crescido nos ultimos anos (Gupta et al.
2019; Ma 2019; Pham et al. 2019; Avila et al. 2021). Neste contexto, o potencial
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de uso de microrganismos para suprir essas demandas tem sido intensamente
investigado e seus empregos ja séo realidades nestes setores. A agricultura ja
conta com produtos comerciais que promovem a fixacdo bioldgica de nitrogénio
como os Rizolig LLI e Rizoliq TOP HC (https://rizobacter.com.br) a base de
Bradyrhizobium japonicum e Masterfix (https://www.stoller.com.br) a base de
Azospirillum brasilense. Outro exemplo bem sucedido da utilizacdo de
microrganismos no manejo agricola tem sido o emprego de Trichoderma spp.
como agente de biocontrole contra varios patbgenos, como Rhizoctonia solani,
Fusarium moniliforme, Alternaria triticina, Ustilago segetum, Fusarium udum,
entre outros (Puyam 2016).

Em consonédncia com a tendéncia de exploracdo sustentavel dos
recursos naturais, esforcos tém sido direcionados para a identificacdo e
caracterizacdo de centenas de microrganismos isolados da microbiota
amazonica, incluindo microrganismos de sedimentos coletados em 7000 km de
diferentes rios amazbnicos. A colecdo de microrganismos resultante dos
esfor¢cos de isolamento, identificacdo e caracterizacdo encontra-se hospedada
na Embrapa Amazbnia Ocidental, Manaus, Amazonas, e conta com
representantes entre outros do versatil género Streptomyces.

Streptomyces séo bactérias gram-positivas, filamentosas e produtoras de
esporos, reconhecidas pelas inUmeras habilidades as quais destacam a
producdo de antibiéticos, promocdo de crescimento de plantas e biocontrole
de patdgenos de interesse agricola (Sousa e Olivares 2016). Pontuando alguns
exemplos, temos o Streptomyces roseocinereus MS1B15 que possui inUmeras
habilidades, as quais destacam a de solubilizar fésforo, produzir sider6foros,
sintetizar acido indol acético, atividade antimicrobiana contra patégenos
Fusarium, Botrytis e Phytophthora (Chouyia et al. 2020). Streptomyces sp. CB-
75 isolado de solo derizosfera de bananeira exibiu atividade antifingica contra
11 diferentes patdgenos e promoveu o crescimento de plantas de banana (Chen
et al. 2018). Em sua revisdo, Quinn et al. (2020) apresentam uma lista de
moléculas importantes do ponto de vista clinico e econdmico produzida por
membros do género Streptomyces, com atividades anticancer, antibiética,
antifingica, herbicida, etc. Streptomyces sp. MAD39 isolado de sedimentos do
Rio Madeira, integrante da colecéo de isolados da Embrapa Amazonia Ocidental,

tem chamado atencdo diante dos resultados preliminares que indicam
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potencial atividade antimicrobiana, com inibic&do in vitro acima de 73% contra
0os patdgenos Colletotrichum siamense, Fusarium decemcellulare e
Moniliophthora perniciosa bem como a identificacdo de 124 clusters
biossintéticos no seu genoma. Diante do potencial bioativo do Streptomyces sp.
MAD39 conduzimos a anotagcdo do seu genoma para enzimas ativas de
carboidratos (CAZymes) visando identificacdo de fatores com potencial bioativo
entre os membros deste grupo de enzimas.

O objetivo desse trabalho foi realizar andlises in silico no genoma do
isolado de Streptomyces sp. MAD 39 visando a identificagdo de fatores

associados com potencial bioativo em seu genoma, com énfase em CAZymes.

Material e Métodos

O Streptomyces sp. MAD39, isolado de sedimentos do Rio Madeira
(SISGEN N° AB6B14F), teve 0 seu genoma sequenciado por shotgun Illlumina
com reads paired- end de 150 bp e cobertura de 100X. As inimeras reads
obtidas do sequenciamento foram pré-processadas para remocgdo de
adaptadores utilizando o software Ktrim (Sun 2020). As paired-reads foram
unidas usando o FLASH (Magoc e Salzberg 2011) e entdo montadas em 4740
contigs usando o software SPAdes (Prjibelski et al. 2020). Foi feito o upload do
arquivo de montagem na workspace da KBase (US Department of Energy
Knowledge Database (Arkin et al. 2018) para a anotagcdo do genoma do
Streptomyces sp. MAD39, que foi conduzida em duas diferentes plataformas:
Prokka v1.14.5 (Seemann 2014) e RASTtk v1.073 (Brettin et al. 2015).

As CDSs, "CoDing Sequence genoma" do isolado de Streptomyces sp.
MAD39 foram submetidas ao servidor da  web dbCAN2
(http://bcb.unl.edu/dbCAN2/) utilizando a ferramenta HMMER (e-value < le,
coverage > 0,35) para a anotacdo de enzimas relacionadas ao metabolismo de
carbono de acordo com a classificacao da CAZy database (http://www. cazy.org):
glicosil transferase (GT), glicosideo hidrolases (GH), polissacarideos liases (PL),
carboidratos esterases (CE), enzimas com atividades auxiliares (AA) e modulo
de ligacdo a carboidratos (CBM). A apresentacao grafica dos dados obtidos foi
feita usando o pacote do R ‘"ggplot2" v.3.4.0 (https://cran.r-
project.org/web/packages/ggplot2/index.html).
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Resultados e Discusséo

A anotacdo automatica do genoma do Streptomyces sp. MAD39 pelo
Prokkae RASTtk foram similares: tamanho do genoma de 15,44 Mb, contetdo
de G+C de 72,11%. O genoma do Streptomyces sp. MAD39 consistiu de 14371
e 17359 CDSs anotadas respectivamente pelo Prokka e RASTtk. Notavelmente,
Streptomyces sp. MAD39 apresentou tamanho de genoma superior ao dos
demais genomas de Streptomyces depositado no NCBI, sendo o maior deles do
Streptomyces rapamycinicus NRRL 5491 com 12,70 Mb (Baranasic et al. 2013).
Um total de 455 CDSs codificando CAZymes foram identificadas no genoma do
Streptomyces sp. MAD39, assim distribuidas: 44,01% glicosil hidrolases (GH =
224), 10,02% carboidratos esterases (CE = 51), 15,72% modulo de ligacao a
carboidratos (CBM = 80), 6,29% enzimas com atividades auxiliares (AA = 32),
2,16% polissacarideos liases (PL = 11), e 21,81% glicosil transferase (GT = 111)
(Figura 1). A predicdo de CAZymes no genoma de duas linhagens de
Streptomyces sp. denominadas F1 e F7, previamente selecionadas quanto ao
potencial celulolitico e hemicelulolitico, resultou na predicdo de 175 e 193
CAZymes, respectivamente (Melo et al. 2018). Em termos absolutos, o numero
de CAZymes detectadas no genoma do MAD39 foi bastante superior aos do F1
e F7 (MAD39 = 455 vs. F1 = 175 e F7 = 193). Relativo ao numero de genes
codificantes, embora a diferenca tenha sido nivelada, MAD39 ainda apresentou
maior porcentagem de Cazymes que F1 e F7 (MAD39 = 3,17% vs. F1 = 2,36%
e F7 =2,92%).

(

Figura 1. Distribuicdo das classes de CAZymes no genoma do Streptomyces sp. MAD39.
Abreviagdes: GH, glicosil hidrolases. CE, carboidratos esterases; CBM, modulo de ligacédo a
carboidratos; AA, enzimas com atividades auxiliares; PL, polissacarideos liases e GT, glicosil
transferase.
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A classe das GHs €& amplamente conhecida por conter atividades
cataliticas envolvidas na degradacédo da celulose, hemicelulose, lignina, etc. No
genoma do Streptomyces sp. MAD39 a classe das GHs constituiu a maior fracéao
das CAZymes anotadas. As 224 GHs identificadas foram distribuidas em 52
familias. Encontramos 80 CBMs distribuidas em 15 familias, 111 GTs
distribuidas em 14 familias, 51 CEs distribuidas em 9 familias, 32 AAs e 11 PLs

cada uma distribuidas em 7 familias (Figura 2).
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Ocorréncias
Figura 2. Familias de CAZymes no genoma do Streptomyces sp. MAD39: A) GT, glicosil
transferase; B) GH, glicosil hidrolases; C) CE, carboidratos esterases; D) CBM, médulo de

ligacdo a carboidratos; E) AA, enzimas com atividades auxiliares e F) PL, polissacarideos liases.

Streptomyces sp. MAD39 parece capaz de degradar varios substratos
(Figura 3A-L). Entre as CDS do genoma de Streptomyces sp. MAD39, nenhuma
foi categorizada como celulossoma por ndo apresentarem hits com dominios
coesinas, doquerinas e SLH (surface layer homology). Entretanto, encontramos
copias de GHs que compdem o complexo multi-enzimatico de celulases formado
pelas celobiohidrolases (CBH, EC 3.2.1.91), endoglucanase (EGL, EC 3.2.1.4) e
B- glucosidase (BGL, EC 3.2.1.21) (Figura 3A). Onze das 27 enzimas com
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envolvimento putativo na degradacdo de celulose estavam associadas com
CBMs (CBM2: 5, CBM3: 4, CBM4: 1 e CBM11l: 1). Em Streptomyces
consideradas celuloliticas foram encontrados os moédulos CBM2, CBM3, CBM4,
e CBM46 associados com dominio catalitico GH, sendo CBM2 0 mais comum
(Sidar et al. 2020).

Encontramos no genoma do Streptomyces sp. MAD39 hemicelulases
putativa (Figura 3B, 3C e 3E). Considerando a hidrélise enzimatica de xilanas
encontramos sete copias de GH43 (Figura 3B), para xiloglucano encontramos
seis copias da GH1, duas cépias de cada umas das GH31, GH35 e GH74 (Figura
3C) e para manana quatro copias das GH92 e trés copias de cada GH5 e GH38
(Figura 3E).

A) B)
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Figura 3 (parte 1). Familias de CAZymes no genoma do Streptomyces sp. MAD39 de acordo
com substratos: A) Celulose, B) Xilana, C) Xiloglucano, D) Pectina, E) Manana e F) Trehalose.
Abreviagdes: BGL, B-glucosidase; EGL, endo-B-1,4-glucanase; ABF, a-arabinofuranosidase;
XG, xyloglucanase; BGAL, B-arabinofuranosidase; AXL, a-xylosidase; PL, pectate lyase;
AMA, a-mannosidase; EMA, endo- 1,4-B-mannanase; TrePP, trehalose-6-phosphate
phosphorylase; Trehalase, a,a-trehalase.
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A hidrélise enzimatica de quitina pode ser mediada pela acdo das mono-
oxigenases liticas de polissacarideos (LPMOs), quitinases e [-N-
acetylhnexosaminidase resultando em quito-oligossacarideos. No genoma do
Streptomyces sp. MAD39, encontramos sete LPMO da familia AA10, quatro
delas apresentando dominio Unico e outras trés associadas com CBM2 ou
CBM5. As quitinases do Streptomyces sp. MAD39 pertencem a familia GH18 e
GH19. Das dez GH18 encontradas, seis delas estavam associadas com CBM2
ou CBM16. A Unica quitinase GH19 do Streptomyces sp. MAD39 apresentou um
unico dominio. As B-N- acetylhexosaminidase do Streptomyces sp. MAD39 sé&o
da familia GH3 e foram encontradas contendo um unico dominio (Figura 3G). A
hidrolise enzimatica da quitosana € medida pelas quitosanases, quatro
quitosanases foram encontradas no genoma do Streptomyces sp. MAD39, duas
copias de cada uma das familias GH46 e GH75 (Figura 3H). Entre as potenciais
aplicac6es de quitinases e quitosanases destaca-se o tratamento de aguas
residuais (Nechita 2017).

Foi notavel o numero de enzimas relacionadas a hidrélise de amido no
genoma Streptomyces sp. MAD39, principalmente representadas pelas
Cazymes das familias GH13 (n=32) e GH15 (n=5), com atividades preditas de
isoamilase (EC: 3.2.1.68), a- glucosidase (3.2.1.20), glucoamilase (EC: 3.2.1.3)
e outras (Figura 3K). As isoamilases do MAD39 foram das familias GH13 11 e
GH13_13 presentes com um unico dominio ou associadas com CBM41 ou
CBM48. As isoamilases tém aplicacdo no processamento industrial de amido
para a producéo de glicose ou maltose (Harada 1984). Outra enzima relacionada
a hidrolise de amido encontrada no genoma do MAD39 foi a a-glucosidase, todas
da familia da GH13_30 apresentando um unico dominio. A a-glucosidase de
Geobacillus stearothermophilus U2 apresentou potencial na biotransformacéo de
amido em isomalto oligossacarideos (IMO), com conteudo resultante dos
oligossacarideos de 41,74% e de glicose foi de 9,81% (Chen et al. 2018). As
glucoamilases encontradas no genoma do MAD39 foram todas da familia GH15.
Esta enzima tem sido utilizada na producdo de dextrose pela industria de
panificacdo, na fabricacdo de cerveja de baixa caloria e hidrdlise de gréaos
integrais pela industria do &lcool (James e Lee 1997). Encontramos também

enzimas de ramificagdo da familia da GH13_9 que possuem envolvimento na

52



sintese de glicogénio, sendo capazes de usar seus préprios produtos alongados

como substratos (Gaenssle et al. 2021).
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Figura 3 (parte 2). Familias de CAZymes no genoma do Streptomyces sp. MAD39 de acordo
com substratos: G) Quitina, H) Quitosana, 1) Oligossacarideos, J) Polissacarideos, K) Amido e L)
Lignina. Abreviagdes: LPMO10, Lytic chitin monooxygenase; BGAL, [-galactosidase;
Hexosaminidase, B- hexosaminidase; AGLU, a-glucosidase; GOOX, glucooligosaccharide
oxidase; GMC oxidoreductases, glucose methanol choline oxidoreductases.

Conclusdes

A predigcao de CAZymes no genoma Streptomyces sp. MAD39 resultou em
455 enzimas, sendo as GHs a classe dominante com 224 representantes.

Streptomyces sp. MAD39 parece capaz de degradar varios substratos,
entre eles a celulose, devido a presenca de copias de membros do complexo
multi-enzimatico de celulases: celobiohidrolases, endoglucanase e -
glucosidase. Foram também encontradas cépias de enzimas relacionadas a
hidrolise de quitinas e quitosanas, entre outras.

Streptomyces sp. MAD39 apresentou um numero notavel de 37 copias de

enzimas relacionadas a hidrélise de amido das familias GH13 e GH15.
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Os resultados obtidos precisam ainda ser relacionados com dados

funcionais conduzidos em diferentes substratos.
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