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RESUMO

O presente trabalho aborda o processo que se estende desde a avaliagao da
atividade antifungica até a extracdo de DNA gendmico e a mineracao de metabdlitos
secundarios em microrganismos de interesse biotecnoldgico. A metodologia
empregada utilizou o sistema automatizado Extracta 16 (Loccus), baseado em
particulas magnéticas, para a purificacdo de DNA de alta qualidade. Apés a extracao,
as amostras foram avaliadas quanto a integridade (eletroforese em gel de agarose),
concentracdo (fluorimetria — Qubit) e pureza (Nanodrop, razdo A260/A280). O
sequenciamento foi realizado utilizando duas plataformas: lllumina (leituras curtas
2x150 pb) e Oxford Nanopore Technologies (leituras longas via MinlON), permitindo
uma abordagem hibrida de montagem. A partir do genoma montado, ferramentas de
bioinformatica foram empregadas para identificar clusters biossintéticos e potenciais
vias de sintese de compostos bioativos. Os resultados reforcam a importancia da
integracdo entre metodologias moleculares e analises computacionais para a
prospeccédo de metabdlitos com potencial agronémico.

Palavras-chave: Sequenciamento hibrido; lllumina; Nanopore; Mineracdo gendémica,

Metabolitos secundarios; Streptomyces.






Rodrigues, Roberto. Genomic Analysis of Streptomyces albidoflavus LABIMA42:
From DNA Extraction to Biosynthetic Gene Cluster Identification. 2025. 38 pgs.
Final Dissertation (Biological Sciences Undergraduation) — Londrina State University.
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ABSTRACT

This study addresses the workflow ranging from the evaluation of antifungal activity to
genomic DNA extraction and secondary metabolite mining in microorganisms of
biotechnological interest. The methodology employed utilized the Extracta 16 (Loccus)
automated system, based on magnetic particles, for high-quality DNA purification.
Following extraction, samples were evaluated for integrity (agarose gel
electrophoresis), concentration (fluorometry — Qubit), and purity (Nanodrop,
A260/A280 ratio). Sequencing was performed using two platforms: Illumina (2x150 bp
short reads) and Oxford Nanopore Technologies (long reads via MinlON), enabling a
hybrid assembly approach. Based on the assembled genome, bioinformatics tools
were employed to identify biosynthetic gene clusters and potential synthesis pathways
for bioactive compounds. The results underscore the importance of integrating
molecular methodologies and computational analyses for the prospecting of
metabolites with agronomic potential.

Keywords: Hybrid sequencing; lllumina; Nanopore; Genome mining; Secondary

metabolites; Streptomyces.



Lista de Siglas
1. ANI — Average Nucleotide Identity

2. antiSMASH — Antibiotics & Secondary Metabolite Analysis Shell
3. A260/A280 — Razao de absorbancia 260 para acidos nucleicos. Absorbéancia
280 para proteinas

BGC - Biosynthetic Gene Cluster

bp — Base Pairs (Pares de Bases)

BDA — Potato Dextrose Agar

DNA — Deoxyribonucleic Acid

Gb — Gigabase

gDNA — Genomic DNA

10.HMM — Hidden Markov Model

11.ITS — Internal Transcribed Spacer

© 0 N o g bk

12.1llumina — Tecnologia de sequenciamento Illumina
13.LB — Luria-Bertani

14.Mb — Megabase

15.MEGA - Molecular Evolutionary Genetics Analysis
16.MinION — Plataforma de sequenciamento Nanopore
17.N50 — Métrica de continuidade de montagem gendmica
18.NRPS — Non-Ribosomal Peptide Synthetase
19.ONT — Oxford Nanopore Technologies

20.PCR — Polymerase Chain Reaction

21.PKS - Polyketide Synthase

22.QC — Quality Control

23.RNA — Ribonucleic Acid

24.SPAdes — St. Petersburg Genome Assembler
25.SDT — Species Delimitation Tool



SUMARIO

1. INTRODUGAO. ..ottt ee ettt aee et aneae e aenn e, 1
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA ..o 1
2.1. FUNQOS FItOPATOGENICOS .....cciiuveieiiieietiee et ee sttt e bttt et e e e be e e nannee e e 1
2.2. Cenéario Atual do Mercado De BiodefenSIVOS...........cceviiieieeiiiiieeeeeeiieee s eieee e 2
2.3. Acao Integrada: Quimicos e Biologicos no Manejo de Doengas..........cccceeveeveeennnen. 2
2.4. Género Streptomyces e Potencial BiotecnolOgiCo...........cccceeiiveeiiiiiiiiie e 3
2.5. Exploracédo do Potencial Gendmico: Extragéo e sequenciamento...........cccceevveeennee. 4
2.6. Mineracdo Gendmica e Descoberta de CIUSTErS........ccccoocuverieiiiieiee e 5
3. MATERIAL E METODOS .....ocviueteeeiecieieeteeeeeees et esssss sttt essns s as s s sessssssanannas 5
3.1. Microrganismo € CondicOes de CUItIVO .........eceieereiiir e see e e 5
T2 AV 1= To= To JX= 1 1 1] {1] o[- SR 5
3.3. EXtrac@o de DNA GENOMUCO.......ceeeiiirriieeiiiiireeisitieeeeestnteseesesssseeessnsseeeeesansnseeessnsesees 6
3.4. Sequenciamento de Nova Geragao (NGS)........ccocuiiieeiiiiiieeeiiieee s ceee e e ee e 6
3.5. Montagem Gendmica € ANOLAGAD...........uiiieiiiieeiieeeeie e e eeeeetee e e e a e e e e e e aaaaaas 7
3.6. Mineracéo de MetabOdlitos e VisualiZagao...........c.cccuvieeiiiiieiees i 7
4. RESULTADOS E DISCUSSAOQ .....ocoeuieeeeeeecieteieteteesteesstee e tetessssessses s eaesensann e, 7

4.1. Avaliacao da Atividade ANtifUNGICA...........eeeeiiieiee e 7

A i = (o= T Jo [ 1N 1D PRSI 8

G TS T o[8[ g Tor =11 =1 (PR 9

4.4. Montagem Gendmica e Métricas de Qualidade.............cccceevvieveeeeviiieee s 10
4.5. Anotacao Funcional e de Metabolismo Secundario............ccccveeeevciieeeeccieiee e, 11
4.6. Identificac80 TaXONOMUCA..........cccueeiiieeiiiee et et eetee et e e sre e e e e s e e sareeereeaen 2ea 12
4.7. Mineragao de MetabolitOS...........ccooiiiiiiii i 13
v o AN 11/ To F= To (00 A g1 1] 11V [ o= VPR 14
4.7.2. Promocao de Crescimento e Competitividade: Sideroforos...........ccccveeeviveennneen. 15
4.7.3. Resisténcia ao Estresse Ambiental: ECtOING...........ccccevviiviiiie i i 15

4.7.4. Arsenal Antimicrobiano Auxiliar: Surugamidas e Macrolactamas...................... 15



4.8. Comparagédo Genodmica entre Streptomyces albidoflavus LABIM42 e o0 Genoma

de Referéncia NBC 01110, ......uuuuuiiiaiiee e eeee ettt e e e e e e e e e e e 18
4.8.1. Comparacao das Métricas GeNOMICAS.........cevvveeeeeeeeeeiieiiiecciieiiiiree e eeeee e 19
4.8.2. Comparacao dos Clusters BiOoSSINtELICOS. ........cuvuviiiieeeieiiieieeciccccccceiiieeeveee 19
5. CONCLUSOES .....cocviieecicieeeeee ettt et 20

REFERENCIAS .o e e e e et ee e e ee e e e e e e e e e e e e er e e e e e e e ene e 21



1. INTRODUCAO
A demanda crescente por alternativas sustentaveis no manejo de doencas

agricolas tem impulsionado a busca por novos metabdlitos produzidos por
microrganismos do solo. Dentre esses organismos, 0 género Streptomyces destaca-
se como uma das principais fontes de bioativos de importancia médica, industrial e
agricola, sendo responsavel pela sintese de mais de 70% dos antibiéticos conhecidos.

O avancgo das tecnologias de sequenciamento de nova geragéo (NGS) permitiu
expandir a descoberta de compostos microbianos, possibilitando a identificacdo de
clusters biossintéticos diretamente no genoma, independentemente de expressao in
vitro. Softwares como antiSMASH e ferramentas de analise comparativa tém revelado
gue espécies de Streptomyces possuem genomas grandes (8—10 Mb) e alto conteudo
GC (>70%), caracteristicas que favorecem a presenca de multiplos clusters de genes
biossintéticos, aumentando sua diversidade quimica e adaptativa.

Paralelamente, o mercado brasileiro de bioinsumos vem crescendo de maneira
continua, movimentando R$ 4,35 bilhdes na safra 2024/25 e consolidando o pais
como referéncia global. O uso de microrganismos antagonistas surge como estratégia
promissora dentro do Manejo Integrado de Doencas, reduzindo a dependéncia de
fungicidas quimicos tradicionais.

Nesse contexto, a combinacéo de avaliacdo antifungica, extracdo de DNA de
alta qualidade e sequenciamento hibrido (lllumina + Nanopore) permite acessar,
caracterizar e predizer o potencial biossintético de linhagens selecionadas.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antifungica e caracterizar o
potencial biossintético do isolado Streptomyces albidoflavus LABIM42, desde a
extracdo do DNA até a identificacdo de clusters de genes biossintéticos associados a

producéo de metabdlitos secundarios.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Fungos Fitopatogénicos

As doencas causadas por fungos representam uma das maiores ameacas a
producéo agricola global, podendo ocasionar perdas entre 10% e 15% das principais

culturas, resultando em prejuizos bilionarios (PENG et al., 2021). O Brasil, devido a
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sua diversidade climatica, extensas areas cultivadas e ciclos de monocultura,
apresenta condi¢des favoraveis ao estabelecimento de importantes fitopatdégenos.

Entre os principais fungos de relevancia econémica encontram-se Fusarium
oxysporum, Cercospora kikuchii e Macrophomina phaseolina, todos associados a
doencas de grande impacto em culturas como soja, feijdo e algodéo. Esses trés
patégenos foram utilizados nos ensaios deste trabalho devido a sua importancia
agrondémica e ao desafio que representam para o manejo convencional.

O aumento de resisténcia a fungicidas quimicos e as preocupacdes ambientais
tém impulsionado a busca por alternativas baseadas em microrganismos
antagonistas, definidos como organismos capazes de inibir ou suprimir o crescimento
de patdgenos por mecanismos como antibiose, competicédo por nutrientes, inducao de

resisténcia ou producéo de enzimas liticas.

2.2 Cenario Atual do Mercado de Biodefensivos

O mercado global de produtos biolégicos agricolas tem apresentado um
crescimento exponencial, impulsionado pela demanda por praticas agricolas
sustentaveis e pela necessidade de novas ferramentas para o manejo de resisténcia
de pragas e doencas. O Brasil ocupa uma posicéo de lideranca mundial na adocao
dessas tecnologias. Dados recentes indicam que o mercado de biodefensivos no
Brasil movimentou cerca de R$ 4,35 bilhdes na safra 2024/25, representando um
crescimento de aproximadamente 18% em relacdo ao ciclo anterior (KYNETEC,
2025).

Esse cenério coloca o Brasil como um dos protagonistas globais no setor, com
taxas de adocao superiores a média internacional, especialmente em grandes culturas
como soja, milho e cana-de-acucar. Estima-se que a area tratada com bioinsumos no
pais ja ultrapasse os 80 milhdes de hectares, com projecdes de que o setor continue
crescendo nos proximos anos, impulsionado por politicas publicas favoraveis, como o
Programa Nacional de Bioinsumos, e pelo aumento da oferta de produtos registrados
(CROPLIFE BRASIL, 2024).

2.3. Acéo Integrada: Quimicos e Bioldégicos no Manejo de Doencgas
Embora o crescimento dos biol6gicos seja expressivo, 0 consenso técnico-
cientifico atual aponta para a eficiéncia da agéo integrada entre o controle quimico e

o bioldgico, dentro das diretrizes do Manejo Integrado de Pragas e Doencas
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(MIP/MID). A utilizacéo isolada de fungicidas quimicos, embora eficaz para o controle
de choque e reducdo rapida do in6culo, tem enfrentado desafios relacionados a
selecdo de patdgenos resistentes e a pressao regulatoria por menores residuos em

alimentos e no meio ambiente.

A integracdo dos dois métodos permite explorar a sinergia entre eles: enquanto
o defensivo quimico atua na protecao imediata e erradicacdo em momentos criticos
de alta pressao, o agente biolégico coloniza o nicho ecoldgico, oferecendo protecdo
residual prolongada e atuando por mecanismos distintos, como antibiose, competicao
por nutrientes e inducao de resisténcia sistémica na planta (EMBRAPA, 2024). Essa
estratégia combinada ndo apenas preserva a vida util das moléculas quimicas,
retardando o desenvolvimento de resisténcia, mas também promove um equilibrio

maior no agroecossistema, mantendo a produtividade com menor impacto ambiental.

2.4. O Género Streptomyces e seu Potencial Biotecnoldgico

Taxonomicamente inserido no filo das actinobactérias, o género Streptomyces
foi descrito formalmente por Waksman e Henrici (1943) como um grupo de
microrganismos aerobios, filamentosos e formadores de esporos. Além de sua
morfologia complexa, este género € reconhecido mundialmente como a fonte mais
prolifica de antibidticos, sendo a origem de aproximadamente 70% a 80% dos
farmacos desta classe disponiveis no mercado (EVANGELISTA-MARTINEZ et al.,
2022). Essa capacidade metabdlica impar esté intrinsecamente ligada a arquitetura
do seu DNA. Segundo Alam et al. (2022), os genomas de Streptomyces Ssao
caracteristicamente grandes (entre 8 e 10 Mb) e possuem um elevado contetudo de
Guanina e Citosina (G+C >70%). O tamanho do genoma favorece a presenca de
multiplos clusters de genes biossintéticos (BGCs) em um Unico organismo,
viabilizando a producdo de uma ampla gama de compostos bioativos incluindo
antifangicos e reguladores de crescimento vegetal de grande relevancia médica e
agricola e seu alto conteudo de Guanina e Citosina favorece a adaptacéo a condicées

ambientais extremas.

2.5. Exploracéo do Potencial Gendmico: Extracdo e sequenciamento
Para acessar o potencial genético de actinobactérias, especialmente do género

Streptomyces, a obtencdo de dados gendmicos robustos inicia-se com a superacao



de barreiras fisicas. A extracdo de DNA de alta qualidade (HMW-DNA) é uma etapa
critica e apresenta desafios singulares devido a complexidade da parede celular
espessa e a presenca de micélio fortemente aderido ao substrato (BABADI et al.,
2022). Protocolos convencionais frequentemente falham ou exigem adaptacdes, uma
vez que métodos agressivos de lise mecanica (bead beating), apesar de aumentarem
o rendimento, tendem a causar fragmentacdo excessiva da molécula (STOJAN et al.,
2023).

Consequentemente, para garantir a integridade necesséria para o
sequenciamento, protocolos especificos para Streptomyces priorizam a combinacéo
de tratamentos enzimaticos (lisozima e proteinase K) com purificagdo quimica rigorosa
para remover polissacarideos inibidores (SINGH; VIJAYAN; KUMAR, 2020; FEENEY
et al., 2022). A preservacéao da integridade do DNA é o prée-requisito fundamental para

a aplicacéo eficiente das tecnologias de Sequenciamento de Nova Geracao (NGS).

Embora a plataforma Illumina tenha se consolidado como a tecnologia
dominante devido a sua alta precisao e baixo indice de erro (PERVEZ et al., 2022),
ela apresenta limitagdes intrinsecas ao lidar com genomas complexos e com alto
conteudo de G+C (High-GC), tipicos de Streptomyces. O preparo de bibliotecas
lllumina pode sofrer com vieses de amplificacdo (GC bias), e suas leituras curtas (short
reads) dificultam a resolucdo de regides repetitivas, impactando a uniformidade da
cobertura genémica (RIBARSKA et al., 2022).

Para superar esses obstaculos, a estratégia atualmente considerada mais
robusta € a abordagem hibrida. A incorporacéo da tecnologia de sequenciamento por
nanoporos (Oxford Nanopore Technologies), como o dispositivo MinlON, permite a
geracdo de leituras ultra-longas (long reads) essenciais para fechar lacunas (gaps)
deixadas pelas tecnologias de leitura curta. Segundo Pervez et al. (2022), a
combinacgéo da precisdo de nucleotideos do lllumina com a continuidade estrutural
fornecida pelo Nanopore possibilita a montagem de genomas completos e de alta
gualidade em actinobactérias.

2.6. Mineragcdo Genémica e Descoberta de Clusters

Anteriormente a descoberta de metabdlitos dependia exclusivamente do

cultivo em laboratério, isso limitava 0 acesso a compostos cujos genes permanecem



"silenciosos” in vitro. A mineragdo gendmica (genome mining) aparece como uma
ferramenta para a identificacdo desses Clusters de Genes Biossintéticos (BGCs)
diretamente no genoma (ALAM et al., 2022).

Ferramentas bioinforméaticas como o antiSMASH (Antibiotics and Secondary
Metabolite Analysis Shell) sdo fundamentais nesse processo. Em sua versdo mais
recente, o software utiliza modelos de perfil oculto de Markov (HMM) para prever com
alta acuracia dominios enzimaticos e classificar metabolitos como policetideos (PKS)
e peptideos néo ribossomais (NRPS) (BLIN et al., 2023). Posteriormente, a analise de
similaridade de redes, realizada por ferramentas como o BiG-SCAPE, permite agrupar
esses BGCs em familias genéticas e compara-los com bancos de dados globais,
acelerando a identificacdo de novos compostos com potencial biotecnologico
(NAVARRO-MUNOZ et al., 2019).

3. MATERIAL E METODOS
3.1 Microrganismo e Condic¢des de Cultivo

O isolado Streptomyces albidoflavus LABIM 42 encontra-se depositado na
Colecao de Culturas do Laboratorio de Biotecnologia Microbiana (LaBiM). A linhagem
€ criopreservada sob -80°C, em tubos criogénicos contendo meio Tryptone Soy (TS)
suplementado com 20% de glicerol. Para a ativacao, a linhagem foi estriada em placas
de Petri contendo meio Tryptone Soy Agar (TSA) (1,5% de &gar) e incubada a 28°C
por 48 horas. Posteriormente, uma col6nia isolada foi inoculada em meio liquido Luria
Bertani (LB) sem &gar e incubada em shaker de agitacao orbital a 28°C e 200 rpm por
7 dias para producédo de biomassa.

3.2 Avaliagéo antifungica

O microrganismo antagonista Streptomyces albidoflavus LABIM42 foi ativado
em meio TSA a 28 °C por 48 h. Colbnias ativas foram utilizadas para preparar uma
suspensdao ajustada ao padrdo McFarland 0,5. Em seguida, 400 pL foram utilizados
como inéculo em Erlenmeyers de 250 mL contendo 50 mL de meio LB, incubados a
28 °C por 18 h. Apds esse periodo, 400 L do pré-cultivo foram transferidos para novo
Erlenmeyer contendo 80 mL de LB fresco, incubado por 72 h, obtendo-se uma cultura

ativa para o teste.



O ensaio de cultura dupla foi conduzido em placas contendo BDA. Os fungos
Fusarium oxysporum, Cercospora kikuchii e Macrophomina phaseolina foram
escolhidos devido a sua importancia agronémica. Cada patégeno foi inoculado em
uma extremidade da placa e LABIM42 foi inoculado na extremidade oposta (10 pL da
cultura ativa). As placas foram incubadas a 28 °C por 5-7 dias. A inibigdo foi
mensurada comparando o avango micelial nos tratamentos com o controle (fungo

isolado).

3.3 Extracao de DNA Gendmico

A extracdo de DNA gendmico foi realizada no sistema automatizado Extracta
16 (Loccus), baseado em particulas magnéticas. A etapa de lise incluiu tratamento
enzimatico com lisozima seguido de agitacdo mecanica com beads, garantindo

ruptura eficiente da parede celular espessa tipica de actinobactérias.

A integridade foi avaliada por eletroforese em gel de agarose 1%, a pureza foi
estimada via espectrofotometro NanoDrop (razdo A260/A280), e a concentracao foi
medida com Qubit (quantificacéo especifica para DNA de dupla fita). Valores elevados
no Nanodrop em comparacdo ao Qubit indicaram presenca de RNA residual, o que

ndo compromete as etapas subsequentes de sequenciamento.

3.4. Sequenciamento de Nova Geracao (NGS)

O sequenciamento de leituras curtas foi realizado na plataforma Illumina
NextSeq, gerando dados paired-end 2x150 pb. As leituras foram avaliadas com
FastQC.

Para complementar a montagem, realizou-se 0 sequenciamento de leituras
longas na plataforma Oxford Nanopore Technologies — MinlON, utilizando o kit Rapid
Sequencing DNA V14 (SQK-RBK114.96). O basecalling foi executado pelo Guppy, e

leituras foram filtradas por qualidade (Q>7).

3.5. Montagem Gen6mica e Anotacgéao

A montagem do genoma foi conduzida através de uma estratégia interativa para

maximizar a contiguidade. As leituras processadas foram montadas inicialmente



utilizando o software SPAdes (BANKEVICH et al., 2012). Os contigs obtidos foram
submetidos ao software Medusa para scaffolding, utilizando genomas de referéncia
de espécies filogeneticamente proximas. Para a consolidacdo final, utilizou-se a
ferramenta RagTag (ALONGE et al., 2022) para corre¢cdes de montagem e scaffolding
baseado em homologia. Visando a integracdo dos dados, e melhoria da montagem,
também foi utilizado um programa de montagem hibrida, que utiliza leituras curtas e
longas na montagem, aplicou-se também uma abordagem hibrida utlizando o
software Unicycler (WICK et al., 2017). O genoma montado foi submetido a etapas de
polimento com o software Pilon, utilizando o mapeamento das leituras lllumina (BWA-

MEM) para corregéo de erros.
3.6. Mineracédo de Metabdlitos e Visualizagao

A identificacdo de Clusters de Genes Biossintéticos (BGCs) foi realizada na
plataforma antiSMASH (v.7.0). A classificacdo e busca de homologia utilizaram os
bancos de dados MIBIG e NCBI nr via BLASTn/BLASTp. A representacdo grafica

circular do genoma foi gerada utilizando ferramentas Proksee.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Avaliacao da Atividade Antifangica

Os resultados obtidos no teste de cultura dupla demonstram que a linhagem L42
apresentou niveis diferenciados de antagonismo frente aos fitopatdogenos avaliados. O
maior percentual de inibicdo foi observado contra Cercospora kikuchii (45,37%),
enquanto os indices para Fusarium oxysporum (7,41%) e Macrophomina phaseolina

(7,78%) foram substancialmente inferiores.

Essa diferenca entre os resultados pode ser explicada, pelo tempo de
crescimento dos microrganismos envolvidos. No experimento realizado a linhagem L42
apresentou um crescimento lento e necessitando de um periodo de incubacéo

prolongado para a fase em que a producdo de metabdlitos secundarios é maximizada.

No caso de C. kikuchii, que também apresenta crescimento lento, a bactéria teve
tempo habil para se estabelecer no substrato e liberar compostos antifingicos antes que
0 patdgeno colonizasse a placa. Em contrapartida, F. oxysporum e M. phaseolina

possuem crescimento micelial acelerado, ocupando o espaco fisico rapidamente e
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limitando o estabelecimento da L42 antes que esta pudesse expressar plenamente seu
potencial metabolico. Portanto, a baixa inibicdo observada nestes casos reflete uma
desvantagem competitiva temporal, sugerindo a necessidade de ensaios futuros com

inoculacao prévia da bactéria para permitir sua estabilizacdo antes do confronto.

Gréfico 1: Resultado do teste de avaliag&o fungicida.

Inibicao (%)
100
90
80
70

60

50 45.37
40
30
20
10 7.41 7.78
. ] ]
Cercospora kikuchi Fusarium oxysporum Macrophomina phaseolina

(Fonte: Autor, 2025)

4.2. Extracdo do DNA

O protocolo de extracdo de DNA aplicado ao isolado de actinobactéria L42
demonstrou alta eficiéncia na analise celular e recuperacdo de acidos nucleicos. A
guantificacdo via espectrofotometria revelou uma concentracdo elevada de 463,22
ng/uL.

A avaliacdo da pureza da amostra indicou uma razéo de absorbancia A260/A280
de 2,08. Considerando que valores de referéncia para DNA puro situam-se em torno de
1,8, e valores proximos a 2,0 sdo caracteristicos de RNA, este resultado sugeriu a
presenca de contaminacao residual por RNA na amostra, o que pode levar a uma
superestimativa da concentracdo real de DNA gendmico total medida pelo
espectrofotbmetro. Nao obstante, a quantificacdo especifica realizada via Qubit
confirmou a disponibilidade de material genético suficiente para o sequenciamento,

resultando em 50,2 ng/pL.
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Para validar a integridade do material genético e investigar a pureza indicada pela

razédo de absorbancia, realizou-se uma eletroforese em gel de agarose (Figura 1).

Figura 1: Eletroforese realizada para validagdo do procedimento de extracdo do DNA.

(fonte: Autor)

A andlise do perfil eletroforético corroborou os dados espectrofotométricos.
Observou-se a presenca de uma banda de alto peso molecular com mobilidade
reduzida, correspondente ao DNA gendmico (gDNA) da actinobactéria L42.
Simultaneamente, notou-se uma mancha difusa e intensa de baixo peso molecular (na
parte inferior do gel), caracteristica da presenca de RNA que nao foi totalmente
degradado durante o processo de extracao.

Apesar da presenca de RNA, a visualizacdo da banda de gDNA confirmou que
houve recuperacéo satisfatoria de material genético de alto peso molecular. E importante
ressaltar que, para fins de sequenciamento de nova geracdo (NGS), a presenca de RNA
residual ndo inviabiliza a amostra, uma vez que as etapas subsequentes de preparacao
de bibliotecas (como purificacdo com beads magnéticas ou selecdo de tamanho)
removem fragmentos pequenos, isolando o DNA de interesse. Desta forma, a amostra

de L42 foi considerada apta para o envio ao sequenciamento na plataforma lllumina.

4.3. Sequenciamento

O sequenciamento do genoma de Streptomyces albidoflavus LABIM 42 foi
realizado através de uma abordagem hibrida, combinando a alta precisdo da
plataforma lllumina com a capacidade de leitura longa da plataforma MinlON (Oxford

Nanopore Technologies).

A etapa de sequenciamento lllumina gerou leituras curtas (paired-end) de alta

qualidade, essenciais para a corre¢cdo de erros em nivel de nucleotideo e para a
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montagem inicial dos contigs. No entanto, devido ao alto conteddo GC (caracteristico
do género Streptomyces) e a presenca de sequéncias repetitivas, a montagem
baseada exclusivamente nestas leituras apresentou limitagbes na contiguidade,

resultando em um genoma fragmentado.

Para superar essas barreiras, o sequenciamento via MinlON foi fundamental.

na

Esta tecnologia gerou leituras longas que atuaram como "ancoras" moleculares,
permitindo a resolucdo de regides complexas e o scaffolding (ordenamento) dos
contigs gerados pelo lllumina. Conforme discutido por Pervez et al. (2022), essa
estratégia hibrida é atualmente a mais robusta para microrganismos com genomas
complexos, pois minimiza o viés de amplificacdo (GC bias) das plataformas de

segunda geracéo.

4.4. Montagem Gendmica e Métricas de Qualidade

A montagem de novo foi avaliada comparativamente em duas etapas principais:
a montagem inicial com leituras curtas (utilizando o software SPAdes) e a montagem
hibrida final (refinada com RagTag/MinlON). Os dados comparativos das métricas de
gualidade, obtidos através do software QUAST, estdo sumarizados na Tabela 2.

A montagem inicial (L42) resultou em um genoma de 7.222.165 pb,
fragmentado em 49 contigs. O valor de N50 métrica estatistica que indica que 50% do
genoma esta contido em contigs desse tamanho ou maiores foi de 444.368 pb.
Embora satisfatério para identificacéo de genes isolados, esse nivel de fragmentacéo
dificulta a prospeccéo completa de clusters biossintéticos grandes, que podem estar
guebrados entre diferentes contigs (ALAM et al., 2022).

Com a incorporacao das leituras longas do MinlON e o uso da ferramenta
RagTag para scaffolding, houve uma melhoria drastica na integridade do genoma. O
namero de contigs foi reduzido de 49 para apenas 5. O tamanho total do genoma
aumentou ligeiramente para 7.239.012 pb, e o N50 saltou para 7.146.026 pb. Este
valor de N50 corresponde a media do tamanho dos contigs referente a montagem,
indicando que o cromossomo principal da bactéria foi recuperado quase integralmente

em uma Unica sequéncia continua.

Tabela 1. Comparacao das métricas de montagem do genoma de S. albidoflavus LABIM 42
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utilizando apenas Illumina (SPAdes) e a estratégia Hibrida (lllumina + MinlON).

Métrica lllumina Hibrida (lllumina + MinlON)
(SPAdes)
Nudmero de Contigs (= 500 49 5
'tl)'gznanho Total (pb) 7.222.165 7.239.012
Maior Contig (pb) 1.284.264 7.146.026
N50 (pb) 444.368 7.146.026
L50 5 1
Contetido G+C (%) 72,99% 73,36%
N's por 100 kbp 0 321,87

(Fonte: autor, 2025)

4.5. Anotagdo Funcional e de Metabolismo Secundéario

A anotacao funcional do genoma de Streptomyces albidoflavus LABIM42
revelou ampla versatilidade metabdlica. A classificagcdo por categorias funcionais
(COG e KEGG), organizada pelo pipeline RAST/Proksee, esta apresentada na Tabela
3A. A presenca predominante de genes ligados ao metabolismo de carboidratos
(12,8%), aminoacidos e derivados (11,5%) e cofatores/vitaminas (9,7%) € condizente
com o estilo de vida saprofitico do género Streptomyces, conforme descrito por
Evangelista-Martinez et al. (2022) e Alam et al. (2022).

Adicionalmente, genes agrupados nas categorias “Viruléncia, Doenca e
Defesa” (5,2%) e “Resposta ao Estresse” (4,4%) reforcam o potencial da linhagem
para sobreviver em ambientes competitivos e com desafios quimicos, incluindo solos
contendo residuos de defensivos — padrdo comum entre espécies de solo com

elevado fitness ecologico (Feeney et al., 2022).

Figura 2: Distribuicdo das categorias de subsistemas funcionais do genoma de

S. albidoflavus LABIM 42, obtida via plataforma Proksee.
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Streptomyces albidoflavus LABIM 42
(Fonte: Autor, 2025)

4.6. Identificacdo Taxon6mica

A identificacdo taxondémica definitiva do isolado LABIM 42 foi realizada através
da andlise de Identidade Média de Nucleotideos (ANI), comparando o genoma
montado contra um banco de dados de espécies tipo do género. Os resultados obtidos
demonstraram que o genoma de LABIM 42 apresenta 97,60% de identidade com a
cepa de referéncia Streptomyces albidoflavus NBC 01110, conforme apresentado na
Tabela 2.

De acordo com os critérios taxondmicos atuais, que estabelecem um limiar de
95% a 96% de ANI para a delimitacdo de espécies procaridticas (RICHTER;
ROSSELLO-MORA, 2009), confirma-se a identidade do isolado como pertencente a

espécie Streptomyces albidoflavus.

A analise também revelou uma proximidade filogenética com Streptomyces

koyangensis (95,51%), sugerindo que esta pode ser uma espécie irma ou um sinénimo
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taxonbmico proximo. Em contrapartida, as demais espécies comparadas
apresentaram valores de identidade significativamente inferiores (<92%), como
observado para Streptomyces diastaticus e Streptomyces rutgersensis, evidenciando
a distincdo do isolado em relacao a outros grupos do género.

Tabela 2. Valores de Identidade Média de Nucleotideos (ANI) obtidos na comparacéo entre o

genoma do isolado LABIM 42 e espécies-tipo do género Streptomyces.

Espécie de Referéncia Identidade (ANI %) Status
Streptomyces albidoflavus 97,6 | Mesma espécie
Streptomyces koyangensis 95,51 | Fronteira de espécie
Streptomyces diastaticus 91,79 | Espécie distinta
Streptomyces rutgersensis 91,77 | Espécie distinta

(Fonte: Préprio autor, 2025)

4.7. Mineracao de Metabaolitos

A mineragcdo gendmica realizada com a ferramenta antiSMASH (v. 8.0.4) no
genoma de Streptomyces albidoflavus LABIM 42 revelou um arsenal metabdlico
robusto, totalizando 21 regides de clusters de genes biossintéticos (BGCs), como
mostra a Tabela 3. A diversidade de classes quimicas encontradas incluindo
poliguetideos (PKS), peptideos nao-ribossomais (NRPS), terpenos e sideroforos
fundamenta o potencial desta linhagem como um agente multifuncional para a
agricultura sustentavel. A seguir, discute-se a aplicacdo pratica dos principais
compostos identificados.

4.7.1. Atividade Antifungica

O cluster hibrido T1PKS/NRPS identificado na Regido 10 apresenta alta
similaridade com o gene cluster da candicidina, um macrolideo polieno cuja ac¢éo
antifangica € amplamente documentada. A candicidina se liga ao ergosterol da
membrana fangica, promovendo formacao de poros e extravasamento celular (Guo;
Yin; Ping, 2008). Estudos recentes também confirmam sua atividade contra fungos

filamentosos de importancia agricola (Evangelista-Martinez et al., 2022).

Dessa forma, a presenca desse cluster sugere que a linhagem LABIM42 possui
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capacidade genética para atuar no controle de doencas radiculares e foliares,
reduzindo a necessidade de fungicidas sintéticos alinhado as recomendacfes
recentes para sistemas agricolas sustentaveis.

A Figura 3 apresenta a estrutura quimica da candicidina, conforme

descrita originalmente por Guo, Yin e Ping (2008).

Figura 3. Estrutura quimica da candicidina

NH- NH,
(Fonte: Autor,2025)

4.7.2. Promocéo de Crescimento e Competitividade: Sideréforos
Os clusters presentes nas Regides 5 (Desferrioxamina B) e 17 (sideroforo
putativo) indicam forte capacidade sideroférica da linhagem. Sideréforos séo
reconhecidos como moléculas essenciais para o fithess microbiano no solo e como
importantes componentes na promoc¢ao de crescimento vegetal (Feeney et al.,
2022).

No contexto agricola, possuem duas funcdes principais:

Biocontrole por competicdo: sideroforos sequestram ferro livre no solo,
reduzindo a disponibilidade para fitopatbgenos como Fusarium e Cercospora, que
dependem do metal para germinacéo e viruléncia.

Promocao de crescimento vegetal: plantas conseguem internalizar complexos
ferro-sideroéforo, especialmente em solos pobres, melhorando o metabolismo do ferro
e aumentando vigor e biomassa (Alam et al., 2022).

A presenca desses clusters reforca o potencial de LABIM42 como
bioinoculante multifuncional.
4.7.3. Resisténcia ao Estresse Ambiental: Ectoina
A Regido 6 corresponde ao cluster de biossintese da ectoina, um soluto

bY

compativel associado a tolerdncia contra estresse osmotico e térmico. Em
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actinobactérias do solo, a ectoina atua estabilizando proteinas e estruturas celulares,
garantindo sobrevivéncia em ambientes secos, salinos ou com variagdes térmicas
(Stojan et al., 2023).

A presenca deste cluster indica vantagem ecolégica e tecnoldgica para
formulacbes de bioinoculantes, colaborando para a persisténcia de LABIM42 em
condigdes adversas de campo.

4.7.4 Arsenal Antimicrobiano Auxiliar: Surugamidas e

Macrolactamas

Além da candicidina, o genoma apresentou clusters para Surugamidas (Regido
3) e Macrolactamas Tetramato Policiclicas (SGR PTMs, Regiéo 13).

As surugamidas sao peptideos ciclicos com atividade inibitéria de
proteassoma, ampliando o espectro de defesa da bactéria e oferecendo vantagem
competitiva especialmente contra patdgenos capazes de desenvolver resisténcia a
outros mecanismos antimicrobianos. Da mesma forma, os compostos do grupo
SGR-PTMs, frequentemente associados a defesa contra competidores microbianos
e predadores como nematoides e amebas de solo, reforcam a capacidade de
persisténcia e manutencdo do inoculante em ambientes rizosféricos complexos. No
contexto da sinalizacao volatil e pigmentacéo, os clusters de terpenos
desempenham papéis ecoldgicos essenciais. Entre eles, destacam-se a geosmina
(Regido 18), reconhecida como marcador de atividade microbiana no solo, e a
albaflavenona (Regido 20), um sesquiterpeno com atividade antibidtica comprovada,
contribuindo para a supressividade natural contra fitopatégenos. Além disso, o
isorenierateno (Regido 8), um carotenoide com propriedades protetoras contra
danos oxidativos e radiacdo UV, sugere que a linhagem LABIM42 possui maior
tolerancia a exposicao solar, o que pode favorecer sua aplicacdo também na
filosfera, garantindo maior viabilidade em ambientes de alta radiacdo quando

comparada a linhagens ndo pigmentadas.

Tabela 3: Resumo dos Clusters Biossintéticos

Regidao Classe Funcao Aplicacdo Agricola Potencial

Bioldgica (Justificativa)
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5,17 Sideréforos Quelantes de Biocontrole e Promocédo de

Ferro

(Desferrioxamina B,

NI-siderophore)

10 Candicidina Antifungico
Potente
(Polieno)
(T1PKS)

6 Ectoina Osmoprotetor

Crescimento:

1. Competicdo: Sequestram o
ferro do solo, impedindo o
crescimento de fitopatdgenos
gue dependem desse metal.

2. Nutricdo: Podem fornecer
ferro diretamente para as raizes
das plantas em solos pobres.

Fungicida Bioldgico:

Este € um dos compostos mais
valiosos para agricultura nesta
cepa. A candicidina é altamente
eficaz  contra  fitopatbgenos
fungicos (ex: Candida, e fungos
filamentosos), protegendo
sementes e raizes contra
podriddes.

Resisténcia a Estresse:

Permite que a bactéria sobreviva
e colonize solos salinos ou sob
seca severa. Um inoculante com
ectoina é mais estavel e eficiente

em campo sob condicdes
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climaticas adversas.

Biodefensa:

Estudos indicam atividade contra
certos oomicetos e fungos. Pode
atuar sinergicamente com outros
compostos para suprimir doencas
complexas no solo.

Protecéo de Cultivos:

Esta classe de moléculas possui
amplo espectro de atividade
contra fungos fitopatogénicos e
bactérias, reforcando o arsenal
de biocontrole da linhagem.

Sinalizacéo e Inibicao:

Geosmina: Indica colonizacéo

ativa no solo (cheiro de terra).

Albaflavenona: Atua como

antibiético  antibacteriano e
antifangico, contribuindo para a
"supressividade" do solo contra
doencas.

Protecdo UV / Antioxidante:

Protege a prépria bactéria contra
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radiacéo UV e estresse oxidativo,
aumentando a sobrevivéncia do
inoculante quando aplicado na
superficie das folhas (filosfera).
1,2,4 NRPS Peptideos Nao- Fonte de Novas Moléculas:
(Desconhecidos)  Ribossomais

Por terem baixa similaridade com
compostos conhecidos,
representam alvos para a
descoberta de novos
bioinseticidas ou herbicidas
biologicos.

(Fonte: Elaborada pelo autor com base nos dados do antiSMASH (2025)).

4.8. Comparacao Gendémica entre Streptomyces albidoflavus LABIM42 e o
Genoma de Referéncia NBC 01110

A comparacdo gendmica entre o isolado LABIM42 e o genoma de referéncia
Streptomyces albidoflavus NBC 01110 (RefSeq GCF_003693155.1) permitiu
identificar diferencas estruturais e metabdlicas relevantes que ajudam a explicar o
comportamento fenotipico observado nos ensaios antifungicos e o potencial

biotecnolégico expandido da linhagem utilizada neste estudo.

O genoma NBC 01110 representa o material de referéncia mais proximo de
LABIM42, com 97,6% de identidade ANI, confirmando pertencimento a mesma
espécie. Apesar da proximidade evolutiva, diferencas expressivas foram encontradas
nos clusters biossintéticos e no conteudo génico total.

4.8.1. Comparacao das Métricas Gendmicas

Tabela 4 — Comparacgéo entre o genoma LABIM42 (este estudo) e o genoma NBC
01110 (NCBI)

Parametro Genémico LABIM42 (Hibrido - NBC 01110
[llumina+MinION) (RefSeq)

Tamanho total (pb) 7.239.012 7.082.355
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GC (%) 73,36% 72,99%
N° de genes CDS ~6.650 ~6.320
N° de BGCs (antiSMASH 21 16

7.0)

(Fonte: Autor, 2025)

4.8.2. Comparacao dos Clusters Biossintéticos

A analise dos clusters biossintéticos revelou diferencas marcantes entre
LABIM42 e o genoma NBC 01110, utilizado como referéncia. Ambos compartilham o
conjunto metabdlico central tipico de Streptomyces albidoflavus, incluindo os clusters
de Candicidina (T1PKS/NRPS), Desferrioxamina B, Ectoina e terpenos como
Geosmina e Albaflavenona, indicando conservacao das vias essenciais relacionadas
a competicdo microbiana basica e resposta a estresses ambientais. Entretanto,
LABIM42 apresenta expanséo significativa do repertorio biossintético, com cinco
clusters adicionais ausentes em NBC 01110: Surugamidas, SGR-PTMs,
Isorenierateno, um cluster NRPS de sideréforo adicional e um terpeno nao
identificado. Esses clusters exclusivos sugerem ganho funcional e maior diversidade
metabolica, associados a atividades antifungicas ampliadas, melhor aquisicéo de ferro
e adaptacdo a ambientes de alta competicdo. Em contraste, NBC 01110 apresenta
arquitetura mais conservada, com menor plasticidade genémica e auséncia dessas
vias especializadas, reforcando que LABIM42 representa uma variante
evolutivamente enriquecida, com potencial metabdlico superior ao genoma de

referéncia.

5. CONCLUSOES
Os resultados obtidos demonstram que a linhagem estudada possui potencial

para produzir metabdlitos antifngicos relevantes. A combinacdo de analises
laboratoriais e gendmicas permitiu uma visdo mais ampla da capacidade biossintética

do microrganismo, apontando caminhos para futuras etapas de identificacdo e
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validacdo quimica desses compostos. O trabalho contribui, portanto, para o
desenvolvimento de alternativas biotecnologicas no controle de fungos patogénicos

agricolas.
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