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Resumo

As bactérias marinhas sdo um recurso importante e pouco explorado na descoberta de
novos farmacos. Neste trabalho foram isoladas 333 estirpes morfologicamente semelhantes a
actinomicetas ou actinobactérias, a partir de 662 amostras de sedimentos marinhos, recolhidas
no arquipélago da Madeira.

Para estudar a biodiversidade de actinomicetas e para avaliar a sua capacidade de
producdo de compostos bioativos, foram consideradas para este estudo 131 das estirpes
isoladas, das quais 82 estirpes foram identificadas através da sequenciacdo do gene 16S rRNA.
Observou-se gque destas estirpes 75 (91%) sdo actinomicetas, sendo 0s géneros Streptomyces,
Micromonospora e Salinispora predominantes, representando 81% dos actinomicetas.

Com este trabalho foi possivel verificar a ocorréncia de espécies raras do género
Salinispora, nomeadamente, S. arenicola e S. pacifica.

Observou-se a existéncia de tipos diferentes de S. pacifica, 0 que sugere uma
divergéncia filogenética dentro da espécie e consequentemente, a possibilidade de produzirem
novos metabolitos secundéarios, com diferentes atividades bioldgicas.

Para avaliar a producdo de compostos bioativos das estirpes foram produzidos extratos
quimicos, utilizando um solvente organico. Posteriormente, avaliou-se a atividade
antimicrobiana dos extratos em estirpes de origem clinica Staphylococcus aureus resistentes a
meticilina (MRSA), Enterococcus faecium resistente a vancomicina (VRE) e uma estirpe de
referéncia Candida albicans, e avaliou-se a capacidade citotoxica em linhas celulares HCT-116.
No total foram avaliados 126 extratos, dos quais cinco apresentaram atividade antibacteriana
com valores de MIC entre 1,3x10™ e 7,8x10° ug/ul e seis apresentaram atividade citotoxica
com valores de IC50 entre 4,9 e 19,66 pg/ml.

Destes extratos, dois apresentaram diversidade bioativa, com atividade antimicrobiana e
atividade citotoxica e foram obtidos de estirpes identificadas como pertencentes ao género
Micromonospora e ao género Salinispora.

Estes resultados, tdo promissores, sdo um incentivo para futuros estudos de

determinag&o estrutural e descoberta de novos compostos bioativos para potenciais farmacos.

Palavras-chave: Actinomicetas marinhos, Salinispora, biodiversidade,

antimicrobianos, anticancerigenos, metabolitos secundarios.
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Abstract

The marine bacteria are an important and unexplored resource for drug discovery. In
this work 333 strains morphologically similar to actinomycetes were isolated, from 662 samples
of marine sediments collected in Madeira Archipelago.

To study the biodiversity of actinomycetes and to evaluate their capacity to produce
bioactive compounds, 131 strains were considered for this work where 82 of those were
identified by sequencing of the 16S rRNA gene. It was observed that, 75 strains (91%) are
actinomycetes; the genera Streptomyces, Micromonospora and Salinispora were predominant,
representing 81% of the actinomycetes.

With this work it was verified the occurrence of the genus Salinispora, including the
species S. arenicola and S. pacifica.

It was also verified the existence of different types of S. pacifica, suggesting
phylogenetic divergence within the species and this may signify the potential isolation of new
secondary metabolites with different biological activities

To evaluate the production of bioactive compounds of these strains, a chemical extracts
were obtained using an organic solvent. The next step was the evaluation of antimicrobial
activity of the extracts against strains of clinical origin, the methicillin resistant Staphylococcus
aureus (MRSA), the vancomicin resistant Enterococcus faecium (VRE) and a reference strain of
Candida albicans, in addition cytotoxic activity in cell lines HCT-116 was evaluated.

In total 126 extracts were evaluated and five of them showed antibacterial activity with
MIC values between 1.3x10™ and 7.8x10® pg/pl and six showed cytotoxic activity with 1C50
values between 4.9 and 19.66 g /ml.

Two of those extracts showed bioactive diversity, with antimicrobial and cytotoxic
activity. These extracts were obtained from strains identified with the genera Micromonospora
and Salinispora.

The results obtained in this work report some promising future for studies of structural

determination and discovery of new bioactive compounds for potential drugs.

Keywords: marine actinomycetes, Salinispora, biodiversity, antimicrobial,

anticancer, secondary metabolites.
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Capitulo 1. Introducao







1 Introducéo

A classe Actinobacteria é caracterizada por bactérias gram-positivas com um elevado
conteldo de G+C no DNA. Nesta classe insere-se a ordem Actinomycetales conhecida por
actinomicetas ou actinobactérias.

Os actinomicetas sdo muito abundantes nos solos terrestres, sendo conhecidos pela sua
capacidade de produzir metabolitos secundarios com importancia na industria farmacéutica,
nomeadamente, antibidticos como a actinomicina, aminoglicosideos, cloranfenicol, -
lactamicos, macrolidos e tetraciclinas. Na década de 80, cerca de 70% dos antibidticos naturais
conhecidos eram provenientes destes microrganismos. Atualmente sdo contabilizados
aproximadamente 10.000 compostos [1], [2].

Embora a exploragdo destes microrganismos, outrora, parecesse promissora, tem-se
observado nas Ultimas décadas um decréscimo na descoberta de novos compostos provenientes
de actinomicetas terrestres, devido a uma exaustdo dos estudos destes recursos [1]. Assim,
tornou-se necessario desenvolver novas estratégias e explorar novos actinomicetas, derivados de
outros ecossistemas, na busca de uma nova geragdo de antibidticos [3].

Estima-se que 0s oceanos, juntamente com o0s mares, cobrem mais de 70% da superficie
do planeta, comportando uma diversidade biologica fenomenal, estima-se que em alguns
ecossistemas, como os fundos oceénicos e recifes de coral, a diversidade bioldgica chega a ser
superior a das florestas tropicais [4].

Sendo as condigdes ambientais do mar extremamente diferentes das condigdes terrestres
é natural presumir que 0s actinomicetas marinhos possam ter caracteristicas diferentes dos
terrestres, bem como produzir novos compostos bioativos. Estes actinomicetas tiveram que se
adaptar a condi¢Bes extremas durante o processo evolutivo, tais como altas pressdes (~1100
atmosferas), condigdes anaerdbias a temperaturas inferiores a 0°C, condi¢des acidicas com pH a
2.8 ou temperaturas superiores a 100°C nas fontes hidrotermais [4].

Neste contexto os fundos oceénicos tém sido considerados como um ecossistema para
muitos actinomicetas ainda ndo identificados [5], [6], [7]. Alguns destes actinomicetas
necessitam de dgua do mar para 0 seu crescimento, mais especificamente de cloreto de sédio
[2], [8]. Esta caracteristica foi primeiramente observada no género designado por MAR 1,
isolada de sedimentos marinhos sendo mais tarde proposta para o género Salinispora [8].

Este tipo Unico de adaptacdo, dos actinomicetas ao ambiente marinho constitui uma

fonte promissora de investigacdo para novos tipos de compostos bioativos [6].



1.1 Actinomicetas em ambientes marinhos

Embora os oceanos contenham uma &rea geogréafica extensa, o conhecimento sobre a
sua diversidade microbiana é reduzido. Existe uma hipotese, que coloca a possibilidade dos
actinomicetas marinhos de zonas costeiras, terem sido originados de esporos de actinomicetas
terrestre com tolerdncia ao sal. Contudo o isolamento de estirpes de sedimentos marinhos
recolhidos a grandes profundidades afasta a hipotese de uma origem terrestre [9].

No total da superficie do mar, apenas 7-8% € zona costeira, sendo 0 restante mar
profundo, do qual 60% é coberto por agua a mais de 2000 metros de profundidade. O fundo do
mar é um ambiente Unico e extremo caracterizado por altas pressées, baixas temperaturas, com
falta de luminosidade e de concentracdo de oxigénio [3], [10].

Devido a estas diferencas ambientais, € normal que tenham ocorrido divergéncias
filogenéticas nos actinomicetas marinhos em relacdo aos terrestres, consequentemente na
producdo de metabolitos secundarios, com estruturas e atividades diferentes dos terrestres [2].

Estudos recentes comprovam a existéncia de actinomicetas nativos do oceano. Estes
incluem membros dos géneros Micromonospora, Streptomyces, Nocardia, Rhodococcus,
Dietzia, Prauserella, Serinicoccus, Marinophilus, Solwaraspora, Lamerjespora,
Aeromicrobium, Williamsia, Marinactinospora e Sciscionella [11].

Para além dos ja referidos, foram, recentemente, descritos outros géneros como
Salinispora [5], [12], [13] e Marinospora [5], ficando documentado que ambos os géneros
necessitam de agua do mar para 0 seu crescimento, bem como a estirpe Aeromicrobium
marinum [14] que também tem uma necessidade obrigatdria NaCl.

A estirpe Verrucosispora AB-18-032, recentemente descrita também é qualificada
como sendo nativa do mar [15]. Outro género recentemente caracterizado é o Salinobacterium,
que tolera valores de NaCl superiores a 10%, mas ndo tem a necessidade do sal para o
crescimento [16].

Alguns dos actinomicetas referidos demonstram a capacidade de produzir compostos
Unicos, como as salinosporamidas, que se encontram em fase Il de ensaios clinicos como

agentes anticancerigenos potentes [2], [5], [6], [17].
1.2 O papel ecoldgico de actinobactérias no meio marinho

Além da producédo de antibidticos, os actinomicetas tém também um papel importante
no ambiente marinho. A degradacdo e a transformacdo de varios materiais sdo0 um processo
mediado pela a¢do de varios microrganismos [10].

Foram reportados casos de actinomicetas de fontes marinhas com capacidades de
decomposicado de agar, alginato, laminarina, celulose, quitina, petréleo e outros hidrocarbonetos.

Foram também implicitos na decomposicdo de madeira submersa no mar. Os géneros

4



Arthrobacter, Brevibacterium, Corynebacterium e Nocardia foram inseridos no grupo de
microrganismos importantes na degradacéo de petréleo, em habitats aquéaticos, tendo mesmo a
capacidade de crescer em tanques de combustivel [18].

Foram também reportados actinomicetas marinhos com atividade celulolitica,
quitinolitica, produtores de enzimas industriais importantes como Streptomyces fungicidicus
MML1614, produtor de proteinas alcalinas termoestaveis. Existe uma especulagdo no meio
cientifico, que o aumento e o decréscimo de microrganismos produtores de enzimas
particulares, podem indicar a concentracdo de substrato natural e condigdes do ambiente [10],
[19].

Adicionalmente, desempenham um papel significativo na mineralizacdo de matéria
organica, imobilizacdo de nutrientes minerais, fixacdo de azoto, no melhoramento dos
parametros fisicos e na protecdo ambiental [4], [18].

Embora o papel ecoldgico destes microrganismos continue por definir, é possivel que,
tal como os actinomicetas terrestres, estejam envolvidos na decomposicdo de materiais
organicos recalcitrantes como a quitina, que € um biopolimero abundante no oceano.

Avaliar o papel ecoldgico destes microrganismos é essencial, ndo sé para compreender
0 seu potencial biotecnoldgico na producéo de metabolitos secundarios e, consequentemente, na
descoberta de novos compostos com interesse farmacéutico ou industrial, entre outros, mas
também para valorizar o seu potencial de biorremediacdo devido a sua capacidade de degradar

compostos contaminantes.
1.3 Actinomicetas raros e isolamento seletivo

Presentemente existe um contraste enorme entre a baixa ocorréncia de actinomicetas
raros e a diversidade de espécies de Streptomyces, este contraste deve-se ao facto destes serem
dificeis de isolar do ambiente, propagar e manter em condi¢bes convencionais [20], [21].
Assume-se assim, que é necessario usar procedimentos apropriados de isolamento e de aplicar
uma variedade de métodos de selecdo diferentes, para cada grupo taxondmico de actinomicetas
[9], [21].

E possivel isolar actinomicetas raros tendo em conta vérios fatores durante o processo
de isolamento, tais como a sele¢do dos habitats onde s&o recolhidas as amostras, pré-tratamento
fisico e quimico das amostras, utilizagdo de meio de cultura especifico e seletivo, equilibrio
entre condigdes de cultura e metodologias especificas para cada género de actinomicetas [21].

Foi observado, noutros trabalhos, que o numero relativo de isolamentos de
actinomicetas do género Micromonospora e Streptomyces dependia da profundidade a que as
amostras de sedimento tinham sido recolhidas, pois 0 nimero de Micromonospora aumenta com

a profundidade, enquanto o oposto acontece com o nimero de Streptomyces. Esta observacao



aponta para gque o conhecimento logistico dos locais de amostragem é extremamente importante
para o isolamento de actinomicetas [9].

Em relagdo ao pré-tratamento fisico e quimico das amostras e a utilizacdo de meio de
cultura especifico e seletivo, foram compiladas metodologias de varios autores visiveis na tabela
1.1[22].

Foi também descrito que diferentes tipos de radiacdo favorecem o isolamento seletivo
de diferentes géneros de actinomicetas. Por exemplo super high frequency (SHF), a radiagdo
com estas frequéncias permite o isolamento eficiente de Streptosporangium e Rhodococcus,
extremely high frequency (EHF) favorece o isolamento de Nocardiopsis, Nocardia e
Streptosporangium sp. e a radiacdo ultra violeta (UV) foi eficiente no isolamento de

Nocardiopsis, Nocardia e Pseudonocardia sp. [9].



Tabela 1. 1- Compilagdo de métodos desenvolvidos para o isolamento de actinomicetas raros no periodo 1987-

2007 (tabela adaptada de Hayakawa, 2008).

Pretreatment

Culture media

Genera selected

Physical:
None

Dry heat at 120°C for 1 h

Chemical:
SDS 0.05% and Yeast
extract 5%

Phenol 1.5%

Phenol 1.5%

Chloramine-T

Physical and chemical:
Dry heat at 110°C for 1h
and phenol 1.0%

Dry heat at 120°C for 1 h
and phenol 1.5%-
CG 0.01%

Dry heat at 120°C for 1 h
and BC 0.01% (or 0.03%)

Dry heat at 110°C for 1 h
and BC 0.05%

Enrichment:
Chemotaxis (p-collidine,
vanillin)

Enrichment and physical:
Pollen-baiting and drying

Rehydration (30 °C, 90 min)
and centrifugation
(1,500 x g, 20min)

CaC0y, rehydration and
centrifugation

Sucrose-gradient centri-
fugation (240 x g, 30 min)

Moist incubation and

drying

HV agar with or without
nalidixic acid and
trimethoprim

HV agar with nalidixic acid

HV agar with nalidixic acid
HV agar with nalidixic acid
and tunicamycin

HV agar

HV agar with nalidixic acid

HV agar with kanamyein,
josamycin, lysozyme and
nalidixic acid

HV agar with nalidixic acid

HV agar with nalidixic acid
and leucomycin (or
tunicamycin)

LSV-SE agar with
kanamycin, nalidixic acid

and norfloxacin

HV agar with nalidixic acid

HV agar with nalidixic acid

HV agar with nalidixic acid
and trimethoprim

HV agar with fradiomyein,
kanamycin, nalidixic acid
and trimethoprim

HV agar with nalidixic acid
and chlortetracycline

HV agar with nalidixic acid
and trimethoprim

Streptomyces and other
genera

Many rare actinomycete genera
including Spirilliplanes

Streptomyces and other
genera

Micromonospora
Streptomyces violaceusniger
cluster

Herbidospora, Microbispora,

Microtetraspora, Nonomuraea
and Streptosporangium

Actinomadura viridis

Microbispora

Streptosporangium or
Dactylosporangium

Microtetraspora

Actinoplanes, Catenuloplanes,
Dactylosporangium,
Virgosporangium

Actinoplanes

Actinoplanes, Actinokineospora,
Acfinosynnema,
Catenuloplanes,
Cryptosporangium , Dactylo-
sporanginm, Geodermatophilus
Kineosporia, Sporichihiya

Actinokineospora

Nocardia

Streptomyces and other
genera

*CG - glutamato de clorexidina; BC — cloreto de benzetonio; HV — acido himico-vitaminas



O uso de meio de cultura com agua do mar, favorece o isolamento de actinomicetas
marinhos obrigatérios como o primeiro género descrito, Salinispora, 0 género Marinospora ou

a estirpe Aeromicrobium marinum [8],[14].
Novas técnicas avancadas de isolamento incluem [11]:

e Procedimentos de enriquecimento Gnicos

e Pré-tratamento das amostras com etanol 70%

e Meétodos de isolamento seletivo

e Construcdo de bibliotecas gendmicas ambientais

e Uso de meio seletivo e analise filogenética

e Meétodos de cultura ndo dependentes de culturas microbianas

e Analise de imagens digitais

A aplicacdo de varios métodos de isolamento seletivo resulta assim na cultura bem
sucedida de diversos grupos de actinomicetas, a partir de um numero limitado de amostras de

sedimento [9].
1.4 Abordagens moleculares para identificar actinomicetas marinhos

O maior desafio nos estudos de biodiversidade microbiana em habitats marinhos é a
acessibilidade dos seus microrganismos. E agora aceite que menos de 1% dos microrganismos
podem ser isolados usando técnicas de cultura tradicionais, deixando o resto dos
microrganismos e 0s seus percursos metabdlicos inacessiveis [23].

O ndmero de estirpes bacterianas ndo cultivaveis, que produzem metabolitos
secundarios, tem limitado o acesso a grandes diversidades genéticas relacionadas com recursos
quimicos inexplorados para a terapéutica e outras aplicagdes industriais [6], [24].

A emergéncia das técnicas ndo dependentes de culturas e da metagendmica tém contudo
providenciado ferramentas para determinar a extensdo total da diversidade microbiana ndo

cultivavel, permitindo o acesso aos percursos metabolicos destes microrganismos [23].

1.4.1 Abordagens experimentais ndo dependentes de culturas microbianas

Estas abordagens envolvem a extracdo de DNA presente em amostras ambientais sem a
necessidade de isolamento dos microrganismos, seguido da amplificacdo do gene 16S rRNA por
PCR e subsequentemente, a utilizacdo de técnicas baseadas em polimorfismos fingerprinting
como restrition fragment lenght polymorphism (RFLP), terminal-RFLP (T-RFLP), denaturing
gradient gel electrophoresis (DGGE) e thermal -GGE (TGGE) [12], [26], [27]. Através destas



técnicas é possivel distinguir fragmentos diferentes, sendo possivel a separacdo dos produtos
heterogenos que sdo sequénciados e classificados quanto a sua taxonomia.

A utilizacdo de primers seletivos mostrou ser uma ferramenta Util nestas tipo de
abordagens. Foram desenhados conjuntos de primers seletivos para a amplificacdo por PCR do
gene 16S [rRNA de familias de Actinomycetales como Micromonosporaceae,
Streptomycetaceae, Streptosporangiaceae e Thermomonosporaceae, e do género
Dactylosporangium. A amplificacdo do gene 16S rRNA de amostras ambientais com estes
primers, mostra a frequéncia da ocorréncia destes grupos e também revela sequéncias, que
podem ser atribuidas a novos grupos de actinomicetas [25]. A presenca de actinomicetas nativos
de ambientes marinhos foi confirmada, por estudos com este tipo de abordagens moleculares
[12].

1.4.2 Metagenomica

A metagenOmica é definida como o estudo do genoma coletivo, agrupado em amostras
ambientais, e a sua analise pode ser dirigida tanto sequencialmente como funcionalmente [23].

Avangos concetuais e tecnoldgicos recentes tém permitido o aumento do uso da
investigacdo metagendmica de ambientes marinhos. Avangos de tecnologias de sequenciagéo e
reducdo de custos destas tecnologias tém tornado a sequenciacdo aleatoria de DNA ambiental
economicamente acessivel [23].

A sequenciacdo “‘shotgun” e a pirosequenciagdo sdo exemplos de tecnologias usadas na
clonagem e sequenciacdo de DNA microbiano de ambientes marinhos, sendo a primeira a mais
utilizada na maioria das investigagdes metagenémicas.

A sequenciacdo shotgun permite contextualizar na totalidade qualquer gene detetado,
dando maior probabilidade de reconstruir os percursos metabdlicos de membros individuais de
um consorcio particular de microrganismos marinhos. Por outro lado a pirosequencia¢do que
envolve uma nova forma de sequenciacdo, por tecnologias de sintese, esta agora a ser explorada
como metodologia custo/efeito que pode ser empregue em analises metagenémicas [23].

N&do existe uma ferramenta Unica que permita o acesso definitivo a diversidade de
actinomicetas. Por isso 0 uso de abordagens multidisciplinares envolvendo uma combinacgdo de
técnicas de biologia molecular, métodos de microbiologia, técnicas geoquimicas ou
microsensores sdo necessarias para obter um melhor panorama das actinomicetas em ambientes

marinhos [11].
1.5 Processo de fermentacéo de produtos metabolicos

Varios autores acreditam que, com a otimizacdo das condicGes de fermentacdo, é

possivel aumentar a producéo de metabolitos secundérios [29], [30].



A producdo de metabolitos secundarios nos actinomicetas € muito influenciada por
varios parametros fermentativos tais como a disponibilidade de nutrientes, pH, presséo parcial
de oxigénio (pO,), temperatura, agitacdo, sais minerais, iGes metalicos, percursores, indutores e
inibidores, que muitas vezes variam de organismo em organismo [29], [30].

A sintese de metabolitos secundarios tém inicio quando o crescimento celular abranda
ou péra [31], portanto a producdo dos metabolitos secundarios pode ser reprimida pela
disponibilidade de fontes de carbono, azoto em abundancia ou elevados niveis de fésforo,
contribuindo todos para a manutencédo da atividade de crescimento das actinomicetas [30].

Na fase exponencial de propagacdo de uma cultura bacteriana, num sistema batch, o
crescimento microbiano é intensivo e a produgdo de metabolitos secundarios é lenta. A fase de
transicdo é a fase em que o crescimento e a producdo de proteinas decrescem, dando lugar a
sintese das enzimas dos metabolitos secundarios, iniciando assim a sua producgdo. Na fase de
producdo, o crescimento decresce e a producdo de metabolitos secundarios é superior [31].

Os actinomicetas gue produzem metabolitos secundarios, por vezes tém o potencial de
produzir varios compostos a partir de uma Unica estirpe [30].

Foi investigada noutros trabalhos, a alteracdo sistemética de pardmetros relacionados
com os meios de cultura de facil quantificagdo como a composicao do meio, arejamento, adigdo
de inibidores enzimaticos. Tudo para o aumento do nUmero de metabolitos secundarios
disponiveis de uma Unica fonte microbiana [30].

Foi denominado por abordagem one strain many componds (OSMAC) a esta maneira
de revelar a diversidade natural quimica. O uso desta abordagem permitiu o isolamento de mais
de 20 metabolitos diferentes com um rendimento acima de 2,6 g/l de um Gnico organismo. Esta
abordagem oferece uma boa alternativa para as industrias de rastreio de alto rendimento que se
focam nos principios ativos de ensaios bioldgicos distintos [30].

Apesar dos exemplos bem conhecidos sobre a indugdo de uma biossintese selecionada
(ex. por aumento ou decréscimo de fésforo no meio de cultura), ndo existe uma visao global
sobre o potencial nesta area, para descobrir novos produtos naturais, sugerindo uma
possibilidade interessante de investigacéo [11].

No contexto da descoberta de novos metabolitos secundarios, de origem marinha, torna-
se necessario a investigacdo dos processos de regulagdo fermentativa, bem como os tempos de
ocorréncia das fases de crescimento e de producdo de metabolitos secundarios, podendo assim

rentabilizar-se o potencial biotecnoldgico destas bactérias marinhas.
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1.6 Metabolismo secundario de actinomicetas

Desde a descoberta da penicilina em 1929 cerca de 50.000 produtos naturais foram
descobertos de microrganismos e cerca de 22.500 sdo bioativos. Entre estes, menos de 1% sdo
utilizados clinicamente em humanos e animais, bem como na agricultura [20].

Entre os metabolitos microbianos presentemente conhecidos, 45% (~10.000 compostos)
foram isolados de varios actinomicetas. Destes compostos, 75% foram isolados de Streptomyces
e 25% de actinomicetas raros [20].

A representacdo de metabolitos de actinomicetas raros nos anos 70 era apenas de 5%
contudo, o0s géneros Micromonospora, Actinomadura, Streptoverticillium, Actinoplanes,
Nocardia, Saccharopolyspora e Streptosporangium sp. estdo a aumentar a producdo de
metabolitos com grande espetro antimicrobiano e antibiéticos. Os actinomicetas raros produzem
varios compostos, Unicos, sem precedentes, muitas vezes complexos e complicados, que exibem
um grande potencial bioativo e normalmente com baixa toxicidade [20].

Varias substancias antimicrobianas de actinomicetas foram isoladas e caracterizadas,
incluindo  aminoglicosideos, antraciclinas, glicopeptideos, p-lactdmicos, macroélidos,
nucleosideos, peptideos, polienes, poliésteres, policetideos, actinomicinas e tetraciclinas.

A maioria dos metabolitos sdo normalmente excretados para 0 meio de cultura e tém
sido utilizados como varias drogas, como herbicidas, agentes anticancerigenos e agentes
antiparasitarios [11].

Com o conhecimento aqui referido, o potencial de espécies mais comuns de
Streptomyces ndo deve ser menosprezado. Os Streptomyces de origem marinha tém sido
demonstrados quanto a sua capacidade de sintetizar compostos antibacterianos, antifngicos,
inseticidas, anti-tumorais, anti-inflamatérios, agentes antiparasitarios, antivirais, “antifouling”,
desinfetantes e inibidores enzimaticos. Estas caracteristicas tornam este género um assunto
importante de investigacao, tanto do ponto de vista académico, como industrial [11].

A sua capacidade de produzir novos compostos ndo serd certamente ultrapassada hum
futuro proximo e continuam a ser responsaveis por produzir a maioria dos antibi6ticos

clinicamente aplicados [20].
1.6.1 Novos metabolitos de actinomicetas marinhos

Embora mais de 30.000 doencas terem sido clinicamente descritas, menos de um terco
podem ser sintomaticamente tratadas e poucas podem ser curadas. Um dos principais problemas
no combate contra as doencas infeciosas é a resisténcia a drogas antimicrobianas. Neste sentido
e como ja foi referido anteriormente, ¢ importante descobrir novos compostos bioativos
[11][32].
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Apesar da exploragdo de actinomicetas marinhos, como fonte de novos metabolitos
secundarios, estar numa fase embrionéria, tém sido reportados nos Gltimos anos indmeros
metabolitos novos, como se pode observar na tabela 1.2. Esta lista representa o trabalho de
investigacdo, de metabolitos secundarios novos, produzidos por actinomicetas marinhos durante
um periodo de cinco anos, que ilustra a quantidade de estruturas diferentes com atividade
bioldgica [11].

Entre elas, alguns compostos como a staurosporinona, salinosporamida A, arenimicina,
marinomicinas e proximicinas sdo particularmente interessantes devido a sua raridade, poténcia
e diversidade bioativa. A lodopiridona é outro destes exemplos, trata-se de um alcaloide Unico
produzido por Saccharomonospora sp., isolada de sedimentos marinhos e possui atividade
contra a linha celular HCT-116 (carcinoma do colon humano) com valores de 1C50 de 3,6 uM
[11].

Tabela 1. 2— Novos Metabolitos produzidos por actinomicetas marinhos durante o periodo de 2005-2010 (adaptado
de Subramani e Aalbersberg 2012).

Compouwnd Source Biological activity
Chinikomycins Streploimyces sp. Anticancer
Chloro-dihydroguinones Mowvel actinomycete Antibacterial; anticancer
Glaciapyrroles Strepromyces sp. Antibacterial
Frigocyclinone Strepiomyces griseus Antibacterial
Lajollamycin Strepromyces nodosus Antibacterial
Mechercharmycins Thermaactinomyces sp. Anticancer
Salinosporamide A Salinispora tropica Anticancer; antimalarial
Sporolide A Slinispora tropéca Unknsonam
Salinosporamides B & C Silinispora tropiéca Cytotoedcity

2-Allylosxyphenol

Saliniketal
Marinomycins A-D
Cyanosporaside A
Lodopyridone
Arenimycin
Salinispyrong
Salinipyrones A & B
Pacificanones A & B
Arenicolides A-C
1-hydroxy-1-
nofresistomycin
Resistoflavin methyl ether
Staurosporinong
Sesquiterpene
1,8-Dihyd roxy-2-ethyl-3-
methylanthraguinone
Cabaxarmycin
Butenolides
Daryamides
PMericidins
Proximicins
Streptokordin
ZHD-0501
Bisanthraguinone
Tirandamycins

Streptomyces sp.

Salinispora arenicola
Marinispora

Salinispora pecifion
Seccharomonospara sp.
Salinispora arenicola
Salinispora pecifion
Salinispora pecifion
Slinispora pecifion
Salinispera arenicola
Strepromyces chinaensis

Strepiomyces sp.
Strepromyces sp.
Strepiomyces sp.
Strepromyces sp.

Srmepromyces sp.

Streproverticillivm luteoverticillarum
Smepromyces sp.

Strepromyces sp.

Vermicosispons sp.

Stmepromyces sp.

Actinomadira sp.

Strepromyces sp.

Streptomyces sp.

Antimicrobial; food presenvative;
oral disinfectant

Cancer chemoprevention
Antimicrobial; anticancer
Unlosowmn

Anticancer

Antibacterial; anticancer
Unlmown

Mild cyrotoedcity
Antibacterial

Mild cytotoxicity
Antibacterial; anticancer

Antibactenal; anti-oxidative
Antitumer; phyootoodciny
Unkmown

Antinummasr

Antibacterial; anticancer
Antioumsr

Antifungal; anticancer
Antioummsr

Antibacterial; anticancer
Antioummsr

Anticancer

Antibacterial
Antibacterial
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1.7 Género Salinispora

O género Salinispora foi reportado por Mincer et al. (2002) sendo inicialmente
chamado de MAR 1 e representa o primeiro grupo de actinomicetas marinhos.

Este grupo € descrito como sendo aerdbio, gram-positivo, formando hifas muito
ramificadas no substrato e possuindo esporos lisos na superficie. Necessita de 4gua do mar ou
meio com suplemento de sodio para crescer, sendo visiveis em cultura entre 3-6 semanas, com
uma temperatura entre os 10-30°C e pH entre 7-12 [8].

E reconhecido pela auséncia de hifas aéreas, e pela pigmentacdo, que vai de laranja
palido ao preto. Produz frequentemente pigmentos difusiveis no substrato que podem ir do
castanho-escuro ao preto, laranja brilhante ou rosa [8].

Atualmente sdo reconhecidas trés espécies distintas pertencentes a este género S.

arenicola e S. tropica formalmente descritos [8] e S. pacifica [7]
1.7.1 Distribuicao geogréfica de Salinispora sp.

Este género de actinomicetas marinhos distribui-se amplamente em sedimentos
marinhos de &reas costeiras em zonas tropicais e subtropicais de todo o globo (distribuicdo
pantropical) sendo também isoladas de esponjas do mar [33].

Em estudos recentes [33] foram indicados varios pontos de onde foram isoladas estirpes
de Salinispora sp., com base no estudo dos tipos de sequéncias do gene 16S rRNA (Figura 1.1).
Neste estudo foram incluidos os locais de isolamento de Salinispora sp. realizados pelo grupo
de investigacdo da Universidade da Califérnia, San Diego, CA, USA (Scripps Institution of
Oceanography, Center for Marine Biotechnology and Biomedicine) e locais de isolamentos
realizados por grupos independentes com dados de sequéncias depositadas no GenBank.

Em detalhe, foram isoladas estirpes de Salinispora sp. em 11 locais, Havai, Mar Cortez,
Costa rica (costa do Pacifico), Bahamas, Ilhas Virgens (US), Mar Vermelho, Ilha de Guam, llha
de Palau, llhas Fiji, Grande Barreira de Coral (Australia) e Mar do Sul da China, sendo os dois
ltimos de dados depositados no GenBank. De uma forma geral estirpes de S. arenicola foram
isoladas em todos os locais referidos, enquanto que estirpes de S. pacifica foram isoladas em
varios locais do Pacifico exceto no Mar do Sul da China, Mar Cortez e Costa Rica. S. pacifica
foi também isolada no Mar Vermelho. Quanto a estirpes de S. tropica foram isoladas apenas nas

Bahamas.
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1. USA, Hawaii 5. US Virgin Islands 9. Palau “S. pacifica” S. arenicola @ S. tropica
2. Sea of Cortez 6. Red Sea 10. South China Sea*|® ®@DSHSL : D

3. Costa Rica* 7. Great Barrier Reef* 11. Fiji : 2 .E .j 3

4, Bahamas 8. Guam C ®GOK (o]

Figura 1. 1- Mapa de distribuicdo de alelos de sequéncias do gene 16S rRNA de Salinispora sp. em que 0s nimeros
indicam os locais de recolha de amostras, os circulos interiores coloridos indicam a espécie isoladas, 0s outros
circulos coloridos indicam os alelos dos tipos de sequéncia 16S. O asterisco indica as sequéncias obtidas do GenBank
(figura adaptada de Freel et al., 2012).

1.7.2 Metabolitos secundarios de Salinispora sp.

Desde a divulgacdo do composto salinosporamida A, em 2003 [17] que O género
Salinispora tem sido alvo de estudo de novos metabolitos secundarios, com potencial
biotecnoldgico.

A salinosporamida A ¢ um B-lactona y-lactdmico biciclico isolado de um actinomiceta
marinho obrigatério, a Salinispora tropica. Este metabolito é um inibidor proteosomatico ativo
oralmente, que induz apoptose em células maltiplas do mieloma, com um mecanismo distinto
do inibidor proteosomatico anticancerigeno comercial “Bortezomib” [6], [17], [34].

Tem sido desenvolvido pela empresa farmacéutica Nereus Pharmaceuticals, Inc. como
NPI-0052, e esta a ser avaliado em multiplas fases, para tumores sélidos, linfoma, multiplo
mieloma. O NPI-0052 representa o primeiro candidato clinico para tratamento de cancro
produzido por fermentacéo salina de um actinomiceta marinho obrigatorio [6].

Para além da salinosporamida A (fig. 1.2.A) foram reportados outros metabolitos
secundarios produzidos por S. tropica, entre eles encontram-se salinosporamida B e C (fig.
1.2.B e C) [35] e esporalideo A e B fig. 1.2.D e E) [34], em que 0s primeiros possuem atividade
citotoxica.

Quanto a espécie S. pacifica foram reportados metabolitos secundarios como a
lomaviticina A (fig. 1.3.A) tendo atividade citotoxica [6], pacificanonas A e B (fig. 1.3.B e C)
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gue possuem atividade antibacteriana e salinipironas A e B (fig. 1.3.D e E) também com
atividade citotoxica [36].

A espécie S. arenicola foi documentada por produzir também metabolitos secundarios
de interesse, como os arenicolideos A-C (fig. 1.4 A, B e C)com atividade citotoxica, salinicetal
A (fig. 1.4 D) com atividade quimo-preventiva contra cancro, ciclomarina A (fig. 1.4 E) com
atividades anti-inflamatéria e antiviral, rifamicina e staurosporina (fig. 1.4 F e G) com
atividades antibidtica e anticancerigena respetivamente [34], [37] e a arenimicina (fig. 1.4 H)
com atividade antibacteriana e anticancerigena [38].

‘OH
(e}
Me Me
A) salinosporamida A B) salinosporamida B
S. tropica S. tropica C) salinosporamida C

S. tropica

D) sporolideo A X=Cl, X1 =H
E) sporolideo B X =H, X1 =Cl
S. tropica

Figura 1. 2— Estruturas dos compostos bioativos produzidos por Salinispora tropica. A) salinosporamida A; B)
salinosporamida B; C) salinosporamida C; D) sporalideo A em que o grupo X é substituido por CL e o0 X1 por H;
E) sporalideo A em que o grupo X é substituido por H e o X1 por CI (figuras adaptadas de Jensen et al. 2007;
Williams et al. 2005).
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B) pacificanonas A C) pacificanonasB
S. pacifica S. pacifica

HO
N{Me)s
A} lomaviticina A - .
S. pacifica D) salinipironas A salinipironas
I S. pacifica S. pacifica

Figura 1. 3— Estruturas dos compostos bioativos produzidos por Salinispora pacifica. A) lomaviticina A; B)
pacificanonas A; C) pacificanonas B; D) salinipironas A; E) salinipironas B (figuras adaptadas de Fening e Jensen

2006; Oh et al. 2008).

C) arenicolideo C

HO' Me A) arenicolideo A R =Me
B) arenicolideo B R=H
S. arenicola

S. arenicola

D) salinicetal A
S. arenicola

E)ciclomarinaA o

S. arenicola MeO
45

MeO & 5: .
3! (o]
HN\ RO A
_ ’ HO ocH,
: o G) staurosporina H) arenimicina
F)rifamicina S. arenicola By 0715 OCHg
S. arenicola

S. arenicola

Figura 1. 4 — Estruturas dos compostos bioativos produzidos por Salinispora arenicola. A) arenicolideos A em que o
grupo R é substituido por Me; B) arenicolideos B em que o grupo R é substituido por H; C) arenicolideos C; D)
salinicetal A; E) ciclomarina A; F) rifamicina; G) staurosporina; H) arenimicina (figuras adaptadas de Jensen et al.
2007; Williams et al. 2007; Asolkar et al. 2010).

16



1.8 Contextualizacéo do trabalho e objetivos

No contexto atual de Portugal, os assuntos relacionados com o mar sdo alvo de muitas
atencbes, como é o exemplo da proposta por parte da EMPC (Estrutura de Missdo para a
Extensdo da Plataforma Continental) [39]de extensdo da plataforma continental para além das
200 milhas nauticas. Dentro dos objetivos definidos para este grupo estd a coordenacdo do
projeto M@rBis (Marine Biodiversity Information System) [40].

Dentro dos objetivos do projeto M@rBis destacam-se 0s seguintes:

o Desenvolver um sistema de informacdo por forma a compilar os dados de
biodiversidade marinha dispersa nas diversas entidades, permitindo a sua
georreferenciacdo e proporcionando que sejam acedidos pela comunidade cientifica,
pelas entidades administrativas e pelo publico em geral, de acordo com os padrdes das
bases de dados internacionais;

e Identificar e colmatar as lacunas de informagédo relativas aos organismos e habitats
marinhos das aguas sob jurisdi¢do nacional;

e Constituir uma ferramenta de trabalho e de planeamento para a comunidade cientifica

nacional;

Este interesse nos assuntos do mar foi também referenciado por érgdos de soberania,
como escreveu Miranda Calha, Deputado da Assembleia da Republica na revista Cluster do Mar
[41], a ENM 2013-2020 (Estratégia Nacional para o Mar) reforca a intencdo de proteger o
Oceano e de o explorar de forma sustentavel, a partir de um modelo de desenvolvimento a longo
prazo, assente nos pilares do crescimento inteligente, sustentavel e inclusivo, a que se chamou
na Europa o “Crescimento Azul”. Este identifica 5 dominios estratégicos de intervencao, entre
0s guais a biotecnologia azul.

Os actinomicetas de origem marinha, como referido, sdo considerados de interesse com
vista a descoberta de novos metabolitos secundarios com atividade bioldgica.

Deste modo o presente trabalho visa contribuir para uma melhor compreensdo da
biodiversidade de actinomicetas e as propriedades bioativas dos metabolitos secundarios que
produzem.

Os objetivos especificos deste trabalho foram:

e Isolar estirpes com caracteristicas morfolégicas semelhantes a actinomicetas, a partir de
sedimentos marinhos recolhidos de areas inexploradas, como é o caso do Arquipélago
da Madeira.
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Identificar as estirpes com base na sequenciacdo do gene 16S rRNA e comparacdo de
sequéncias existentes em bases de dados publicas.

Avaliar a ocorréncia de espécies raras do género Salinispora neste territorio.

Obter extratos quimicos (crudes) a partir das culturas de actinomicetas.

Avaliar a atividade inibitéria dos crudes em microrganismos multirresistentes (MRSA -
Methicillin resistant S. aureus; VRE - Vancomicin resistant Enterococcus;), em fungos
(Candida albicans) e em células de carcinoma do célon humano (linhas celulares HCT-
116)



Capitulo 2. Materiais e Métodos
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2 Materiais e Métodos

O trabalho experimental, no &mbito desta dissertacéo, foi iniciado com o isolamento e

purificacdo de bactérias gram-positivas, especificamente, actinobactérias ou actinomicetas, de

amostras de sedimentos marinhos,

recolhidos no plano do projeto

ref.-PTDC/QUI-

QUI/119116/2010, A metodologia para a recolha dos sedimentos marinhos estd descrita

seguidamente com base no relatério da expedicdo elaborado pelos participantes. A figura 2.1

ilustra as etapas das metodologias deste trabalho.
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v
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Figura 2. 1- Fluxograma do trabalho experimental desenvolvido para esta Dissertagdo; *Trabalhos realizados
anteriormente ao trabalho experimental desta Dissertagdo; ** Trabalho realizado pelo grupo de investigacdo de biologia

molecular e celular de sistemas eucariéticos da Faculdade de Farmacia da Universidade de Lisboa, coordenado pela Prof?

Doutora Cecilia Rodrigues.
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Recolha de amostras de sedimentos marinhos

A recolha de amostras de sedimentos marinhos realizou-se de 4 a 17 de Junho de 2012
no arquipélago da Madeira.

As amostras recolhidas nas aguas superficiais foram obtidas com recurso de mergulho
(Fig.2.2A), as amostras de profundidade obtiveram-se com o uso de um coletor de lamas,

recolhido por um carreto elétrico (Fig.2.2B).

Figura 2. 2- Técnicas de amostragem a superficie, até aos 30 metros (A) e em profundidade, até aos 1310 metros
(B).Imagens gentilmente cedidas por S. Gaudéncio.

Foram obtidas cerca de 662 amostras de sedimento, das quais 42 sdo de profundidade,
variando entre 0s 129 e os 1310 metros de profundidade.

Das 662 amostras de sedimento oceénico obtidas, 198 foram processadas no local, na
Estacdo Bioldgica da Marina (MBS), Funchal, usando os métodos S1 e S2 utilizando trés meios
de cultura; meio Al,*,Al1 e SWA todos com adicdo de 50 pg/ml de ciclohexamida, dando um
total de 594 placas primérias. Os métodos encontram-se descritos na sec¢do Métodos (pag. 25) e
0s meios na sec¢do Meios de cultura, Solugdes e TampGes (pag. 33).

As amostras de sedimento foram conservadas a -20°C, sendo posteriormente
descongeladas e analisadas utilizando o método P1 em dois meios de cultura: meio Alcom 100
pg/ml de ciclohexamida e meio SWA com 100 pg/ml de ciclohexamida, tendo-se obtido um
total de 1324 placas primarias. O trabalho foi realizado a partir de um total de 1918 placas
primarias mantidas a temperatura ambiente durante 6 meses, para a propagacdo dos

microrganismos.
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Métodos:

e S1: Adicionou-se 0.5g de sedimento (himido) em 2 ml de agua do mar e agitou-se.
Agueceu-se a 55°C durante 6 minutos, seguidamente espalhou-se 100 pl de
sobrenadante nas placas com meio de cultura.

e S2: Idéntico ao método S1 mas espalhou-se 50ul em cada placa.

e PI1: Secou-se 0.5g de sedimento em condi¢cOes de assepsia durante 24 horas.
Seguidamente estampou-se o sedimento nas placas com meio de cultura utilizando

algoddo previamente esterilizado.
2.1 Isolamento e purificacdo de actinomicetas

Apo6s 30 dias e ao longo de 6 meses foram selecionadas as placas que continham
coldnias com caracteristicas de actinomicetas, nomeadamente as col6nias com producdo de
esporos, presenca de micélios bem como um aspeto baco na base da col6nia [42].

Estas colonias foram isoladas em placas de Petri com meio Al solido, com o auxilio de
palitos esterilizados, sendo acondicionadas em seguida a temperatura ambiente. Nos casos em
que as placas se apresentavam contaminadas, o processo foi repetido até se obter col6nias puras.

Todo o processo de isolamento foi feito em bancada, com chama produzida pelo bico de

Bunsen, de forma a garantir condi¢fes de assepsia necessarias.
2.2 Rastreio de colonias semelhantes a Salinispora sp.

Durante o processo de isolamento e purificacdo, as colénias que apresentavam tons de
laranja, preto ou ambas (fig. 2.3) foram também inoculadas em placas com 7 ml de meio A1DI
(meio de cultura sem &gua do mar). Este processo teve como objetivo o rastreio de estirpes de

actinomicetas marinhos do género Salinispora, que € dependente de sal para crescer [5].

Figura 2. 3- Da esquerda para a direita: col6nias de actinomicetas de tons laranja, col6nias de tom preto e col6nias
de cor laranja com esporos pretos, estes sao aspetos caracteristicos de estirpes do género Salinispora.
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2.3 Propagacao das estirpes em meio Al liquido

Apos a obtengdo de coldnias isoladas e purificadas das estirpes, estas foram inoculadas
em 10 ml de meio Al liquido em tubos falcon de 50 ml.

As culturas foram incubadas a 25°C com agitacdo entre trés a sete dias, até se observar
agregados, por vezes esféricos. Para algumas destas culturas foi necessario prolongar o tempo
de propagacéo.

2.4 Criopreservacao

A conservacdo das culturas na presenca de 15% de glicerol foi efetuado misturando em
microtubos de 1,5 ml cerca de 700 ul de cultura e 300 pl de glicerol a 50% e foram
armazenados a -80 °C.

Este processo foi feito para todas as culturas isoladas e de cada cultura foram

congeladas nove aliquotas.

2.5 Critério de selecao das estirpes para os estudos de biodiversidade e potencial
biotecnoldgico

Com o objetivo de estudar a biodiversidade da comunidade de actinomicetas nas aguas
gue circundam o arquipélago da Madeira, bem como o seu potencial biotecnolégico, mas limitar
0 estudo a uma selegdo considerada representativa do total de estirpes isoladas, foi aplicado um
critério de selecdo baseado em diversas variaveis observaveis nas colonias e no meio de cultura:
morfologia da colénia nomeadamente a cor da base, a cor dos esporos e a cor do meio de
cultura.

Considerando coldnias com determinada morfologia, quando o total foi < 3 estirpes
foram selecionadas para o estudo todas (100%) quando o total foi > 4 e <25 foram selecionadas
aleatoriamente 50% das estirpes isoladas, quando o total foi> 25 foram selecionadas
aleatoriamente 20% das estirpes isoladas. Deste modo, de um total de 333 estirpes isoladas

foram selecionadas para os estudos subsequentes 124 estirpes.
2.6 Producdo de extratos quimicos

Para a producdo de extratos quimicos (extratos brutos ou crudes), as culturas foram
inoculadas em trés tubos falcon, contendo 30 ml de meio Al cada um, fazendo um total de 90
ml de cultura.

As culturas foram incubadas a 25°C com agitacdo durante sete dias, apds este periodo

foi trocado o0 meio de cultura, cerca de 20 ml e incubado de novo durante sete dias.

24



No fim deste processo esperou-se uma lise celular, em que 0s compostos produzidos
pelas culturas se encontrassem no meio de cultura, dando um aspeto turvo ao meio.

Os 90 ml de cultura foram colocados numa ampola de decantagdo onde se adicionou
200 ml de acetato de etilo, agitando-se a ampola até a mistura estar homogeneizada. Deixou-se
repousar até serem visiveis duas fases distintas, descartando a fase aquosa e ficando apenas com
o0 solvente orgénico e os compostos expelidos pelas células.

Esta fase organica foi levada para um evaporador rotativo, onde o solvente foi
evaporado, ficando um concentrado com 0s compostos produzidos pelas culturas. Neste
processo ndo se evaporou o solvente & secura, o concentrado foi transferido para frascos e
submetido a uma secagem sob azoto.

ApOs este processo, 0s extratos brutos assim obtidos foram colocados numa linha de

vacuo durante 24 horas, para eliminar qualquer vestigio de solvente.

2.7 Determinacdo da Concentracdo Inibitoria Minima dos extratos quimicos

(crudes)

Para determinar o valor da concentracao inibitéria minima ou MIC dos extratos, foram
utilizadas duas estirpes bacterianas multirresistentes. Staphylococcus aureus COL, resistente a
meticilina (MRSA, “Methicillin resistant” S. aureus) e Enterococcus faecium EF82 (VRE,
“Vancomycin resistant” E. faecium) e uma estirpe de referéncia Candida albicans 3436 da
colecdo PYCC (Portuguese Yeast Culture Collection.). Utilizou-se os extratos brutos com uma
concentracdo de 10mg/ml, em DMSO.

Para este procedimento foi utilizado o método padronizado internacional com algumas
alteragOes a sequir descritas [43].

Num tubo falcon adicionou-se 10 ml de meio BHI, onde se inoculou a estirpe MRSA,
incubando a 37°C, com agitacdo durante a noite. Apos a incubacéo foi quantificada a DOggo
através de espectrofotometria (Ultrospec™ 3100 pro UV/Visible). O valor adequado de DOggg
foi entre 0.04 a 0.06, nos casos em que este valor ndo se observou procedeu-se a uma diluicao.

Aliquotas da cultura j& diluida com a DOgq acima referida, foram distribuidas em pocos
de uma placa de 96 pocos, bem como os extratos quimicos, 0 DMSO e a solugdo de
vancomicina (1 mg/ml) como se observa na figura 2.4. O DMSO foi utilizado para controlar a
viabilidade da cultura sem o extrato bruto, a solugdo de vancomicina foi usada para controlar a
inibicdo do crescimento celular da estirpe MRSA e a ndo inibicdo da cultura da estirpe VRE. O
meio BHI foi utilizado como controlo de esterilidade, a cultura adicionada ao poco 11G foi
utilizada para controlar a propagacdo da cultura (sem qualquer suplemento — extrato bruto,

solu¢do de DMSO ou de vancomicina).
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ApOs preencher os po¢os como mostra a figura a baixo, com uma micropipeta
multicanal foram retirados 100 pl da fila A até & posicdo 10 e diluiu-se na fila B, e assim
consecutivamente até a fila F, resuspendidos entre dilui¢cbes. Deste modo foi criado um fator de
diluicdo do extrato, que vai inicialmente de 2.5x10™ e seguidamente 1.3x10™, 6.3x102, 3.1x107,
1.6 x10” até 7.8 x10°° pg/pl., da fila A a fila F respetivamente.

A placa foi incubada a 37°C durante a noite, e o0s resultados registados ap6s 18 a 24
horas.

Nesta avaliacdo foi observada a diferenca de turbidez da cultura em cada poco, por
comparagdo com a cultura no poco G11 e o pogo G12 com meio BHI.

Foi considerado como valor de MIC de cada extrato bruto testado a concentracdo
minima do extrato bruto para a qual ja ndo se observou crescimento da cultura bacteriana.

Este procedimento foi idéntico para as estirpes VRE e para C. albicans, neste ultimo

caso com a alteragdo do meio de cultura, o qual foi utilizado o meio YM.
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Figura 2. 4- Volumes das culturas bacterianas, extratos brutos, solucdo de DMSO e solucdo de vancomicina
colocados nas placas de 96 pogos.



2.8 Determinacéo da atividade citotdxica dos extratos quimicos (crudes)

Os ensaios que permitiram determinar a atividade citotoxica dos crudes, foram
realizados pelo grupo de investigacdo de biologia molecular e celular de sistemas eucaridticos
da Faculdade de Farmécia da Universidade de Lisboa, ao cuidado da Prof® Doutora Cecilia
Rodrigues. Os crudes microbianos foram testados em linhas celulares HTC-116 (carcinoma do
cdlon humano) com uma concentragdo inicial de 10mg/ml, em DMSO

Para estes ensaios foi utilizado o método colorimétrico MTS, testando os crudes a varias
concentraces: 8.0x10"° mg/ml, 3.05x10™* mg/ml, 1.22x10° mg/ml, 4.88x10° mg/ml, 1.95x107
mg/ml e 7.81x10% mg/ml.

2.9Extracdo de DNA para amplificacdo do gene 16S rRNA

Para o processo de extracdo de DNA foi utilizado, inicialmente, um kit comercial para o
isolamento e purificagdo de DNA (Wizard® Genomic DNA Purification Kit, Promega Madison,
WI, USA). Foi utilizado o protocolo fornecido pelo fabricante, com algumas alteragdes descritas
seguidamente.

Adicionou-se 1ml de cultura num microtubo de 1.5 ml, centrifugando a 13000 rpm
durante quatro minutos, desprezando o sobrenadante.

Ao pellet foi adicionado 480 pl de EDTA (50mM) e 120 pl de lisozima (10mg/ml)
(Sigma-Aldrich®, USA) ressuspendendo gentilmente com a micropipeta para misturar.
Seguidamente a suspenséo foi incubada a 37°C com agitacdo durante um periodo de uma a trés
horas.

Apo6s a incubacdo, a suspensdo foi centrifugada a 13000 rpm desprezando o
sobrenadante, foi adicionado entdo 600ul de solucéo de lise, ressuspendendo gentilmente para
misturar, a suspensdo foi incubada a 80°C durante cinco minutos, arrefecendo depois a
temperatura ambiente. Adicionou-se 3 pl de solugdo de RNase (4 mg/ml), misturando apenas
por inversdo do microtubo sendo novamente incubada nas mesmas condicGes referidas
anteriormente.

Seguidamente, foram adicionados 200pl de solucdo de precipitacdo proteica & mistura,
misturando no vortex, durante 20 segundos, incubando em gelo a seguir, durante dez minutos.

A suspensdo foi centrifugada a 13000 rpm a 4°C durante 30 minutos. Transferiu-se o
sobrenadante para um novo microtubo com 600ul de isopropanol a temperatura ambiente,
invertendo o tubo gentilmente até ser visivel uma “massa” de DNA.

Em seguida, a mistura foi centrifugada novamente a 13000 rpm a 4°C, durante 30
minutos, desprezando o sobrenadante. Ao pellet foi adicionado 600 pl de etanol a 70%,

invertendo varias vezes gentilmente até o pellet se soltar, lavando assim o DNA. Centrifugou-
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se, novamente, a 13000 rpm a 4°C durante 15 minutos, desprezando o sobrenadante. Apos a
remocéo do etanol, os microtubos foram deixados a secar ao ar, até o etanol evaporar.

No final o DNA foi suspenso em 100pl de solugéo de reidratacdo e incubado durante a
noite a 4°C.

Apé6s a hidratagdlo do DNA, foi quantificada a sua concentracdo através do
espectrofotometro UV/VIS (NanoDrop 2000, Thermo Scientific®, Wilmington).

Para além da quantificacdo do DNA, foi também monitorizada a sua qualidade através
de eletroforese, com gel de agarose 1%, com gel Red™ Biotium incorporado através de uma
voltagem de 120 volts. Foi utilizado azul bromofenol (Merck®, Darmstadt) como tampdo de
arrastamento, cerca de 3ul por amostra, o marcador utilizado foi o 1 kb DNA Ladder NEB
(New England BioLabs® inc.). Tanto para o marcador como em cada amostra foi utilizado um

volume de 4 pl.
2.10 Amplificacéo do gene 16S rRNA por PCR

Através da técnica de PCR amplificou-se o gene 16S rRNA do DNA extraido de cada
estirpe, com os primers 27F (5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3) e 1492R (5-
TACGGCTACCTTGTTACGACTT-3’) [45].

Em paralelo com as amostras foi realizado também a amplificacdo do gene 16S rRNA
com DNA da estirpe Staphylococcus aureus COL como controlo do método.

Para o processo de amplificacdo do gene 16S rRNA utilizou-se 0s seguintes reagentes
por reagéo:

e 5 pl de Buffer 10x

e 2 puldedNTPs (2 mM)

o 2 ul de primer forward 27F (20pmol)
o 2 ul de primer reverse 1492R (20pmol)
e 2,5l de MgCl; (25 mM)

e 0.5 ul de Tag DNA Polimerase

e 35 pl de 4gua Milli Q

e 1 pulde DNA (x50 ng)

No total esta mistura perfaz 50 pl por cada amostra de DNA. Os reagentes a cima
referidos foram adquiridos através da Invitrogen® Life Technologies S.A., Madrid.

No procedimento da técnica de PCR foi utilizado um termociclador (marca Biometra®
T1 Thermocycler, Goettingen), com o seguinte programa: 2 min. a 95°C, 30 ciclos de 30 seg. a

95°C, 30seg. a 50°C e 100 seg. a 72°C seguido de 10 seg. a 72°C para 0 passo de extenséo final.
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O produto de PCR foi mantido a 4°C até a sua utilizacdo [45]. Para monitorizar a
qualidade dos produtos de PCR, bem como a sua dimensdo (em pb), foi realizado uma
eletroforese, nas mesmas condicGes do procedimento anterior, como é exemplificado na figura
2.5.

Kilobases Mass (ng)
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42
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42
33
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Figura 2. 5- Representagdo do marcador utilizado 1 kb DNA Ladder NEB (New England BioLabs® inc.) a
esquerda; exemplo de um gel de agarose 1% com produtos de PCR do gene 16S rRNA com 1,5 kb, M-marcador, A#
n°® da amostra, C+ controlo positivo (utilizou-se DNA da estirpe S. aureus COL como controlo do método).

2.11 Purificacédo do produto de PCR

Os produtos de PCR foram purificados através do kit SureClean (Bioline A Meridian
Life Science® Company) de acordo com o protocolo do fabricante.

Adicionou-se um volume de SureClean igual ao do produto de PCR 50 ul, misturando-
se através de inversdo do microtubo, em seguida deixou-se a solucéo a incubar & temperatura
ambiente durante dez minutos. Centrifugou-se a 13000 rpm durante dez minutos, desprezando o
sobrenadante.

Adicionou-se etanol a 70%, num volume duas vezes o volume inicial da amostra 100 pl,
misturou-se no vortex, cerca de dez segundos, em seguida centrifugou-se a 13000rpm durante
dez minutos, desprezando o sobrenadante. No final ressuspendeu-se o produto em agua Milli Q
(Milipore) para uma concentracéo final de 20 ng/pl.

2.12 Sequenciacdo do gene 16S rRNA

Para a sequenciacdo dos produtos de PCR, recorreu-se aos servicos da empresa
STABVida, Settbal, Portugal. Para esta finalidade, foi utilizado o método de sequenciacdo
Sanger [46], com um sequenciador 3730xI da Applied Biosystems.
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Foram utilizados os mesmos primers que se usaram no processo de amplificacdo do
gene 16S rRNA.

2.13 Identificagdo taxonomica e anélise filogenética

Os resultados da sequenciacdo do gene 16S rRNA foram comparados com sequéncias
da base de dados de 16S RNA ribossomal de Bactérias e Archaea do NCBI (National Center for
Biotechnology Information), depositadas no GenBank (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/).

Na produgdo das sequéncias consenso foi utilizado o software BioEdit biological
sequence alignment editor versdo 7.2.0. (http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html) da

seguinte forma:

e Usaram-se os ficheiros com os resultados da sequenciagdo forward e reverse no formato
AB1.

e Selecionou-se a sequencia reverse e aplicou-se a ferramenta para inverter a sequéncia
no complementar.

e Alinhou-se as sequéncias atravées da ferramenta ClustalW Multiple alignment e criou-se
a sequéncia consenso.

e Com a sequéncia consenso em formato fasta utilizou-se a ferramenta BLAST (Basic

Local Alignment Search Tool) para comparar com a base de dados do NCBI.

Para a identificacdo das relacGes filogenéticas utilizou-se o valor percentual de
identidade maxima de cada espécie usando o seguinte critério: valores de identidade maxima>
98% foram considerados da mesma espécie, sendo valores inferiores considerados apenas ao
nivel do género [28].

Na construgdo das arvores filogenéticas foi utilizado a ferramenta online ClustalW2-
Phylogeny (http://www.ebi.ac.uk/Tools/phylogeny/clustalw2_phylogeny/) utilizando o método
de Neighbour-joining com correcdo de distancias, exclusdo de “falhas” (Gaps) e com
percentagem de matriz de identidade (P.I.M.). Os alinhamentos para a arvore filogenética foram
feitos com a ferramenta ClustalW Multiple alignment disponivel no software BioEdit, com
valores de “Bootstrap “ igual a 1000 replicagdes. As sequéncias foram obtidas com a ferramenta
BLAST com a base de dados da NCBI comparando com todas as sequéncias do gene 16S rRNA
das estirpes PTM#, os melhores resultados foram utilizados para construir as arvores

filogenéticas.
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http://www.ebi.ac.uk/Tools/phylogeny/clustalw2_phylogeny/

Meios de cultura, Solucbes e Tampdes

Todos os meios de cultura aqui referidos foram autoclavados a 121°C durante 20
minutos, com a excec¢do da solugdo de glicerol a 50% que foi autoclavada a 110°C durante 20

minutos.

1. Al (1litro)

e Agua bidestilada — 250 ml
Agua do mar — 750 ml
e Amido-10g

o Extrato de levedura—4g
e Peptona—-2g
e Agar— 18 g (meio sélido)

2. 2 Al (1 litro)
e Agua bidestilada — 250 ml
Agua do mar — 750 ml

e Amido-5¢g

e Extrato de levedura—2g
e Peptona—-1g

e Agar — 18 g (meio s6lido)

3. SWA (1 litro)
e Agua bidestilada — 250 ml
e Agua do mar — 750 ml
e Agar— 18 g (meio sélido)

4. A1DI (1 litro)
e Agua bidestilada — 1000 ml
e Amido-10g
e Extrato de levedura—4g
e Peptona—-2g
e Agar— 18 g (meio sélido)
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5. BHI (1 litro)
Brain Heart Infusion, (DIFCO Laboratories, Detroit, USA)

e BHI-37g
e Agua bidestilada — 1000 m

6. TSB (1 litro)
Tryptic Soy Broth, (DIFCO Laboratories, Detroit, USA)

e TSB-30g
e Agua bidestilada — 1000 ml

7. YM (1 litro)

e Agua bidestilada — 1000 ml
e Extrato de levedura—3g

e Peptona—-5g¢g

o Extrato de malte—3g

e Glucose—-10g

e Agar — 20g (meio s6lido)

8. Solucéo de Glicerol a 50% (200 ml)
e Glicerol 100% - 100 ml
e Agua bidestilada — 100 ml

9. EDTA 50 mM (100 ml)
e EDTA-186g
e Agua bidestilada — 100 ml

10. Solucéo de lise nucleica
e Composi¢cdo ndo descriminada pelo distribuidor (Wizard® Genomic DNA
Purification Kit, Promega Madison, WI, USA)

11. Solugéo de precipitacdo proteica
e Composicdo ndo descriminada pelo distribuidor (Wizard® Genomic DNA
Purification Kit, Promega Madison, WI, USA)



12. Solugéo de rehidratacgéo
e Tris-HCL (pH 7.4) 10mM
e EDTA (pH 8.0) ImM
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3 Resultados

A partir de 662 amostras de sedimento marinho obteve-se um total de 1918 placas
primarias, como foi referido anteriormente. Das 1918 placas primarias foi possivel isolar, no
ambito desta dissertacdo, 333 estirpes morfologicamente semelhantes a actinomicetas. Aplicou-
se os critérios de selecdo de estirpes referidos na seccdo de Materiais e Métodos, sendo entdo
selecionadas 124 estirpes e adicionalmente 20 estirpes, como pertencendo possivelmente ao
género Salinispora, selecionadas através do méetodo de rastreio descrito na seccdo de Materiais e
Métodos. Os resultados apresentados nesta dissertacdo foram obtidos com 131 estirpes nédo
sendo as restantes 13 consideradas, por se encontrarem em fase de purificacdo (dados em

anexo).
3.1 Isolamento de colénias morfologicamente semelhantes a actinomicetas

As colbnias isoladas apresentaram caracteristicas morfoldgicas distintas. Em relagédo a
cor da base das colonias observou-se tons de amarelo, bege, castanho, laranja, preto, roxo, rosa
e vermelho. A cor dos esporos foi outra caracteristica avaliada neste trabalho, observou-se
padrdes de esporos com tons de branco, bege, castanho, cinza, preto e rosa.

Quanto a producdo de esporos observou-se ainda que muitas das estirpes ao longo do
tempo apresentavam uma evolucdo na cor dos esporos, esporos brancos evoluiam para bege,
cinza ou rosa, esporos beges evoluiam para castanho.

Os tipos de col6nias dominantes neste universo sdo de estirpes com col6nias laranja (12
estirpes:18%), seguido das estirpes com colonias bege com esporos brancos (10
elementos:15%) e as estirpes com base laranja com esporos pretos (8 estirpes:12%) como se

pode observar na figura 3.1.
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Figura 3. 1- Gréfico circular representativo das morfologias das col6nias das estirpes em estudo, tendo como
caracteristicas a cor da colénia e a cor dos esporos, a soma do nimero de col6nias com diversas morfologias e

percentagens inferiores a 8% estdo contabilizadas na fracdo nomeada de Outras.

Observaram-se algumas estirpes que possivelmente excretavam compostos quimicos,
alterando a cor do meio de cultura circundante. Estas colora¢Ges apresentavam diferentes tons
como amarelo, rosa ou mesmo castanho, todos eles translicidos, como se pode ver na figura

3.2. Este fator também foi tido em conta nos critérios de selecdo de estirpes para este projeto.

Figura 3. 2 - Exemplos de coloracdo do meio de cultura, possivelmente por excrecdo de compostos pelas
estirpes; A - meio de cultura com cor original, B — meio de cor alterada para amarelo, C — meio de cor alterada

para rosa e D —meio de cor alterada para castanho.
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3.2 Rastreio de col6nias morfologicamente semelhantes ao género Salinispora

Para o rastreio de colénias com semelhangas morfologicas a Salinispora sp. foram
avaliadas 156 estirpes com as caracteristicas referidas nos Materiais e Métodos. Observou-se ao
fim de seis meses que, 20 estirpes ndo se propagaram no meio de cultura A1DI, mostrando
serem sensiveis a auséncia de sal (figura 3.3).

Através da sequenciacdo do gene 16S rRNA com os primers 27F e 1492R de nove
estirpes, foi possivel identificar que seis estirpes apresentaram identidade méaxima com
Salinispora tropica: PTM# 44, 60, 78, 93, 114 e 115.

As outras 11 estirpes que ndo se propagaram no meio de cultura A1DI, ndo foram

sequenciadas, por se encontrarem em fase de purificacdo, como foi referido anteriormente.

156 estirpes
Morfologicamente semelhantes a Salinospora spp.

!

‘ Teste com meio de cultura sem agua do mar (A1DI) ‘

! !

136 estirpes 20 estirpes
resistentes sensiveis

Andlisge da sequenciagio do 16 IRNA

! !

1 estirpe
Streptomyces mobaraensis 6 estirpes
1 estirpe Salinispora tropica
Streptomyces atrovirens 1 estirpe
1 estirpe Verrucosispora gifhornensi
Verrucosispora gifhornensis 1 estirpe
1 estirpe Erythrobacter citreus
Micromonospora ofivasterospora 1 estirpe
1 estirpe Nocardiopsis alba

Brevundimonas nasdae

Figura 3. 3 - Fluxograma. Estirpes com morfologia semelhante ao género Salinispora foram testadas quanto a
sensibilidade ao meio de cultura sem agua do mar para distinguir estirpes dependentes de sal para se
propagarem, sendo este caso uma caracteristica do género Salinispora. A analise da sequenciagdo do gene 16S
rRNA foi feita para confirmar a identificacdo das estirpes.
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Foram considerados os valores de identidade maxima> 98% como sendo da mesma
espécie.

Os valores de identidade maxima estdo representados na tabela 3.1, onde se encontram
sumarizadas especificamente as estirpes do género Salinispora sequenciadas neste trabalho.

Através deste método foi também possivel observar que duas estirpes, PTM-195 e 321
mostraram sensibilidade a auséncia de sal do meio de cultura. Estas estirpes apresentaram
identidade méaxima com as espécies Verrucosispora gifhornensis e Nocardiopsis alba

respetivamente.

3.3 Identificacdo taxonomica das estirpes com base na sequenciacéo do gene 16S
rRNA.

Das 131 estirpes consideradas, nesta parte do trabalho, 82 foram sequenciadas seguindo
o critério: valores de identidade maxima> 98% sdo considerados da mesma espécie, sendo
valores inferiores considerado apenas ao nivel do género.

Através de uma andlise geral ao nivel da ordem foi possivel observar que a mais
representada é Actinomycetales, com 75 estirpes (91%), sendo o0s restantes sete (9%)
representados pelas ordens: Bacillales, Pseudomonadales, Rhodobacterales, Sphingomonadales
e Caulobacterales.

Os resultados das sequenciacdes do gene 16S rRNA podem ser observados na tabela
3.3.

Dentro da ordem Actinomycetales foi possivel observar uma representacéo de diferentes
géneros tais como: Streptomyces, Micromonospora, Salinispora, Nocardiopsis, Verrucosispora,
Kocuria, Nonomuraea, Brevibacterium, Actinomadura e Micrococcus.

O género Streptomyces é 0 mais representado deste grupo com 37 estirpes (49%) das
estirpes consideradas (figura 3.4), seguido por Micromonospora com 14 estirpes (19%) e

Salinispora com 10 estirpes (13%).
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Figura 3. 4 - Grafico circular representativo em % dos géneros que pertencem ao universo da ordem
Actinomycetales neste trabalho, Streptomyces 49%, Micromonospora 19%, Salinispora 13%, Nocardiopsis 8% e
Verrucosispora 4%. A parcela denominada de Outros representa 0s géneros Kocuria, Nonomuraea,
Brevibacterium, Actinomadura e Micrococcus com 7% no total.

3.3.1 Género Streptomyces

Em relagdo as estirpes pertencentes ao género Streptomyces observou-se uma
dominéncia da morfologia de colonia bege com produgdo de esporos beges, bem como de
coldnia bege com esporos cinza, ambas com 14% de representatividade, fazendo um total de
28%.

Quanto aos habitats explorados na recolha dos sedimentos, as estirpes do género
Streptomyces estdo representados na maioria dos habitats, havendo uma dominancia nas
amostras na costa rochosa, cerca de 35% das estirpes foram isoladas neste tipo de habitat. Em
relacdo a profundidade ndo foi visivel uma associagdo, sendo as estirpes isoladas entre os 10 e
0s 18 metros, bem como em diferentes profundidades varidveis entre 0s 576 e 0s 728 metros.

Das estirpes em que foi sequenciado o gene 16S rRNA, a espécie com maior
representatividade do género Streptomyces € a S. diastaticus com 11%, seguida pela S.
aculeolatus e S. albus ambas com 8% do total.

3.3.2 Género Micromonospora

Quanto ao segundo género mais representado, 0 Género Micromonospora, observou-se
uma morfologia dominante de colonia laranja, com esporos pretos, com 29% de
representatividade neste género, seguido de colonia preta, com 21%.

Cerca de 57% das estirpes, em que foi sequenciado o gene 16S rRNA deste género,

foram isoladas de sedimentos de areia superficial em profundidade da costa rochosa, a
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profundidades entre os 10 e os 20 metros, foram isoladas também estirpes a profundidades de
924 metros.

Foi sequenciado o gene 16S rRNA de quatro estirpes de espécies distintas,
Micromonospora sp., M. chaiyaphumensis, M. chalcea e M. citrea, sendo a primeira a mais
representada com 36%. Observaram-se também duas estirpes onde se obtiveram valores de
identidade de 96 e 94% com M. coxensis e M. olivasterospora respetivamente.

3.3.3 Género Salinispora

Nas estirpes que apresentaram uma identidade maxima com o género Salinispora
observou-se uma preferéncia pelo habitat da costa rochosa, manchas de areia e costa rochosa,
tendo sido isoladas 50% destas estirpes no primeiro habitat e 40% no segundo. Todas as estirpes
foram isoladas de sedimentos recolhidos a baixas profundidades entre os 10 e 0s 16 metros. N&do
foi isolada nenhuma estirpe em grandes profundidades, como nos casos anteriores,
nomeadamente, dos géneros Streptomyces e Micromonospora.

Morfologicamente estas estirpes apresentam uma dominancia pela cor laranja da base
da coldnia e uma produgdo de esporos pretos, representando 40% das estirpes identificadas
neste género, seguido pelas estirpes com base da colonia preta com 20%.

Na identificacdo taxondémica destas estirpes foi sequenciado o gene 16S rRNA com o0s
primers 27F e 1492R devido ao interesse especifico deste género neste trabalho, foi criada uma
sequéncia consenso e comparada com uma base de dados online como é descrito da seccao de
Materiais e Métodos.

Foram identificadas 10 estirpes pertencendo a este género, entre as quais nove
apresentam uma identidade maxima com a espécie S. tropica (NR_074502.1) e uma com S.
arenicola (NR_074612.1) todas com 99% de identidade (tabela 3.1).
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Tabela 3. 1- Lista de estirpes identificadas usando a sequéncia consenso do gene 16S rRNA, representantes do
género Salinispora, com valores de identidade> 98%

. Grupo_ Estirpes Descricao do habitat e profundidade Mo_rfologla Sequéncia Tipo de estirpe mais proxima Idenp. d_a
filogenético - (coldnia, esporos, €oNsenso sequéncia
) isoladas (m) . (n° de acesso)

(género) meio) (pb) (%)

Salinispora PTM-44  Costa rochosa, manchas de areia, 12 m Preto 1424 Salinispora tropica (NR_074502.1) 99%

PTM-60  Costa rochosa, manchas de areia, 16 m Laranja, esporos pretos 1427 Salinispora tropica (NR_074502.1) 99%

PTM-78  Costa rochosa, manchas de areia, 16 m Laranja 1428 Salinispora tropica (NR_074502.1) 99%

PTM-89  Costa rochosa, manchas de areia, 12 m Laranja/salméo 1426 Salinispora tropica (NR_074502.1) 99%

PTM-93  Costa rochosa, manchas de areia, 12 m Laranja, esporos pretos 1423 Salinispora tropica (NR_074502.1) 99%

PTM-96  Costa rochosa, 15 m Preto 1426 Salinispora tropica (NR_074502.1) 99%

PTM-99  Costa rochosa, 15 m 'ggjpelg dg‘e'o de cultura 1427 Salinispora arenicola (NR_074612.1) 99%

PTM-114 Areia superficial em profundidade da Laranja, esporos pretos 1422 Salinispora tropica (NR_074502.1) 99%

costa rochosa, 16 m
PTM-115 Costa rochosa, 12 m Laranja, esporos pretos 1428 Salinispora tropica (NR_074502.1) 99%
PTM-325  Costa rochosa, 10 m Bege 1425 Salinispora tropica (NR_074502.1) 99%

3.3.4 Outros géneros

Na lista de estirpes identificadas pela sequenciacdo do gene 16S rRNA (tabela 3.3) é

possivel observar outros géneros pertencentes a ordem Actinomycetales, destacando os géneros
Nocardiopsis e Verrucosispora como sendo 0s mais representativos a seguir aos géneros
referidos nos pontos anteriores (figura 3.4). No caso do género Nocardiopsis foi possivel
observar uma dominancia pela espécie Nocardiopsis alba, enquanto, que no género

Verrucosispora a Unica espécie representada foi a Verrucosispora gifhornensis.

3.4 Andlise filogenética de estirpes com identidade maxima com o género

Salinispora

A anélise filogenética foi feita através de uma comparacdo das sequéncias consenso de
todas as estirpes, com identidade com o género Salinispora em conjunto (tabela 3.1), com a
base de dados da NCBI, como é descrito na seccdo de Materiais e Métodos.

A partir destes resultados, todas as sequéncias do gene 16S rRNA destas estirpes foram
alinhadas em conjunto com as sequéncias das estirpes representadas na tabela 3.1, sendo assim
construida uma arvore filogenética (figura 3.5).

A arvore filogenética, com base na sequéncia do gene 16S rRNA, reafirma os resultados
observados na tabela 3.1. E possivel observar a relagdo das sequéncias do gene 16S rRNA das
estirpes PTM# com o género Salinispora, que formam um grupo distinto dos restantes membros
da familia Micromonosporacae. E possivel observar também a relacdo de proximidade

filogenética entre a estirpe PTM-99 com a espécie S. arenicola pois partilham o mesmo ramo,
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separados dos outros. Embora pertencam ao mesmo grupo da espécie S. tropica na arvore

filogenética, as restantes estirpes PTM# ndo formam nenhum subgrupo com esta espécie.

_l- PTM-44
PTM-33
PTM-60
r— PTM-114
PTM-89
PTM-325
PTM-78
—~ PTM-115
PTM-96

LAY

.

mLodsiin

PTM-99
[Ea linispora arenicola (NR_074612.1)
Salinispora tropica (NR_074502.1) —
Micromonospora endelithica (NR_027200.1)
_E Micromonospora echinospora (NR_044884.1)
Micromonospora narathiwatensis (NR_041256.1)
_|: Polymorphospora sp. (NR_044592.1)
Polymorphospora rubra (NR_041314.1)
|—_h1£cmm onospora olivasterospora (NR_036966.1)

Verrucosispora gifhornensis (NR_026445.1)
Verrucosispora maris (NR_074617.1)
Actinoplanes rectilineatus (NR_024747.1)
Actinoplanes sp. (NR_074431.1)
Actinoplanes utahensis (NR_042017.1)
Catenuloplanes crispus (NR_024725.1)
Catenuloplanes atrovinosus (NR_042046.1)
Catenuloplanes japonicus (NR_036797.1)
Catenuloplanes indicus (NR_042047.1)
Actinoplanes humidus (NR_024743.1)
Couchioplanes caeruleus (NR_026295.1)
Couchioplanes caeruleus (NR_037054.1)
Pseudosporangium ferrugineum (NR_041595.1)
Krasilnikovia cinnamomea (NR_041337.1)
Spirilliplanes yamanashiensis (NR_025872.1)
Asanoa ishikariensis (NR_025429.1)
Asanoa iriomotensis (NR_040978.1)
Asanoa ferruginea (NR_036867.1)
Dactylosporangium roseum (NR_026293.1)
Dactylosporangium fulvum (NR_026291.1)
Dactylosporangium aurantiacum (NR_036796.1)
Dactylosporangium vinaceum (NR_026294.1)
Planosporangium flavigriseum (NR_042508.1)
'I E\Jirgispurangium ochraceum (NR_024647.1)
Virgisporangium aurantiacum (NR_024648.1)
Catellatospora bangladeshensis (NR_041284.1)
_ELCateII atospora chokoriensis (NR_041282.1)
L Catellatospora citrea (NR_041763.1)
E Luedemannella flava (NR_041339.1)
Luedemannella helvata (NR_041338.1)

Pilimelia anulata (NR_026289.1)
| | Propionibacterium propionicus (AF285117)

Streptomyces avermitilis (NR_074747.1)

avovtrodsonoutosdpy

0,01

Figura 3. 5— Arvore filogenética de distancias utilizando o método Neighbour-joining que relaciona as sequéncias
do gene 16S rRNA das estirpes PTM-44, 60, 78, 89, 93, 96, 99, 114, 115 e 325 e as sequencias com maior
identidade calculadas pela ferramenta Blast com a base de dados da NCBI (no méximo com quatro estipes por
género). Os nomes das espécies sao seguidos pelos seus nimeros de acesso (entre paréntesis). O alinhamento foi
feito com um valor de “Bootstrap” calculado de 1000 repeticGes. As espécies Propionibacterium propionicus e
Streptomyces avermitilis foram utilizadas como grupo externo para enraizar a arvore.
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Para compreender melhor a relagdo filogenética destas estirpes com o0 género
Salinispora foi criada outra arvore filogenética (figura 3.6), desta vez com o alinhamento das
sequéncias dos 10 PTM# em questdo, com as sequéncias das espécies S. arenicola, S. tropica
derivadas da comparacéo feita com a base de dados da NCBI e também com 17 sequéncias do
gene 16S rRNA de S. pacifica, obtidas na base de dados de nuclettidos da NCBI (GenBank),
com 0s respetivos nimeros de acesso (entre paréntesis).

Nesta analise filogenética é possivel observar que as estirpes PTM-78, 86, 89, 114, 115
e 325 formam um grupo distinto com a espécie S. pacifica (HQ642852), as estirpes PTM-93 e
44 formam, por sua vez, um grupo com a espécie S. pacifica (JX007978) enquanto, que a
estirpe PTM-60 forma um ramo distinto com as espécies S. pacifica (HQ873947 e HQ642851),
mostrando assim a sua proximidade filogenética com a espécie S. pacifica e o afastamento das

outras duas espécies do género Salinispora.
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Salinispora pacifica (DQ224165.1)

Salinispora pacifica (DQ224161.1)

Salinispora pacifica (DQ224160.1)

Salinispora pacifica (HQ873949.1)

Salinispora pacifica (HQ642898.1)
|Salinispora pacifica (HQ642853.1)
Salinispora pacifica (JX007964.1)

_| Salinispora pacifica (HQ642899.1)

Salinispora pacifica (DQ224159.1)

Salinispora pacifica (HQ218996.1)

PTM-60

Salinispora pacifica (HQ873947.1)

Salinispora pacifica (HQ642851.1)

Salinispora pacifica (HQ642852.1)
PTM-78

PTM-89

PTM-96

PTM-114

PTM-115

PTM-325

Salinispora pacifica (HQ873948.1)
Salinispora pacifica (HQ642900.1)

Salinispora pacifica (DQ318246.1)

Salinispora pacifica (JX007978.1)

PTM-93

PTM-44
Salinispora tropica (NR_074502.1)

IPTM-99

ISalinispora arenicola (NR_074612.1)

0,001

Figura 3. 6- Arvore filogenética de distancias utilizando o método Neighbour-joining que relaciona as sequéncias
do gene 16S rRNAas das estirpes PTM-44, 60, 78, 89, 93, 96, 99, 114, 115 e 325 e as sequéncias representantes do
género Salinispora com maior identidade calculadas pela ferramenta Blast com a base de dados da NCBI com adicédo
de um grupo de 17 sequéncias da espécie Salinispora pacifica. Os nomes das espécies sdo seguidos pelos seus
numeros de acesso (entre paréntesis). O alinhamento foi feito com um valor de “Bootstrap” calculado de 1000
repeticoes.
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3.5 Avaliacéo do potencial biotecnoldgico dos extratos quimicos (crudes)

Tendo como objetivo avaliar a concentracédo inibitoria minima e a atividade citotoxica
dos crudes isolados, foram estudadas 126 estirpes (do conjunto de 124 estirpes selecionadas e
das 20 estirpes adicionadas, referidas no rastreio de Salinispora sp.). As restantes 18 estirpes
ndo foram estudadas por ndo terem sido obtidos os respetivos crudes durante o periodo de

trabalhos experimentais desta dissertacao.
3.5.1 Avaliacdo da capacidade inibitéria microbiana dos crudes

Dos 126 crudes testados cinco (PTM-29, 81, 99, 105 e 128) apresentaram atividade
antimicrobiana, com valores de MIC entre 2,5x10™ e 7,8x10%ug/pl (ver tabela 3.2).

Foi possivel observar que os crudes PTM-81 e PTM-128 sdo 0s que apresentam o valor
de MIC mais elevado (7,8x10°® pg/ul), tanto para MRSA, como para VRE. O crude PTM-99
apresenta atividade inibitoria apenas para MRSA com MIC de 1,6x107 ug/pl.

Nenhum dos crudes testados apresentou atividade inibitéria na estirpe Candida
albicans.

3.5.2 Avaliagdo da capacidade citotoxica dos crudes

Esta avaliacdo foi feita com base nos crudes mais ou menos ativos, sendo 0s mais ativos
0s que apresentam uma reducdo de viabilidade celular superior a 80% na concentragdo de 19.5
pg/ml.

Dos crudes testados oito apresentam atividade inibitéria ao crescimento da linha celular
HCT-116 (carcinoma do c6lon humano).

Através dos resultados dos ensaios colorimétricos MTS (tabela 3.2) foi possivel
observar que o crude obtido da estirpe PTM-99 é o mais ativo contra as células do carcinoma do
c6lon humano, necessitando de uma concentragdo de 4.94 pg/ml para inibir metade das células
(IC50). Dos mais ativos para além do PTM-99 destacam-se os crudes derivados das estirpes
PTM# 64, 34, 19 e 105, com valores de 1C50 de 8.0, 9.7, 10.1 e 10.8 pg/ml respetivamente.

Na tabela 3.2 é possivel observar que os crudes das estirpes PTM-99 e PTM-105
apresentam capacidade inibitéria microbiana, bem como capacidade citotoxica para a linha
celular HTC-116. A estirpe PTM-99 apresenta uma identidade de 98% com a espécie S.
arenicola (NR_074612.1), enquanto a PTM-105 apresenta uma identidade de 97% com
Micromonospora chaiyaphumensis (NR_041265.1).
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Tabela 3. 2— Representacao dos valores de MIC (em pg/uL) dos crudes ativos, para Staphylococcus aureus COL
(MRSA, “Methicillin resistant S. aureus) e Enterococcus faecium EF82 (VRE, “Vancomycin resistant Enterococcus)

e valores de 1C50 (em pg/ml ) para a linha celular HCT-116 (carcinoma do célon humano).

Identi. da

fi Grupq Estirpes . . . - o sequéncia MIC MIC 1C50
|Iogenet|co isoladas Tipo de estirpe mais préxima (n° de acesso) C/27E (MRSA) (VRE) ug/mi
(género) (%) Hg/ul Hg/ul
Streptomyces PTM-29  Streptomyces aculeolatus (NR_041166.1) 97% 6,3x102  6,3x10? -
PTM-34  Streptomyces albus (NR_102949.1) 97% - - 9,7
PTM-63  Streptomyces caelestis (NR_026202.1) 98% - - 19,66
PTM-19  Streptomyces carpaticus (NR_043814.1) 98% - - 10,07
PTM-81  Streptomyces aculeolatus (NR_041166.1) 97% 7.8x10°  7,8x10° -
Micromonospora  PTM-105  Micromonospora chaiyaphumensis (NR_041265.1) 97% 3,1x102  1,3x10% 10,76
PTM-128  Micromonospora sp. (NR_074416.1) 97% 7,8x10°  7,8x10° -
Salinispora PTM-99  Salinispora arenicola (NR_074612.1) * 98% 1,6x1072 - 4,94
- PTM-64%  plseq. - - - 8,01

*esta estirpe apresenta similaridade no valor de 99% quando comparada com a sequéncia consenso.
%a estirpe PTM-64 ndo foi sequenciadas durante o periodo de trabalhos experimentais desta dissertagéo.
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Tabela 3. 3- Lista das 87 estirpes identificadas usando as sequéncias do gene 16S rRNA (sequenciado com primer 27F), com descricdo do habitat de onde foram isoladas e morfologia das
estirpes, com valores de identidade em percentagem 2

Grupo filogenético Estirpes - . . Morfologia Sequéncia Tipo de estirpe mais proxima Iden'Ei. d.a
(género) isoladas Descricdo do habitat e profundidade (m) (coldnia, esporos, meio) (pb) (n° de acesso) seq(liir)lma
Streptomyces PTM-029 Mar aberto, 728 m Castanho, esporos brancos 1100 Streptomyces aculeolatus (NR_041166.1) 97%
PTM-129 Areia superficial em profundidade da costa rochosa, 15 m  Preto 1100 Streptomyces aculeolatus (NR_041166.1) 99%
PTM-081 Areia superficial da costa rochosa, 12 m (?aistz?hh(?/;nsgl?erlgs brancos, meio 1100 Streptomyces aculeolatus (NR_041166.1) 97%
PTM-017 Mar aberto, 728 m Castanho, esporos beges 1100 Streptomyces albus (NR_102949.1) 99%
PTM-034 Fora da costa rochosa, 13 m Preto 930 Streptomyces albus (NR_102949.1) 97%
PTM-039 Costa rochosa, 12 m Castanho, esporos beges 1100 Streptomyces albus (NR_102949.1) 99%
PTM-080 Costa rochosa, 12 m Bege, esporos brancos 1100 Streptomyces ambofaciens (NR_041079.1) 96%
PTM-241 Costa rochosa, 10 m Castanho, esporos cinza 1097 Streptomyces anthocyanicus (NR_041168.1) 99%
PTM-154 Areia superficial em profundidade da costa rochosa, 15m  Bege, esporos cinza 1100 Streptomyces atrovirens (NR_043508.1) 99%
PTM-063 Costa rochosa, 12 m Bege, esporos cinza 1100 Streptomyces caelestis (NR_026202.1) 98%
PTM-019 - Castanho, esporos cinza, meio castanho 1100 Streptomyces carpaticus (NR_043814.1) 98%
PTM-184 Fora da costa rochosa, 13 m Castanho, esporos cinza 1100 Streptomyces coelicoflavus (NR_041175.1) 98%
PTM-127 Fora da costa rochosa, 13 m Castanho, esporos cinza 1100 Streptomyces diastaticus (NR_043486.1) 98%
PTM-006 Rochoso com muita Diadema, 13 m Castanho, esporos beges, meio castanho 1100 Streptomyces diastaticus (NR_041209.1) 98%
PTM-023 Mar aberto, 728 m Castanho, esporos beges 798 Streptomyces diastaticus (NR_041209.1) 98%
PTM-037 Mar aberto, 576 m Castanho, esporos beges 1100 Streptomyces diastaticus (NR_041209.1) 97%
PTM-042 Rochoso com muita Diadema, 13 m Laranja 1100 Streptomyces diastaticus (NR_041209.1) 96%
PTM-116 Rochoso com muita Diadema, 13 m Castanho, esporos brancos 1100 Streptomyces drozdowiczii (NR_041424.1) 97%
PTM-035 Mar aberto, 728 m Bege, esporos beges, meio amarelo 1034 Streptomyces drozdowiczii (NR_041424.1) 95%
PTM-147 Costa rochosa, manchas de areia, 16 m Bege, esporos cinza 1100 Streptomyces flavoviridis (NR_041218.1) 99%
PTM-142 Costa rochosa, manchas de areia, 16 m Bege, esporos brancos 1100 Streptomyces flocculus (NR_041100.1) 96%
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Tabela 3.3 - Continuagéo

Grupo filogenético !Estirpes Descricao do habitat e profundidade (m) ) Morfologia _ Sequéncia Tipo de estirpe mais proxima ;Sgﬂgr']gg

(género) isoladas (colonia, esporos, meio) (pb) (n° de acesso) (%)
Streptomyces (cont.) PTM-075 Costa rochosa, 12 m Bege, esporos beges 1100 Streptomyces griseus (NR_074787.1) 98%
PTM-182 Areia superficial em profundidade da costa rochosa, 15 m  Bege, esporos beges 1100 Streptomyces griseus (NR_074787.1) 99%

PTM-118 Areia, 14 m Bege/castanho, esporos beges 1100 Streptomyces intermedius (NR_041103.1) 99%

PTM-046 Costa rochosa, 10 m Castanho, esporos cinza, meio amarelo 1100 Streptomyces lienomycini (NR_042302.1) 99%

PTM-125 Costa rochosa, 10 m Bege, esporos cinza, meio amarelo 1100 Streptomyces malachitospinus (NR_041423.1) 98%

PTM-133 Costa rochosa, 12 m Esporos cinza escuros 1100 Streptomyces malachitospinus (NR_041423.1) 99%

PTM-056 Costa rochosa, 12 m Castanho, esporos brancos 1100 Streptomyces mobaraensis (NR_043830.1) 96%

PTM-112 Areia superficial em profundidade da costa rochosa, 15 m  Bege, esporos beges 1100 Streptomyces rimosus (NR_024762.1) 97%

PTM-162 Areia superficial em profundidade da costa rochosa, 17 m  Bege, esporos beges 992 Streptomyces rubidus (NR_043245.1) 97%

PTM-021 Costa rochosa, 10 m Bege, esporos cinza 1100 Streptomyces sp. (NR_042760.1) 98%

PTM-136 Areia superficial em profundidade da costa rochosa, 15 m  Bege, esporos beges 1100 Streptomyces tanashiensis (NR_043369.1) 97%

PTM-124 Costa rochosa, 12 m Bege, esporos cinza/brancos 1100 Streptomyces tendae (NR_025871.1) 98%

PTM-010 Costa rochosa, 10 m Vermelho, esporos brancos/cinza 357 Streptomyces tricolor (NR_041189.1) 98%

PTM-003 Costa rochosa, 12 m Vermelho, esporos brancos/cinza 875 Streptomyces violaceolatus (NR_027223.1) 98%

PTM-083 Costa rochosa, manchas de areia, 18 m Bege, esporos cinza 1100 Streptomyces xantholiticus (NR_041123.1) 97%

PTM-121 Areia superficial da costa rochosa, 12 m Esporos cinza 1100 Streptomyces xiamenensis (NR_044035.1) 98%

Micromonospora PTM-014 Costa rochosa, manchas de areia, 16 m Preto 1100 Micromonospora chaiyaphumensis (NR_041265.1) 98%
PTM-105 Costa rochosa, manchas de areia, 12 m Castanho 1100 Micromonospora chaiyaphumensis (NR_041265.1) 97%

PTM-163 Areia superficial em profundidade da costa rochosa, 20 m  Preto 1100 Micromonospora chaiyaphumensis (NR_041265.1) 98%

PTM-002 Areia superficial em profundidade da costa rochosa, 15 m  Bege, esporos pretos 1100 Micromonospora chalcea (NR_036795.1) 98%

PTM-008 Areia superficial em profundidade da costa rochosa, 15 m  Castanho-escuro 997 Micromonospora chalcea (NR_036795.1) 98%

PTM-011 Fora da praia arenosa, 924 m Bege, esporos pretos 992 Micromonospora citrea (NR_044886.1) 98%

PTM-013 Fora da praia arenosa, 924 m Laranja, esporos pretos 1016 Micromonospora citrea (NR_044886.1) 96%

PTM-207 Costa rochosa, 10 m Bege 1100 Micromonospora coxensis (NR_041350.1) 96%
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Tabela 3.3 - Continuagéo

Grupo fjlogenético !Estirpes Descrigio do habitat e profundidade (m) ) Morfologia _ Sequéncia Tipo de estirpe mais proxima ;ggs;ir']gig

(género) isoladas (colonia, esporos, meio) (pb) (n° de acesso) (%)
z\g(i)%rt(.))monospora PTM-283  Areia superficial em profundidade da costa rochosa, 15 m  Laranja 1100 Micromonospora olivasterospora (NR_036966.1) 94%
PTM-009  Areia superficial em profundidade da costa rochosa, 15 m  Laranja, esporos pretos 1100 Micromonospora sp. (NR_074416.1) 98%

PTM-047  Areia superficial em profundidade da costa rochosa, 10 m  Laranja, esporos pretos 1100 Micromonospora sp. (NR_074416.1) 98%

PTM-073  Rochoso com muita Diadema, 13 m Laranja, esporos pretos, meio rosa 1100 Micromonospora sp. (NR_074416.1) 99%

PTM-128  Areia superficial em profundidade da costa rochosa, 15 m  Laranja, esporos pretos 1100 Micromonospora sp. (NR_074416.1) 97%

PTM-166  Areia superficial em profundidade da costa rochosa, 15m  Preto 1100 Micromonospora sp. (NR_074416.1) 98%

Salinispora PTM-099  Costa rochosa, 15 m Laranja, meio de cultura escurecido 1100 Salinispora arenicola (NR_074612.1) 98%
PTM-044  Costa rochosa, manchas de areia, 12 m Preto 1100 Salinispora tropica (NR_074502.1) 96%

PTM-060 Costa rochosa, manchas de areia, 16 m Laranja, esporos pretos 1100 Salinispora tropica (NR_074502.1) 97%

PTM-078  Costa rochosa, manchas de areia, 16 m Laranja 1100 Salinispora tropica (NR_074502.1) 97%

PTM-093  Costa rochosa, manchas de areia, 12 m Laranja, esporos pretos 1100 Salinispora tropica (NR_074502.1) 98%

PTM-114  Areia superficial em profundidade da costa rochosa, 16 m  Laranja, esporos pretos 1100 Salinispora tropica (NR_074502.1) 98%

PTM-089  Costa rochosa, manchas de areia, 12 m Laranja/salméo 1100 Salinispora tropica (NR_074502.1) 97%

PTM-096 Costa rochosa, 15 m Preto 1100 Salinispora tropica (NR_074502.1) 96%

PTM-115 Costa rochosa, 12 m Laranja, esporos pretos 993 Salinispora tropica (NR_074502.1) 98%

PTM-325 Costa rochosa, 10 m Bege 1100 Salinispora tropica (NR_074502.1) 98%

Nocardiopsis PTM-137  Mar aberto, 1310 m Esporos cinza (compacto) 1100 Nocardiopsis alba (NR_044906.1) 97%
PTM-309  Mar aberto, 728 m Bege, esporos cinza, meio rosa 1100 Nocardiopsis alba (NR_044906.1) 98%

PTM-321  Costa rochosa, manchas de areia, 10 m Laranja, esporos pretos 1100 Nocardiopsis alba (NR_044906.1) 97%

PTM-135 Costa rochosa, 12 m Esporos brancos 1100 Nocardiopsis dassonvillei (NR_026339.1) 98%

PTM-153  Costa rochosa, 10 m Esporos brancos 1100 Nocardiopsis dassonvillei (NR_074635.1) 98%

PTM-264  Areia superficial em profundidade da costa rochosa, 15 m  Esporos brancos 1100 Nocardiopsis exhalans (NR_028017.1) 97%

Verrucosispora PTM-054  Costa rochosa, manchas de areia, 16 m Laranja 1100 Verrucosispora gifhornensis (NR_026445.1) 98%
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Tabela 3.3 - Continuacéo

Grupo fjlogenético !Estirpes Descrigio do habitat e profundidade (m) ) Morfologia _ Sequéncia Tipo de estirpe mais préxima ;(ejgtr;gr.lgg
(género) isoladas (colonia, esporos, meio) (pb) (n° de acesso) (%)
Verrucosispora (cont.) PTM-195 Rochoso com muita Diadema, 13 m Laranja 1100 Verrucosispora gifhornensis (NR_026445.1) 98%
PTM-213 Avreia superficial em profundidade da costa rochosa, 15 m  Castanho 1100 Verrucosispora gifhornensis (NR_026445.1) 98%
Kocuria PTM-040 Rochoso com muita Diadema, 13 m Castanho, esporos beges, meio castanho 1100 Kocuria palustris (NR_026451.1) 97%
Nonomuraea PTM-079 Mar aberto, 180 m Bege, esporos brancos 1100 Nonomuraea ferruginea (NR_025996.1) 97%
Brevibacterium PTM-123 Areia, 14 m Bege/castanho, esporos beges 1100 Brevibacterium epidermidis (NR_029262.1) 83%
Actinomadura PTM-088 Costa rochosa, manchas de areia, 18 m Bege, esporos brancos 1100 Actinomadura cremea (NR_036898.1) 97%
Micrococcus PTM-103 Avreia superficial da costa rochosa, 12 m Castanho, esporos brancos, meio castanho 1100 Micrococcus luteus (NR_075062.1) 98%
Erythrobacter PTM-097 Costa rochosa, 15 m Laranja 1100 Erythrobacter citreus (NR_028741.1) 97%
Labrenzia PTM-130 Avreia superficial em profundidade da costa rochosa, 16 m  Esporos beges 1100 Labrenzia alba (NR_042378.1) 98%
Pseudomonas PTM-065 Areia superficial em profundidade da costa rochosa, 15 m  Bege, esporos beges 1100 Pseudomonas graminis (NR_026395.1) 97%
Brevundimonas PTM-033 Costa rochosa, 12 m Laranja 1100 Brevundimonas nasdae (NR_028633.1) 97%
Bacillus PTM-050 Areia superficial em profundidade da costa rochosa, 15 m  Amarelo 1100 Bacillus pumilus (NR_074977.1) 97%
PTM-160 Costa rochosa, manchas de areia, 16 m Laranja 1100 Bacillus endophyticus (NR_025122.1) 97%
PTM-288 Fora da costa rochosa, 13 m Laranja, esporos pretos, meio amarelo 1100 Bacillus endophyticus (NR_025122.1) 97%

a A . . - - - . v , .
Quando as sequéncias partilham uma identidade <98% com a estirpe mais proxima o valor é marcado a negrito
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4 Discussao

4.1 Isolamento de coldnias morfologicamente semelhantes a actinomicetas

A evolucdo das cores, tanto das colonias como dos esporos, é um parametro a ter em
atencdo, pois pode levar a erros na caracterizacdo morfoldgica, que por sua vez pode levar a
erros nos critérios de selecdo, no caso de se pretender estudar um subgrupo de estirpes
representativas da diversidade total da colegdo de estirpes. E importante assim acompanhar estas

evolucdes ao longo do tempo.
4.2 Rastreio de colonias morfologicamente semelhantes ao género Salinispora

Através do método que avalia a sensibilidade de auséncia de sal no meio de cultura, foi
possivel selecionar seis estirpes (PTM# 44, 60, 78, 93, 114 e 115) (figura 3.3) das dez estirpes
identificadas neste trabalho com semelhanca ao género Salinispora (tabela 3.1), que de outro
modo poderiam ndo ter sido selecionadas com a aplicacdo dos critérios de selecdo, pois a
escolha das estirpes apenas teve em consideracdo a sua morfologia, sendo depois escolhidas
aleatoriamente dentro de cada grupo de morfologias.

Duas outras estirpes de actinomicetas mostraram ser sensiveis a auséncia de sal. Estas
estirpes tém valores de identidade maximos com as espécies Verrucosispora gifhornensis e
Nocardiopsis alba (PTM-195 e 321 respetivamente), ambas com valores < 98%. Estes dois
géneros foram reportados anteriormente como sendo espécies nativas marinhas [9], [15] mas
ndo existe informacdo sobre a necessidade de NaCl no seu crescimento. Estes factos poderdo
significar uma divergéncia taxonémica dentro destes dois géneros, respetivamente, sugerindo

novas espécies.

4.3 ldentificacdo taxondémica das estirpes a partir da sequenciacdo do gene 16S
rRNA.

Neste trabalho, a partir da sequenciacdo do gene 16S rRNA de 82 estirpes foi possivel
identificar semelhancas com varios géneros da ordem Actinomycetales, como 0s géneros
Streptomyces, Micromonospora, Salinispora, Nocardiopsis, Verrucosispora, Kocuria,
Nonomuraea, Brevibacterium, Actinomadura e Micrococcus.

Os generos Streptomyces e Micromonospora sdo 0s mais representados, com 37 estirpes
(43%) e 14 estirpes (19%) respetivamente. Estudos semelhantes também mostram esta

tendéncia noutros locais de amostragem [9], [47].
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Representantes dos géneros Streptomyces e Micromonospora foram isolados, para este
trabalho, de amostras recolhidas a profundidades entre os 10 e os 20 metros, mas também a
profundidades superiores, entre 728 e 924 metros. Este facto contribui para o afastamento da
hipotese de uma origem terrestre, tratando-se assim de espécies nativas de ecossistemas
marinhos.

Como foi referido anteriormente foram isoladas estirpes representantes do género
Salinispora, sendo o terceiro grupo mais representado nestas amostras com 10 estirpes (13%).

Existem relatos de isolamentos de espécies de Salinispora em vérios locais do globo,
percetivel na figura 1.1. No entanto ndo houve, até a data, relatos de isolamentos deste género
em toda a zona Este do Oceano Atlantico. Numa primeira analise do blast estas estirpes foram
identificadas como S. tropica e S. arenicola sendo a primeira a mais representada com nove
estirpes. Numa andlise subsequente, descrita em detalhe no ponto 4.4, revelou que as estirpes
identificadas inicialmente como S. tropica sdo mais préximas filogeneticamente da espécie S.
pacifica.

Nas estirpes isoladas neste trabalho também se encontram representantes de outros
géneros de actinomicetas, para além dos trés primeiros, sdo eles os géneros Nocardiopsis,
Verrucosispora, Kocuria, Nonomuraea, Brevibacterium, Actinomadura e Micrococcus. Estes
géneros possuem estirpes ja isoladas anteriormente de ambientes marinhos [11].

Muitos dos valores de similaridade presentes na tabela 3.3 apresentam percentagens <
98% podendo indicar a descoberta de novas espécies. Para confirmar esta hipdtese, seria
necessario, nomeadamente, a sequenciacao do gene 16S rRNA com ambos os primers, forward
e reverse, e a realizacdo de estudos adicionais de identificacdo taxonémica como a sequéncia de

outros genes housekeeping e estudos de hibridacdo DNA-DNA, referida anteriormente [28].

4.4 Andlise filogenética de estirpes com identidade maxima com o género

Salinispora

O isolamento de estirpes do género Salinispora na zona Este do Oceano Atlantico, pela
primeira vez, aumenta o interesse deste trabalho. Tornou-se assim importante fundamentar o seu
conhecimento filogenético. A andlise filogenética com recurso a arvores filogenéticas constitui
uma boa ferramenta neste contexto.

A érvore filogenética, representada na figura 3.5, mostra a formagéo de um ramo entre
as 10 estirpes (PTM# 44, 60, 78, 93, 96, 99, 114, 115 e 325) e as espécies de S. tropica e S.
arenicola, separando-as dos restantes membros da familia Micromonosporacae, o que confirma
a andlise anterior de identidade taxonémica.

Na continuacdo da identificacdo taxondmica destas estirpes, foi pedida uma segunda

analise das sequéncias ao grupo de investigacdo da SIO (Scripps Institution of Oceanography)
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da Universidade da Califérnia, San Diego, coordenado pelo Dr. Paul Jensen. Segundo 0s seus
resultados (dados ndo mostrados neste trabalho) existem representantes das estirpes S. arenicola
e S. pacifica nas 10 estirpes isoladas em questdo, ndo existindo estirpes representantes de S.
tropica.

E reconhecido noutros trabalhos que as espécies de S. tropica e S. pacifica se
relacionam filogeneticamente formando um ramo separado da espécie S. arenicola[33].

O facto de as estirpes, S. tropica e S. pacifica serem proximas filogeneticamente, podera
explicar as diferengas nas conclusdes sobre a taxonomia destas estirpes entre os resultados
obtidos no blast e a anélise mais detalhada efetuada pela equipa americana.

Para perceber a proximidade filogenética das espécies S. tropica e S. pacifica foi
construida uma arvore filogenética (figura 3.6) de forma a relacionar as sequéncias das 10
estirpes em questdo com sequéncias das trés espécies Salinispora sp.

Através desta arvore é possivel observar a relacdo entre a estirpe PTM-99 com S.
arenicola, que confirma as analises anteriores, a proximidade filogenética entre as restantes
estirpes isoladas, com espécies de S. pacifica e a sua divergéncia com a espécie S. tropica.

Nesta analise também foi possivel observar que as estirpes PTM# 44, 60, 78, 89, 93, 96,
114, 115 e 325 apresentam ramos filogenéticos distintos dentro do grupo de S. pacifica, o que
sugere uma evolucédo de diferentes tipos dentro da espécie.

As estirpes PTM-44 e 93 formam um ramo com a estirpe S. pacifica (JX007978.1). Este
grupo distancia-se filogeneticamente das restantes estirpes formando claramente um tipo
diferente de S. pacifica. O mesmo acontece com as PTM# 89, 96, 114, 115, 325 e 78 e a estirpe
S. pacifica (HQ642852.1). Observa-se ainda a existéncia de um terceiro tipo formado pela
estirpe PTM-60 e as estirpes S. pacifica (HQ873947.1) e S. pacifica (HQ642851.1).

Esta analise mostra assim que as estirpes, S. arenicola e S. pacifica fazem parte da
comunidade de actinomicetas nativos dos fundos marinhos ao largo do arquipélago da Madeira,
0 que representa uma novidade nos locais de ocorréncia documentados da espécie S. pacifica no
Oceano Atlantico até a data. Também a existéncia de trés tipos distintos da espécie S. pacifica,
tornam estes resultados promissores, uma vez que diferentes tipos desta espécie sugerem

metabolitos secundarios diferentes, com potencial para novos farmacos.
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4.5 Avaliacéo do potencial biotecnologico dos extratos quimicos (crudes)

Como foi referido anteriormente neste trabalho foram avaliados 126 crudes, obtidos das
estirpes isoladas, quanto & sua capacidade inibitéria contra Staphylococcus aureus COL
(MRSA, “Methicillin resistant S. aureus), Enterococcus faecium EF82 (VRE, “Vancomicin
resistant Enterococcus), Candida albicans 3436 (da colec&o internacional PYCC.) e em linhas
celulares HCT-116 (carcinoma do célon humano).

4.5.1 Avaliagdo da capacidade inibitéria microbiana dos crudes

Dos crudes avaliados, cinco apresentaram atividade inibitéria para MRSA e VRE, sdo
eles os PTM# 29, 81, 105 e 128, o crude PTM-099 apenas apresenta atividade inibitéria para
MRSA (tabela 3.2).

Os crudes PTM# 29 e 81 apresentam valores minimos inibitérios de 63 e 7.8 pg/ml,
respetivamente, tanto para MRSA como para VRE. As estirpes de onde se obtiveram estes
crudes apresentam entidade maxima com a espécie Streptomyces aculeolatus, com valores de
97% (tabela 3.2). Esta espécie é conhecida pela sua capacidade de produgdo de compostos
bioativos, como napiradiomicina [48]. Este composto foi reportado como um potencial
terapéutico para tratamentos de infe¢cdo por MRSA com valores de MIC de 1-2 pg/ml [55].

Tanto a estirpe PTM-128 e a 105 foram identificadas com 97% de semelhanca com as
espécies Micromonospora sp. e Micromonospora chaiyaphumensis (tabela 3.2), respetivamente,
ambas pertencentes ao género Micromonospora. O crude PTM-128 obteve valores de MIC de
7.8 pg/ml tanto para MRSA como para VRE. O PTM-105 por outro lado obteve valores de MIC
de 31 pg/ml para MRSA e 130 pg/ml para VRE. Este género é conhecido por produzir
antibidticos, como as citreamicinas, derivadas da espécie M. citrea. Este tipo de antibidtico
como a neocitramicina mostra um potencial inibitério contra MRSA e VRE com valores de
MIC entre 0.12-0.5 pg/ml para estirpes de MRSA e 0.006-0.25 pg/ml para estirpes de VRE
[49], [50].

Quanto ao crude PTM-99 apenas mostra atividade inibitdria contra MRSA com valores
de MIC de 16 pg/ml, a estirpe do qual foi obtido foi identificada com 99% de semelhanga com a
espécie S. arenicola (tabela 3.1). Esta espécie foi reportada como produtora do composto
antibacteriano arenimicina, este antibiotico foi confirmado como inibidor de MRSA e VRE com
valores de MIC entre 0.05-1.03 pg/ml para estirpes de MRSA e> 8 pg/ml para VRE [38].

Todas estas estirpes foram identificadas como semelhantes a géneros de actinomicetas
ja reportados como tendo atividade antibacterianas, apresentando valores de MIC inferiores aos
dos crudes testados. E necessario realcar que os valores de MIC reportados na literatura foram
obtidos dos compostos quimicos isolados e purificados, ao contrario dos valores de MIC obtidos

neste trabalho, pois foram obtidos de extratos brutos.
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Para uma comparacdo real com os compostos referidos na literatura e para perceber se
esta capacidade inibitdria é derivada de novos antibidticos terd de se fazer um fracionamento
destes crudes, elucidando depois a estrutura dos compostos em questao.

4.5.2 Avaliagdo da capacidade citotoxica dos crudes

Destes crudes seis mostraram atividade inibitéria contra a linha celular HCT-116 (tabela
3.2). Através dos resultados pode-se observar que trés crudes com atividade citotdxica foram
obtidos de estirpes identificadas entre 97 e 98% de semelhanca com espécies do género
Streptomyces, sdo elas a PTM-19, 34 e 63 que se identificam com S. carpaticus, S. albus e S.
caelestis respetivamente. Estas espécies sdo conhecidas por produzir compostos como a
salinomicina com atividade citotoxica contra células estaminais cancerigenas [51] ou as
actinopironas que sdo um tipo de pironas que possuem atividade antitumoral [52].

O crude obtido da estirpe PTM-105 para além de apresentar atividade antibacteriana
também possui atividade citotdxica, esta estirpe, como foi referido anteriormente, foi
identificada como 97% de semelhanca com a espécie Micromonospora chaiyaphumensis. Na
literatura vem referido que outras espécies do género Micromonospora produzem compostos
citotoxicos como Micromonospora lupini que foi reportado como produtor de antraquinonas,
como a lupinacidina A, B e C [53], [54]. Para a espécie M. chaiyaphumensis em concreto ndo se
encontram relatérios da producgdo de compostos citotoxicos na literatura.

Quanto a estirpe PTM-99 identificada com 99% de semelhanca com S. arenicola, o seu
crude também apresenta atividade citotoxica, o género Salinispora é bem conhecido pela
producdo de varios compostos citotoxicos e anticancerigenos, como salinosporamida A, B e C,
salinicetal, arenimicina, salinipironas A e B, Arenicolideos A B e C [34], [37].

De todos os resultados apresentados na avaliacdo do potencial inibitério dos crudes,
destacam-se 0s crudes obtidos das estirpes PTM-81 e 128 que apresentam uma maior
capacidade inibitoria, tanto para MRSA como para VRE, quanto a capacidade citotdxica
destacam-se 0s crudes obtidos das estirpes PTM-19, 34 e 64 com a maior atividade citotoxica.

Em relacdo aos crudes obtidos das estirpes PTM-99 e 105 destacam-se pelo espectro de
acdo, pois possuem atividade antibacteriana e citotoxica em simultaneo.

A semelhanca da andlise anterior de avaliagdo da capacidade inibitéria microbiana, a
possibilidade da capacidade citotoxica destes crudes ser derivada de novos compostos bioativos,

ter& de ser confirmada pelo fracionamento do extrato bruto.
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Capitulo 5. Conclusdes e perspetivas futuras
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5 Concluséo e perspetivas futuras

Com este trabalho foi possivel a obtencdo de 333 actinomicetas isolados de sedimentos
recolhidos ao largo do arquipélago da Madeira, a avaliacdo da sua biodiversidade e a avaliagdo
do potencial biotecnoldgico dos seus compostos quimicos (crudes). No que respeita a avaliacdo
da biodiversidade da comunidade de actinomicetas € possivel concluir que o género
Streptomyces possui a maior percentagem de ocorréncia (49%), seguido dos géneros
Micromonospora, Salinispora, Nocardiopsis, Verrucosispora, Kocuria, Nonomuraea,
Brevibacterium, Actinomadura e Micrococcus.

A utilizacdo do método de distancia neighbour-joining, na constru¢do de arvores
filogenéticas, auxiliou a identificagdo taxondmica do género Salinispora. Com esta analise foi
possivel verificar a ocorréncia das espécies de S. arenicola e S. pacifica nesta zona do Oceano
Atlantico. Bem como a existéncia de diferentes tipos de S. pacifica.

Quanto a avaliacdo do potencial biotecnoldgico das estirpes, cinco estirpes produziram
crudes que apresentaram atividade bioldgica contra MRSA e VRE , e oito estirpes contra linhas
celulares HCT-116. As estirpes que evidenciam potencial interesse biotecnoldgico pertencem
aos geéneros Streptomyces, Micromonospora e Salinispora, respetivamente. Destas, duas
apresentaram diversidade bioativa, com atividade antimicrobiana e atividade citotdxica em
simultdneo, nomeadamente as estirpes PTM-99 e 105 pertencendo aos géneros Salinispora e
Micromonospora, respetivamente.

Estes resultados revelam-se bastante promissores: o estudo permitiu a obtencdo de
estirpes de actinomicetas com muito interesse do ponto de vista biotecnoldgico, que apresentam
potencial para a obtencdo de novos compostos bioativos, com vista a produgdo de novos

farmacos. Trabalho a realizar futuramente.
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AnNexos

Anexo 1. 1 — Lista de estirpes selecionadas através da aplicacdo dos critérios de selecdo (124 estirpes) mais as

estirpes identificadas inicialmente pertencendo ao género Salinispora (20 estirpes); valores de MIC dos crudespara

MRSA e VRE; valores de IC50; p/a — cddigos de estirpe por atribuir por estarem em fase de purificacdo; si — sem
inibicdo celular; * estirpes com codigo atribuido em fase de purificacdo.

MIC

MIC

Cgsdtli?g:le Nome da estirpe Meio/método (colén:\:,oersfgtlaor%{sa,l meio) (MRSA) (VRE) li;:/?r?l
Hg/ul Hg/pl
p/a MD12-511-1-A SWAS2 amarela - - -
p/a MD12-565-1-B SWAP1 amarela, esporos brancos - - -
p/a MD12-565-1-C SWAP1 amarela, esporos brancos - - -
p/a MD12-049-1-A-1-A-1-A 1/2A1S1 bege, esporos rosa - - -
p/a MD12-021-1-A-1-A SWAS1 rosa - - -
p/a MD12-410-2 SWAP1 laranja - - -
p/a MD12-565-1 1/2A1S2 laranja - - -
p/a MD12-638-1 SWAS2 laranja - - -
p/a MD12-362-1 1/2A1S2 laranja, esporos pretos - - -
p/a MD12-555-1 AlP1 laranja, esporos pretos - - -
p/a MD12-558-1 1/2A1S2 laranja, esporos pretos - - -
PTM-002 MD12-105-3 SWAS?2 bege, esporos pretos Si Si si
PTM-003 MD12-514-1 AlP1 vermelha, esporos brancos/cinza Si Si si
PTM-004 MD12-053-2 SWAP1 preto Si Si Si
PTM-005  MD12-029-2 Als1 Egzgﬂﬂg €SpOros cinza, meio si si si
PTM-006  MD12-063-1 SWAP1 ggzggﬂg €SPOros beges, meio si si si
PTM-007 MD12-029-1 AlP1 vermelho, esporos brancos/cinza Si Si Si
PTM-008 MD12-111-1 SWAP1 castanha escura Si Si si
PTM-009 MD12-114-1 SWAP1 laranja, esporos pretos Si Si si
PTM-010 MD12-552-1 AlP1 vermelho, esporos brancos/cinza Si Si si
PTM-011 MD12-209-2 SWAP1 bege, esporos pretos Si Si si
PTM-012 MD12-399-3 SWAP1 bege, esporos brancos Si Si si
PTM-013 MD12-209-1 SWAP1 laranja, esporos pretos Si Si si
PTM-014 MD12-254-2 SWAP1 preta Si Si Si
PTM-015  MD12-559-1-A A1P1 Zﬁ?aeré opores brancos, meio si si si
PTM-016 MD12-303-2 SWAP1 preta si si si
PTM-017 MD12-393-2 SWAP1 castanha, esporos beges Si Si Si
PTM-018 MD12-463-2 SWAP1 castanha, esporos beges Si Si si
PTM-019  MD12-661-1 ALP1 Egzgﬂﬂz esporos cinza, meio si si 10,07
PTM-021 MD12-549-2 AlP1 bege, esporos cinza Si Si Si
PTM-023 MD12-393-1 SWAP1 castanha, esporos beges Si Si si
PTM-024* MD12-430-2 SWAP1 laranja, esporos pretos - - -
PTM-029 MD12-395-2 SWAP1 castanha, esporos brancos 6,3x1072 6,3x1072 si
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PTM-031 MD12-523-2-A Al1S2 laranja, esporos brancos Si Si si
PTM-033 MD12-558-1-A AlP1 laranja Si Si Si
PTM-034 MD12-451-3 SWAS2 preta Si Si 9,7
PTM-035  MD12-394-4 SWAP1 gﬁgaeré oporos beges, meio si si si
PTM-037 MD12-499-1-A AlP1 castanha, esporos beges Si Si si
PTM-039 MD12-508-1-A AlP1 castanha, esporos beges Si Si Si
PTM-040  MD12-073-1 ALP1 ggzgﬂﬂi €SPOros beges, meio si si si
PTM-041 MD12-040-2 SWAS1 laranja Si Si Si
PTM-042 MD12-055-1 SWAP1 laranja Si Si si
PTM-044 MD12-349-1 SWAP1 preta Si Si Si
PTM-046  MD12-545-1 SWAP1 g?ﬁ;?gf‘oa esporos cinza, meio si si si
PTM-047 MD12-189-1 SWAP1 laranja, esporos pretos Si Si si
PTM-048* MD12-461-1-A-1 Al1S2 branca - - -
PTM-049 MD12-481-1 SWAS2 laranja, esporos pretos Si si si
PTM-050 MD12-103-2 SWAS2 amarelo Si Si Si
PTM-054 MD12-262-1 SWAP1 laranja Si Si si
PTM-055 MD12-056-1 SWAS1 laranja Si Si Si
PTM-056 MD12-525-1-A 1/2A1S82 castanha, esporos brancos si si si
PTM-060 MD12-322-1 1/2A1S2 laranja, esporos pretos Si Si si
PTM-062 MD12-397-3-A SWAP1 laranja escuro Si Si si
PTM-063 MD12-505-1 SWAS2 bege, esporos cinza Si Si 19,66
PTM-064 MD12-170-1 SWAP1 bege, esporos brancos Si Si 8,01
PTM-065 MD12-117-1-A SWAP1 bege, esporos beges Si Si si
PTM-067 MD12-009-1 SWAS1 rosa Si Si Si
PTM-069 MD12-151-1 SWAP1 laranja, esporos pretos Si Si si
PTM-071 MD12-080-1-A-1 SWAP1 laranja, esporos brancos Si Si si
PTM-072 MD12-114-1 SWAS2 preta Si Si Si
PTM-073 MD12-060-3 SWAS1 laranja, esporos pretos, meio rosa Si Si si
PTM-074 MD12-163-1 SWAP1 bege, esporos brancos Si Si si
PTM-075 MD12-513-1-A Al1S2 bege, esporos beges Si Si si
PTM-077 MD12-397-1-B SWAP1 bege, esporos brancos Si Si si
PTM-078 MD12-270-2 1/2A1S2 laranja Si Si Si
PTM-079 MD12-391-2-A SWAP1 bege, esporos brancos Si Si si
PTM-080 MD12-505-3-B AlP1 bege, esporos brancos Si Si si
PTM-081  MD12-003-1 SWAS1 Eiiiiﬂﬂﬁ/fripa?é?i brancos, meio 7,103 7,6x10° si
PTM-083 MD12-358-1-A SWAP1 bege, esporos cinza Si Si si
PTM-084 MD12-364-2 SWAP1 bege, esporos brancos Si Si Si
PTM-085  MD12-603-1 A1P1 gﬁgaeré opores brancos, meio si si si
PTM-088 MD12-364-3 SWAP1 bege, esporos brancos Si Si si
PTM-089 MD12-332-4-A 1/2A1S2 laranja/salméo Si Si Si
PTM-091 MD12-364-1 SWAP1 bege, esporos brancos Si Si Si
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PTM-093 MD12-344-1 SWAP1 laranja, esporos pretos Si Si si
PTM-094 MD12-399-2-A SWAP1 laranja Si Si Si
PTM-095 MD12-399-1 SWAP1 laranja Si Si si
PTM-096 MD12-638-2 SWAS2 preta Si Si Si
PTM-097 MD12-614-2 AlP1 laranja Si Si Si
PTM-098 MD12-623-2 SWAP1 laranja - - -
PTM-099  MD12-653-2-A SWAP1 Li;au”j:éi?(fio de cultura 1,6x10 si 4,94
PTM-100 MD12-308-2 SWAP1 laranja, esporos pretos - - -
PTM-101 MD12-302-2 SWAS2 laranja Si Si Si
PTM-103  MD12-010-1 SWAP1 castanha, esporos brancos, meio si si si
muito castanho
PTM-105 MD12-344-2 SWAP1 castanha 3,1x10%  1,3x10" 10,76
PTM-107 MD12-491-2 SWAP1 laranja, esporos pretos, meio rosa Si Si Si
PTM-108 MD12-078-2 SWAS1 laranja Si Si Si
PTM-109 MD12-100-1-A SWAP1 preta, meio rosa escuro Si Si si
PTM-112 MD12-077-2 AlP1 bege, esporos beges Si Si si
PTM-113 MD12-270-1-A 1/2A1S2 laranja Si Si Si
PTM-114 MD12-141-1 SWAP1 laranja, esporos pretos Si Si si
PTM-115 MD12-561-1 AlP1 laranja, esporos pretos Si Si Si
PTM-116 MD12-053-1 AlP1 castanha, esporos brancos Si si si
PTM-117 MD12-332-1 1/2A1S2 laranja Si Si si
PTM-118 MD12-031-2 SWAP1 bege/castanho, esporos beges Si Si si
PTM-119 MD12-150-1-A 1/2A1S82 castanha, esporos brancos si si si
PTM-121 MD12-001-1-B SWAS1 esporos cinza Si Si si
PTM-122  MD12-483-1 SWAP1 gﬁ?aer'e [opores brancos, meio si si si
PTM-123 MD12-031-3 SWAP1 bege/castanho, esporos beges Si Si Si
PTM-124 MD12-505-1 AlS1 bege, esporos cinza/brancos Si Si Si
PTM-125  MD12-548-2 SWAP1 Zﬁ?;g [opores cinza, meio si si si
PTM-126 MD12-533-1 A1P1 cas_tanha, esporos cinza/brancos, si si i
meio amarelo
PTM-127 MD12-433-1 Al1S2 castanha, esporos cinza Si Si Si
PTM-128 MD12-123-2 SWAP1 laranja, esporos pretos 7,8x10°  7,8x10° si
PTM-129 MD12-092-1 SWAP1 preta Si Si si
PTM-130 MD12-140-1 SWAS2 esporos beges Si Si si
PTM-131 MD12-132-1 SWAS?2 laranja, esporos pretos, meio rosa Si Si si
PTM-133 MD12-523-2-A AlP1 €sporos cinza escuros Si Si si
PTM-135 MD12-568-2 SWAP1 esporos brancos Si Si si
PTM-136 MD12-076-1-A-1 AlP1 bege, esporos beges Si Si si
PTM-137 MD12-397-1-A SWAP1 esporos cinza (compacto) Si Si Si
PTM-142 MD12-284-1-A SWAP1 bege, esporos brancos Si Si Si
PTM-146 MD12-178-2 SWAP1 laranja, esporos pretos Si Si si
PTM-147 MD12-270-1-A Al1P1 bege, esporos cinza Si Si Si
PTM-153 MD12-549-2 SWAP1 esporos brancos Si Si si
PTM-154 MD12-081-1 SWAP1 bege, esporos cinza Si Si Si
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PTM-160 MD12-270-1-A SWAP1 laranja Si Si si
PTM-161 MD12-397-4 SWAS2 laranja Si Si Si
PTM-162 MD12-163-1 AlP1 bege, esporos beges Si Si si
PTM-163 MD12-177-1 SWAP1 preta Si Si Si
PTM-164 MD12-438-1 SWAS2 laranja Si Si Si
PTM-166 MD12-114-2 SWAP1 preta Si Si si
PTM-181 MD12-070-1 AlS1 bege/roxa, esporos brancos - - -
PTM-182 MD12-081-2 SWAP1 bege, esporos beges Si Si si
PTM-184 MD12-434-1-A-1 AlP1 castanha, esporos cinza Si Si Si
PTM-187 MD12-137-1 SWAS2 laranja escuro Si Si si
PTM-195 MD12-065-1-A SWAS1 laranja Si Si si
PTM-196 MD12-610-1 SWAS?2 bege Si Si Si
PTM-207 MD12-535-1-A SWAS2 bege Si Si si
PTM-213 MD12-078-1 SWAS1 castanha Si Si si
PTM-222 MD12-133-2-A SWAP1 esporos castanho escuro Si Si si
PTM-238 MD12-053-1 SWAP1 esporos pretos Si si si
PTM-241 MD12-533-2-A-1 AlP1 castanha, esporos cinza si si si
PTM-247 MD12-544-1 SWAP1 bege/alaranja, esporos brancos Si Si si
PTM-264 MD12-075-1-A SWAP1 esporos brancos Si Si si
PTM-283 MD12-085-1 SWAS1 laranja Si Si Si
PTM-288  MD12-434-1-A SWAS2 ;ﬁi?je%esmms pretos, meio si si si
PTM-300 MD12-107-1-A-1 AlP1 amarela, esporos cinza Si Si Si
PTM-301 MD12-392-2-A SWAP1 vermelha, esporos brancos Si Si si
PTM-309 MD12-394-1-A-1 AlP1 bege, esporos cinza, meio rosa Si Si si
PTM-311 MD12-578-1 1/2A1S2 preta, meio rosa escuro - - -
PTM-321 MD12-239-1 AlP1 laranja, esporos pretos Si Si Si
PTM-324 MD12-503-3 SWAP1 amarelo Si Si Si
PTM-325 MD12-539-1 SWAP1 bege Si Si Si
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