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RESUMO

Actinobactérias sdo bactérias Gram-positivas com organizacdo filamentosa
encontradas na rizosfera. Destacam-se pela producdo de importantes metabdlitos
secunddrios com grande interesse biotecnolégico, como a producdo de pigmentos e a
atividade antimicrobiana, muito utilizada na industria farmacéutica. O solo do Cerrado
apresenta caracteristicas ambientais especiais, no entanto, sdo realizadas poucas
pesquisas especificas e qualificadas sobre as actinobactérias. Contudo, este solo tem
como potencial para a presenca de diversos microrganismos produtores de moléculas
com grande interesse biotecnoldgico e ecoldgico, devido a sua baixa fertilidade. Ao
criar um banco dessas bactérias, torna-se possivel analisar diferentes potenciais e
caracteriza-las para serem utilizadas pela industria. Com isso, o objetivo deste trabalho
é efetuar a bioprospeccdo de actinobactérias devido a sua alta diversidade
cromogénica e, assim, disponibilizar um banco para a execuc¢do de analises posteriores.
A coleta de amostras foi realizada em 5 parques diferentes na regido do Distrito
Federal, visando a diferenciacdo do local e das caracteristicas do solo. Para o
isolamento das bactérias, as amostras de solo foram submetidas a uma diluicdo 10" e
inoculadas em meio ISP-3 por 7 dias, selecionando e identificando as col6nias
separadamente apds o periodo de incubacdo a 37°C. Foi realizada a analise
morfoldgica das col6nias quanto a coloragdo do micélio aéreo e vegetativo, pigmento
melandide e caracterizagdo micromorfolégica com a técnica de cultivo em [amina. A
avaliacdo da atividade antimicrobiana, utilizando o método de difusdo em meio Agar
Mueller Hinton, revelou que apenas 7 linhagens (11,47%) de 61 colbnias de
actinobactérias testadas apresentaram possivel potencial antimicrobiano com halo de
inibicdo de 1 mm a 10 mm. Foram colecionadas 65 cepas de actinobactérias, contendo
52 tipos cromogénicos, e feita a caracterizagdo micromorfoldgica de 18 colbnias, das
quais 14 (77,77%) colbnias podem pertencer ao género Streptomyces. O banco estd
disponivel para acesso, com ressalvas, aos alunos do Centro Universitario de Brasilia no
campus da Asa Norte.

Palavras-chave: actinobactérias; rizosfera; cerrado.
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1. INTRODUCAO

O bioma Cerrado compreende mais de 22% do territério brasileiro, abrangendo
os estados de S3o Paulo, Bahia, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Maranhao,
Tocantins, Piaui, Parana, Rond6nia, Goiads, Mato Grosso e o Distrito Federal, além de
areas disjuntas localizadas no Amapad, Roraima, Pard e na Amazonia (Sanaiotti, 1991;
Miranda e Absy, 2000). O Cerrado é considerado o segundo maior bioma do Brasil,
atrds somente da Floresta Amazonica. O que diferencia o Cerrado do restante dos
demais biomas brasileiros é a caracteristica de seu solo, que possui alta capacidade de
drenagem de d4guas pluviais, baixa fertilidade e alto teor de aluminio (Sousa; Lobato,
2004), além de sua elevada biodiversidade e teor de endemismo. O bioma é
considerado um hotspot ameagado, onde ocorre a degradacao de seus habitats
(Martins, Coneglian, 2019 apud Mittermeier et al., 2011; Martinelli et al., 2014) e seu
solo é favoravel para o crescimento, diversidade e atividade de microrganismos
(Cattelan; Vidor, 1990). O cerrado possui um clima sazonal, caracterizado por altas
temperaturas e periodos chuvosos e secos. O periodo seco ocorre de abril a setembro,
enquanto o periodo Umido vai de outubro a marco (Silva, M. 2012 apud Klink;
Machado, 2005).

O solo é um habitat natural e complexo, constituido por uma grande
diversidade microbioldgica e por processos bioldgicos, quimicos e fisicos. Além de
impactar diretamente na manutencdao da microfauna, é também influenciado por
fatores ambientais e pela alta atividade microbioldgica. Um dos principais sistemas
biolégicos de regulacdo (SBR) é a rizosfera, que apresenta um habitat rico em
nutrientes e uma intensa atividade microbiana devido a producdo de exsudatos
liberados pelas raizes das plantas, ocorrendo uma relagao de simbiose entre plantas,
fungos, bactérias e actinobactérias (Correia, Oliveira, 2000; Silva, G. 2013 apud Ding et
al., 2004; Michereff et al., 2005; Rasche et al., 2006; Melo e Azevedo, 2008; Berg e
Smalla, 2009; Embrapa, 2012).

A rizosfera compreende a regidao do solo mais préxima a raiz da planta e possui

uma alta diversidade de microrganismos devido a liberagdo de diversos compostos
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organicos pelas raizes das plantas, favorecendo a proliferacio de bactérias,
actinomicetos e fungos no solo (Uesugi et al., 2021 apud Cardoso, 2016; Corréa, 2014;
Silva, 2010). A biomassa é composta por esses organismos, que exercem um papel na
decomposicdo de materiais organicos, na formacdo do solo, na biorremediacdo e em
outras atribuicdes. Dessa forma, é possivel utilizar a biomassa microbiana como um
bioindicador de alteracdes no nivel de material organico, essencial para a fertilidade do
solo (Junior, Mendes, 2007 apud Tétola, Chaer, 2002).

Dentre os organismos presentes na biomassa, os actinomicetos se destacam
por possuirem metabdlitos secundarios de grande interesse biotecnoldgico, exercendo
um papel na producdo de mais de 50% dos antibidticos atuais. Entre as actinobactérias
estudadas, o género Streptomyces é considerado de grande importancia biotecnolégica
para a producdo da maior parte dos antibidticos, sendo uma fonte natural capaz de
inibir o crescimento de bactérias multirresistentes e de produzir diversos metabdlitos
ativos, que incluem enzimas de aplicag¢do industrial (Uesugi et al., 2021 apud Ferreira,
2016; Kumar e Jadeja, 2016; Yushchul, 2020; Zhao, 2019). Este filo é encontrado com
grande predominancia no solo, mas também pode ser detectado em habitats diversos,
como desertos e aguas marinhas (Silva, G. 2013).

As actinobactérias sdao caracterizadas como um filo diversificado e abundante,
composto por 6 classes, 25 ordens, 52 familias e 232 géneros, sendo assim o maior
grupo de bactérias atualmente (Hoyos, 2018 apud Sathya, 2017). Esse filo corresponde
a um grupo de bactérias gram-positivas, com organizacao filamentosa, produtoras de
esporos e é caracterizado por uma alta quantidade de guanina e citosina em seu DNA
(Hoyos, 2018 apud Doumbou et al., 2002; Stach et al., 2003). Desempenham papéis
fundamentais na degradacdo de macromoléculas com estruturas complexas
encontradas no solo, como celulose, amido e a substancia geosmina, responsavel pelo
odor semelhante ao de terra molhada, caracteristico do filo. Sdo de grande valor
econdmico e biotecnoldgico, ao se envolverem em processos de sintese de enzimas e
vitaminas, producdo de biocombustiveis e antibidticos (Silva, M. 2012 apud Moreira,
Siqueira, 2006; Miao, Davies, 2010; Vining, 1990). Destacam-se também pela producdo
de pigmentos de coloracbes diversas com tons de amarelo, rosa, vermelho, preto,

branco, azul, marrom e roxo, que podem ser retidos no micélio aéreo e/ou vegetativos,
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além de poderem apresentar pigmento melandide (Ramos et al., 2015 apud Prauser,

1964).

1.1 - JUSTIFICATIVA

Baseado neste contexto, é importante investigar as actinobactérias presentes
no Cerrado brasiliense devido ao fato de seu solo apresentar caracteristicas ambientais
especiais e a falta de pesquisas especificas e qualificadas sobre essas bactérias
presentes neste bioma (Silva, G. 2013). Essas bactérias representam uma excelente
fonte de exploracdo para diversos ramos da industria, como a produgado de enzimas e
substancias bioativas para a industria farmacéutica e tecnoldgica (Silva, M. 2012 apud
Azeredo et al.,, 2004). Portanto, o estudo das bactérias presentes na rizosfera de
plantas do Cerrado é de extrema importancia devido ao solo com baixa fertilidade, que
pode ser um berco para microrganismos produtores de metabdlitos com grande
importancia biotecnoldgica. O presente projeto de bioprospecgdo de actinobactérias
justifica o grande interesse econOmico ao realizar um levantamento de diferentes
géneros presentes no Cerrado brasiliense e seu potencial de atividade antimicrobiana,
além de proporcionar um banco de actinobactérias com a finalidade de facilitar futuras
pesquisas. Manter um banco dessas bactérias permite que os pesquisadores acessem,
analisem e visualizem as amostras sem a necessidade de retornar ao local de coleta.
Esse banco é extremamente importante para manter as informacgdes, a integridade e a
organizacdo dos registros dessas actinobactérias, para que possam ser utilizadas

(Heuser, 2004).

1.2 - OBJETIVOS
1.2.1 - OBJETIVO GERAL
Realizar a bioprospec¢dao de actinobactérias da rizosfera do bioma

Cerrado (particularmente em Brasilia) e avaliar o potencial antimicrobiano e

caracteristicas micromorfoldgicas dos isolados.
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1.2.2 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

® Isolar actinobactérias do solo rizosférico em meio ISP-3
e Avaliar potencial antimicrobiano de cada isolado

e Avaliar pigmentagao em tecido de cada isolado

e Identificar as actinobactérias em nivel de género

e Comparar os isolados de tempo chuvoso e seco

e Confeccdo de uma banco de actinobactérias para a instituicao
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2.  FUNDAMENTAGAO TEGRICA
2.1. CERRADO BRASILEIRO

De acordo com IBGE (2004), o bioma Cerrado consiste em uma savana
Neotropical localizada na América do Sul, abrangendo mais de 10 estados e o Distrito
Federal. E o segundo maior bioma do Brasil, ocupando aproximadamente 24% do
territdrio nacional. A alta biodiversidade e teor de endemismo do Cerrado sdo
impactados diretamente pela degradacdo de seu habitat, que é considerado um
hotspot ameacado (Martins, Coneglian, 2019 apud Mittermeier et al., 2011; Martinelli
et al.,, 2014). Dados divulgados pelo IBGE (2004) mostram que o Cerrado é um dos
principais polos de expansdo da producdo agricola do Brasil, o que impacta
consideravelmente a cobertura vegetativa nativa e resulta na fragmentacdo de seus
habitats, levando a perdas significativas da biodiversidade.

Este bioma é reconhecido por sua rica biodiversidade. A flora do Cerrado
apresenta mais de 10.000 espécies de plantas, ja a sua fauna também é diversificada
com 837 espécies de aves, 67 géneros de mamiferos (161 espécies, sendo 19 delas
endémicas), 150 espécies de anfibios e 120 espécies de répteis.

O clima ¢é sazonal, com periodos secos e Umidos, e é caracterizado por altas
temperaturas e solo com alta capacidade de drenagem de agua pluvial (Silva, G. 2013
apud Klink; Machado, 2015; Sousa; Lobato, 2004). A temperatura pode variar, mesmo
com precipitacdes pluviais semelhantes em todo o bioma (NIMER, 1989). Segundo a
classificacdo tradicional de Koppen, o clima do Cerrado é Tropical Chuvoso (Ribeiro;
Walter, 1988), mas ao sul, pode ocorrer o clima Tropical de Altitude, por conta de suas

regides elevadas (Eiten, 1994).
2.2. DIVERSIDADE DE MICRORGANISMOS NA RIZOSFERA
O solo é considerado um berco de grande diversidade de microrganismos, como

fungos e bactérias. Suas caracteristicas sdo determinadas pela quantidade e variedade

de organismos presentes, que sdo capazes de influenciar diretamente as propriedades
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guimicas, fisicas e bioldgicas do solo (Correia; Oliveira, 2000 apud Pankhurst; Lynch,
1994).

O conceito de “rizosfera” foi definido inicialmente por Hilthner em 1904 e
refere-se a regido do solo adjacente as raizes das plantas, influenciado por estas. A
rizosfera é caracterizada por alta atividade e diversidade microbiana (Melo; Azevedo,
2008). Isso ocorre devido a liberacdo de compostos organicos pelas raizes, como
acucares, vitaminas e aminoacidos, que favorecem a prolifera¢do de bactérias e fungos
no solo (Uesugi et al., 2021 apud Cardoso, 2016; Corréa, 2014; Silva, 2010).

A rizosfera é rica em microrganismos que produzem 80% do nitrogénio e 75%
do fdsforo absorvido pelas arvores em florestas de clima temperado e boreal (Baldrian,
2017). Nesta regido do solo ocorre a maior concentracdo de nutrientes, o que facilita o
desenvolvimento da microbiota presente. Esses organismos exercem processos
importantes, como a producdo de antibidticos, patogénese e fitossanidade (Silva, G.
2013 apud Kent; Triplett, 2002), além de poderem ter relagdes positivas, neutras ou
deletérias no desenvolvimento da planta (Lambert et al., 1987).

A comunidade microbioldgica presente na rizosfera é impactada diretamente
pela composi¢ao de compostos no solo liberados pela raiz. Dessa forma, a diversidade
de microrganismos depende dos nutrientes presentes na rizosfera, ou seja, as
alteracGes das plantas tém efeito direto sobre essa comunidade. As bactérias também
podem influenciar no crescimento das plantas por meio da producdo de substancias
guimicas, por exemplo (Melo; Azevedo, 2008 apud Bertrand et al., 2001).

Diferentes microorganismos, como actinobactérias, fungos e bactérias,
possuem algumas caracteristicas especificas do solo. As actinobactérias predominam
em solos orgadnicos com pH neutro a levemente alcalino e podem ser encontradas em
solos bem drenados. Estudos sugerem que esses microrganismos carecem de menor
potencial hidrico para o seu desenvolvimento. Os fungos sdo encontrados em
ambiente acidos, enquanto algumas bactérias preferem solos com pH acima de 6,0

(Melz; Tiago, 2009 apud Madigan, 2004; Silva, G. 2013 apud Madigan et al., 2010).
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2.3. ACTINOBACTERIAS: CARACTERISTICAS GERAIS

O filo Actinobacteria é caracterizado principalmente por bactérias com
organizagao filamentosa, frequentemente ramificada, formada por um micélio aéreo e
vegetativo. Inicialmente, as actinobactérias foram consideradas como fungos devido a
producdo de cadeias de esporos e a presenca de hifas, semelhante aos conidios
(Lechevalier; Lechevalier, 1967). E caracterizado como um filo diversificado e
abundante, compreendendo 6 classes, 25 ordens, 52 familias e 232 géneros.

Sao bactérias gram-positivas, destacando-se pela alta quantidade de guanina e
citosina em seu genoma (Dombou et al, 2002 apud Fox and Stackebrandt 1987;
Goodfellow and Cross 1984; Goodfellow et al. 1992; Stackebrandt and Woese 1981).
Elas podem apresentar diferentes micromorfologias como fragmentacdo em hifas em
Nocardia spp., morfologia cocéide em Micrococcus, ou micélio ramificado e diferentes
cadeias de esporos em Streptomyces (Letek et al.,2012).

As actinobactérias estao distribuidas em variados ecossistemas, especialmente
no solo, como microrganismos cosmopolitas. Desempenham, em sua maioria, papéis
biolégicos essenciais na reciclagem de biomateriais, ao viverem como organismos
saprofiticos e realizando a degradacdao de macromoléculas com estruturas complexas
encontradas no solo. Sdo reconhecidas pelo odor caracteristico de terra molhada ao
digerir substancias e produzir compostos, e podem relagdes mutualisticas ou
parasitarias com animais e plantas. Sendo reconhecidos pela indlstria ao se
envolverem em diversos processos fisicos, quimicos e biolégicos, como a sintese de
antibidticos e enzimas (Goodfellow; Williams, 1983; Silva, M. 2012 apud Moreira,
Sigueira, 2006; Miao, Davies, 2010; Vining, 1990).

Esses microrganismos sdao produtores de pigmentos com diversas coloragdes,
critério que auxilia a caracterizacdo cultural e identificacdo de actinobactérias (Brito et
al., 2018 apud Amsaveni et al., 2015). Esses pigmentos possuem coloracdes variadas
que podem estar retidos no micélio aéreo e/ou vegetativo com tons de amarelo, rosa,
vermelho, preto, branco, azul, marrom e roxo (Ramos et al., 2015 apud Prauser, 1964).

Um dos potenciais das actinobactérias é sua utilizacdo na agricultura como

biocontrole ao produzir enzimas glucanoliticas e quitinoliticas, estudo comprovado por
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Hoyos (2018). O género Streptomyces também possui potencial na producao de novos
antibiéticos contra bactérias multirresistentes demonstrado no trabalho de Silva G.
(2013).

A urgéncia de uma colegdo auténtica como referéncia para a caracterizacdo de
actinobactérias, foi ressaltada por inumeras conferéncias e reunides. Surgindo assim o
projeto de Shirling e Gottlieb (1966), no qual juntou métodos para caracterizar
espécies dessas bactérias. Este projeto foi essencial para identificar caracteristicas e
selecionar métodos para o isolamento e caracterizacdo morfoldgicas das col6nias.

Outro projeto foi realizado pela Society for Actinomycetes Japan para garantir
definicOes de actinomicetos sem incertezas, realizando uma colecdo de informacgodes e
imagens. Possibilitando a navegacdo usando a sec¢do, taxonomia, género e
metabolismo de actinobactérias.

No género Streptomyces é utilizado a morfologia para a identificagao e
diferenciacdo entre outras actinobactérias. Sua caracterizagao micromorfolégica pode
ser realizada através da microscopia do micélio aéreo, no qual é formada uma cadeia
de esporos de diferentes formatos: retos, flexiveis, espirais ou longos espirais. A
caracterizacdo micromorfolégica também exerce um papel fundamental para a
identificacdo de actinobactérias, como a textura do micélio aéreo e a pigmentacao de
esporos. Contendo critérios que facilitam na classificacdo, identificacdo e possiveis

variaveis de valor taxonomico (Williams et al., 1989).

3. METODO
3.1. TIPO DE PESQUISA

A bioprospeccdo de actinobactérias envolve a realizagdo de uma pesquisa
experimental e a criacdo de um banco de microrganismos no Cerrado Brasiliense.
Foram realizadas analises laboratoriais para coletar dados de atividade antimicrobiana
e caracterizacdo morfoldgica. Além disso, foi estabelecido um banco para facilitar

futuras pesquisas.
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3.2. AREA DE ESTUDO

3.2.1- Localizagdo da area de estudo e coleta das amostras
As coletas foram realizadas em dareas de cerrado em 5 parques do Distrito
Federal, com dois pontos selecionados em cada parque, seguindo os critérios: (1)

regido rizosférica de uma darvore e (2) auséncia de grama na superficie do solo.

Tabela 1: Locais de coleta de solo e localizacdo geografica dos pontos coletados.

Locais de Coleta Ponto de Coleta Latitude Longitude
Pargue da Cidade Dona A -15.8029624  -47.9152967
Sarah Kubitschek B -15.8029014 -47.9134664
Parque Olhos D’Agua C -15.7443480 -47.8831618
D -15.7423628 -47.8865772

Parque Ecoldgico de Aguas Claras E -15.8350696  -48.0254593
F -15.8325130  -48.0205824

Parque Lago do Cortado G -15.8133722  -48.0779133
H -15.8132538 -48.0786512

Taguaparque I -15.8204161 -48.0546307

J -15.8163616  -48.0568798

Fonte: Do autor. Coordenadas retiradas com auxilio do Google Maps.

3.2.2- Periodo da coleta das amostras e fatores climaticos

As coletas tiveram inicio em 23/09/2023 no Parque da Cidade Dona
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Sarah Kubitschek, e foram concluidas em 07/03/2024, no Parque Lago do Cortado.
Durante este periodo, a umidade relativa do ar variou entre 24°C e 75°C (Tabela 2). No
Distrito Federal, essa época corresponde a estacdo chuvosa, com excecdo da primeira
coleta, realizada durante o periodo da seca. Portanto, foi aguardado um intervalo de

alguns dias apds a ultima precipitagcdao chuvosa antes de realizar coleta.

3.3. COLETA DE AMOSTRAS

As amostras de solo foram coletadas nas profundidades de 0 cm, 5 cm e 10 cm
na regido rizosférica de cada ponto de coleta, com auxilio de uma fita métrica e pa. Ao
todo foram coletadas 30 amostras de solo de diferentes locais, pontos e profundidades
(Tabela 2), que foram armazenados em sacos pldsticos identificados para o transporte
até o Centro Universitario de Brasilia.

As amostras que apresentaram alta umidade foram expostas ao sol para
promover a evaporacdo de agua e prevenir a proliferacio de outras bactérias,

prevalecendo assim, os esporos de actinomicetos (Williams & Cross, 1971).
3.4. ISOLAMENTO DE ACTINOBACTERIAS

A seguinte metodologia foi baseada no protocolo de Nunes (2020), onde cada
amostra de solo foi diluida na proporc¢ao de 1 g de solo para 9 ml de solugao fisioldgica
estéril em um tubo falcon de 10 ml, resultando em uma concentracdo de 10™. Apds a
mistura da amostra por 15 minutos em um homogeneizador, foi colocado no banho
maria a 50°C por 30 min e retirado 100 ul da suspensdao da amostra, transferindo para
um novo tubo contendo 900ul de solucao fisioldgica estéril, resultando em uma nova
diluicdo. Dessa diluicdo, 0,1 ml de aliquota foi retirado e plaqueado em placas de Petri
com o meio de cultura sélido n2 3 do International Streptomyces Project (ISP-3)
contendo aveia, tracos de sais e agar, descrito por Shirling e Gottlieb (1966). Foi

incubado a 37°C por duas semanas.
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3.4.1- Reisolamento de coldnias bacterianas em placa

Apds o crescimento das placas de isolamento, as colonias foram isoladas
utilizando a técnica de semeadura por esgotamento, no mesmo meio e nas mesmas

condigdes de cultivo usadas para o isolamento inicial.
3.4.2- Reisolamento liquido e sélido em tubo

Apds o cultivo de colonias de actinobactérias em placas, foi realizada a
semeadura em profundidade em tubos com meios sdlidos e liquidos para a
manutencdo e testes posteriores. Os tubos contendo meio sdélido ISP-3 com as coldnias
selecionadas, foram incubados a 37°C até o crescimento das col6nias (7 a 15 dias) e,
em seguida, mantidos em refrigeracdo para a preservacdo. Os tubos falcon de 15ml
contendo 6 a 8ml de meio liquido ISP-3 com as coldnias selecionadas, foram cultivados

em um homogeneizador a temperatura ambiente por 7 a 14 dias.
3.5. COLORACAO DO MICELIO AEREO E VEGETATIVO

Com base no Projeto Internacional de Streptomyces, a anadlise da diversidade
dos tipos culturais das colonias foi classificada de acordo com a presenca e coloragao
do micélio aéreo e vegetativo (reverso). Foram avaliadas 63 cepas de actinobactérias
das placas de reisolamento contendo o meio ISP-3, baseando-se na lista de cores de

RAL CLASSIC.
3.6. ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

O potencial de atividade antimicrobiana foi testado contra cepas de Klebsiella
pneumoniae, Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Enterococcus faecalis, utilizando
a técnica de pocgos por difusdo em meio Agar Mueller Hinton (perfuracdo em agar),
parte do método descrito por Kirby e Bauer (1966). As col6nias de actinobactérias

foram cultivadas em meio liquido por 10 dias em um homogeneizador a temperatura
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ambiente. Apds este periodo, 1 ml do meio liquido foi retirado e centrifugado por 15
minutos a 2.000 rpm. A suspensdo obtida foi entdo introduzida nos pocos feitos com
ponteiras estéreis nas placas, ja semeadas com as cepas bacterianas, e apds 16 horas
de incubacdo a 37°C, foram analisados os halos de inibicdo para avaliar a atividade

antimicrobiana.
3.7. CARACTERIZACAO MORFOLOGICA

Na andlise micromorfoldgica utilizou-se a técnica de cultura em lamina
(microcultivo) descrita por Shirling e Gottlieb (1966), visando a avaliacdo de
caracteristicas morfoldgicas como o fendtipo, tipos de esporéforos e coloragdo Gram,
permitindo a identificacio em nivel de género das actinobactérias. O cultivo das
linhagens foi realizado em placas de Petri contendo meio sélido ISP-3, com uma estria
central e duas laminulas inseridas parcialmente com uma inclinagdo de 45° para a
observacdo em microscépio. Apds o periodo de incubacdo a 37° por 6 a 9 dias, as
laminulas foram retiradas e colocadas em laminas para a observagdao em microscépio
Optico, permitindo a analise de caracteristicas micromorfolégicas de cada

actinobactéria e a possivel presenca de pigmentos melandides.

3.8. BANCO DE ACTINOBACTERIAS

Para a cria¢do do banco de actinobactérias, foi transferido 1ml de cada col6nia,
obtida a partir do cultivo liquido, para um tubo Eppendorf e centrifugado por 20
minutos. Apds descartar o sobrenadante, foram adicionados 100 pl de 6leo mineral ao
sedimento celular.

As amostras das células, armazenadas em eppendorf, e das col6nias isoladas

em tubos falcon de 15ml, serdo mantidas em refrigeracdo para testes futuros.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
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4.1. COLETA DE SOLO
4.1.1. Amostras de solo

Na figura 1, pode-se observar a diversidade do aspecto e coloragao do
solo de diferentes locais, pontos e profundidades. Dos numeros 1 a 6, foi feita a coleta
no ponto A (1 a 3) e B (4 a 6), observando a colora¢do de terra avermelhada. Os
numeros de 7 ao 12, foram coletados no ponto C (7 a 9) e D (10 a 12), apresentando
uma coloracdo avermelhada mais clara. Dos numeros 13 a 18, a coleta foi feita no
ponto E (13 a 15) e F (16 ao 18) e apresentaram um tom de terra escura mais
acinzentado e amarelada. Os numeros de 19 a 24 foram coletados no ponto G (19 a 21)
e H (22 a 24), o ponto G contendo uma terra mais clara avermelhada, enquanto o
ponto H uma terra escura. Por fim, os nimeros do 25 ao 30 correspondem aos pontos |

(25 a27) e J (28 a 30) com tons escuros e avermelhados (Figura 1 e Tabela 2).

Figura 1: Amostras de solo de diferentes locais, pontos e profundidades.

L4

|
Mj

Fonte: Do autor.
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Tabela 2: Caracterizacdo das amostras de solo coletadas no Distrito Federal.

Local: Parque da Cidade Dona Sarah Kubitschek
Data de coleta: 23/09/2023

Horario de coleta: 12h00 as 14h00
Temperatura: 33°C

Umidade relativa do ar: 24%

N° da Caracteristica
Ponto Profundidade
Amostra morfoldgica do solo
Horizonte: O

Cor: Marrom escuro avermelhado
1 Superficie (0 cm) Estrutura: Terra fina com quantidade
relevante de pedras de terra pequenas.

Presenca de folhas e galhos pequenos.

Horizonte: O
Cor: Marrom escuro avermelhado
Estrutura: Terra fina com grande
2 5cm
A guantidade de pedras de terra
pequenas. Presenca de folhas e galhos

pequenos.

Horizonte: O
Cor: Marrom escuro avermelhado
Estrutura: Terra fina com pequena
3 10cm
quantidade de pedras de terra
pequenas. Presenca de galhos

pequenos.

Horizonte: O
Cor: Marrom escuro avermelhado
B 4 Superficie (0 cm)
Estrutura: Terra fina com quantidade

relevante de pedras de terra pequenas.
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Presenca de galhos pequenos.

5cm

Horizonte: O
Cor: Marrom escuro avermelhado
Estrutura: Terra fina com grande
quantidade de pedras de terra
pequenas. Presenca de folhas e galhos

pequenos.

10 cm

Horizonte: O
Cor: Marrom escuro avermelhado
Estrutura: Terra fina com grande
guantidade de pedras de terra
pequenas. Presenca de folhas e galhos

pequenos.

Local: Parque Olhos D’Agua
Data de coleta: 17/11/2023

Horario de coleta: 09h00 as 11h00

Temperatura: 30°C

Umidade relativa do ar: 44%

Ponto

N° da

Amostra

Profundidade

Caracteristica

morfolégica do solo

Superficie (0 cm)

Horizonte: O
Cor: Marrom
Estrutura: Terra fina com pedras
pequenas e médias. Presenca de folhas

e galhos pequenos.

5cm

Horizonte: O
Cor: Marrom claro avermelhado.
Estrutura: Terra fina com pouca

quantidade de pedras pequenas.
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Presenca de folhas e galhos pequenos.

Horizonte: O

Cor: Marrom claro avermelhado

9 10 cm
Estrutura: Terra fina com pouca
quantidade de pedras pequenas.
Horizonte: O
Cor: Marrom
10 Superficie (0 cm) Estrutura: Terra fina com pedras
pequenas e médias. Presenca de folhas
e galhos pequenos.
Horizonte: O
Cor: Marrom claro, um pouco mais
escuro
D 11 5cm
Estrutura: Terra fina com pedras
pequenas. Presenca de folhas e galhos
pequenos.
Horizonte: O
Cor: Marrom claro
12 10 cm Estrutura: Terra fina com pedras

pequenas. Presenca de folhas e galhos

pequenos.

Local: Parque Ecolégico de Aguas Claras

Data de coleta: 18/10/2023

Horario de coleta: 08h00 as 09h00

Temperatura: 29°C

Umidade relativa do ar: 27%

Ponto

N° da

Amostra

Profundidade

Caracteristica

morfolégica do solo
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13

Superficie (0 cm)

Horizonte: O
Cor: Marrom claro acinzentado
Estrutura: Terra fina com pedras
pequenas e médias. Presenca de folhas

e galhos pequenos.

14

5cm

Horizonte: O
Cor: Marrom claro acinzentado
Estrutura: Terra fina com pedras
pequenas. Presenca de folhas e galhos

pequenos.

15

10 cm

Horizonte: O
Cor: Marrom claro acinzentado
Estrutura: Terra fina com pedras

pequenas.

16

Superficie (0 cm)

Horizonte: O
Cor: Marrom claro amarelado
Estrutura: Terra fina com pouca
guantidade de pedras pequenas.

Presenca de galhos pequenos.

17

5cm

Horizonte: O
Cor: Marrom escuro
Estrutura: Terra fina com grande
quantidade de pedras pequenas.

Presenca de galhos pequenos.

18

10 cm

Horizonte: O
Cor: Marrom escuro
Estrutura: Terra fina com uma
guantidade relevante de pedras

pequenas. Presenca de galhos
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pequenos.

Local: Parque Lago do Cortado

Data de coleta: 07/03/2023

Horario de coleta: 16h00 as 17h00

Temperatura: 25°C

Umidade relativa do ar: 74%

Ponto

N° da

Amostra

Profundidade

Caracteristica

morfoldgica do solo

19

Superficie (0 cm)

Horizonte: O
Cor: Marrom claro avermelhado
Estrutura: Terra fina com pequena
quantidade de pedras de terra
pequenas. Presenca de folhas e galhos

pequenos.

20

5cm

Horizonte: O
Cor: Marrom claro avermelhado
Estrutura: Terra fina com pequena
quantidade de pedras de terra

peguenas.

21

10 cm

Horizonte: O
Cor: Marrom claro avermelhado
Estrutura: Terra fina com pequena
guantidade de pedras de terra

pequenas.

22

Superficie (0 cm)

Horizonte: O
Cor: Marrom escuro
Estrutura: Terra fina com quantidade
relevante de pedras de terra pequenas.

Presenca de folhas e galhos pequenos.
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23

5cm

Horizonte: O
Cor: Marrom escuro
Estrutura: Terra fina com grande
quantidade de pedras de terra
pequenas. Presenca de galhos

pequenos.

24

10 cm

Horizonte: O
Cor: Marrom escuro
Estrutura: Terra fina com grande
quantidade de pedras de terra
pequenas. Presenca de folhas e galhos

pequenos.

Local: Taguaparque

Data de coleta: 07/02/2023

Horario de coleta: 16h00 as 17h00

Temperatura: 25°C

Umidade relativa do ar: 75%

Ponto

N° da

Amostra

Profundidade

Caracteristica

morfoldgica do solo

25

Superficie (0 cm)

Horizonte: O
Cor: Marrom escuro avermelhado
Estrutura: Terra fina com grande
guantidade de pedras pequenas e
médias. Presenca de folhas e galhos

pequenos.

26

5cm

Horizonte: O
Cor: Marrom escuro avermelhado.
Estrutura: Terra fina com grande

guantidade de pedras pequenas e
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médias. Presenca de galhos pequenos.

27

10 cm

Horizonte: O
Cor: Marrom escuro avermelhado
Estrutura: Terra fina com grande
quantidade de pedras pequenas e

médias.

28

Superficie (0 cm)

Horizonte: O
Cor: Marrom escuro avermelhado
Estrutura: Terra fina com quantidade
relevante de pedras de terra
pequenas.Presenca de folhas e galhos

pequenos.

29

5cm

Horizonte: O
Cor: Marrom escuro avermelhado
Estrutura: Terra fina com quantidade

relevante de pedras de terra pequenas.

30

10 cm

Horizonte: O
Cor: Marrom escuro avermelhado
Estrutura: Terra fina com quantidade
relevante de pedras pequenas.

Presenca de galhos pequenos.

Fonte: Do autor. Dados atmosféricos retirados do aplicativo Tempo

4.1.2. Isolamento de actinobactérias

A diluicdo das amostras de solo resultou em placas com uma grande

diversidade de actinobactérias (Quadro 1). As placas contendo o meio ISP-3, com maior

variabilidade, foram aquelas provenientes dos locais: Parque da Cidade Dona Sarah

Kubitschek (placas 1 a 6), Parque Olhos D’Agua (placas 7 a 12) e o Parque Ecoldgico de

Aguas Claras (placas 13 a 18). Em contrapartida, os parques Lago do Cortado e




CEUS | PIC

31

Taguaparque apresentaram menor variabilidade de actinobactérias, com excecdo das
placas 22 a 24.

Uma possivel explicacdo para essa variacdo € a umidade relativa do ar,
principalmente considerando a época em que as coletas foram realizadas. Vale
ressaltar que das 4 coletas feitas no periodo chuvoso, as realizadas no Parque Olhos
D’Agua e Parque Ecoldgico de Aguas Claras ocorreram no inicio da época chuvosa,
enquanto as coletas no Parque Lago do Cortado e Taguaparque foram feitas no final
desse periodo.

Apesar das placas de isolamento do Parque da Cidade apresentarem
uma grande variedade aparente de actinobactérias, foi possivel isolar somente 10
colonias para testes de atividade antimicrobiana e armazenamento devido a
adversidades. Além disso, notou-se que o segundo ponto de coleta (H) do Parque Lago
do Cortado apresentou placas com diversidade maior do que o esperado. Isso pode ser
devido a varios fatores, como a presenca de diversas arvores ao redor do ponto de

coleta.

Gréfico 1: Representacdo da umidade relativa do ar e a quantidade de actinobactérias

isoladas de cada local.

I Umidade relativa do ar Quantidade de actinobactérias isoladas

80
60
40
20 I I

0

Parque da Cidade Parque Olhos D'Agua Parque de Aguas Parque Lago do Taguaparque
Claras Cortado

Fonte: Do autor.
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Nos estudos realizados por Melz, Tiago (2009) e Pereira (2000), notou-se a

auséncia de actinomicetos no periodo chuvoso, possivelmente em relagdo ao aumento

da umidade no solo, enquanto no periodo seco houve um aumento significativo na

densidade dessas bactérias, devido a fatores como o déficit hidrico do solo. Ha indicios

que as actinobactérias necessitam de menor potencial hidrico para seu crescimento, ao

contrario de outras bactérias (Melz; Tiago, 2009 apud Madigan, 2004)

Quadro 1: Placas de isolamento com actinobactérias de diferentes locais.

Parque da
Cidade Dona
Sarah
Kubitschek

Parque Olhos
D'Agua

Parque Lago do
Cortado

Taguaparque

1
7
Parque

Ecoldgico de

Aguas Claras
13
19
25

26a

27

28

29

30

Fonte: Do autor.

26b
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4.2. IDENTIFICACAO DAS ACTINOBACTERIAS

4.2.1. Caracterizagdo Micromorfolégica

33

Ao analisar as caracteristicas de 65 cepas isoladas, tendo como critério

de diferenciacdo a coloracdo e o aspecto das actinobactérias, pdde-se classificar as

cepas em 52 tipos cromogénicos (Tabela 3).

Tabela 3: Tipos culturais das cepas de actinobactérias isoladas a partir da pigmentacao

do micélio aéreo e vegetativo.

Tipos Culturais Cepas Micélio aéreo Micélio reverso
1-c1 Branco e marrom
1 Marrom esverdeado
5.2 esverdeado
2 2-C4 Branco e creme Creme
3 3-C3 Laranja Laranja
4 3-C4 Branco Indefinido
5 4-C2 Cinza Marrom
6-C2
6 Cinza Marrom sépia
24-C1
6-C3
7 Branco Indefinido
15-C1
8 6-C4 Indefinido Cinza amarelado
Branco e cinza
9 6-C5 Indefinido
amarelado
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10 7-C2 Cinza oliva Indefinido
Creme e marrom
11 7-C3 Marrom castanha
castanha
12 7-C5 Creme Indefinido
13 8-C1 Vermelho Indefinido
14 8-C2 Amarelo Mel Amarelo Mel
15 8-C3 Cinza e marrom mogno Marrom mogno
16 9-C1 Branco Marrom castanha
17 9-C2 Branco Grafite escuro
Creme e marrom
18 9-C3 Marrom avermelhado
avermelhado

19 10-C1 Indefinido Indefinido
20 10-C4 Amarelo limdo e cinza Marrom

Creme e marrom
21 10-C5 Branco

mogno
22 11-C1 Bege Indefinido
23 11-C2 Bege Marrom esverdeado
24 11-C4 Branco Marrom terra
25 11-C5 Cinza caqui Marrom terra
26 11-C6 Branco Creme
12-C1

27 Branco e preto Indefinido
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14-C1
28 12-C2 Branco e creme Creme
29 12-C3 Creme Indefinido
30 13-C2 Branco e preto Marrom
31 13-C3 Branco e grafite escuro Creme
32 14-C4 Branco Creme
33 15-C2 Branco e vermelho rubi Vermelho rubi
34 16-C1 Laranja Laranja
35 16-C2 Azul pastel Indefinido
16-C3
36 Laranja e preto Laranja e preto
18-C2
37 16-C4 Branco Marrom
38 17-C1 Branco e preto Preto
17-C2
22-C4
39 Azul pastel Azul escuro
24-C6
26a-C4
40 18-C1 Cinza oliva Indefinido
41 18-C3 Branco e cinza castanho Creme
21-C1
42 22-C2 Cinza esverdeado Indefinido

24-C3
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43 22-C1 Preto Amarelo e preto
44 22-C3 Branco e laranja escuro Laranja escuro
24-C2
45 Preto Preto
24-C4
46 24-C5 Branco e preto Laranja e preto
47 25-C2 Branco e cinza Marrom
26a-C1
48 26a-C2 Rosa claro Vermelho rubi
26b-C1
49 26b-C2 Branco Cinza
50 27-C1 Branco Indefinido
51 30-C1 Branco e preto Indefinido
52 30-C2 Bordo Bordo

Fonte: Do autor.

As actinobactérias possuem como caracteristica taxon6mica a producdo de

pigmentos que podem estar dissolvidos no meio em que se encontram ou retidos no

micélio. A coloracdo pode variar entre diversos tons de azul, preto, amarelo, vermelho,

rosa, verde, marrom e violeta (Ramos et al., 2015 apud Amal et al., 2011) (Quadro 2).
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Quadro 2: Imagens selecionadas de 30 cepas de actinobactérias encontradas no

37

Cerrado brasiliense. Diversidade de pigmentacdo do micélio aéreo.

1-C1

3-C4

4-C2

6-C2

6-C3

9-C1

9-C3

14-C1

16-C1

16-C2

18-C1

18-C2

22-C1

22-C3

22-C4

24-C4

Fonte: Do autor.

24-C5

26a-C1

26a-C2

26b-C2

27-C1

Obteve-se 50 tipos culturais de actinobactérias com diferentes coloracdes

(Tabela 3), ndo sendo possivel definir a cor do micélio aéreo de 2 cepas (3,07%) e a

cor do micélio vegetativo de 19 cepas (29,23%) (Grafico 2 e 3). Sugere-se que a

dificuldade em identificar a cor dessas 18 cepas pode ser atribuida a auséncia de

pigmentagdo no micélio vegetativo, como consta no estudo de Amsaveni et al. (2015)

no qual 46% de 26 cepas de actinobactérias do solo da india ndo sdo produtoras de

pigmentos.
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Os pigmentos observados no micélio aéreo das cepas foram Amarelo limdo e
cinza (1,53%), Amarelo Mel (1,53%), Azul pastel (7,69%), Bege (3,07%), Bordo
(1,53%), Branco (18,46%), Branco e cinza (1,53%), Branco e cinza amarelado (1,53%),
Branco e cinza castanho (1,53%), Branco e creme (3,07%), Branco e grafite escuro
(1,53%), Branco e laranja escuro (1,53%), Branco e marrom esverdeado (3,07%),
Branco e preto (9,23%), Branco e vermelho rubi (1,53%), Cinza (4,61%), Cinza caqui
(1,53%), Cinza esverdeado (4,61%), Cinza oliva (3,07%), Cinza e marrom mogno
(1,53%), Creme (3,07%), Creme e marrom castanha (1,53%), Creme e marrom
avermelhado (1,53%), Laranja (3,07%), Laranja e preto (3,07%), Preto (4,61%), Rosa
claro (4,61%) e Vermelho (1,53%) (Grafico 2).
J& os pigmentos observados no micélio vegetativo das cepas foram Amarelo
Mel (1,53%), Amarelo e preto (1,53%), Azul escuro (6,15%), Bordo (1,53%), Cinza
(1,53%), Cinza amarelado (1,53%), Creme (9,23%), Creme e marrom mogno (1,53%),
Grafite escuro (1,53%), Laranja (3,07%), Laranja e preto (4,61%), Laranja escuro
(1,53%), Marrom (7,69%), Marrom avermelhado (1,53%), Marrom castanha (3,07%),
Marrom esverdeado (4,61%), Marrom mogno (1,53%), Marrom terra (3,07%),

Marrom sépia (3,07%), Preto (4,61%) e Vermelho rubi (6,15%) (Grafico 3).

Grafico 2: Porcentagem da coloracdo do micélio aéreo das cepas de actinobactérias do

Cerrado brasiliense.
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Gréfico 3: Porcentagem da coloracdo do micélio vegetativo das cepas de
actinobactérias do Cerrado brasiliense.
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A coloracdo do micélio aéreo predominante nesta pesquisa foi branco (18,46%)
(3-C4, 6-C3, 9-C1, 9-C2, 10-C5, 11-C4, 11-C6, 14-C4, 15-C1, 16-C4, 26b-C2 e 27-C1),
seguido por variagdes de cinza (ao todo 15,35%) (4-C2, 6-C2, 7-C2, 8-C3, 11-C5, 18-C1,
21-C1, 22-C2, 24-C1 e 24-C3) e azul pastel (7,69%) (16-C2, 17-C2, 22-C4, 24-C6 e
26a-C4). Totalizando 12 cepas com a pigmentagdo branca, entretanto, vale ressaltar
que outras 15 cepas apresentaram a coloragdo branca junto com outras
pigmentagdes. Apesar de muitos pigmentos estarem em menor porcentagem, os 52
tipos culturais demonstram uma variedade cromogénica significativa no Cerrado
brasiliense. Vale destacar que segundo Amal et al. (2011) o meio pode influenciar na

producdo de pigmentos por fatores como o pH, temperatura de crescimento, aeragdo

e fonte de nitrogénio.



CEUs | PIC

Figura 2: Isolamento em tubo falcon com meio ISP-3 sélido de actinobactérias.
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Fonte: Do autor.
Legenda: Diversidade de pigmentacdo do micélio aéreo e vegetativo com as col6nias 13-C3, 16-C4, 7-C5,

22-C1, 16-C1, 22-C4, 26a-C1 e 25-C5, respectivamente.

4.2.2. Caracterizacao Micromorfoldgica

A analise micromorfolégica foi realizada utilizando o método de
microcultivo descrito por Shirling e Gottlieb (1966) (Figura 3), para a identificacdo das
cepas de actinobactérias em nivel de género. A técnica envolveu a analise
micromorfolégica do esporéforos, além da confirmagcdo das cepas como
actinobactérias, através da coloracdo Gram. Essa identificacdo foi comparada através
de imagens do Atlas de Actinomicetos 2, publicado pela Sociedade Japonesa de
Actinomicetos (Tabela 4).

Foram selecionadas 18 cepas de actinobactérias para a analise
micromorfoldgica. Dessas, 14 cepas (77,77%) identificadas como possiveis
Streptomyces. A cepa 6-C4 (5,55%) foi identificada como possivel Nonomuraea, a cepa
18-C1 (5,55%) como possivel Nocardia e as cepas 22-C1 e 24-C4 (11,11%) como
possiveis Actinokineospora.

As actinobactérias sdo bactérias gram-positivas com organizacao
filamentosa, formando longos filamentos finos e ramificados. Foi observado nos

estudos de Silva M. (2012) e Williams et al. (1989) que esses filamentos podem originar
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longos.

As caracterizagdes micromorfoldgicas foram realizadas para identificar
os possiveis géneros de cada actinobactéria. Para confirmacdo dessas classificacdes, é
necessario fazer uma avaliagcdo a nivel molecular, viabilizada para pesquisas posteriores

utilizando o banco.

Figura 3: Microcultivo da cepa 5-C2 no meio ISP-3 contendo laminulas.

Fonte: Do autor

Tabela 4: Registro fotografico das estruturas micromorfoldgicas de actinobactérias do

Cerrado brasiliense.

Micromorfologia de 18 coldonias de actinobactérias do Cerrado

Brasiliense

3-C4 Atlas de 4-C2 Atlas de

Possiveis géneros: Actinomicetos Possiveis géneros: Actinomicetos
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Streptomyces /

Nocardioides

Streptomyces sp.
U3 Section: 8 - No:
110

Streptomyces /

Nonomuraea

Streptomyces
hyaluromycini
MB-P013'
Section: 8 - No:

111

Atlas de

Actinomicetos

Atlas de

Actinomicetos

5-C2 6-C2

Streptomyces Streptomyces

Possivel género: Possivel género:
hyaluromycini hyaluromycini
Streptomyces Streptomyces
MB-P013" MB-P013"
Section: 8 - No: Section: 8 - No:
111 111
.

6-C3 Atlas de Atlas de

Possiveis géneros:
Streptomyces /

Nocardioides

Actinomicetos

Streptomyces sp.

6-C5
Possivel género:

Streptomyces

Actinomicetos

Streptomyces
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U3 Section: 8 - No:
110

hyaluromycini

MB-P013’

Section: 8 - No:

111

7-C3
Possivel género:

Streptomyces

Atlas de
Actinomicetos
Streptomyces sp.
OM-4842
Section: 8 - No: 76

7-C5

Possiveis géneros:

Streptomyces /

Nonomuraea

Atlas de
Actinomicetos
Streptomyces
hyaluromycini

MB-P013'

Section: 8 - No:

111

11-C2
Possiveis géneros:
Streptomyces /

Nonomuraea

Atlas de
Actinomicetos
Streptomyces
hyaluromycini

MB-P013'

11-C5
Possivel género:

Streptomyces

Atlas de
Actinomicetos
Streptomyces
cyaneogriseus

NBRC 13437"
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Section: 8 - No:

111

Section: 8 - No: 15

14-C1
Possivel género:

Streptomyces

Atlas de
Actinomicetos
Streptomyces
hyaluromycini

MB-P013"
Section: 8 - No:

111

16-C4
Possivel género:

Nonomuraea

Atlas de
Actinomicetos
Nonomuraea
syzygii GKU 164"
Section: 9 - No: 91

17-C2
Possiveis géneros:
Streptomyces /

Nocardia

Atlas de
Actinomicetos
Streptomyces sp.
OM-4842
Section: 8 - No: 76

18-C1
Possiveis géneros:
Nocardia /

Streptomyces

Atlas de
Actinomicetos
Nocardia
brasiliensis IFO
15008
Section: 1- No: 18
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22-C1
Possivel género:

Actinokineospora

Atlas de

Actinomicetos

Actinokineospora
riparia C-39162
Section: 7- No: 16

24-C4
Possiveis géneros:
Actinokineospora /

Streptomyces

Atlas de

Actinomicetos

Actinokineospora
riparia C-39162
Section: 7 - No: 16

24-C5
Possiveis géneros:
Streptomyces /

Nonomuraea

Atlas de

Actinomicetos

Streptomyces sp.
U3 Section: 8 - No:
110

26a-C2
Possivel género:

Streptomyces

Atlas de

Actinomicetos

Streptomyces
hyaluromycini
MB-P013’
Section: 8 - No:

111

Fonte: Imagens das colbnias retiradas pelo o Autor. Imagens comparativas retiradas do Atlas de

Actinomicetos 2.

As actinobactérias sintetizam e excretam corantes, como os pigmentos

melandides, que sdo polimeros de coloracdo marrom escuro de melanina semelhantes
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as substancias himicas presentes no solo. Essa caracteristica também desempenha um
papel importante na taxonomia (Dastager et al., 2006). Durante a caracterizacao
micromorfoldgica, foi observado a presenca de pigmentos melandides em 2 cepas

bacterianas, sendo elas: 24-C4 e 24-C5.

Figura 4: Presenca de pigmento melandide na colonia 24-C5.

Fonte: Do autor.

4.3. ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A atividade antimicrobiana foi avaliada utilizando o método de perfuracdo em
Agar Mueller Hinton com 4 tipos diferentes de cepas bacterianas. Este método permite
a difusdo de metabdlitos secundarios produzidos pelas actinobactérias no meio de
cultura, resultando na inibicdo do crescimento de microrganismos, o que pode ser
visualizado pela formacdo de um halo transparente ao redor da perfuracao.

Foram utilizadas somente 61 colonias de actinobactérias, excluindo as cepas
6-C4, 8-C1, 16-C3 e 26b-C1. O teste revelou que 7 linhagens (11,47%) apresentaram
atividade antimicrobiana contra Enterococcus faecalis e Staphylococcus aureus apos
um periodo de 16 horas, formando halos de inibicdo com didametros variando entre 1
mm a 10 mm (Figura 5). Apresentaram halos de inibicdo as cepas 22-C1 (3mm) contra
Enterococcus faecalis e 16-C1 (Imm ), 2-C4 (1mm), 10-C4 (2mm), 12-C1 (4mm), 4-C2

(4mm) e 14-C4 (10mm) contra Staphylococcus aureus. Contudo, o teste mostrou que
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atividade antimicrobiana.

Pesquisadores sugerem que fatores como temperatura, meio de cultura e
condicbes de cultivo podem impactar na producdo de metabdlitos secundarios das
actinobactérias (Santana, 2015 apud Shahat et al., 2011; Nohoh et al., 2010). Portanto,
ha possibilidade de que as cepas testadas neste trabalho possam apresentar atividade

antimicrobiana sob diferentes condicdes.

Figura 5: Exemplo de halo de inibi¢do. Linhagem: 22-C1 (3mm) contra Enterococcus

faecalis.

Fonte: Do autor.

4.4. BANCO DE ACTINOBACTERIAS

A colecdo é essencial para facilitar o acesso de outros pesquisadores as
actinobactérias. Foi estabelecido um banco de actinobactérias em dois formatos: (1) o
isolamento de col6nias em tubos falcon contendo meio ISP-3 sdlido e (2) conservagao
das células bacterianas com 6leo mineral.

As colbnias sdo mantidas sob refrigeracdao, mas nao ha informacgdes especificas
sobre a durabilidade do banco e ou o tempo necessario para fazer sua manutencao.
Recomenda-se que, ao consultar o banco, sejam produzidas replicacées das col6nias

para anadlises.
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5. CONSIDERAGOES FINAIS

As diferentes coloracbes observadas indicaram uma elevada diversidade
cromogénica das actinobactérias presentes do solo do Cerrado. A caracterizacdo
realizada identificou 52 tipos cromogénicos de actinomicetos, incluindo cepas com
potencial para a producdo de pigmentos de interesse industrial. Foi analisado que as
cores branco, cinza e azul pastel foram predominantes na pigmentacdao dos micélios
aéreos, enquanto as cores marrom e creme prevaleceram na pigmentacdo dos micélios
vegetativos.

Através da técnica de microcultivo, observou-se uma possivel maior ocorréncia
de Streptomyces nas cepas analisadas. O presente trabalho realizou a analise
microscépica para possiveis géneros de actinobactérias, para a confirmacdo destes,
deve-se realizar a analise molecular.

As linhagens 16-C1, 2-C4, 10-C4, 22-C1, 12-C1, 4-C2 e 14-C4 de actinobactérias
demonstraram boa atividade antimicrobiana em frente as cepas bacterianas
Staphylococcus aureus e Enterococcus faecalis.

Os resultados apresentaram serem promissores para o uso da atividade
antimicrobiana na industria, indicando o potencial dessas cepas para o
desenvolvimento de antibidticos. Além disso, a caracterizacdo morfoldgica em tipos
cromogénicos facilitard futuras pesquisas e estudos sobre a comunidade bacteriana
presente no Cerrado brasiliense. O banco de actinobactérias oferece uma capacidade
significativa para a obten¢dao de novos dados morfoldgicos e avaliagao de diferentes

potenciais das actinobactérias.
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