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RESUMO

A diversidade microbioldgica encontrada nos solos, principalmente em solos rizosféricos,
ainda é pouco conhecida e estudada, bactérias, como as pertencentes ao grupo das
actinobactérias, fazem parte destes ambientes e possuem alto potencial biotecnoldgico
quando se avalia as substancias produzidas em seu metabolismo secundario. Foram
coletadas 30 amostras de solo rizosférico destinado ao cultivo de hortalicas com o
objetivo de avaliar a ocorréncia de actinobactérias nestes locais e verificar seu potencial
para a producgdo de substancias antibacterianas. Foram isoladas 21 amostras de bactérias
com caracteristicas de actinobacterias e duas delas apresentaram potencial de inibi¢do ao
crescimento de bactérias consideradas patogénicas.
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ABSTRACT

The microbiological diversity found in soils, mainly in rhizospheric soils, is still little
known and studied, bacteria, such as those belonging to the group of actinobacteria, are
part of these environments and have high biotechnological potential when evaluating the
substances produced in their secondary metabolism. Thirty samples of rhizospheric soil
were collected for the cultivation of vegetables in order to evaluate the occurrence of
actinobacteria in these places and to verify their potential for the production of
antibacterial substances. 21 samples of bacteria were isolated with characteristics of
actinobacteria and two of them showed potential to inhibit the growth of bacteria
considered pathogenic.

Keywords: Actinobacteria, Rhizospheric Soils, Antibacterial Potential.

1 INTRODUCAO

O solo constitui um ecossistema complexo e heterogéneo, sua diversidade
microbiologica ainda ndo é totalmente conhecida, mas sua importancia pode ser
observada em varios ramos da sociedade e do meio ambiente (OLIVEIRA e BRANCO,
2018). Este elemento desempenha funcBes essenciais a vida, como a ciclagem e o
armazenamento de nutrientes, todavia, com o passar dos anos, este meio tem sofrido
transformacfes como degradacdo, erosdo, desmatamento, queimadas dentre outras
agressdes que comprometem sua estrutura fisico-quimica (OLIVEIRA, 2014).

Terras agricultdveis contem uma variedade de microrganismos, de modo a
promover o crescimento das plantas, elevar a biodiversidade, manter a microbiota, a
manutencdo da fertilidade e nutrientes no solo (MIRANDA, 2019; DA SILVA, 2020).
Dentre essa diversidade microbiana destacam-se as actinobactérias, organismos que se
adaptam as diversas condi¢cdes do ambiente, sendo capazes de colonizar a rizosfera e
tecidos internos das plantas, na forma de endéfitos produzindo metabélitos e compostos
com potencial biotecnolégico (PETI, 2016).

As actinobactérias estdo entre as 18 principais linhagens e representam uma das
maiores unidades taxonémicas dentro do dominio Bacteria. Sdo bactérias Gram positivo,
filamentosas, possuem 6 classes, 52 familias e 232 géneros (SATHYA;
VIJAYABHARATHI; GOPALAKRISHNAN, 2017), possuem em seu DNA numerosas
sequéncias de Guanina e Citosina (G+C), considera-se que as actinobactérias
reproduzem-se principalmente por meio da formacdo de esporos, que por meio deste,
originam-se novos organismos (BARKA et al, 2016), sdo produtores de metabolitos

secundarios que podem ser introduzidos na industria alimenticia, farmacéutica e na
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agricultura (VARGAS HOYOS, 2018). Apesar de estarem envolvidas em diferentes
setores, as actinobactérias possuem uma notével acao no seu grande potencial em produzir
antibioticos. Cerca de 50% dos antibidticos conhecidos sdo produzidos por estes
microrganismos, sendo o género Streptomyces responsavel por 90% destes metabolitos
bioativos (DE OLIVEIRA, 2020). Este género produz diversos antibioticos, dentre os
quais pode-se citar aminoglicosideos, macrolideos, ansamicinas e cefalosporinas (MELO,
2009).

Por este motivo, as actinobactérias tém propiciado intensas pesquisas das
industrias farmacéuticas visando potenciais aplicacdes destes produtos para tratamento
de doencas. Nesse contexto, a busca por espécies desse género com potencial
biotecnolégico e o estudo da microbiota dos solos amazdnicos tem se mostrado
fundamental para a descoberta e producdo de novas substancias e drogas com atividade
antimicrobiana (DE JESUS, 2018).

2 OBJETIVO
Caracterizar e avaliar o potencial antibacteriano da microbiota de solos cultivados

de acai (Euterpe oleracea) na cidade de Igarapé-Acu, Para.

3 MATERIAL E METODOS
3.1 TIPO DE ESTUDO E AMOSTRA
Trata-se de um estudo experimental e descritivo, que utilizou amostras de solos

rizosféricos de plantio de acai localizado no municipio de lgarapé-Acu no estado do Para

3.2 COLETA DAS AMOSTRAS

Foram coletadas 30 amostras, em média 100 g, de solo com o auxilio de espatulas
e acondicionadas em sacos descartaveis e estéreis e transportadas em temperatura
ambiente até o Laboratdrio de Microbiologia Aplicada da Universidade do Estado do Para
— CCBS/UEPA (LABMICRO - CCBS/UEPA).

3.3 ISOLAMENTO E CARACTERIZACAO

As amostras foram diluidas em solucgéo salina estéril a 0,9% (1g/10 ml), resultando
na concentracdo de 0,1g/ml, e submetidas a agitacdo por 5 minutos para homogeneizagéo,
apos repouso de 30 minutos em temperatura ambiente, o sobrenadante foi semeado com

alcas descartaveis nos meios de cultura Agar Czapek Dox (CZD), Agar Saboraund +
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Nistatina (SA+N) e Caldo TSB + Nistatina (TSB+N) e incubados em estufa
bacterioldgica, em camara Umida, a 35°C por 48 horas.

As coldnias bacterianas visiveis foram classificadas de acordo com caracteristicas
macroscopicas como forma, aspecto, densidade e cor de acordo com o meio de cultura
utilizado. A classificacdo microscépica foi realizada em esfregacos de cada colonia pelo
método de coloracdo de Gram (ANVISA, 2013).

3.4 MICROCULTIVO

A técnica de microcultivo foi realizada em placas contendo meio Agar Saboraund
+ Nistatina, onde as col6nias foram semeadas em método de estrias curtas e foi inserido
ao meio, em inclinagdo de 45° uma laminula no local onde a semeadura foi realizada e
incubadas em estufa bacterioldgica a 35°C por 48h de camara umida.

A avaliacdo do microcultivo foi feita retirando a laminula e colocando sobre uma
lamina e adicionada 1 gota de azul de metileno diluido em &gua destilada (1:1). A

visualizacdo foi feita em microscopia ética (400x).

3.5 TESTE DE SENSIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS (TSA)

O potencial de inibicdo do crescimento de outras bactérias foi realizado através
do teste de difusdo em pocos, cepas de Escherichia coli foram testadas para avaliar o
potencial das actinobactérias isoladas, as placas foram incubadas em estufa
bacterioldgica, em camara Umida, a 35°C por 24 a 48 h. Considerou-se como potencial a

formacédo de halos de inibicdo do crescimento bacteriano ao redor dos pogos.

4 RESULTADOS

Foram isoladas 21 bactérias nas placas de Petri contendo os meios Agar Czapek
Dox, Agar Saboraund + Nistatina, assim como, nos tubos contendo o meio Caldo TSB +
Nistatina,. As col6nias bacterianas foram classificadas macroscopicamente, sendo
observadas 5 diferentes tipos, colénias rugosas secas e mucoides com borda regulares e
irregulares sem pigmento foram as mais frequentes, coldnias algodonosas também foram

isoladas em menor frequéncia, variando a ocorréncia de pigmentacao (Tabela 1).
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Tabela 1: Caracteristica macroscopicas de colbnias bacterianas isoladas no meio Agar bacterianas
isoladas no Czapek Dox:

Pigmento
Caracteristica da coldnia
N % N %

Mucéide com bordas regulares S: 20 66,7 C: 03 10,0
Mucoide com bordas irregulares S: 12 40,0 C: 06 20,0
Rugosas secas com borda irregular S:01 03,3 C: - 00,0
Rugosas mucoide com borda regular S: 24 80,0 C:13 43,3
Algodonosa S: 18 60,0 C:02 06,7

Legenda: S: Sem; C: Com.
Fonte: Autores.

A andlise microscépica das coldnias bacterianas obtidas apds incubacdo foi
realizada através de microscopia 6tica (aumento de 1000x) em esfregacos confeccionados
sobre laminas de vidro corados através da técnica de coloracdo de Gram, foram
evidenciados principalmente a presnca de bacilos Gram positivos pleomorficos, isolados
ou formando arranjos (em pares ou em cadeias), a técnica permitiu evidenciar a formagéo

de estruturas semelhantes a esporos entre as formas bacterianas (Figura 1).

Figura 1: A - Bacilos Gram positivos alongados solados em pares; B -Bacilos Gram positivos em cadems
curtas; C- Bacilos Gram positivos curtos isolados; D - Bacilos Gram positivos com formagdo de esporos.

Fonte: Autores

A partir da caracterizacdo macroscépica e microscopica das col6nias bacterianas,
foi feito a correlacéo entre as duas formas de caracterizacdo, as quais foram descritas na
Tabela 2.
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Tabela 2: Caracteristicas microscépicas de col6nias bacterianas isoladas em rizosfera de acai.

Tipo de Colbnia Caracteristica Microscopica
Mucoéide com bordas regulares Bacilos Gram positivos curtos isolados.
Mucoide com bordas irregulares Bacilos Gram positivos curtos isolados.

. Bacilos Gram positivos alongados isolados ou
Rugosas secas com borda irregular

em pares.
Rugosas mucoide com borda regular Bacilos Gram positivos em cadeias longas.
Algodonosa Bacilos Gram positivos com formag&o esporos

Fonte: Autores.

As estruturas de reproducao, observadas em microscopia ética (400x) ap6s micro cultivo
demonstraram a formacdo de pseudo hifas longas com esporos ao longo de toda a

estrutura semelhantes ao género Streptomyces (Figura 2).

Figura 2: Visualizagdo de estruturas de reproducdo apds micro cultivo demonstrando a
formacao de pseudo hifas hifas longas com esporos ao longo de toda a estrutura.

Fonte: Autores

A atividade antimicrobiana para a cepa de E. coli selecionada, mostrou que das vinte

colonias isoladas, apenas duas apresentaram atividade antimicrobiana (figura 3).

Figura 3: Halos de mibigdo de crescimento ao redor das colonias de
actinobactérnas.

Fonte: Autores.
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5 DISCUSSAO

As caracteristicas morfoldgicas das actinobactérias sdo diversas e muito
heterogéneas, a maioria dos autores descreve esse grupo de bactérias como bacilos Gram
positivos filamentosas, podendo apresentar variacdes em sua morfologia que vao desde
cocobacilos até bacilos longos e delgados isolados ou em cadeias que podem originar
estruturas semelhantes a hifas ramificadas e esporos ao longo da cadeia (BARKA, 2016;
LI, 2016), as caracterizacdo macroscépicas e microscopica das bactérias isoladas nesta
pesquisa, descritas na tabela 1, tabela 2 e figura 1, assemelham-se as descric¢des feita pelos
autores, confirmando a ocorréncia deste grupo morfoldgico na rizosfera estudada.

De acordo com Goodfellow et al (2012) as coldnias das actinobactérias
apresentam-se, em meio de cultura sélido, grande diversidade de aspectos, podem ter sua
superficie variando de lisa a rugosa, podendo também apresentarem-se como colénias
filamentosas semelhantes a col6nias fungicas, suas margens séo irregulares podendo
apresentar um aspecto granular, enrugadas e aveludadas, as caracteristicas coloniais das
bactérias obtidas em rizosfera de acai (Elais guineensis) apresentaram as caracteristicas
descritas pelo autor (Tabela 1 e 2), associada ao aspecto microscopico descrito, essas
caracteristicas reforcam a hip6tese da ocorréncia deste grupo bacteriano na rizosfera desta
planta.

Com relacdo a atividade antimicrobiana, demonstrou-se que duas cepas isoladas
foram capazes de inibir o crescimento da bactéria patogénica Escherichia coli, tal achado
assemelha-se aos actinomicetos isolados por Azuma (2011) no Parana, Liberal et al
(2018), e Mohamed (2017), cujos também obtiveram resultados com atividade
antimicrobiana contra bactérias gram negativas.

Observou-se que a producdo de moléculas bioativas inibidoras do crescimento
bacteriano ocorreu na fase estacionéria do crescimento microbiano, conforme Kumar et
al. (2014) e De oliveira & Branco (2018), os quais destacam que isto ocorre porque
coincide com a escassez de nutrientes, levando as bactérias a competirem por substratos.
Nesse sentido, o presente trabalho evidencia a importancia de compostos antibacterianos

provenientes das actinobactérias, todavia, bioensaios mais aprofundados sdo necessarios.

6 CONCLUSAO
As bactérias presentes no solo rizosférico amaz6nico demonstraram potencial
biotecnoldgico e a bioprospeccdo de actinobactérias é importante e necessaria neste

contexto, ja que essas bactérias representam a maior de fonte de antibidticos conhecida.
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Os resultados obtidos neste trabalho demonstram o potencial destes microrganismos de
ambientes amazo6nicos na obtencdo de novos produtos de uso industrial e medicinal, os
produtos resultantes do metabolismo secundario das actinobactérias, em especial do
género Streptomyces, podem caracterizar e determinar um novo capitulo no combate as
infeccOes causadas por bactérias multirresistentes, a pesquisa de novas espécies nestes
ambientes e a analise do mecanismo de acdo de seus metabolitos com atividade
antimicrobiana requer estudos mais aprofundados para avaliar e descrever sua capacidade

de contribuir para o tratamento de infec¢Ges bacterianas.
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