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POTENCIAL BIOTECNOLÓGICO DE ACTINOMICETOS PARA PRODUÇÃO DE 
ENZIMAS HIDROLÍTICAS E BIOCONTROLE IN VITRO DE Pantoea ananatis, 

AGENTE CAUSAL DA MANCHA-BRANCA DO MILHO  
 

 
RESUMO - A mancha-branca do milho, causada pela bactéria Pantoea ananatis, é uma 
doença economicamente importante em todas as regiões produtoras do Brasil. Nas últimas 
décadas, a severidade de doenças foliares nesta cultura se intensificou, e o uso de 
agroquímicos é a principal medida de controle da doença. Entretanto, o uso destes produtos na 
agricultura apresenta algumas limitações quanto à eficiência, custos econômicos e ambientais. 
Assim, a busca de alternativas, como controle biológico, torna-se de grande interesse dentro 
dos preceitos de práticas agrícolas sustentáveis. Actinomicetos são fontes de diversos 
metabólitos bioativos com atividade antagonista vários micro-organismos. O objetivo deste 
trabalho foi selecionar isolados de actinomicetos com potencial para o biocontrole de P. 

ananatis e produção de enzimas hidrolíticas depositados na Coleção de Micro-organismos 
Multifuncionais e Fitopatógenos da Embrapa Milho e Sorgo. Após testes de pureza das 
culturas, a atividade antagonista dos isolados de actinomicetos contra a bactéria foi realizada 
utilizando a técnica de sobrecamada na presença e ausência de luz UV e confirmada pela 
formação de halos de inibição. Os isolados com atividade antagonista foram cultivados em 
meio líquido e os extratos de cultura foram utilizados para obter o perfil de antibiótico 
utilizando cromatografia líquida de alta eficiência acoplada a espectrofotômetro de massas. 
Os isolados de actinomicetos foram caracterizados morfologicamente com base no padrão de 
coloração do micélio aéreo e vegetativo bem como pela morfologia da cadeia de esporos. 
Além disso, a caracterização molecular foi realizada por meio do sequenciamento parcial do 
gene 16S rRNA. A produção de enzimas hidrolíticas amilase, celulase e lípase foi estimada 
em meio sólido específico pela determinação do índice enzimático (IE). Os resultados 
mostraram alta variabilidade morfológica e molecular entre os isolados de actinomicetos. A 
análise molecular revelou a presença de três gêneros: Streptomyces (82,6%), Amycolatopsis 
(10,1%) e Kitasatospora (7,3%) entre os isolados testados. O IE variou de 0 a 6,56 revelando 
o alto potencial biotecnológico de alguns isolados. Os isolados AMSJ 45 (S. curacoi) e LD 6 
(S. hygroscopicus) apresentaram os maiores valores de amilase, enquanto que os isolados 
ARLJ 48 (S. chiangmaiensis) e ARLJ 53 (S. cyslabdanicus) para celulase e LD 6 (S. 

hygroscopicus) para lipase. Em relação à atividade antagônica, os isolados A 470 (S. 
pseudovenezuelae) A 432 (S. novaecaesareae) e KACP 35 (S. laculatispora) foram os mais 
eficientes para inibir o crescimento de P. ananatis. A análise do perfil antibiótico indicou 
fortemente a produção de neomicina que pode estar associada a atividade antagonista do 
isolado A470 o que foi confirmado pela inibição do crescimento da bactéria utilizando o teste 
de difusão de disco com este antibiótico. Os resultados apresentados neste estudo mostraram 
alta variabilidade bioquímica e genética entre os actinomicetos com alto potencial de 
uso em processos industriais e a identificação de estirpes que podem ser utilizadas no 
biocontrole de P. ananatis.   
 
 
“Palavras-chave”: actinobactéria; caracterização morfológica e molecular; atividade 
antagonista; doença foliar; controle biológico 
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BIOTECHNOLOGICAL POTENTIAL OF ACTINOMICETES FOR PRODUCTION 
OF HYDROLYTIC ENZYMES AND BIOCONTROL IN VITRO OF Pantoea 

ananatis, CAUSAL AGENT OF MAIZE WHITE SPOT DISEASE  
 
 
ABSTRACT - The maize white spot disease, caused by the bacteria Pantoea ananatis, is an 
economically important disease in all producing regions of Brazil. In the last decades, the 
severity of foliar diseases in this crop has intensified, and the use of agrochemicals is the 
major measure of the disease control. However, the use of these products in agriculture has 
many limitations like the efficiency, and economic and environmental costs. Thus, the search 
for alternatives, such as biological control, becomes of great interest within the precepts of 
sustainable agricultural practices. Actinomycetes are sources of various bioactive metabolites 
with antagonist activity against various microorganisms. The objective of this work was to 
select actinomycetes isolates with potential for biocontrol of P. ananatis and production of 
hydrolytic enzymes deposited in the Collection of Multifunctional and Phytopathogenic 
Microorganisms of Embrapa Milho e Sorgo. After culture purity testing, the antagonist 
activity of the actinomycetes isolates against the bacterium was performed using the overlay 
technique in the presence and absence of UV light and confirmed by the formation of 
inhibiting halos. The selected isolates with antagonist activity were grown in liquid medium 
and the extracts of cultures were used to obtain the antibiotic profile using high-performance 
liquid chromatography coupled to a mass spectrophotometer. Isolates of actinomycetes were 
characterized morphologically based on the color of the aerial and vegetative mycelium as 
well as by spore chain morphology. In addition, the molecular characterization was performed 
by partial sequencing of the 16S rRNA gene. The production of hydrolytic enzymes amylase, 
cellulase and lipase was estimated in specific solid medium by determining the enzymatic 
index (EI). The results showed high morphological and molecular variability among the 
isolates. Molecular analysis revealed the presence of three genera: Streptomyces (82.6%), 
Amycolatopsis (10.1%) and Kitasatospora (7.3%). The EI varied from 0 to 6.56 revealing the 
high biotechnological potential of some isolates. The isolates AMSJ 45 (S. curacoi) and LD 6 
(S. hygroscopicus) showed the highest values for amylase; while the isolates ARLJ 48 (S. 
chiangmaiensis) and ARLJ 53 (S. cyslabdanicus) for cellulase, and LD 6 (S. hygroscopicus) 
for lipase. In relation to the antagonistic activity, the isolates A 470 (S. pseudovenezuelae), A 
432 (S. novaecaesareae), and KACP 35 (S. laculatispora) were the highest efficient for 
inhibiting the growth of P. ananatis. The antibiotic profile analysis strongly indicated that the 
production of neomycin is responsible for the antagonistic activity of the isolate A470, which 
was confirmed by the inhibition of the bacterium growth using the disk diffusion test with this 
antibiotic. The results of the present study showed high biochemical and genetic variability 
among the actinomycetes with high potential uses in industrial processes and the 
identification of strains that may be used in the biocontrol of P. ananatis. 

“Keywords”: actinobactéria; morphological and molecular characterization; antagonistic 
activity; foliar disease; biological control 
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1. INTRODUÇÃO 

   

 Dentre os cereais mais cultivados no mundo, o milho (Zea mays L.) destaca-se pela 

utilização diversificada, principalmente na alimentação humana e animal, além da 

importância econômica e social. O Brasil tem se consolidado como o terceiro maior produtor 

mundial, depois dos Estados Unidos e da China (FAO, 2016). Entretanto, a cultura do milho 

está sujeita à ocorrência de várias doenças que podem afetar a produção, a qualidade e o valor 

nutritivo dos grãos.  

 No Brasil, a mancha-branca, causada pela bactéria Pantoea ananatis, é considerada como 

uma das principais doenças foliares da cultura do milho e tem se destacado pelo significativo 

aumento na incidência e severidade nas regiões produtoras, podendo reduzir a produção de 

grãos em cerca de 60% em cultivares suscetíveis (Costa et al., 2011). O cultivo de híbridos 

resistentes e o uso de agrotóxicos são as medidas sugeridas para controlar a doença, 

entretanto, o uso destes produtos na agricultura apresenta algumas limitações.  

 A quebra de resistência dos fitopatógeno às moléculas utilizadas e os elevados custos 

dos defensivos agrícolas têm promovido amplo debate sobre alternativas de controle das 

doenças foliares, visando desenvolver programas de manejo de maneira sustentável. O 

controle biológico por meio do uso de micro-organismos como agentes naturais constitui 

alternativa viável, promissora e ecologicamente correta para controle de doenças de plantas 

(Brito et al., 2013). A prospecção de micro-organismos com potencial para uso no biocontrole 

de doenças de plantas tem se tornado um dos principais alvos da pesquisa agrícola nas últimas 

décadas (Filho et al., 2009). Diversos estudos têm identificado micro-organismos antagonistas 

eficientes para o controle biológico (Lanna Filho et al., 2010; Verdolin et al., 2013). Os 

actinomicetos têm desempenhado papel importante em razão da elevada capacidade em 

produzir substâncias antimicrobianas capazes de controlar importantes fitopatógenos em 

diferentes culturas (Siqueira, 1988; Moura & Romeiro, 1999; Filho et al., 2009; Sahilah et al., 

2010). 

A proposta deste trabalho consistiu em efetuar a prospecção de isolados de 

actinomicetos pertencentes à Coleção de Micro-organismos Multifuncionais e Fitopatógenos 

da Embrapa Milho e Sorgo (CCMF-MS) quanto à atividade antagonista contra Pantoea 

ananatis e produção de enzimas hidrolíticas. 
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2. REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1. Cultura do milho 

 

O milho (Zea mays L.) é uma monocotiledônea pertencente à família Poaceae, com 

ciclo fenológico variando de 90 a 205 dias, dependendo do genótipo e do clima.  É uma planta 

exigente em água, podendo ser cultivada em regiões onde as precipitações variam de 250-

5.000 mm anuais sendo a temperatura ideal para o seu desenvolvimento compreendida entre 

24 e 30 °C (EMBRAPA, 2006). Além disso, é uma planta C4, bastante eficiente na conversão 

de CO2, apresentando altas taxas de fotossíntese líquida, mesmo em elevados níveis de luz 

(Fancelli & Dourado Neto, 2004), não tolerando luz difusa típica de tempo nublado ou 

chuvoso ou provocada pelo aumento da densidade de plantas (Miranda et al., 2007).  

Natural das Américas, provavelmente do México, América Central ou Sudoeste dos 

Estados Unidos, o milho foi introduzido na Europa após o descobrimento da América onde 

passou a ser cultivado em jardins até tornar-se conhecido em razão do seu valor alimentício 

(Fancelli & Dourado Neto, 2004). Com a expansão para outras partes do mundo, este cereal 

passou a ser cultivado em escala comercial e consumido em todos os continentes (Abimilho, 

2015).  

A ampla distribuição mundial da cultura do milho é fundamentada por vários fatores, 

tais como: composição e valor nutritivo; alta produção por unidade de trabalho e unidade de 

área; período extenso de colheita; pequenas perdas de grãos causadas por pássaros e chuvas; 

fonte de nutrição de fácil transporte e acondicionamento ao armazenamento (Romano, 2005).  

De acordo com Borges et al. (2014), a utilização do milho é diversificada, podendo ser 

tanto na alimentação humana quanto na alimentação animal, além de servir como fonte de 

matéria-prima indispensável para agroindústria. Além disso, esta cultura também apresenta 

relevante importância social e econômica, principalmente na geração de empregos no setor 

primário (Fancelli & Dourado Neto, 2004). 

A previsão para o total da área cultivada com milho no Brasil na safra 2016/2017 

deverá ficar entre 15,9 e 16,1 milhões de hectares, mantendo-se similar à área cultivada na 

safra 2015/2016 (15,9 milhões de ha). A produtividade estimada é de 5.169 kg/ha, com 

aumento de 20% em relação à safra atual, sendo a produção brasileira esperada entre 82,3 e 

83,8 milhões de toneladas, com elevação variando de 19% a 20,4% em relação à safra 
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vigente, quando foram colhidas 66,7 milhões de toneladas (CONAB, 2016). Neste cenário 

observa-se um aumento da estimativa de produção do milho em relação a safra corrente, a 

qual apresentou significativo decréscimo em função do espaço cedido para o plantio da soja, 

com valor mais atrativo de comercialização (CONAB, 2015). Segundo as estimativas, o Mato 

Grosso será o estado que mais produzirá milho no Brasil nesse mesmo período, atingindo uma 

produção de até 21,6 milhões de toneladas (CONAB, 2016). 

Desde a década de 1970, a produtividade média de grãos de milho elevou-se em cinco 

vezes (CONAB, 2016). Contudo, estudos de projeção de demanda comprovam a necessidade 

do Brasil de elevar sua produção em mais de 19 milhões de toneladas afim de garantir o 

suprimento do mercado interno e obter excedente de mais 12 milhões de toneladas para 

exportação até a safra 2019/2020 (MAPA, 2016). 

Em decorrência da exposição da cultura do milho aos diversos estresses bióticos e 

abióticos, tem sido difícil atingir o máximo potencial genético para a produtividade de grãos, 

independentemente do sistema produtivo adotado (Brito et al., 2013). Por ser uma cultura de 

ampla abrangência geográfica, encontra-se submetida às mais variadas condições 

edafoclimáticas, estando sujeita ao ataque de elevado número de patógenos que muitas das 

vezes promovem perdas significativas à cultura (Pozar et al., 2009). 

No Brasil, as enfermidades que acometem a cultura do milho têm provocado queda de 

produtividade e da qualidade das sementes gerando perdas econômicas consideráveis (Brito et 

al., 2008). Alguns fatores têm colaborado para o acréscimo das doenças no campo, dentre os 

quais se destacam o aumento de inóculo proporcionado pela prática do plantio direto sobre 

restos culturais, pela sucessão de cultivos, pela manutenção inadequada da umidade 

proveniente da irrigação realizada por pivô central, pela expansão da área cultivada e pelo 

plantio de híbridos e variedades suscetíveis às doenças em regiões que apresentam grande 

risco de epidemias (Pinto et al., 1997; Manerba et al., 2013).  

Dentre as diversas doenças de plantas que causam prejuízos expressivos no Brasil, 

destaca-se a mancha-branca, doença foliar existente em praticamente todas as regiões 

produtoras de milho, ocorrendo principalmente em cultivos tardios (Fantin, 1994; Fernandes 

& Oliveira, 1997; Cota et al., 2010; Costa et al., 2012) tanto na safra de verão como na 

safrinha (Rolim et al., 2007). A alta incidência e a severidade desta doença têm contribuído na 

redução significativa da produção de milho no país desde os anos 1990 (Fernandes & 

Oliveira, 1997; Lana et al., 2012). 
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2.2. Mancha-branca do milho 

 

Inicialmente, a doença mancha-branca do milho foi descrita como mancha-foliar de 

Phaoeosphaeria, e seu agente causal foi descrito como sendo o fungo Phaeosphaeria maydis 

(Rane et al., 1966), forma imperfeita de Phyllosticta sp. Entretanto, em função da ausência do 

fungo em determinadas lesões foliares em áreas com elevada incidência da doença e 

dificuldade de se reproduzir os sintomas com inoculação do suposto fitopatógeno em plantas 

de milho sob condições controladas, o agente etiológico da doença passou a ser questionado 

(Paccola-Meirelles et al., 2001; Cervelatti et al., 2002; Amaral et al., 2004; Carson, 2005; 

Carli, 2008; Manerba et al., 2013).  

Estudando lesões jovens em folhas de milho, Paccola-Meirelles et al. (2001) isolaram 

com frequência uma bactéria gram-negativa de coloração amarelo-brilhante, identificada 

como Pantoea ananatis (sinonímia Erwinia ananas), sendo admitida, desde então, como o 

provável agente etiológico causador da mancha-branca por ser o único patógeno submetido 

com sucesso aos postulados de Kock. Posteriormente, Bomfeti et al. (2008) também 

confirmaram a presença de células bacterianas de P. ananatis no interior de lesões provocadas 

pela doença. No estudo realizado por Gonçalves et al. (2013), ficou definitivamente 

demonstrado que a bactéria P. ananatis é o agente causal da mancha-branca do milho e que os 

fungos descritos anteriormente como agentes etiológicos da doença são espécies saprófitas 

que se instalam tardiamente nos tecidos mortos, após a infecção bacteriana.  Dados similares 

têm sido relatados para amostras de folhas coletados de plantas cultivadas sob diferentes 

condições edafoclimáticas (Silva et al., 2009; Costa et al., 2012; Pedro et al., 2012; Lanza et 

al., 2013; Manerba et al., 2013).  

A incidência e a severidade da mancha-branca são influenciadas pelas condições 

climáticas (Rolim et al., 2007), sendo favorecida pela alta umidade relativa, acima de 60%, 

temperaturas noturnas em torno de 14 °C e elevada precipitação (Casela et al., 2006). De 

forma geral, a semeadura tardia em monocultivo, a presença de restos culturais, e, 

principalmente, o uso de irrigação em excesso são fatores que modulam a incidência de 

doenças do milho, principalmente aquelas causadas por bactérias (Fernandes & Oliveira, 

1997). A disseminação da P. ananatis ocorre por respingos de chuva ou irrigação e pelo 

vento, podendo o inóculo primário ter origem nos restos culturais ou sementes (Walcott et al., 

2002; Pereira et al., 2005; Sauer et al., 2015). 
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Os sintomas da mancha-branca do milho caracterizam-se, no início, por lesões aquosas 

e verde-claras (anasarcas) que evoluem para acinzentadas a necróticas, de coloração palha, 

apresentando-se em número variável e em formas circulares a elípticas (Pinto & Fernandes, 

1995; Fernandes & Oliveira, 1997; Pinto, 2004). O progresso da enfermidade sob condições 

favoráveis pode ocasionar a senescência e seca prematura das folhas, diminuindo 

drasticamente o ciclo e a produtividade, sendo variável a quantidade e o tamanho das lesões 

entre as variedades (Fernandes & Oliveira, 1997; Paccola-Meirelles et al., 2001; Malagi et al., 

2011).  

Normalmente, as lesões da mancha-branca são encontradas dispersas no limbo foliar, 

mas iniciam-se na ponta da folha, avançando para a base, podendo coalescer (Costa et al., 

2010, 2011). Em geral, os sintomas aparecem, primeiramente, nas folhas inferiores, 

progredindo rapidamente para o ápice da planta e tornando-se mais expressivos após o 

pendoamento (Fernandes & Oliveira, 1997; Pegoraro et al., 2001). 

Patógenos que afetam a cultura do milho constituem um dos principais entraves aos 

ganhos na produtividade (Juliatti et al., 2014). As cultivares suscetíveis à mancha-branca 

podem chegar a apresentar redução de cerca de 60% na produtividade por causa da redução 

no tamanho e peso do grão causado pela doença (Fernandes & Oliveira, 1997; Pinto et al., 

1997; Brito et al., 2011). Segundo Costa et al. (2011), as principais medidas sugeridas para o 

manejo da enfermidade são o uso de híbridos resistentes e o controle químico. 

De acordo com Pereira et al. (2005), os fungicidas dos grupos químicos das 

estrobilurinas e ditiocarbatos demonstraram controle eficiente para a mancha-branca 

favorecendo uma elevação na produtividade de grãos e redução no progresso da doença. O 

controle de muitos patógenos é realizado por meio de aplicações sistemáticas de fungicidas e 

bactericidas, cujo uso indiscriminado acarreta uma série de problemas, como a contaminação 

do ambiente, dos alimentos e dos agricultores e consumidores, seleção de populações 

resistentes de patógenos e diminuição de populações de organismos benéficos ou não alvos 

(Bettiol, 1991; Nordlund, 1996; Silva et al., 2004).  

A utilização de plantas resistentes a doenças tem sido a estratégia mais eficiente e 

econômica (Schuelter et al., 2003; Lana et al., 2012, 2016) para evitar ou diminuir as perdas 

de produtividade, além de colaborar na preservação ambiental, uma vez que o uso de 

defensivos agrícolas muitas vezes torna-se desnecessário (Costa et al., 2003). Anualmente 

grande número de novos genótipos tem sido produzido nos programas de melhoramento de 
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milho, tornando-se imprescindível a avaliação do comportamento desses materiais em relação 

à resistência a doenças (Pinho et al., 2001; Brito et al., 2011). 

As perdas provocadas pelas doenças foliares têm promovido amplo debate sobre 

estratégias de manejo que auxiliem o desenvolvimento de programas que visam o controle de 

patologias de maneira sustentável, principalmente no que diz respeito a redução do uso de 

controles químicos (Brito et al., 2013). Como alternativa ecológica, o biocontrole de 

fitopatógenos tem se destacado como uma forma promissora e viável, por meio da utilização 

de micro-organismos como agentes naturais para a proteção de plantas cultivadas (Melo & 

Valarini, 1995). 

 

2.3. Biocontrole 

 
Segundo Michereff (2001), no cenário do controle biológico, doença é o fruto de uma 

relação entre hospedeiro, organismos patogênicos e o ambiente, bem como os organismos não 

patogênicos residentes no sítio da infecção e que apresentam potencial para limitar a atividade 

do patógeno ou aumentar a resistência do hospedeiro. Deste modo, os componentes do 

biocontrole são a planta hospedeira, o patógeno e seus antagonistas, todos interagindo num 

sistema biológico sob a influência do ambiente. O biocontrole tem como definição clássica o 

controle de um micro-organismo através de outro micro-organismo (Baker & Cook, 1974; 

Bettiol, 1991). Já Michereff (2001) define controle biológico como a diminuição da densidade 

de inóculo ou das atividades determinantes da doença, através de um ou mais organismos.  

Na agricultura sustentável recomenda-se a utilização de estratégias alternativas para 

minimizar os efeitos negativos das doenças no desenvolvimento das plantas através do 

controle biológico. A utilização de micro-organismos com potencial antagonista pode ser um 

mecanismo inibitório do desenvolvimento de fitopatógenos sem causar degradação ambiental 

(Alves et al., 2013), mantendo o equilíbrio do agroecossistema e diminuindo os danos 

causados pelo patógeno (Grigoletti Júnior et al., 2000).  

Segundo Melo & Azevedo (1998), várias estratégias, direta ou indireta, têm sido 

utilizadas na obtenção do controle biológico, tal como o uso de micro-organismos do solo 

com potencial antagônico sobre patógenos de plantas. A introdução de antagonistas do solo 

em órgãos de propagação vegetativa, parte aérea das plantas e sementes são exemplos da 

estratégia direta (Alves et al., 2013).  
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Diferente do controle químico, o biocontrole não expressa seu efeito rapidamente, 

podendo este estar abaixo do necessário tornando imprescindível o uso de algum método de 

controle auxiliar, consolidando a prática de manejo integrado. O pleno sucesso do controle 

biológico é impedido, muitas vezes, pela falta de compreensão sobre a ecologia do micro-

organismo patógeno e antagonista (Grigoletti Júnior et al., 2000) e os mecanismos de ação 

que mediam essas interações (Lanna Filho et al., 2010). 

A seleção de antagonistas pelo teste in vitro permite que populações de micro-

organismos sejam avaliadas rapidamente para se implantar um programa de controle 

biológico (Mariano, 1993). Essa estratégia apresenta-se como uma importante ferramenta no 

entendimento do comportamento e mecanismos de ação dos biocontroladores sobre os 

patógenos alvos (Silva et al., 2008). Contudo, os testes in vitro precisam ser validados in vivo, 

primeiramente em condições controladas em casa de vegetação e, posteriormente, nas 

condições de campo (Bettiol, 1991).  

O termo “antagonista” refere-se à capacidade de agentes biológicos em intervir sobre 

os processos vitais dos fitopatógenos (Michereff, 2001). Os micro-organismos antagonistas 

podem apresentar um ou mais mecanismos de ação sobre os patógenos, o que constitui outro 

fator importante para que haja resultados positivos no emprego do controle biológico (Bettiol, 

1991). Os mecanismos de controle biológico têm como base a relação antagônica entre micro-

organismos tais como: competição, parasitismo, predação, amensalismo, indução de 

resistência, proteção cruzada e síntese de metabólitos que inibem o desenvolvimento de outro 

organismo (Saito et al., 2009). A seleção mais efetiva de micro-organismos antagônicos deve 

ser realizada com o isolamento no ambiente onde posteriormente estes organismos serão 

utilizados, sendo aqueles originários do filoplano os mais adequados. Contudo, antagonistas 

isolados em outros habitats também podem ser utilizados com êxito. No primeiro caso, os 

micro-organismos não patogênicos são denominados antagonistas residentes ou que ocorrem 

naturalmente, e no segundo, como antagonistas exógenos na cadeia alimentar (Bettiol, 1991). 

De acordo com Filho et al. (2009), a investigação por micro-organismos benéficos, 

agentes de biocontrole, como alternativa para elevar a produtividade e melhorar o estado 

fitossanitário das plantas, tem ganhado destaque na pesquisa agrícola nas últimas décadas. 

Além disso, o uso do controle biológico objetiva a produção mais sustentável de alimentos, 

sem aplicação de agrotóxicos, contribuindo com a redução dos custos (Silva et al., 2013). De 

acordo com Souza (1993), o emprego de metabólitos bioativos na agricultura tem despertado 
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o interesse de ambientalistas por serem também, ao contrário dos insumos sintéticos, 

substâncias biodegradáveis. 

Estudos têm demonstrado alguns micro-organismos como potenciais agentes 

antagonistas de biocontrole, destacando-se a bactéria Bacillus subtilis (Lanna Filho et al., 

2010), diferentes espécies do gênero Pseudomonas com destaque para Pseudomonas cepacia 

(Robbs, 1991), espécies de fungos como Trichoderma sp. (Maciel et al., 2012) e 

actinomicetos do gênero Streptomyces (Siqueira, 1988). Muitos micro-organismos que 

colonizam a rizosfera proporcionam defesas externas às plantas contra injúrias causadas por 

fitopatógenos, com destaque para as bactérias, que constituem o maior grupo de ocorrência no 

solo (Verdolin et al., 2013).  

Entre as bactérias, os actinomicetos têm se destacado pela elevada capacidade em 

produzir importantes substâncias capazes de controlar micro-organismos fitopatogênicos 

(Siqueira, 1988), demonstrando o seu grande potencial antagônico (Filho et al., 2009). Na 

agricultura, os actinomicetos do gênero Streptomyces, tem controlado em nível satisfatório 

inúmeras doenças segundo os autores Moura e Romeiro, 1999; Coombs et al., 2004; Oliveira, 

2004; Sahilah et al., 2010; Van Der Sand, 2014; Shiomi et al., 2015.  

 

2.4. Actinomicetos  

 

Actinomicetos são bactérias gram-positivas com alto conteúdo de guanina/citosina em 

seu genoma e pertencentes ao filo Actinobacteria (Stach et al., 2003; Nithya et al., 2012; 

Tortora et al., 2012; Van Der Sand et al., 2014). São aeróbicos, filamentosos, parcialmente 

ácido-resistentes e possuem alta diversidade morfológica (McNeil & Brown, 1994; Claessen 

et al, 2006; Euanorasetr et al., 2010) com crescimento bastante lento (Aghamirian & Ghiasian, 

2009). Os actinomicetos produzem micélio aéreo e vegetativo, e esporos para dispersão, 

reprodução e sobrevivência em condições adversas (Holt et al., 1994; Batista, 2010).  

Capazes de se adaptar aos mais variados ambientes, os actinomicetos vivem em 

diferentes nichos ecológicos, podendo ser encontrados na água, produtos alimentícios, 

nódulos de raízes das plantas, estrume, restos vegetais em decomposição, composto, poeira, 

lodo ativado e, no solo que é o seu habitat mais comum (McCarthy & Williams, 1992; Benizri 

et al., 2001; Silva et al., 2003; Filho et al., 2009; Gurung et al., 2009; Ogunmwonyi et al., 

2010, Bizuye et al., 2013; Van Der Sand et al., 2014).   
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Os actinomicetos correspondem a 30% da microbiota do solo, sendo estes organismos 

adaptados a se desenvolver sobre substratos sólidos (Kennedy, 1999), preferencialmente em 

solos de pH neutro a alcalino, embora muitos cresçam em solos ácidos (Araújo, 1998). A 

colonização do substrato é feita pela penetração das hifas e secreção de inúmeras enzimas 

(McCarthy & Williams, 1992).  

Alguns gêneros de actinomicetos são facultativos ou anaeróbios obrigatórios e 

apresentam grande diversidade metabólica podendo ser autotróficos, heterotróficos, 

quimiotróficos e fototróficos (Kennedy, 1999). De acordo com Tortora et al. (2012), a 

morfologia dos actinomicetos em superfície assemelha-se a dos fungos filamentosos, porém, 

estes micro-organismos são procariontes e seus filamentos possuem um diâmetro menor. 

Estes micro-organismos exibem elevado grau de diversidade morfo-fisiológica e atividade 

bioquímica com produção de inúmeros metabólitos bioativos (Taddei et al., 2006; Suneetha et 

al., 2011; Barka et al., 2016). Tradicionalmente, os testes morfológicos tais como padrão de 

crescimento e tipos de micélios são as características mais utilizadas para definir Ordem, 

Gênero e espécies nesse grupo de micro-organismos, e testes bioquímicos empregando 

atividade enzimática são empregados para identificação de novos compostos bioativos (Barka 

et al., 2016). Recentemente, dados moleculares baseados no sequenciamento do gene 

ribosomal 16S tem assumido papel de destaque na sistemática de actinomicetos, 

possibilitando a redefinição de grupos e revelando novas espécies (Ventura et al., 2007; 

Sagova-Mareckova et al. 2015). 

De acordo com Araújo (1998), os actinomicetos são reconhecidos como os principais 

produtores de vários metabólitos secundários, principalmente os antibióticos por causa do seu 

amplo espectro de ação em relação à célula alvo, com atividade contra micro-organismos e até 

células tumorais. Maheshwari et al. (2010) relatam que o gênero Streptomyces produz uma 

ampla diversidade de compostos bioativos incluindo moléculas com atividade antibacteriana, 

antifúngica, antiviral, inseticida, herbicida, entre outras.  Segundo Filho et al. (2009) os 

actinomicetos têm se tornado organismos de interesse no controle biológico em razão dos 

diversos compostos produzidos e excretados, sobretudo antibióticos, com contribuição de 2/3 

da produção total das substâncias já conhecidas (Challis & Hopwood, 2003).  

Diversos metabólitos, com atividade biológica antibacteriana, pertencentes a diferentes 

classes como kanamicina (S. kanamyceticus), anfotericina B (S. nodosus), cloranfenicol (S. 

venezuelae), tricomicina (S. hachijoensis), tetraciclina (S. rimosus), streptomicina (S. griseus), 
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eritromicina (S. erythreus), neomicina (S. fradiae), vancomicina (S. orientalis), rifampicina 

(Amycolatopsis meditteranei), gentamicina (Micromonospora sp.), abissomicina 

(Verrucosispora sp.) têm sido isolados neste grupo de procariotos (Maheshwari, et al., 2010; 

Geetanjali & Jain, 2016).  

Também se destacam pela capacidade em sintetizar vitaminas, substâncias inibidoras 

de atividade enzimática (Taguchi et al., 1993; Pereira, 2000), enzimas (Flores et al., 1997, 

Van Der Sand et al., 2014) e outros compostos biologicamente ativos (Pereira, 2000, Nithya 

et al., 2012). Entre os diversos gêneros de actinomicetos, destacam-se entre os principais 

sintetizadores de biomoléculas comercialmente importantes, Streptomyces, Amycolatopsis, 

Saccharopolyspora, Micromonospora e Actinoplanes (Solanki et al., 2008; Chaudhary et al., 

2013). 

Diversas características associadas aos actinomicetos podem esclarecer o potencial da 

sua utilização como agente de biocontrole, tais como a capacidade de colonizar a superfície da 

planta, antibiose contra fitopatógeno e degradação de fitotoxinas (Doumbou et al., 2001, 

Euanorasetr et al., 2010; Kaur et al., 2014), parasitismo, indução de autólise e produção de 

compostos tóxicos ou inibidores voláteis (Cardoso, 1978; Gava et al., 2002). 

Embora existam poucos estudos disponíveis, o uso das actinomicetos no controle de 

doenças bacterianas de plantas tem sido realizado desde o início do século XX, sendo os 

resultados obtidos com o uso do gênero Streptomyces bastante satisfatórios (Moura & 

Romeiro, 1999). Os representantes mais conhecidos deste grupo são S. griseus, S. 

aureofaciens, S. rimosus e S. avermetilis, que sintetizam os antibióticos estreptomicina, 

clorotetraciclina, terramicina e a avermectina; respectivamente (Batista et al., 2010). Silva et 

al. (1984) destaca os actinomicetos S. griseus, S. noursei, S. aureofaciens e S. 

griseochromogenes pela produção dos fungicidas ciclohexamida, fungicidina, aureomicina e 

blasticidina. 

Os actinomicetos têm demonstrado elevado potencial para biocontrole de doenças de 

plantas (Sahilah et al., 2010). Dentre os estudos realizados, destacam-se o controle da murcha 

bacteriana em plantas de tomate causada pela bactéria gram-negativa Ralstonia solanacearum 

(Moura & Romeiro, 1999; Sahilah et al., 2010), podridão em frutos de videira pelo fungo 

Botrytis cinerea (Oliveira, 2004), podridão de raiz e coroa em trigo (Coombs et al., 2004; Van 

Der Sand, 2014) e mancha-foliar em milho causada pelo fungo Exserohilum turcicum (Shiomi 

et al., 2015). O antibiótico geldanamicina, produzido no solo por S. hygroscopicus var. 
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geldanus, responde pelo controle do fungo Rhizoctonia solani, agente causal da podridão 

radicular em diversas culturas (Rothrock & Gottlieb, 1984; Doumbou et al., 2001).  

  Além de produzir diversos antibióticos, os actinomicetos também produzem 

enzimas hidrolíticas como amilase, pectinase, celulase, lipase, protease, catalase e xilanase 

(Ding et al., 2004, Selvam et al., 2011; Van Der Sand et al., 2014; Silva et al., 2015). As 

enzimas constituem um dos grupos mais importante relacionados com a síntese de produtos 

biológicos de necessidade humana (Pandey et al., 1999).  De acordo com Godfrey & West 

(1996), as enzimas são proteínas essenciais que catalisam reações bioquímicas com grande 

especificidade e atuam na promoção dessas reações, sem requerer condições extremas de pH, 

pressão e temperatura. Apesar de ocorrerem em abundância nas plantas e animais, as de 

origem microbiana representam excelentes fontes em razão da sua vasta diversidade 

bioquímica e susceptibilidade à manipulação genética (Kirk et al., 2002). 

Atualmente, as enzimas hidrolíticas se destacam por causa do uso em diversos 

processos industriais, sobretudo na área da biotecnologia, tais como na degradação de 

substâncias naturais, nas indústrias têxtil, alimentícia, papel, detergentes e couro (Kirk et al. 

2002; Oliveira et al., 2006).  O amido, a celulose e o lipídeo são substâncias presentes na 

matéria orgânica que podem ser decompostos por actinomicetos, gerando como subproduto 

moléculas de fácil assimilação por outros micro-organismos e vegetais (Moreira & Siqueira, 

2006). 

Os actinomicetos atuam na decomposição da matéria orgânica por causa da produção 

de enzimas extracelulares oriundas do metabolismo secundário (Moreira & Siqueira, 2002). 

Estas enzimas têm sido empregadas em inúmeros processos biotecnológicos, a exemplo da 

síntese de compostos industriais, hidrólise de polímeros, biorremediação de solos, dentre 

outros (Rodrigues, 2006). Em razão da sua alta plasticidade, estes micro-organismos 

constituem um bom alvo para a produção desses compostos de interesse não apenas para o 

setor agrícola, mas também para as indústrias alimentícia, farmacêutica, têxtil e de papel 

(Goodfellow et al., 1988). Assim sendo, a bioprospecção de bactérias produtoras de enzimas 

se mostra como um trabalho fundamental para a busca de potenciais produtores (Luz et al., 

2016). 

Entre os actinomicetos estudados, o gênero Streptomyces é o de maior importância 

biotecnológica por serem responsáveis pela produção de diversas enzimas de aplicação 

industrial (Ding, 2004). Em razão da capacidade de degradar diversos substratos, estes micro-
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organismos possuem elevado potencial biotecnológico em virtude dos perfis enzimáticos 

apresentados e podem ser alvo de futuros estudos na busca de novas fontes para produção e 

exportação de enzimas (Zimmer et al., 2009).    
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

Os experimentos foram conduzidos nos Laboratórios de Microbiologia e Bioquímica 

do Solo, Fitopatologia e Biologia Molecular da Embrapa Milho e Sorgo, no município de Sete 

Lagoas, MG, e no Laboratório Nacional Agropecuário de Minas Gerais, no município de 

Pedro Leopoldo, MG.  

 

3.1. Reativação dos isolados  

 

Um total de 98 isolados da Coleção de Micro-organismos Multifuncionais e 

Fitopatógenos da Embrapa Milho e Sorgo (CMMF-MS), previamente identificados como 

actinomicetos com base em sua morfologia de crescimento, foram utilizados nesse estudo 

(Tabela 1). 

Para reativação dos isolados, efetuou-se a transferência de pequenos fragmentos da 

cultura preservada em óleo mineral estéril para placa de Petri contendo meio Ágar Glicerol-

Asparagina – AGA [1 g/L de L-asparagina, 10 g/L de glicerol, 1 g/L de KH2PO4, 15 g/L de 

ágar, 1 mL/L de solução de micronutrientes (0,1 g de FeSO4.7H2O; 0,1 g de MnCl2.4H2O; 0,1 

g de ZnSO4.7H2O, qsp 100 mL de água deionizada)] (Pridham & Lyons, 1961; Shirling & 

Gottlieb, 1966), suplementado com 0,03 g/L do fungicida ciclohexamida, seguido de 

incubação por um período de 14 dias à temperatura de 28 °C. O método de esgotamento por 

estrias foi empregado para avaliar a pureza das culturas dos isolados de actinomicetos.  

Em seguida uma colônia isolada foi crescida em placa contendo meio AGA, conforme 

descrito anteriormente, sendo uma nova alíquota congelada e outra repicada em tubo contendo 

o mesmo meio de cultura, e mantido inclinado para posterior utilização nas etapas de 

caracterização morfológica, molecular e bioquímica. 

Os isolados fitopatogênicos de P. ananatis, identificados como CMPC 40 e CMPC 

105, foram cedidos pelo Laboratório de Fitopatologia da Embrapa Milho e Sorgo e 

encontravam-se conservados à temperatura de – 20 °C em meio Batata Dextrose Ágar – BDA 

(200 g de batata, 20 g de dextrose, 15 g de ágar, por litro) sob óleo mineral esterilizado. Para a 

ativação das estirpes, pequenos fragmentos da cultura de P. ananatis foram transferidos para 

placa de Petri contendo meio de cultura BDA com posterior incubação a 30 °C por 24 horas. 
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Tabela 1. Relação dos isolados de actinomicetos selecionados para estudo: origem, 
ano de coleta e identificação.   
 

Origem  Ano de coleta Identificação 
Solo do cerrado com alto nível 
de fosfato/Sete Lagoas 

2000 ACSL 1, 2, 8 

Experimento 3/Jaíba - solo 2001 AE3J 57, 64, 66, 73, 76 
Solo do cerrado/Sete Lagoas 2001 ACT 64, 80, 83, 85, 86, 93, 94, 

115 
Solo do cerrado/Sete Lagoas 2001 A 12, 16 
Carrasco/Jaíba - solo 2001 ACJ 1, 17, 24, 26, 27, 29 
Mata seca/Jaíba - solo 2001 AMSJ 36, 39, 43, 45 
Reserva legal/Jaíba -solo 2001 ARLJ 48, 49, 50, 51, 52, 53, 55 
Solo do cerrado/Araquis 2002 A 346, 358, 363, 364  
Solo orgânico/Sete Lagoas 2002 A 432, 448, 449, 450, 453, 457, 

465, 470 
Solo do cerrado - CD/Sete 
Lagoas 

2003 A 402, 403, 404, 405, 409, 412, 
413  

Solo do cerrado- Embrapa/Sete 
Lagoas 

2004 A 474, 485, 490, 495, 505, 509, 
517 

Solo rizosférico de milho/Sete 
Lagoas 

2004 AC 7, 18, 25, 27, 50, 53, 54, 64, 
67, 73, 77, 82, 91 

Fazenda Santa Rita/ Sete 
Lagoas - solo 

2006 ACT 627, 641, 645 

Fazenda Santa Rita/ Sete 
Lagoas - solo 

2007 AEPFSR II 5, 29, 31, 38, 66  

Composto/Sete Lagoas 2013 K10A10, K18A18  
Composto/Papagaios 2013 KACP 15, 35  
Solo do cerrado - 
Embrapa/Sete Lagoas 

2014 LD 1, 3, 6, 13, 16, 18, 22, 23, 
27, 28, 39 

Composto/Capim Branco 2015 ACT F1-1 

 

3.2. Caracterização morfológica de actinomicetos 

 

3.2.1 Macromorfologia  

 

Para análise macromorfológica, os isolados foram submetidos ao exame macroscópico 

de acordo com Shirling & Gottlieb (1966). Os isolados foram cultivados em meio AGA a 28 

°C por 14 dias, em placas de Petri. Foram considerados como prováveis actinomicetos 
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aqueles micro-organismos que possuíam características como colônia pequena, ressecada e 

aderida ao ágar (Hungria & Silva, 2011). A coloração dos micélios vegetativo (reverso da 

placa) e aéreo, além da presença de pigmentos solúveis (anverso da placa) foram avaliadas em 

todos os isolados considerados prováveis actinomicetos.  

 

3.2.2 Micromorfologia  

 

Para a análise micromorfológica foi utilizada a técnica de microcultivo (Holt et al., 

1989) em cada um dos isolados previamente considerados como prováveis actinomicetos na 

visualização macromorfológica. O microcultivo foi montado em placas de Petri de vidro 

contendo no seu interior uma lâmina de microscópio e ao seu lado um chumaço de algodão. 

Cada conjunto foi embalado e esterilizado em autoclave por 30 min à 121 °C. Um cubo de 

aproximadamente 1 cm³ de meio de cultura AGA foi cortado e colocado sobre a lâmina 

contida no interior da placa. Inoculou-se o isolado com o auxílio de alça de platina em todos 

os lados do cubo, posteriormente coberto por uma lamínula esterilizada. O algodão no interior 

foi umedecido com água ultrapura esterilizada e a placa incubada em estufa por 14 dias a 28 

°C. Após o período de incubação, a lamínula foi retirada e colocada sobre outra lâmina 

microscópica estéril contendo uma gota de lactofenol de Amann (ácido lático, fenol 

cristalizado, glicerol e água na proporção de 1:1:1:1), sendo as bordas vedadas com esmalte 

incolor. Após o preparo, as lâminas foram avaliadas quanto à presença de cadeia de esporos e 

morfologia ao microscópio óptico Leica DFC 490 (Leica, Alemanha) em aumento de 1000X e 

fotografadas. 

 

3.3. Caracterização molecular de actinomicetos 

 

3.3.1. Extração de DNA  

 

Os isolados caracterizados macromorfologicamente como actinomicetos foram 

cultivados em placas de Pretri contendo meio AGA a 28 °C por 14 dias. Depois desse 

período, as colônias foram removidas do meio sólido e maceradas em almofariz com auxílio 

de nitrogênio líquido. Em seguida, aproximadamente 0,5 g de material pulverizado de cada 

isolado foi recolhido em microtubo de 2 mL, previamente identificado. Foi adicionado 1 mL 
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de solução salina 0,8% (m/v), seguida de homogeneização vigorosa e centrifugação a 14.000 

rpm por 2 minutos. 

O sobrenadante foi descartado, o precipitado ressuspendido em 567 µL de tampão TE 

pH 8,0 (10 mM Tris HCl pH 8,0 e 1 mM EDTA; pH 8,0), e posteriormente adicionados 30 µL 

de SDS 10% (m/v) e 3 µL de proteinase K (20 mg/mL). As amostras foram homogeneizadas 

vigorosamente e incubadas a 37 °C por 1 hora. Após a incubação, foram adicionados 100 µL 

de NaCl 5 M em cada amostra e homogeneizadas vigorosamente. Em seguida, foram 

adicionados 80 µL de solução CTAB/NaCl 10% (m/v), sendo as amostras homogeneizadas 

vigorosamente e submetidas à incubação por 10 minutos a 65 °C. Após esta fase, foram 

adicionados 600 µL de clorofórmio/octanol (24:1), seguido de homogeneização por inversão 

por 5 minutos e centrifugação a 14.000 rpm por 5 minutos. A fase aquosa (superior) foi 

transferida para novo microtubo contendo 600 µL de clorofórmio/octanol (24:1), seguido 

novamente de homogeneização por inversão durante 5 minutos e centrifugação a 14.000 rpm 

por 5 minutos.  

A fase aquosa foi transferida para microtubo de 1,5 mL e acrescida de 600 µL de 

isopropanol gelado para precipitação do DNA. A solução foi incubada por 30 minutos a - 20 

°C e centrifugada a 14.000 rpm por 20 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e 

o precipitado lavado com 100 µL de etanol 70% (v/v) gelado, sendo as amostras centrifugadas 

a 14.000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e o precipitado seco em centrífuga 

à vácuo por 10 minutos. Por fim, o precipitado foi ressupendido em 50 µL de tampão TE com 

RNAse (Tris-HCl 10 mM; EDTA 1mM; RNase A 4 µg/mL; pH 8,0) e as amostras 

armazenadas a -20 °C. 

Para avaliar a qualidade, o DNA foi submetido à eletroforese em gel de agarose 1% 

(m/v) durante 1 hora a 100 V em tampão TAE 1X (10 mM Tris, 20 mM ácido acético e acetic 

1mM EDTA pH 8,0). O gel foi corado com solução de GelRed™ (Biotium, EUA) diluída 

3.300X em NaCl 0,1 M por 20 minutos. A visualização das bandas de DNA foi realizada em 

transiluminador sob luz ultravioleta e o gel fotografado no equipamento Gel Logic 200 

(KODAK Company, Rochester, NY, USA). A quantificação do DNA foi realizada em 

espectrofotômetro ND-1000 UV/VIS (NanoDrop Technologies, EUA) e as amostras diluídas 

para a concentração de 10 ng/µL. 
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3.3.2 Amplificação do gene 16S rRNA  

  

Para amplificação do gene 16S rRNA dos isolados de actinomicetos foram utilizados 

os primers 8F e 1492R (Tabela 2). A reação de PCR consistiu de 2 µL de DNA (10 ng/µL); 2 

µL tampão de reação 10 X (Kapa Biosystems, EUA); 1,5 µL de dNTP's (2,5 mM cada); 4 µL 

de DMSO 20% (v/v); 1 µL de cada primer (10 µM); 0,2 µL de Taq DNA Polimerase 5 U µL-1 

(Kapa Biosystems, EUA) e 8,3 µL de água ultrapura. Todas as amplificações foram realizadas 

em termociclador modelo Veriti™ 96-Well Thermal Cyclers (Applied Biosystems, EUA). O 

programa consistiu de uma desnaturação inicial a 95 °C por 2 minutos, seguido por 30 ciclos 

com 30 segundos de desnaturação a 94 °C, 30 segundos de anelamento a 56 °C e 1 minuto e 

30 segundos de extensão a 72 °C, com uma extensão final por 10 minutos a 72 °C. 

Posteriormente, 5 µL do produto da reação foram submetidos à eletroforese em gel de agarose 

1% (m/v) durante 1 hora a 100 V em tampão TAE 1X corado com solução de Gel Red™ 

(Biotium, EUA) diluída 3.300X em 0,1 M NaCl por 20 minutos. Em seguida foi visualizado 

sob luz ultravioleta e fotografado no equipamento Gel Logic 200 (KODAK Company, EUA). 

 

3.3.3 Sequenciamento de DNA  

Para sequenciamento do gene 16S rRNA, 15 µL do produto da reação de PCR foram 

purificados com a adição de 1,5 µL da enzima Exo-Sap (GE HealthCare, USA) e incubação a 

37 °C por 30 minutos, seguido de 80 °C por 15 minutos. As reações de sequenciamento foram 

preparadas utilizando-se 3,0 µL do DNA purificado (entre 50 a 100 ng), 0,5 µL Big Dye V3.1 

(Applied Biosystems, EUA), 1,75 µL do tampão 5X (Applied Biosystems, EUA), 1 µL de 

primer (10 µM) e 3,75 µL de água ultrapura. As reações foram incubadas em termociclador a 

96 °C por 20 segundos, 50 °C por 15 segundos, 60 °C por 4 minutos, repetidos por 30 vezes. 

Nessa etapa, foram utilizados os primers 8F e 1492R, além dos oligonucleotídeos internos 

515F e 902R, descritos na Tabela 2. 

As reações de sequenciamento foram purificadas pela adição de 5 µL de EDTA 125 

mM e 60 µL de etanol absoluto, homogeneizadas e dispostas no escuro à temperatura 

ambiente por 15 minutos. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 4.000 rpm por 45 

minutos. O sobrenadante foi descartado e adicionados 60 µL de etanol 70% (v/v), sendo as 

amostras novamente centrifugadas a 4.000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi 
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descartado e as amostras centrifugadas invertidas até 300 rpm com aceleração e desaceleração 

igual a 1. Após serem centrifugadas, foram dispostas para secagem em estufa a 65 °C por 3 

minutos. As amostras foram ressuspendidas em 10 µL de formamida HI-DI (Applied 

Biosystems, EUA), desnaturadas no termociclador a 95 °C por 5 minutos e mantidas no gelo 

até a injeção no sequenciador.  

As amostras foram analisadas no sequenciador modelo ABI PRISM 3500xL Genetic 

Analyzer (Applied Biosystem, EUA), e as sequências de nucleotídeos alinhadas com o 

programa Sequencher 4.1 para geração da sequência consenso de cada isolado. Para 

identificação molecular dos isolados, as sequências obtidas foram comparadas com 

sequências depositadas no GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) por meio do algoritmo 

BLAST N (Altschul et al., 1997). 

 
Tabela 2. Sequências dos primers utilizados para amplificação e sequenciamento do 
gene 16S rRNA.  
  
Primer Sequência (5’-3’) Referência 
8F AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG Turner et al., 1999 
1492R GGT TAC  CTT GTT ACG ACT T Turner et al., 1999 
515F GTG CCA GCM GCC GCG  GTA A Turner et al., 1999 
902R GTC AAT TCI TTT GAG TTT YAR YC Hodkinson & Lutzoni, 2009 

Y: representa as bases nitrogenadas Citosina ou Timina. 
M: representa as bases nitrogenadas Adenina ou Citosina. 
R: representa as bases nitrogenadas Adenina ou Guanina. 
I: representa a base inosina, podendo parear com qualquer nucleotídeo. 

 

3.3.4. Análise filogenética 

 

A análise filogenética foi realizada a partir das sequências da região do 16S rRNA 

pelo método de neighbour-joining, utilizando o modelo evolutivo Tamura 3 parameter com 

1000 bootstraps, com o programa MEGA 5 (Tamura et al., 2011). Foram utilizadas 

sequências de “isolados tipo” provenientes de coleções de culturas internacionais para 

comparação, sendo a espécie Bacillus lentus utilizada como outgroup - código NCIMB 8773 

e acesso GenBank AB021189.  
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3.4. Caracterização enzimática de actinomicetos 

 

Os isolados caracterizados molecularmente como actinomicetos foram avaliados 

quanto à capacidade de produção das enzimas amilase, celulase e lipase por testes de 

atividade enzimática em meio sólido. 

 

3.4.1 Produção de amilase 

 

A produção de amilase foi testada conforme descrito por Coon et al. (1957), com 

alteração da concentração de amido para 6,6 g/L. Os isolados de actinomicetos foram 

inoculados na forma de spots e em triplicata no meio de cultura ágar amido (6,6 g/L de amido 

solúvel, 0,5 g/L de cloreto de sódio, 3 g/L de extrato de carne, 1 g/L de peptona caseína, 15 

g/L de ágar; pH 7,0). As culturas foram incubadas a 28 °C por 10 dias, sendo adicionados 10 

mL de solução diluída de lugol (5 g/L de iodo, 10 g/L de iodeto de potássio) em cada placa. A 

produção da enzima amilase foi detectada pela descoloração do meio, com formação de zona 

amarela clara em torno da colônia, em contraste com a coloração azul resultante da reação do 

amido com o iodo.  

 

3.4.2 Produção de celulase 

 

A produção de celulase foi avaliada utilizando meio de cultura suplementado com 

carboximetilcelulose (CMC) como única fonte de carbono (3 g/L de NaNO3, 1 g/L de 

K2HPO4, 0,5 g/L de MgSO4, 0,5 g/L de KCl, 10 mg/L de FeSO4.7H2O, 10 g/L de CMC, 15 

g/L de ágar; pH 7,0), conforme Lewis (1988). Os isolados de actinomicetos foram inoculados 

nesse meio na forma de spots, em triplicata e incubados a 28 °C por 10 dias. Após a 

incubação, foram adicionados 10 mL de solução de vermelho congo a 0,5% (m/v) em cada 

placa, deixando-se agir por 15 minutos em temperatura ambiente. Posteriormente, o excesso 

da solução foi descartado e 10 mL de solução de NaCl 1 M foram adicionados, deixando-se 

agir por 30 minutos sob temperatura ambiente. A produção da enzima celulase foi detectada 

pela descoloração do meio, formando uma zona alaranjada em torno da colônia, em contraste 

com a coloração vermelha resultante da reação da celulose com o corante vermelho congo. 
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3.4.3 Produção de lipase 

 
A produção de lipase foi testada de acordo com Savitha et al. (2007) utilizando meio 

de cultura com a seguinte composição: 5 g/L peptona, 1 g/L de extrato de levedura, 4 g/L de 

cloreto de sódio, 15 g/L de ágar, 31,25 mL/L de óleo de oliva, 0,01 g/L de rodamina B; pH 

7,0. Os isolados de actinomicetos foram inoculados nesse meio na forma de spots, em 

triplicata e incubados a 28 °C por 72 horas. Após o período de incubação, as culturas foram 

expostas à radiação ultravioleta para observar a formação de halos de coloração azul em torno 

das colônias, que é o parâmetro indicativo da presença da enzima lipase (Colen, 2006). 

 

3.4.4 Índice enzimático 

 

Além da análise qualitativa, as atividades hidrolíticas das enzimas amilase, celulase e 

lipase foram estimadas semiquantitativamente através do índice enzimático (IE) conforme a 

seguinte equação: IE = DH/DC, sendo DH o diâmetro em mm do halo de hidrólise e DC o 

diâmetro em mm da colônia dos actinomicetos (Stamford et al., 1998; Silva et al., 2015). Os 

diâmetros das colônias e halos de hidrólise foram medidos com paquímetro (mm) posicionado 

no reverso das placas de Petri. 

 

3.5. Antibiograma 

 

O teste in vitro para testar a sensibilidade ou resistência da bactéria P. ananatis a 

agentes antimicrobianos foi realizado conforme o método Kirby-Bauer de difusão a partir de 

disco de papel de filtro disposto na superfície do meio de cultura (Bauer et al., 1966), segundo 

a padronização do National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS, 1990). 

Os discos contendo antibiótico (CECON, Brasil) tiveram a sua qualidade controlada com as 

seguintes cepas bacterianas padronizadas: Staphylococcus aureus - ATCC 25923, Escherichia 

coli - ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa - ATCC 27853 e Enterococcus faecalis - 

ATCC 33186 (Martinez et al., 1996).  

Inicialmente, duas estirpes fitopatogênicas de P. ananatis, identificadas como CMPC 

40 e CMPC 105, foram inoculadas em meio líquido TSB (17 g/L de peptona de caseína, 3 g/L 

de peptona de soja, 2,5 g/L de glicose, 5 g/L de cloreto de sódio, 2,5 g/L de fosfato 
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dipotássico) e incubadas a 30 °C por 24 horas, com agitação constante de 150 rpm. Em 

seguida, os micro-organismos foram repicados por esgotamento em meio de cultura BDA e 

novamente incubados a 30 °C por 24 horas. Colônias das estirpes CMPC 40 e CMPC 105 

foram selecionadas após essa última etapa de incubação e transferidas para tubos com solução 

salina 0,85% (m/v) esterilizada. Os inóculos foram ressuspendidos e ajustados até atingirem a 

turvação correspondente a escala 0,5 MacFarland. A escala de McFarland representa 

concentrações específicas de CFU/mL e foi projetada para estimar concentrações de bactérias 

Gram-negativas sendo seus padrões rotulados de 0,5 a 10 (Sutton, 2006). 

Posteriormente, o conteúdo das soluções foi espalhado em toda a superfície das placas 

de Petri contendo meio de cultura BDA com o auxílio de swabs esterilizados. Os discos 

contendo antibiótico foram dispostos em posições pré-determinadas e equidistantes sobre a 

superfície do meio semeado, sendo as placas incubadas a 30 °C por 48 horas. Após o período 

de incubação, realizou-se a leitura da atividade antimicrobiana que consistiu na mensuração 

dos diâmetros dos halos de inibição do crescimento dos micro-organismos expostos aos 

antimicrobianos. Adotou-se o diâmetro do halo de inibição convencionado por Matsura 

(2004) para classificação do grau de atividade antimicrobiana, conforme descrito na Tabela 3. 

 
Tabela 3. Classificação do grau de atividade antimicrobiana em função do diâmetro dos halos 
de inibição obtidos nos ensaios de atividade biológica.  
 

Grau de atividade antimicrobiana Diâmetro dos halos de inibição (mm) 
Ausente 0 
Baixa 7-10 
Moderada 11-14 
Alta >14 

 

3.6. Avaliação da atividade antibacteriana dos isolados de actinomicetos frente à P. 

ananatis 

 

3.6.1 Seleção primária dos isolados de actinomicetos em meio sólido 

 

Para o teste de atividade antimicrobiana, 5 µL de suspensão de propágulos dos 

isolados de actinomicetos foram depositados equidistantemente nas placas de Petri contendo 

meio AGA e incubadas por 14 dias a 28 °C. Após o período de incubação, as placas de Petri 

foram tratadas com e sem irradiação ultravioleta (UV) durante 15 minutos para a inativação 
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dos actinomicetos e avaliação da atividade antimicrobiana dos micro-organismos e 

metabolitos secundários difundidos no meio sólido quando expostos ou não a irradiação UV. 

Posteriormente, as colônias foram recobertas por uma alíquota de 5 mL de meio semi-sólido 

de caldo triptona de soja - TSB (17 g/L de peptona de caseína, 3 g/L de peptona de soja, 

2,5 g/L de glicose, 5 g/L de cloreto de sódio, 2,5 g/L de fosfato dipotássico e 3 g/L de ágar) 

contendo células de P. ananatis conforme método de sobrecamada (Williams, et al., 1983), 

sendo incubadas por 48 horas a 28 °C.  

Passado o período de incubação, observou-se a produção ou não de zonas de inibição 

indicativas da atividade antimicrobiana. Foi considerado como zona de inibição qualquer halo 

produzido indiferente do seu diâmetro, sendo os mesmos medidos com auxílio de paquímetro 

(mm) posicionado no reverso das placas de Petri. Os isolados de actinomicetos com atividade 

antimicrobiana considerada moderada e alta (Tabela 3) para as duas estirpes de P. ananatis 

foram selecionados para os testes de seleção secundária da atividade antimicrobiana que 

consistiu na avaliação de metabólitos em meio líquido. 

 

3.6.2 Seleção secundária dos isolados de actinomicetos em meio líquido  

 

Para avaliação de compostos antimicrobianos, os isolados de actinomicetos 

selecionados na seleção primária foram inoculados separadamente em dois meios de cultura: 

ISP-2 (4 g/L de extrato de levedura, 10 g/L de extrato de malte, 4 g/L glicose e pH 7,2) e M1 

(10 g/L de glicose, 10 g/L de farinha de soja, 5 g/L de cloreto de sódio, 1 g/L carbonato de 

cálcio; pH 7,0) (Shirling & Gottlieb, 1966). Inicialmente, os actinomicetos selecionados 

foram pré-inoculados em erlenmeyers de 250 mL contendo 50 mL de meio líquido ISP-2. Os 

frascos foram mantidos sob agitação constante de 180 rpm, a 28 °C por 48 horas. Após esse 

período, uma alíquota de 2 mL de suspensão de cada isolado selecionado foi transferida para 

erlenmeyers de 250 mL contendo 50 mL dos meios líquidos ISP-2 ou M1. 

A fermentação foi mantida em agitação constante de 180 rpm por 24, 48, 72, 96 e 120 

horas a 28 °C para ambos os meios líquidos. A cada 24 horas de cultivo, o meio fermentado 

foi centrifugado a 4.000 rpm durante 15 minutos para separação da massa celular. O 

sobrenadante foi transferido para um tubo cônico de 50 mL e mantido em ultrafreezer a - 80 

°C. A partir deste sobrenadante foram selecionados, através do método de difusão de disco 

(Bauer et al., 1966), os tempos e respectivos meios líquidos que apresentaram formação de 
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zonas de inibição indicativas de antibiose. Para isso, discos de papel de 6 mm de diâmetro 

foram umedecidos com 20 µL do sobrenadante e transferidos para placas cobertas com as 

estirpes fitopatogênicas de P. ananatis que foram incubadas a 30 °C por 48 horas. Passado o 

período de incubação, avaliou-se a produção ou não de zonas de inibição, sendo considerado 

como zona de inibição qualquer halo produzido, indiferente do seu diâmetro.  

Determinado o meio fermentativo e o período de incubação onde foi detectada maior 

atividade antimicrobiana, o meio de cultura contendo metabólitos foi liofilizado e 

ressuspendido em 5 mL de água ultrapura estéril. 

 

3.6.3 Análise de agentes microbianos produzidos por isolados de actinomicetos 

 

3.6.3.1 Extração com ácido tricloroacético (TCA) 

 

Para determinar os potenciais agentes antimicrobianos existentes nas amostras 

selecionadas na etapa anterior, foi realizada a extração com ácido tricloroacético (TCA). Para 

isso, uma alíquota de 1 mL de cada amostra foi transferida para um tubo cônico de 15 mL 

contendo 9 mL de solução aquosa de TCA 5% (v/v). A mistura foi submetida à agitação em 

agitador mecânico horizontal (250 ciclos/min) por 5 minutos. Em seguida, 2 mL da mistura 

foram transferidos para microtubos e centrifugados a 14.000 rpm por 12 minutos a 4 °C. Os 

extratos foram filtrados em membrana de nylon com poro de 0,22 µm e diâmetro de 13 mm 

em frascos de vidro para injetor automático e analisados por cromatografia líquida de ultra 

eficiência acoplada à espectrometria de massas (CLUE-EM/EM) com fonte de ionização 

eletrospray (ESI em modo positivo). 

 

3.6.3.2 Cromatografia líquida de ultra eficiência acoplada à espectrometria de massas 

 

O sistema de cromatografia líquida de ultra eficiência utilizado foi composto por 

bomba binária com injetor automático acoplado a espectrômetro de massas triplo quadrupolo 

com fonte ESI, sistema RRLC 1200 (Agilent Techonologies, EUA) e sistema API 5000 

(Applied Biosystems, EUA), sendo aquisição de dados realizada pelo software Analyst® 

versão 1.5.1 (Agilent Techonologies, EUA). 
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As análises dos extratos foram realizadas de acordo com as seguintes condições 

cromatográficas: coluna Zorbax Eclipse XDB C18, 50 x 4,6 mm, 1,8 µm; volume de injeção 

de 10 µL; temperatura da coluna de 35 °C; fase móvel A – 0,2% (v/v) de ácido 

heptafluorobutírico em água deionizada; fase móvel B – acetronitrila; fluxo de 0,6 mL/min e 

sistema gradiente (tempo inicial – 90% A; 2,0 min – 50% A; 2,5 min – 50 % A; 3,0 min – 

90% A e 6 min – 90% A). As condições utilizadas na espectrometria de massas foram: modo 

de ionização eletrospray +, temperatura da fonte de 650 °C, ion spray voltage (IS) de 5500 V, 

collision gas (CAD) 6, curtain gas (CUR) 20, ion source gas 1 (GS1) 50 e ion source gas 2 

(GS2) 50. 

Os analitos pesquisados foram do grupo dos aminoglicosídeos (espectinomicina, 

estreptomicina, dihidroestreptomicina, amicacina, higromicina, apramicina, gentamicina, 

neomicina, tobramicina, canamicina), das tetraciclinas (oxitetraciclina, tetraciclina, 

clortetraciclina e doxiciclina) e das fluorquinolonas (ciprofloxacina e enrofloxacina). 

 

3.7. Análise estatística 

 

Todos os ensaios foram dispostos segundo o delineamento inteiramente casualizado 

com três repetições por amostra. Os ensaios de antibiograma foram analisados segundo 

esquema fatorial 2 x 25, sendo duas estirpes de P. ananatis e 25 antibióticos. Os ensaios de 

eficiência da atividade antibacteriana dos isolados de actinomicetos contra duas estirpes da 

bactéria P. ananatis foram analisados segundo esquema fatorial 2 x 69, sendo duas estirpes de 

P. ananatis e 69 isolados de actinomicetos. Os ensaios de avaliação temporal da atividade 

antibacteriana nos líquidos metabólitos dos isolados de actinomicetos foram analisados 

segundo esquema fatorial 2 x 3 x 5, sendo dois meios de cultivo, três isolados de 

actinomicetos e 5 tempos de incubação. Os resultados de cada ensaio foram analisados 

individualmente e, quando ocorreram diferenças significativas pelo teste F (p ≤ 0,05), os 

dados foram submetidos à análise de variância e as médias comparadas pelo teste de Scott-

Knott para os ensaios de antibiograma e eficiência da atividade antibacteriana dos isolados de 

actinomicetos contra duas estirpes da bactéria P. ananatis e pelo teste de Tukey para os 

ensaios de avaliação temporal da atividade antibacteriana nos líquidos metabólitos, a 5% de 

probabilidade, por meio do programa SISVAR® 5.3 (Ferreira, 2010).  
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1. Caracterização morfológica de actinomicetos 

 

A avaliação das características morfológicas dos 98 isolados indicou que apenas 69 

foram identificados como actinomicetos após cuidadosa análise macroscópica. Entre as 

características observadas neste estudo, encontra-se a produção de micélio, o que 

proporcionou uma aparência pulverulenta e crescimento radial, permitindo a diferenciação das 

demais bactérias. Este grupo de micro-organismos apresenta ampla diversidade morfológica, 

sendo seu crescimento caracterizado pela presença de hifas ramificadas formando um extenso 

micélio vegetativo e de um micélio aéreo altamente diferenciado com posterior formação de 

esporos (Willey et al., 2006; Ventura et al., 2007; Flärdh & Buttner, 2009). Tais 

características também foram relatadas por Fischer et al. (2003) em estudo de caracterização 

morfológica e cultural de Streptomyces spp. isolados da batata (Solanum tuberosum L.). De 

acordo com Williams et al. (1989), a distinção entre o gênero Streptomyces e outros 

actinomicetos pode ser realizada através da caracterização morfológica. Os micro-organismos 

pertencentes ao gênero Streptomyces possuem crescimento relativamente mais lento que 

outras bactérias e o micélio vegetativo pode apresentar uma variedade de cores (Euanorasetr 

et al., 2010). 

Nesse estudo, todas as morfoespécies produziram micélio vegetativo no meio AGA, 

com variação evidente na coloração e desenvolvimento dos micélios e liberação de pigmentos 

(Figura 1). A liberação de pigmentos solúveis em meio AGA foi detectada em 50,7% (35) dos 

isolados caracterizados como actinomicetos. As colorações dos pigmentos liberados variaram 

de amarelo (28,6%), marrom claro (40,0%), marrom escuro (28,6%) à preto (2,8%). Os 

actinomicetos são notavelmente produtores de uma gama de pigmentos específicos, oriundos 

do metabolismo secundário, que exibem várias atividades biológicas, além de citotoxidade 

(Margalith, 1992; Duran et al., 2002). Tais pigmentos são comumente sintetizados a partir de 

melaninas, carotenóides, flavina e fenazina (Margalith, 1992).  

Os isolados de actinomicetos apresentaram alta diversidade em relação às 

características macromorfológicas (Tabela 4). Rahman et al. (2011) avaliaram a atividade 

antibacteriana de actinomicetos isolados de solos da Índia e observaram que tons variados de 

cinza predominaram entre as estirpes, seguido dos tons de marrom, branco, laranja e 
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vermelho. Esses autores também observaram que a composição dos nutrientes utilizados em 

cada meio de cultura influenciou a coloração do micélio aéreo, enquanto que o local de 

isolamento do micro-organismo não apresentou nenhuma influência nesse fenótipo.  

 

 
 
Figura 1 – Características macromorfológicas e culturais dos isolados representativos de 
actinomicetos após cultivo em meio AGA por 14 dias a 28 °C. A1 à F1: imagem do anverso 
da placa (micélio aéreo e pigmento); A2 à F2: imagem do verso da placa (micélio vegetativo). 
(A) AEPFSRII 5; (B) A 346; (C) ACJ 26; (D) ACSL 8; (E) KACP 35; (F) AEPFSRII 31. 

 

 As características micromorfológicas dos actinomicetos, previamente identificados na 

macromorfologia, foram determinadas após observação das lâminas preparadas com 

lactofenol de Amann (Tabela 4). A micromorfologia revelou diferenciação na estrutura 

morfológica das cadeias de esporos, sendo 10,2% reta (Figura 2A), 29,0% retinaculum-

apertum (Figura 2B), 27,5% espiral (Figura 2C) e 33,3% flexível (Figura 2D). De acordo com 

Williams et al. (1989), a caracterização microscópica do gênero Streptomyces pode ser 

realizada através da microscopia do micélio aéreo, que forma cadeia de esporos que podem 

ser retos, flexuosos, em forma de espirais com uma ou duas voltas ou longos espirais.  
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Tabela 4. Características morfológicas dos isolados de actinomicetos obtidos de amostras de solo e sistema de compostagem pertencentes à 
Coleção de Micro-organismos Multifuncionais e Fitopatógenos da Embrapa Milho e Sorgo (CMMF- MS).  
 

 Características macromorfológicas Características micromorfológicas 

Isolado 
Micélio aéreo Micélio 

vegetativo 
Pigmentos  Tipo da cadeia de esporos 

 Borda Centro Uniforme    
A 517   Bege Bege - Reta 
ARLJ 53   Branco Creme - Retinaculum-apertum 

ACSL 2 Amarelo  Creme  Creme - Espiral 
LD 16 Branco Bege  Creme - Espiral 
A 364   Cinza Marrom escuro - Flexível 
ACT 83   Creme Creme Amarelo Retinaculum-apertum 
LD 13   Marrom escuro Marrom escuro - Retinaculum-apertum 
ACT 80   Cinza Marrom escuro Marrom escuro Reta 
ACT 115   Branco Marrom claro Marrom claro Espiral 
A 363 Branco Bege  Creme - Espiral 
AEPFSRII 31 Marrom claro Marrom escuro  Marrom escuro Marrom claro Flexível 
AEPFSRII 38 Cinza Branco  Bege - Flexível 
LD 27   Cinza Bege Marrom claro Retinaculum-apertum 
A 470 Cinza Marrom claro  Marrom - Flexível 
ACJ 1 Branco Bege  Branco - Retinaculum-apertum 
A 450   Creme Creme Amarelo Flexível 
ACJ 17 Rosa Branco  Bege/Rosa - Espiral 
ARLJ 49 Branco  Cinza  Marrom - Retinaculum-apertum 
ACSL 1 Cinza Amarelo  Bege - Retinaculum-apertum  

A 404 Amarelo Creme  Creme - Espiral 
LD 18   Cinza Marrom escuro Marrom escuro Reta 
A 448   Branco Bege Marrom claro Espiral 

(–) pigmento ausente. 
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Tabela 4. Continuação. 

 Características macromorfológicas Características micromorfológicas 

Isolado 
Micélio aéreo Micélio 

vegetativo 
Pigmentos  Tipo da cadeia de esporos 

 Borda Centro Uniforme    
A 346   Amarelo ocre Amarelo ocre  - Reta 
 AMSJ 45   Marrom claro Marrom claro Marrom claro Espiral 
AE3J 76   Branco Marrom escuro Amarelo Flexível 
KACP 35 Cinza claro Cinza escuro  Marrom escuro Marrom escuro Reta 
A 16   Creme Creme - Reta 
A 453 Branco Bege  Creme - Espiral 
ACT 641   Bege Marrom claro Marrom claro Retinaculum-apertum 
LD 1   Branco Preto Preto Retinaculum-apertum 
A 432 Cinza Marrom escuro  Marrom Marrom claro Espiral 
AEPFSRII 5   Cinza Marrom claro - Espiral 
A 12   Marrom claro Marrom escuro Marrom claro Flexível 
A 485 Marrom claro Marrom escuro  Marrom Marrom escuro Retinaculum-apertum 
AE3J 66 Branco Bege  Creme - Espiral 
ACT 93 Marrom/roxo Cinza escuro  Marrom escuro - Retinaculum-apertum 
ACJ 29 Branco Bege  Creme - Espiral 
ARLJ 51   Marrom claro Marrom claro Amarelo Retinaculum-apertum 
AEPFSRII 29   Marrom escuro Marrom escuro Marrom claro Retinaculum-apertum 
AMSJ 43 Marrom claro Marrom escuro  Marrom Marrom escuro Retinaculum-apertum 
ARLJ 48   Marrom Marrom Marrom escuro Retinaculum-apertum 
LD 23 Cinza Branco  Marrom claro Marrom claro Flexível 
ARLJ 52  Branco Marrom claro  Marrom claro Marrom claro Flexível 
ACSL 8 Branco Bege  Bege - Flexível 
AMSJ 36 Marrom claro Marrom escuro  Marrom Marrom escuro Retinaculum-apertum 

(–) pigmento ausente. 
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Tabela 4. Continuação. 

 Características macromorfológicas Características micromorfológicas 
Isolado Micélio aéreo Micélio vegetativo Pigmentos  Tipo da cadeia de esporos 
 Borda Centro Uniforme    
LD 6   Marrom escuro Marrom escuro - Retinaculum-apertum 
A 490 Branco Amarelo  Creme - Flexível 
ACJ 26   Branco Amarelo ocre Amarelo Espiral 
A 495 Cinza Amarelo  Bege - Flexível 
 A 509 Cinza Bege  Branco - Retinaculum-apertum 
A 457   Bege Bege - Flexível 
A 449   Branco Marrom escuro Amarelo Flexível 
ACT 85   Cinza Marrom escuro Marrom escuro Reta 
AEPFSRII 66 Branco Cinza  Marrom claro Marrom escuro Flexível 
ACT F1-1   Creme Creme - Flexível 
LD 22   Branco Marrom escuro Amarelo Flexível 
AC 64   Marrom claro Marrom claro Amarelo Retinaculum-apertum 
AC 25   Creme Marrom claro  - Flexível 
AC 82   Bege Bege - Espiral 
AC 53   Bege Bege - Espiral 
AC 54   Amarelo ocre Amarelo ocre - Flexível 
AC 7 Branco Bege  Creme - Espiral 
AC 91   Branco Marrom escuro Amarelo Flexível 
AC 67 Cinza Marrom  Marrom escuro Marrom claro Flexível 
AC 27   Creme Creme - Espiral 
AC 18   Creme Creme Amarelo Retinaculum-apertum 
AC 77   Marrom claro Marrom claro Marrom claro Flexível 
AC 50   Marrom Marrom Marrom escuro Flexível 
ACT 64   Bege Bege Marrom claro Espiral 

(–) pigmento ausente. 
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Figura 2 – Características micromorfológicas da cadeia de esporos dos isolados 
representativos de actinomicetos após cultivo em meio AGA por 14 dias a 28 °C. (A) 
cadeia reta; (B) cadeia retinaculum-apertum; (C) cadeia em espiral; (D) cadeia 
flexível. Aumento de 1000 X. 

 

4.2. Caracterização molecular de actinomicetos 

 

As análises moleculares permitiram a identificação dos isolados a partir do 

sequenciamento de DNA da região 16S rRNA, com valores de similaridade entre 98 e 100% 

em relação às sequências depositadas no Genbank (Tabela 5) e E-value igual a 0. Todas as 69 

estirpes previamente caracterizadas morfologicamente como actinomicetos pertenceram ao 

Filo Actinobacteria, sendo 82,6% do gênero Streptomyces, 10,1% do gênero Amycolatopsis e 

7,3% do gênero Kitasatospora. 

Em um estudo que avaliou a distribuição de actinomicetos em diferentes tipos de solo 

do Japão, Suzuki et al. (1994) afirmaram que mais de 50% dos isolados identificados foram 

representados pelo gênero Streptomyces. Resultados semelhantes foram observados entre os 

isolados de amostras de solo de uma área florestal na Tailândia (Chanthasena & Nantapong, 

2016). Ogunmwonyi et al. (2010) reportaram que entre os actinomicetos marinhos cultiváveis 

isolados da África do Sul, a maioria pertenceu ao gênero Streptomyces. Num estudo sobre a 

diversidade destes micro-organismos em solo da China, Xu et al. (1996) relatam que o gênero 

Streptomyces desempenha importantes funções ecológicas sendo representativo em mais de 

90% dentre o total dos actinomicetos. 
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Tabela 5. Identificação molecular dos isolados de actinomicetos a partir do sequenciamento 
de DNA do gene 16S rRNA.  
 
Isolado  
 

Código de acesso 
do GenBank 

Espécies Similaridade 
(%) 

A 517 AB184738 Streptomyces phaeochromogenes 98 
ARLJ 53 AB915216 S. cyslabdanicus 99 
ACSL 2 AB184839 S. chartreusis 99 
LD 16 X79852 S. galbus 99 
A 364 AY613990 Kitasatospora viridis 99 
ACT 83 NR041161 S. longwoodensis 99 
LD 13 AJ391820 S. hygroscopicus 100 
ACT 80 AB184738 S. phaeochromogenes 98 

ACT 115 NR112375 S. thioluteus 99 

A 363 X79852 S. galbus 99 
AEPFSR II 31 DQ026666 S. phaeopurpureus 99 
AEPFSR II 38 AB184383 S. rishiriensis 99 
LD 27 NR041098 S. corchorusii 99 
A 470 AB184233 S. pseudovenezuelae 100 
ACJ 1 NR041156 S. ossamyceticus 100 
A 450 HQ651730 Amycolatopsis bullii 98 
ACJ 17 NR043164 S. bangladeshensis 99 
ARLJ 49 KF779477 A. rhabdoformis 100 
ACSL 1 KC560729 S. seymenliensis 99 
A 404 AB184839 S. chartreusis 100 
LD 18 AB184738 S. phaeochromogenes 98 
A 448 KP718602 S. sioyaensis 99 
A 346 GU367154 S. endophyticus 99 
AMSJ 45 EF626595 S. curacoi 99 
AE3J 76 NR025149 S.  yunnanensis 99 
KACP 35 FR692106 S. laculatispora 99 
A 16 AJ781364 S. purpeofuscus 99 
A 453 X79852 S. galbus 99 
ACT 641 AB562508 S. lannensis 100 
LD 1 AB184152 S. massasporeus 99 
A 432 AB184357 S. novaecaesareae 99 
AEPFSR II 5 AY094370 S. olivochromogenes 99 
A 12 DQ026645 K. atroaurantiaca 99 
A 485 AB184554 S. psammoticus 100 
AE3J 66 X79852 S. galbus 99 
ACT 93 AB248535 A. echigonensis 99 
ACJ 29 X79852 S. galbus 99 
ARLJ 51 AB184209 S. griseoruber 100 
AEPFSR II 29 D63862 S. scabiei 99 
AMSJ 43 AB184554 S. psammoticus 99 
ARLJ 48 AB562507 S. chiangmaiensis 100 
LD 23 AB184553 S. indiaensis 100 
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Tabela 5. Continuação.  
 
Isolado  
 

Código de acesso 
do GenBank 

Espécies Similaridade 
(%) 

ARLJ 52 JQ307192 S. yaanensis 100 
ACSL 8 NR041412 S. sporocinereus 100 
AMSJ 36 AB184554 S. psammoticus 100 
LD 6 AJ391820 S. hygroscopicus 100 
A 490 AY183357 A. kentuckyensis 100 
ACJ 26 AB045877 S. capoamus 99 
A 495 AY183358 A. lexingtonensis 99 
A 509 HE577172 S. deserti 99 
A 457 AY183356 A. pretoriensis 99 
A 449 NR025149 S. yunnanensis 99 
ACT 85 KP718602 S. phaeochromogenes 99 
AEPFSR II 66 EU841659 S. sioyaensis 99 
ACT F1-1 NR025149 S. variabilis 100 
LD 22 AB184209 S. yunnanensis 99 
AC 64 AY083603 S. griseoruber 99 
AC 25 U93328 A. rifamycinica 99 
AC 82 U93328 K. paracochleata 99 
AC 53 HQ267987 K. paracochleata 99 
AC 54 X79852 S. sasae 99 
AC 7 NR025149 S. galbus 99 
AC 91 DQ026666 S. yunnanensis 99 
AC 67 Y15507 S. phaeopurpureus 100 
AC 27 NR041161 S. lydicus 99 
AC 18 U93330 S. longwoodensis 99 
AC 77 NR112362 K. phosalacinea 99 
AC 50 AB500703 S. sampsonii 99 
ACT 64 KP718602 S. coacervatus 99 

 

Os actinomicetos atuam na decomposição de materiais orgânicos no solo, incluindo 

lignina e outros polímeros recalcitrantes e degradam resíduos agrícolas e urbanos (Heuer et 

al., 1997). Em Streptomyces e outros gêneros de actinomicetos, a degradação da lignina em 

sistemas de compostagem acontece durante o crescimento primário e subentende-se ser o 

resultado do metabolismo primário (Ramachandra et al., 1998). Apesar do gênero 

Streptomyces ser aquele mais comumente encontrado nos solos (Basilio et al., 2003), novos 

mecanismos para o isolamento de actinomicetos com o uso de meios seletivos demonstraram 

que outros gêneros também são importantes, capazes de produzir metabólitos secundários de 

interesse (O'Donnell, 1988; Sêmedo et al., 2001).   
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Caracterizando actinomicetos isolados de solo tropical brasileiro, Sêmedo et al. (2001) 

conseguiram diferenciar isolados do gênero Streptomyces daqueles pertencentes ao gênero 

Amycolatopsis por meio de técnicas cromatográficas para detecção do ácido diaminopimélico 

(DAP). Ômura et al. (1982) propuseram o gênero Kitasatospora para estirpes de 

actinomicetos que eram morfologicamente e culturalmente semelhantes ao gênero 

Streptomyces, mas que possuíam parede celular constituída por LL-DAP, Meso-DAP glicina 

e galactose. No trabalho realizado sobre a diversidade filogenética de actinomicetos acidófilos 

da Malásia, Muramatsu et al. (2011) identificaram um isolado do gênero Kitasatospora obtido 

de matéria orgânica existente sobre o solo ácido. Chung et al. (1999) isolaram, a partir de uma 

amostra de solo da Coréia, um actinomiceto identificado como K. cheerisanensis, capaz de 

produzir um agente antifúngico inibitório do crescimento micelial de vários importantes 

fitopatógenos, tais como: Botrytis cinerea, Colletotrichum lagenarium, Rhizoctonia solani e 

Sclerotinia sclerotiorum. 

A análise fenotípica de micro-organismo fundamenta-se na caracterização morfológica 

e/ou bioquímica com identificação até o nível de gênero, podendo ocorrer, em poucos casos, 

até o nível de espécie. Contudo, as técnicas moleculares contribuem na diferenciação dos 

grupos de micro-organismos, fornecendo informações diretas do DNA do indivíduo. Desse 

modo, a biologia molecular tem sido utilizada para diferenciar e caracterizar 

filogeneticamente os micro-organismos de interesse (Stringari, 2004).  

Dessa forma, foi realizada a análise filogenética dos isolados a partir das sequências 

do gene 16S rRNA, com um total de 49 táxons, construída por meio do método de neigbour-

joining utilizando o modelo evolutivo Tamura 3 parameter e teste de bootstrap com 1.000 

replicatas. Foram observados três clados distintos e bem suportados com “isolados tipo” das 

espécies de actinomicetos dos gêneros Streptomyces (A), Kitasatospora (B) e Amycolatopsis 

(C), confirmando a identificação obtida pelo BLAST N (Figura 3). Em geral, as sequências 

dos isolados que foram relacionadas às “espécies tipo” ficaram agrupadas, confirmando sua 

identidade e separação taxonômica em relação aos outros grupos. Diante dos resultados, 

percebe-se que a separação entre as espécies está bem delimitada e com predominância do 

gênero Streptomyces sob os demais. A maioria dos ramos ficou bem suportada com um valor 

de bootstrap acima de 70%.  
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Figura 3. Árvore filogenética, 
gerada a partir do sequenciamento 
do gene 16S rRNA derivada do 
método de neigbour-joining 
utilizando o modelo evolutivo 
Tamura 3 parameter e teste de 
bootstrap com 1000 replicatas. A 
espécie Bacillus lentus AB021189 
foi usada como outgroup. Terminais 
marcados com um T representam 
sequências obtidas de “espécies 
tipo”. 
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As sequências dos isolados de actinomicetos A495 e A457, identificados no BLAST N 

como A. lexingtonensis e A. pretoriensis, respectivamente, não se alinharam com as 

respectivas “espécies tipo”, porém foram agrupados no clado de Amycolatopsis, suportados 

por um bootstrap de 100% (Figura 3). As divergências entre os alinhamentos destas 

sequências e das sequências do gênero Amycolatopsis depositadas no GenBank evidenciam, 

aparentemente, se tratar de espécies ainda não descritas.  

Dois isolados identificados como S. purpeofuscus e S.psammoticus foram alinhados 

com as “espécies tipo” do GenBank, porém agruparam no clado do gênero Kitasatospora. De 

acordo com Wellington et al. (1992) e Ochi & Hiranuma (1994), os gêneros Streptomyces e 

Kitasatospora são intimamente relacionados filogeneticamente e se diferem pela presença de 

LL isômeros de ácido diaminopimélico presentes tanto no esporo aéreo e submerso e micélio 

vegetativo nos membros do gênero Streptomyces enquanto que no gênero Kitasatospora o LL 

isômeros de ácido diaminopimélico encontram-se apenas no esporo aéreo e submerso e  meso 

isômeros de ácido diaminopimélico (meso-DAP)  constituem o micélio vegetativo (Ômura et 

al., 1982; Takahashi et al., 1984; Zhang et al., 1997, Takahashi, 2017). Zhang et al. (1997) 

também relataram que a formação de esporos em meio de cultura líquido e a resistência a 

fagos polivalentes de Streptomyces são características que permitem a distinção entre estes 

dois gêneros. 

 

4.3. Caracterização enzimática de actinomicetos 

  
4.3.1. Detecção da atividade amilolítica 

 

A eficiência da atividade amilolítica foi determinada pela formação de halo amarelo ao 

redor da colônia, indicando a produção de amilase (Figura 4). De acordo com Lajolo & 

Menezes (2006), o amido encontra-se amplamente distribuído em várias espécies vegetais, 

sendo os seus principais constituintes a amilose e amilopectina. A amilase (EC 3.2.1.1), 

enzima que catalisa a hidrolise da molécula de amido, encontra-se entre as classes mais 

relevantes das enzimas sendo de grande importância para os processos biotecnológicos atuais, 

por causa da sua ampla aplicação industrial (Pandey et al., 2000).   

Do total de 69 isolados, 16 (23,2%) não foram capazes de formar halo, indicando que 

os micro-organismos não foram capazes de produzir amilase nas condições avaliadas. O 
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índice enzimático (IE) variou significativamente (p ≤ 0,05) entre os actinomicetos capazes de 

degradar o amido em meio de cultura (Tabela 6). Entre eles, sete isolados (10,1%) 

apresentaram IE < 2, indicando baixa atividade amilolítica, enquanto 46 (66,7%) 

apresentaram IE ≥ 2,0, classificados como potenciais produtores de amilase de acordo com 

Lealem & Gashe (1994).   

 

  
 
Figura 4. Halo indicativo da produção da enzima amilase por isolados de actinomicetos em 
meio de cultura ágar amido, incubados por 10 dias a 28 °C. 
 

Os isolados AMSJ 45 e LD 6, pertencentes ao gênero Streptomyces, apresentaram, em 

média, os maiores índices enzimáticos demonstrando elevado potencial amilolítico (IE= 6,44) 

(Tabela 6). Valores semelhantes foram relatados por Van Der Sand et al. (2014), que 

avaliaram actinomicetos endofíticos isolados de plantas de tomate. Karanja et al. (2010) 

verificaram IE entre 3,4 e 5,2 para degradação do amido para espécies de Streptomyces sp. 

obtidos de solos no Quênia. Em geral, os isolados testados que apresentaram os maiores 

valores de IE para a degradação do amido pertenceram ao gênero Streptomyces, que tem sido 

relatado com alta eficiência na produção de amilase (Vigal et al., 1991). Embora possa ser 

oriunda de fontes animais e vegetais, as amilases de origem microbiana são as mais requeridas 

pelas indústrias (Albuquerque et al., 2010) por causa da produção em massa e facilidade de 

manipulação do micro-organismo (Tanyildizi et al., 2005).   

Foi observado que os micro-organismos pertencentes ao gênero Amycolatopsis não 

possuíram a capacidade de hidrolisar o amido (Tabela 6), em consonância com diversos 

estudos envolvendo as espécies A. pretoriensis, A. lexingtonensis (Labeda et al., 2003), A. 

mediterranei, A. rifamycinica (Bala et al., 2004), A. echigonensis e A. niigatensis (Ding et al., 

2007). 
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4.3.2. Detecção da atividade celulolítica 

 
A capacidade celulolítica dos isolados de actinomicetos foi determinada pela formação 

de uma zona mais clara ao redor da colônia que é um indicador da degradação da celulose em 

meio de cultura (Figura 5). A celulose é o maior constituinte da biomassa vegetal, sendo o 

biopolímero mais abundante no mundo e, portanto, uma fonte sustentável para processos 

industriais (Mansfield & Meder, 2003) e para produção de glicose decorrente de sua 

bioconversão através da atuação das celulases (Klyosov, 1990). Celulases (EC 3.2.1.4) são 

enzimas que convertem a celulose em açúcares simples de fácil acesso para o consumo 

humano (Mohanta, 2014). Esta enzima realiza a quebra das ligações entre as moléculas de 

glicose que constituem a celulose e envolve a ação sinergística de algumas enzimas como 

endoglucalase, exoglucanase e β-glucosidase (Wachinger et al., 1989). 

 

 

Figura 5. Halo indicativo da produção da enzima celulase por isolados de actinomicetos em 
meio de cultura, suplementado com carboximetilcelulose (CMC) como única fonte de 
carbono, incubados por 10 dias a 28 °C. 

 

Do total de isolados, 14 (20,3%) não formaram halo em meio de cultura com 

carboximetilcelulose, indicando que os micro-organismos não foram capazes de produzir 

enzimas capazes de degradar a celulose nas condições avaliadas (Tabela 6). A degradação da 

celulose através do uso de enzimas de origem microbiana se destaca por causa do seu alto 

valor industrial na aplicação de diversos processos biotecnológicos (BHAT & BHAT, 1997).  

Micro-organismos que excretam celulases desempenham um importante papel na natureza por 

estabelecerem um elo chave na ciclagem do carbono (Ruegger & Tauk-Tornisielo, 2004) e 

formação de húmus (Padilha, 1998). 
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O IE variou significativamente (p ≤ 0,05) entre os actinomicetos capazes de degradar a 

celulose em meio de cultura. Entre eles, dois isolados (2,9%) apresentaram IE < 2, indicando 

baixa atividade, enquanto 53 (76,8%) apresentaram IE ≥ 2,0, classificados como potenciais 

produtores de celulases (Lealem & Gashe, 1994). Avaliando o potencial enzimático de 

actinomicetos provenientes de compostagem, Rodrigues (2006) verificou a degradação da 

celulose em 91% dos isolados avaliados, sendo este resultado superior ao observado no 

presente estudo. O maior percentual registrado por este autor pode ser explicado pelo fato da 

quantidade de celulose em processos de compostagem ser superior àquela disponível no solo, 

favorecendo a seleção de espécies relacionadas à sua degradação. 

Os isolados ARLJ 48 e ARLJ 53, pertencentes ao gênero Streptomyces, apresentaram, 

em média, os maiores índices enzimáticos demonstrando elevado potencial celulolítico, com 

valores de IE até 6,56. Van Der Sand et al. (2014), em estudo de caracterização enzimática de 

actinomicetos endofíticos isolados de plantas de tomate, observaram que o maior IE 

registrado para degradação de celulose foi de 4,04. Silva et al., (2015) constataram um IE de 

6,90 produzido por actinomicetos isolados de solo rizosférico do semiárido brasileiro, 

identificados como Streptomyces sp., sendo este valor semelhante ao observado no presente 

estudo. Os actinomicetos, principalmente do gênero Streptomyces, atuam na degradação de 

moléculas complexas e recalcitrantes, especialmente a celulose, xilana e lignina, abundantes 

na biomassa vegetal (Crawford, 1988; Ramírez & Coha, 2003). A capacidade em degradar a 

celulose confere a este gênero um papel de destaque nos processos de compostagem onde o 

produto final pode ser utilizado na produção de cogumelos comestíveis, como fertilizante 

agrícola, cultivo de vegetação em acostamentos de estradas, como biofiltros e na 

biorremediação (Silva, 2010). Nesse contexto, os micro-organismos caracterizados neste 

estudo quanto à capacidade em degradar a celulose são potencialmente promissores para 

aplicações biotecnológicas.  

 

4.3.3. Detecção da atividade lipolítica 

 

A capacidade lipolítica dos micro-organismos avaliados foi determinada pela 

formação de um halo de cor azul ao redor da colônia, indicador da degradação de lipídio, 

quando o meio de cultura enriquecido com óleo de oliva foi submetido à irradiação 

ultravioleta em razão da fluorescência da rodamina B (Figura 6). Os lipídeos são 
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biomoléculas de ésteres de glicerol e ácidos graxos que se encontram armazenados sob a 

forma de triacilgliceróis em tecidos de plantas e animais (Alef & Nannipieri 1995). A 

utilização dessas biomoléculas, assim como óleos vegetais, por micro-organismos cultivados 

em meio suplementado com estes compostos, ocorre por causa da produção de lipases e 

favorece a síntese de substâncias bioativas oriundas do metabolismo secundário (Pan et al., 

1959; Choi et al., 1996). As lipases (E.C. 3.1.1.3), são enzimas que catalisam a primeira 

reação de quebra do lipídeo exógeno (Large et al., 1999), é reconhecida como um 

biocatalisador em biotecnologia em razão da sua ampla versatilidade podendo ser aplicada em 

diferentes processos industriais, como no processamento de alimentos, fabricação de 

detergentes, síntese de produtos químicos e fármacos, processamento de óleos e gorduras e 

produção de cosméticos, além de serem utilizadas no tratamento de efluentes gordurosos 

(Bornscheuer, 2002). 

 

 

Figura 6. Halo de coloração azul indicativo da produção da enzima lipase por isolados de 
actinomicetos em meio de cultura, suplementado com óleo de oliva, incubados por 72 horas a 
28 °C. 

 

O IE para produção de lipase variou significativamente (p ≤ 0,05) entre os 

actinomicetos avaliados, sendo 15 (21,8%) considerados bons produtores desta enzima, com 

valores superiores a 2 (Lealem & Gashe, 1994). Observa-se que 41 (59,4%) isolados não 

foram capazes de hidrolisar o lipídio e 13 (18,8%) não produziram enzima suficiente para 

serem caracterizados bons produtores (Tabela 6). As lipases são amplamente encontradas na 

natureza, porém as de origem microbiana apresentam peculiaridade ao substrato, uma 

propriedade que parece ter evoluído para garantir o acesso de micro-organismos produtores 

desta enzima a inúmeras fontes de carbono durante a deterioração da parede celular dos 
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vegetais ou no processo de reciclagem de compostos constituídos por lipídios (Bornscheuer, 

2002, Roveda et al., 2010). As lipases sintetizadas por micro-organismo possuem 

características enzimáticas diversificadas que são muito atrativas para a aplicação industrial 

(Hasan et al., 2006). 

Foi observado que o isolado LD 6, pertencente ao gênero Streptomyces, apresentou, 

em média, o maior IE demonstrando seu elevado potencial lipolítico em relação aos demais 

micro-organismos avaliados (Tabela 6). Os lipídios são comumente utilizados como fontes de 

carbono na fermentação de actinomicetos do gênero Streptomyces, entretanto, o conhecimento 

sobre a atividade lipolítica deste grupo ainda é pouco conhecida (Tesch et al., 1996; Sommer 

et al., 1997; Abramic et al., 1999; Karanja et al., 2010).  

Karanja et al. (2010) observaram um índice enzimático variando entre 3,0 e 4,2 para 

atividade lipolítica de novas espécies de Streptomyces isoladas de solos no Quênia. Contudo, 

observa-se que o menor IE mensurado por estes autores é superior ao encontrado no presente 

estudo que foi de 2,60. Mohamed et al. (2015), avaliando a atividade enzimática de 

estreptomicetos obtidos de amostras de solo da Arábia Saudita detectaram a atividade 

lipolítica em mais de 90% dos isolados, sendo esse valor muito superior ao encontrado no 

presente estudo. Segundo Van Der Sand et al. (2014), o baixo índice de isolados aceitos como 

bons produtores de lipase pode estar ligado às temperaturas de incubação e/ou especificidade 

do substrato utilizado. Nithangeni et al. (2001), afirmam que as lipases são bastante 

específicas e, assim, suas atividades hidrolíticas podem variar de acordo com a composição 

triacilglicerol do óleo utilizado no meio de cultivo.  
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Tabela 6. Índice enzimático (IE) de amilase, celulase e lipase de isolados de actinomicetos da Coleção de Micro-organismos Multifuncionais e 
Fitopatógenos da Embrapa Milho e Sorgo (CMMF- MS).  
 

Isolado Espécie Índice enzimático 
  Amilase Celulase Lipase 

AMSJ 45 Streptomyces curacoi 6,44 a 4,17 d 1,13 e 
LD 6 S. hygroscopicus 6,42 a 4,00 e 2,60 a 
AC 82 Kitasatospora paracochleata 6,00 b 3,75 e 0,00 
KACP 35 S. laculatispora 5,70 c 3,67 e 0,00 
AEPFSR II 29 S. scabiei 5,52 c 5,08 c 2,10 b 
ACSL 8 S. sporocinereus 5,43 c 3,67 e 1,22 e 
ACJ 1 S. ossamyceticus 5,14 d 4,42 d 0,00 
AC 7 S. galbus 5,10 d 3,78 e 0,00 
LD 27 S. corchorusii 5,00 d 5,50 b 0,00 
A 432 S. novaecaesareae 4,93 d 3,17 f 0,00 
LD 13 S. hygroscopicus 4,87 d 5,33 b 0,00 
A 12 K. atroaurantiaca 4,81 d 2,93 f 1,46 d 
A 485 S. psammoticus 4,52 e 4,53 d 1,51 d 
AMSJ 43 S. psammoticus 4,51 e 1,83 g 0,00 
AC 27 S. lydicus 4,31 f 0,00 1,66 c 
ACJ 17 S. bangladeshensis 4,28 f 5,08 c 0,00 
AEPFSR II 66 S. Sioyaensis 4,18 f 0,00 0,00 
LD 16 S. galbus 4,13 f 4,58 d 0,00 
A 470 S. pseudovenezuelae 4,00 f 4,33 d 0,00 
ACT 64 S. coacervatus 3,60 g 2,86 f 2,12 b 
ARLJ 51 S. griseoruber 3,45 g 4,55 d 2,23 b 
AC 54 S. sasae 3,42 g 0,00 2,23 b 
AC 18 S. longwoodensis 3,40 g 3,83 e 0,00 
AEPFSR II 31 S. phaeopurpureus 3,39 g 4,07 d 2,00 b 
ACJ 26 S. capoamus 3,29 g 3,83 e 1,75 c 

 Médias seguidas de mesma letra não diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. 
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Tabela 6. Continuação 

Isolado Espécie Índice enzimático 
  Amilase Celulase Lipase 

AEPFSR II 5 S. olivochromogenes 3,29 g 3,58 e 2,07 b 
A 449 S. yunnanensis 3,27 g 1,78 g 0,00 
LD 23 S. indiaensis 3,22 g 5,13 c 0,00 
AC 67 S. phaeopurpureus 3,21 g 3,92 e 2,16 b 
LD 22 S. yunnanensis 3,15 g 0,00 0,00 
AC 50 S. sampsonii 3,13 g 3,93 e 0,00 
A 346 S. endophyticus 3,07 g 3,56 e 0,00 
LD 18 S. phaeochromogenes 2,93 h 4,33 d 0,00 
AEPFSR II 38 S. rishiriensis 2,83 h 4,47 d 0,00 
ACT 83 S. longwoodensis 2,77 h 4,92 c 0,00 
AC 91 S. yunnanensis 2,71 h 0,00 0,00 
LD 1 S. massasporeus 2,67 h 3,42 e 0,00 
A 363 S. galbus 2,62 h 5,06 c 2,27 b 
A 448 S. sioyaensis 2,61 h 0,00 0,00 
A 517 S. phaeochromogenes 2,55 h 5,70 b 2,07 b 
ACT 115 S. thioluteus 2,37 i 0,00 0,00 
A 509 S. deserti 2,29 i 4,27 d 0,00 
ACSL 1 S. seymenliensis 2,20 i 3,36 e 2,17 b 
ACJ 29 S. galbus 2,17 i 4,75 c 0,00 
AC 77 K. phosalacinea 2,14 i 4,21 d 1,79 c 
AE3J 66 S. galbus 2,03 j 3,55 e 0,00 
A 404 S. chartreusis 1,98 j 3,90 e 1,52 d 
A 453 S. galbus 1,96 j 0,00 0,00 
ACT 641 S. lannensis 1,90 j 2,75 f 1,37 e 
AC 53 K. paracochleata 1,65 k 3,44 e 0,00 

Médias seguidas de mesma letra não diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.   
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Tabela 6. Continuação 

Isolado Espécie Índice enzimático 
  Amilase Celulase Lipase 

ACSL 2 S. chartreusis 1,52 k 5,55 b 0,00 
ACT 80 S. phaeochromogenes 1,24 l 0,00 0,00 
AC 64 S. griseoruber 1,13 m 2,73 f 2,20 b 
ARLJ 53 S. cyslabdanicus 0,00 6,56 a 2,08 b 
A 364 K. viridis 0,00 0,00 1,93 b 
A 450 Amycolatopsis bullii 0,00 3,98 e 1,68 c 
ARLJ 49 A. rhabdoformis 0,00 0,00 1,58 d 
AE3J 76 S. yunnanensis 0,00 0,00 0,00 
A 16 S. purpeofuscus 0,00 4,17 d 0,00 
ACT 93 A. echigonensis 0,00 0,00 0,00 
ARLJ 48 S. chiangmaiensis 0,00 6,56 a 0,00 
ARLJ 52 S.  yaanensis 0,00 4,58 d 2,13 b 
AMSJ 36 S. psammoticus 0,00 5,00 c 0,00 
A 490 A. kentuckyensis 0,00 2,89 f 0,00 
A 495 A. lexingtonensis 0,00 3,20 f 0,00 
A 457 A. pretoriensis 0,00 4,42 d 1,47 d 
ACT 85 S. phaeochromogenes 0,00 4,28 d 0,00 
ACT F1-1 S. variabilis 0,00 0,00 0,00 
AC 25 A. rifamycinica 0,00 4,39 d 2,02 b 

Médias seguidas de mesma letra não diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.   
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4.4. Antibiograma  

 
Nesse trabalho, foi realizado o antibiograma para verificar a susceptibilidade do 

fitopatógeno P. ananatis a antibióticos comerciais (Figura 7). O antibiograma fundamenta-se 

na capacidade de difusão do antimicrobiano, impregnado em um disco de papel filtro, através 

de um meio sólido (Bauer et al., 1966). Esta técnica é muito utilizada em razão da sua 

praticidade, baixo custo e rapidez na obtenção dos resultados de sensibilidade ou resistência 

do micro-organismo alvo ao antibiótico (Esmerino, et al., 2003).  

 

 

Figura 7. Halo de inibição indicativo da susceptibilidade de Pantoea ananatis a 

antimirobianos comerciais, inoculada em meio de cultura BDA, incubado por 48 horas 

a 30 °C. 

 

A Tabela 7 mostra o diâmetro médio dos halos de inibição obtidos no antibiograma 

utilizando 25 antibióticos comerciais contra duas estirpes fitopatogênicas de P. ananatis. 

Houve diferenças significativas (p ≤ 0,05) no teste de atividade antimicrobiana entre os 

antibióticos e entre as duas estirpes, sendo que os isolados da bactéria P. ananatis 

apresentaram sensibilidade a, aproximadamente, 50% dos antimicrobianos testados. Os 

antibióticos norfloxacina e ciprofloxacina apresentaram, em média, a maior atividade 

antibacteriana contra ambas as estirpes de P. ananatis, demonstrando seu elevado potencial 

para o uso no controle químico deste fitopatógeno. A estirpe CMPC 40 de P. ananatis 

apresentou, em média, maior sensibilidade aos antimicrobianos, evidenciando a variabilidade 

genética do fitopatógeno.  
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De acordo com a classificação do grau de atividade antimicrobiana adotada por 

Matsuura (2004), nota-se que no teste de antibiograma os antibióticos norfloxacina, 

ciprofloxacina, ácido nalidíxico, levofloxacina, tetraciclina, neomicina, cloranfenicol, 

cefoxitina, sulfazotrim, amicacina e kanamicina demonstraram alta atividade antimicrobiana, 

enquanto tobramicina e gentamicina apresentaram atividade moderada (Tabela 7). Em estudo 

de monitoramento e caracterização da população epifítica de P. ananatis em plantas de milho 

oriundas de Sete Lagoas-Minas Gerais e Londrina-Paraná, Sauer (2010) observou que estirpes 

da bactéria P. ananatis submetidas a teste de inibição em presença de diferentes antibióticos 

apresentaram sensibilidade aos antimicrobianos amicacina, neomicina, clorafenicol, 

gentamicina, norflaxacina, sulfazotim e tetraciclina e eritromicina. 

Os antibióticos podem ser classificados em diferentes categorias de acordo com o seu 

principal mecanismo de ação (Neu, 1992). Assim, observou-se que o fitopatógeno do presente 

estudo foi susceptível a antimicrobianos capazes de inibir a síntese da parede celular 

(cefoxitina), a síntese proteica (tetraciclina, cloranfenicol, tobramicina, gentamicina, 

neomicina, amicacina e kanamicina), a síntese do DNA (ácido nalidíxico, ciprofloxacina, 

norfloxacina e levofloxacina) e de inibir as reações metabólicas (sulfazotrim - Sulfametoxazol 

+ Trimetoprim).  

O uso do antibiótico oxitetraciclina permitiu uma redução de aproximadamente 80-

90% no número de lesões da mancha-branca em plantas de milho cultivadas no campo, bem 

como inibiu em 100% o crescimento de P. ananatis in vitro (Pedro et al., 2012; Gonçalves et 

al., 2013). Resultados semelhantes foram encontrados previamente por Silva et al. (2009) 

utilizando oxitetraciclina como controle químico da doença mancha-branca do milho. 

Os antibióticos oxitetraciclina e oxitetraciclina + streptomicina foram previamente 

utilizados no controle da mancha-branca do milho e apresentaram eficiência de 60% no 

manejo da doença em relação à testemunha quando aplicado nos estádios fenológicos V8 (oito 

folhas totalmente desenvolvidas) e pré-florescimento (Manerba et al. (2013). Em outro 

estudo, Costa et al. (2011) avaliando a eficiência de diferentes agentes químicos para o 

controle da mancha-branca também observaram que o antibiótico oxitetraciclina foi capaz de 

controlar a doença. A oxitetraciclina pertence a família das tetraciclinas, um dos fármacos 

mais importantes por conta do seu largo espectro de ação antibacteriano (Couto et al., 2000) 

que é produzido por diversas espécies de Streptomyces (Oka et al., 1994; Ruela et al., 2005).  
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Segundo Manerba et al. (2013) o emprego dos antibióticos oxitetraciclina e 

streptomicina aumentou a produtividade do milho em relação a testemunha, permitindo maior 

área foliar sadia para realização da fotossíntese e influenciando positivamente na produção de 

grãos.   
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Tabela 7. Atividade antimicrobiana contra as estirpes bacterianas de P. ananatis utilizando antimicrobianos comerciais. 
 

Antimicrobianos Concentração Diâmetro do halo de inibição Grau de atividade antimicrobiana 
  Estirpe CMPC 40 Estirpe CMPC 105  
  ............................ mm ............................  

Norfloxacina 10 mcg 37,67 a 39,67 a Alta 
Ciprofloxacina 5 mcg 37,67 a 39,00 a Alta 
Ácido nalidíxico 30 mcg 34,67 b 31,00 b Alta 
Levofloxacina 5 mcg 34,67 b 28,33 c Alta 
Tetraciclina 30 mcg 35,00 b 27,00 c Alta 
Cloranfenicol 30 mcg 30,33 c 25,33 d Alta 
Cefoxitina 30 mcg 27,33 d 23,33 d Alta 
Sulfazotrim 25 mcg 22,33 e 20,67 e Alta 
Amicacina 30 mcg 17,33 f 20,00 e Alta 
Kanamicina 30 mcg 16,33 f 17,00 f Alta 
Neomicina 200 mcg 16,00 f 16,33 f Alta 
Tobramicina 10 mcg 15,33 f 13,67 g Alta/Moderada 
Gentamicina 10 mcg 13,33 g 12,67 g Moderada 
Clindamicina 2 mcg 0,00 0,00 Ausente 
Sulfonamidas 300 mcg 0,00 0,00 Ausente 
Ampicilina 10 mcg 0,00 0,00 Ausente 
Cefazolina 30 mcg 0,00 0,00 Ausente 
Vancomicina 30 mcg 0,00 0,00 Ausente 
Oxacilina 1 mcg 0,00 0,00 Ausente 
Cefotaxima 30 mcg 0,00 0,00 Ausente 
Eritromicina 15 mcg 0,00 0,00 Ausente 
Penicilina G 10 U.I. 0,00 0,00 Ausente 
Nitrofurantoina 300 mcg 0,00 0,00 Ausente 
Ceftriaxona 30 mcg 0,00 0,00 Ausente 
Cefalotina 30 mcg 0,00 0,00 Ausente 

Médias seguidas de mesma letra não diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.   
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4.5. Avaliação da atividade antimicrobiana dos isolados de actinomicetos 

 

4.5.1 Seleção primária dos isolados de actinomicetos em meio sólido 

 

Uma triagem primária da atividade antimicrobiana foi realizada com os actinomicetos, 

utilizando o método de sobrecamada com o objetivo de verificar diretamente o espectro de 

ação antagônica in vitro desses micro-organismos submetidos ou não a radiação UV frente à 

P. ananatis (Figura 8). 

 

 

Figura 8. Halo de inibição indicativo da atividade antagônica dos actinomicetos frente 

a estirpe fitopatogênica de Pantoea ananatis utilizando a técnica de sobrecamada. 

 

Nove isolados (13%) não expostos à irradiação UV apresentaram atividade 

antimicrobiana entre baixa e alta (Tabela 8) de acordo com a escala utilizada no trabalho de 

Matsuura (2004). Três isolados (4,4%), todos do gênero Streptomyces, apresentaram atividade 

antimicrobiana com classificação entre moderada e alta conforme escala adotada por 

Matsuura (2004) quando expostos ou não a irradiação UV. A exposição à luz pode acarretar 

na degradação e instabilidade das substâncias antimicrobianas difundidas no meio de cultura 

conforme observado no presente estudo e relatado por Trissel (2001) e Monteiro et al. (2012). 

As morfoespécies A 470 e A 432 destacam-se em relação ao isolado KACP 35 (Tabela 

8), pois apresentaram elevada atividade antimicrobiana quando expostos ou não a radiação 

ultravioleta. A baixa frequência de actinomicetos com atividade antimicrobiana contra 

bactérias Gram-negativas, como P. ananatis, pode estar relacionada à complexa estrutura da 

membrana externa destes micro-organismos (Rodrigues, 2006; Nithya et al., 2012). 



 

49 

 

Tabela 8. Eficiência da atividade antibacteriana e classificação do grau de atividade de isolados de actinomicetos contra duas estirpes 
fitopatogênicas da bactéria Pantoea ananatis. 
 
Isolado Espécie Diâmetro dos halos de inibição Grau de atividade 

  Sem exposição à luz UV Com exposição à luz UV  
  ......................................   mm .......................................  

A 470 Streptomyces pseudovenezuelae 36,00 a 24,00 a Alta 
A 432 S. novaecaesareae 19,00 b 14,00 b Alta 
KACP 35 S. laculatispora 13,00 c 12,00 c Moderada 
ACSL 8 S. sporocinereus 10,00 d 0,00 Baixa/Ausente 
LD 23 S. indiaensis 10,00 d 0,00 Baixa/Ausente 
A 450 Amycolatopsis bullii 9,00 e 0,00 Baixa/Ausente 
LD 1 S. massasporeus 9,00 e 0,00 Baixa/Ausente 
ARLJ 52 S. yaanensis 9,00 e 0,00 Baixa/Ausente 
LD 18 S. phaeochromogenes 8,00 e 0,00 Baixa/Ausente 
A 517 S. phaeochromogenes 0,00 0,00 Ausente 
ARLJ 53 S. cyslabdanicus 0,00 0,00 Ausente 
ACSL 2 S. chartreusis 0,00 0,00 Ausente 
LD 16 S. galbus 0,00 0,00 Ausente 
A 364 Kitasatospora viridis 0,00 0,00 Ausente 
ACT 83 S. longwoodensis 0,00 0,00 Ausente 
LD 13 S. hygroscopicus 0,00 0,00 Ausente 

ACT 80 S. phaeochromogenes 0,00 0,00 Ausente 

ACT 115 S. thioluteus 0,00 0,00 Ausente 

A 363 S. galbus 0,00 0,00 Ausente 
AEPFSR II 31 S. phaeopurpureus 0,00 0,00 Ausente 
AEPFSR II 38 S. rishiriensis 0,00 0,00 Ausente 
ACJ 17 S. bangladeshensis 0,00 0,00 Ausente 

 

LD 27 S. corchorusii 0,00 0,00 Ausente 
 Médias seguidas de mesma letra não diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.   
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Tabela 8. Continuação. 
 
Isolado Espécie Diâmetro dos halos de inibição Grau de atividade 
  Sem exposição à luz UV Com exposição à luz UV  
  ......................................   mm .......................................  
ACJ 1 S. ossamyceticus 0,00 0,00 Ausente 
ARLJ 49 A. rhabdoformis 0,00 0,00 Ausente 
ACSL 1 S. seymenliensis 0,00 0,00 Ausente 
A 404 S. chartreusis 0,00 0,00 Ausente 
A 448 S. sioyaensis 0,00 0,00 Ausente 
A 346 S. endophyticus 0,00 0,00 Ausente 
AMSJ 45 S. curacoi 0,00 0,00 Ausente 
AE3J 76 S. yunnanensis 0,00 0,00 Ausente 
A 16 S. purpeofuscus 0,00 0,00 Ausente 
A 453 S. galbus 0,00 0,00 Ausente 
ACT 641 S. lannensis 0,00 0,00 Ausente 
AEPFSR II 5 S. olivochromogenes 0,00 0,00 Ausente 
A 12 K. atroaurantiaca 0,00 0,00 Ausente 
A 485 S. psammoticus 0,00 0,00 Ausente 

AE3J 66 S. galbus 0,00 0,00 Ausente 
ACT 93 A. echigonensis 0,00 0,00 Ausente 
ACJ 29 S. galbus 0,00 0,00 Ausente 
ARLJ 51 S. griseoruber 0,00 0,00 Ausente 
AEPFSR II 29 S. scabiei 0,00 0,00 Ausente 
AMSJ 43 S. psammoticus 0,00 0,00 Ausente 
ARLJ 48 S. chiangmaiensis 0,00 0,00 Ausente 
AMSJ 36 S. psammoticus 0,00 0,00 Ausente 
LD 6 S. hygroscopicus 0,00 0,00 Ausente 

 Médias seguidas de mesma letra não diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.   
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Tabela 8. Continuação. 
 

Isolado Espécie Diâmetro dos halos de inibição Grau de atividade 
  Sem exposição à luz UV Com exposição à luz UV  
  ......................................   mm .......................................  
A 490 A. kentuckyensis 0,00 0,00 Ausente 
ACJ 26 S. capoamus 0,00 0,00 Ausente 
A 495 A. lexingtonensis 0,00 0,00 Ausente 
A 509 S. deserti 0,00 0,00 Ausente 
A 457 A. pretoriensis 0,00 0,00 Ausente 
A 449 S. yunnanensis 0,00 0,00 Ausente 
ACT 85 S. phaeochromogenes 0,00 0,00 Ausente 
AEPFSR II 66 S. sioyaensis 0,00 0,00 Ausente 
ACT F1-1 S. variabilis 0,00 0,00 Ausente 
LD 22 S. yunnanensis 0,00 0,00 Ausente 
AC 64 S. griseoruber 0,00 0,00 Ausente 
AC 25 A. rifamycinica 0,00 0,00 Ausente 
AC 82 K. paracochleata 0,00 0,00 Ausente 
AC 53 K. paracochleata 0,00 0,00 Ausente 
AC 54 S. sasae 0,00 0,00 Ausente 
AC 7 S. galbus 0,00 0,00 Ausente 
AC 91 S. yunnanensis 0,00 0,00 Ausente 
AC 67 S. phaeopurpureus 0,00 0,00 Ausente 
AC 27 S. lydicus 0,00 0,00 Ausente 
AC 18 S. longwoodensis 0,00 0,00 Ausente 
AC 77 K. phosalacinea 0,00 0,00 Ausente 
AC 50 S. sampsonii 0,00 0,00 Ausente 
ACT 64 S. coacervatus 0,00 0,00 Ausente 

 Médias seguidas de mesma letra não diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.   
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Nesse estudo, as espécies S. pseudovenezuelae, S. novaecaesareae e S. laculatispora 

foram responsáveis pela produção de antimicrobianos contra a bactéria P. ananatis em meio 

sólido. O isolamento, triagem e caracterização de estirpes de actinomicetos produtores de 

metabólitos secundários tornou-se uma área de interesse para pesquisa por muitos grupos em 

todo o mundo (Hacène et al., 2000; Laidi et al., 2006; Chaudhary et al., 2013). A busca por 

actinomicetos do gênero Streptomyces em habitats pouco estudados eleva a perspectiva de 

descobrimento de novos produtos naturais que podem ser desenvolvidos com auxílio da 

biotecnologia (Eccleston et al., 2008; Ogunmwonyi et al. 2010). 

Muitos compostos bioativos produzidos por actinomicetos evidenciam a ação 

antibacteriana e antimicrobiana desses produtos contra vários agentes patogénicos e 

patógenos resistentes a múltiplos fármacos (Saadoun et al., 1999; Servin et al., 2008; 

Selvameenal et al., 2009; Singh et al., 2012; Chaudhary et al., 2013). De acordo com 

Yamaguchi & Uchida (1988), vários trabalhos de detecção de atividade antimicrobiana contra 

inúmeros patógenos de interesse para a agricultura eram realizados com o uso de diversos 

antibióticos isolados de micro-organismos do gênero Streptomyces. Cohen & Coffey (1986) 

relataram que estreptomicina e ciclohexamida, antibióticos produzidos por S. griseus, foram 

utilizadas no controle de doenças de plantas na década de 1950. 

Testes in vitro com actinomicetos têm demonstrado o antagonismo frente a vários 

tipos de fitopatógenos, tais como inibição de Botrytis cinerea (Oliveira, 2004); Meloidogyne 

javanica (Coimbra & Campos, 2010); Rhizoctonia solani (Rothrock & Gottlieb, 1984; 

Doumbou et al., 2001); Bipolaris sorokiniana (Van Der Sand, 2014); Ralstonia solanacearum 

(Moura & Romeiro, 1999; Sahilah et al., 2010), revelando o quanto é promissora a utilização 

desses micro-organismos no controle biológico. Todavia, salienta-se que o número de 

pesquisas relacionadas ao antagonismo dos actinomicetos frente às doenças de plantas ainda é 

restrito. 

Avaliando in vitro actinomicetos como antagonistas a bactéria Ralstonia 

solanacearum, agente causal da murcha bacteriana em tomateiro, Moura e Romeiro (1999) 

observaram amplo espectro de atividade antagonística contra o patógeno, sugerindo existência 

de diversidade da capacidade antibacteriana dentro deste grupo de micro-organismo. 

Actinomicetos endofíticos do gênero Streptomyces podem promover o crescimento das 

plantas melhorando a produção agrícola e reduzir o impacto causado pelos fitopatógeno 

causadores da podridão de raiz e coroa em trigo (Coombs et al., 2004; Van Der Sand, 2014). 
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Carrer Filho et al. (2009) relataram que no ensaio de biocontrole experimental em casa 

de vegetação o micro-organismo S. setonii, obtido da rizosfera de planta sadia de tomateiro, 

foi capaz de reduzir significativamente as lesões por folíolo perante todos os fitopatógenos 

testados, tanto fúngicos como bacterianos, demonstrando ser um potencial agente de controle 

biológico de doenças do tomateiro. Em ensaios preliminares de detecção de atividade 

antimicrobiana utilizando actinomicetos obtidos do solo da Etiópia, Bizuye et al. (2013) 

observaram a ação antagônica de 26,7% dos isolados frente as bactérias Gram-negativas 

Klebsiella pneumonia e Escherichia Coli. Resultados semelhantes foram reportados 

anteriormente por Gurung et al. (2009), utilizando actinomicetos obtidos de amostras de solo 

do Monte Everest, frente a micro-organismos de interesse médico. Kesavan & Hemalatha 

(2015) em estudo de isolamento e seleção de actinomicetos produtores de antibióticos, 

isolados de amostras de solo da Índia, relatam que apenas o extrato bruto de uma cultura de 

actinomiceto foi ativa in vitro em razão da capacidade de inibir o crescimento dos patógenos 

Gram-negativos K. pneumonia, Pseudomonas aeruginosa e E. Coli. Resultados semelhantes 

também foram observados em actinomicetos isolados de amostras de solo coletadas na Arábia 

Saudita (Geetanjali & Jain, 2016). 

  

4.5.2 Avaliação temporal da atividade antibacteriana nos líquidos metabólitos dos 

isolados de actinomicetos 

 

Os actinomicetos A 470, A 432 e KACP 35, selecionados na triagem primária, foram 

inoculados em dois tipos de meio de cultura, ISP-2 e M1. Utilizando o método de difusão de 

disco embebido no líquido metabólito obtido em diferentes períodos de incubação, verificou-

se que os isolados de P. ananatis apresentaram, em média, maior sensibilidade ao líquido 

metabólito após incubação dos isolados de actinomicetos por 72 horas nos dois meios de 

cultura (Tabela 9). Isso indica que tais micro-organismos foram capazes de produzir 

substâncias antibacterianas nas condições avaliadas. Cunha et al. (2009) relatam que a estirpe 

de Streptomyces sp. quando fermentada por 72 h no meio ISP-2 produz metabólito com 

atividade antimicrobiana. 

Os resultados obtidos com o emprego dos meios de cultura demonstram que o meio 

ISP-2 se destacou como o melhor meio para produção de substâncias bioativas quando 

comparado ao meio M1. Neste caso, a concentração de glicose pode ter interferido na 
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produção de compostos bioativos por causa da repressão de enzimas biossintéticas (Sanchez 

& Demain, 2002; Cunha et al., 2009). Resultados semelhantes foram observados por Abbanat 

et al. (1999) que verificaram a interferência na produção do antibiótico pirroindomicina por S. 

rugosporus quando utilizaram concentração de glicose de 10%. Cunha et al. (2009) relatam 

que a concentração da fonte de carbono do meio de cultura influência na produção de 

metabólitos bioativos.  

  Os micro-organismos do solo são fonte para o isolamento de diversos produtos 

biológicos importantes (Sanglier et al., 1993; Jeya et al., 2013; Kaur et al., 2014; Chanthasena 

& Nantapong, 2016). Sanglier et al., 1993 reportam que as substâncias produzidas pelo gênero 

Streptomyces apresentam grande diversidade química. Diversos autores relatam que apenas 1-

3% de todos os compostos antimicrobianos conhecidos produzidos pelo gênero Streptomyces 

foram identificados e isolados, portanto; há uma grande variedade de antibióticos a serem 

descobertos (Baltz, 2005; Shetty et al., 2014; Chanthasena & Nantapong, 2016). Desse modo, 

torna-se importante a investigação dos metabólitos produzidos pelos isolados identificados 

como S. pseudovenezuelae, S. novaecaesareae e S. laculatispora. 

Kaur et al. (2014) aconselharam a pesquisa de antibióticos produzidos por bactérias do 

solo, pois estes micro-organismos são onipresentes na natureza, de fácil manejo e comumente 

utilizados para a produção de antimicrobianos. Os metabólitos secundários sintetizados por 

actinomicetos, especialmente aqueles pertencentes ao gênero Streptomyces, possuem uma 

variedade de atividades biológicas que são amplamente utilizadas em tratamentos de doenças 

humanas e animais (Ômura et al., 2001; Euanorasetr et al., 2010) bem como de plantas 

(Behal, 2000; Ômura et al., 2001; Doumbou et al., 2001). 
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Tabela 9. Detecção de atividade antibacteriana utilizando líquido metabólito proveniente da inoculação dos isolados de actinomicetos A 470, A 
432 e KACP 35 nos meios líquidos ISP-2 e M1 contra as estirpes fitopatogênicas de Pantoea ananatis. 
 
Isolado Espécie Meio Líquido Tempo (h) Diâmetro do halo de inibição (mm) 

    Estirpe CMPC 40 Estirpe CMPC 105 
A 470 S. pseudovenezuelae ISP-2 24 0,00 0,00 

 48 6,00 c 6,00 c 
 72 10,00 a 11,00 a 
 96 8,00 b 8,00 b 
 120 8,00 b 7,00 b 
M1 24 0,00 0,00 
 48 6,00 c 7,00 b 
 72 10,00 a 10,00 a 
 96 7,00 b 7,00 b 
 120 7,00 b 7,00 b 

A 432 S. novaecaesareae ISP-2 24 0,00 0,00 
 48 6,00 c 6,00 c 
 72 10,00 a 10,00 a 
 96 7,00 b 8,00 b 
 120 7,00 b 7,00 b 
M1 24 0,00 0,00 
 48 6,00 c 6,00 c 
 72 9,00 a 9,00 a 
 96 7,00 b 7,00 b 
 120 7,00 b 6,00 c 

KACP 35 S. laculatispora ISP-2 24 0,00 0,00 
 48 7,00 c 7,00 b 
 72 9,00 a 10,00 a 
 96 8,00 b 7,00 b 
 120 7,00 c 7,00 b 

Médias seguidas de mesma letra não diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. 
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Tabela 9. Continuação 

Isolado Espécie Meio Líquido Tempo (h) Diâmetro do halo de inibição (mm) 
    Estirpe CMPC 40 Estirpe CMPC 105 

KACP 35 S. laculatispora M1 24 0,00 0,00 
 48 6,00 b 6,00 b 
 72 8,00 a 9,00 a 
 96 6,00 b 6,00 b 
 120 6,00 b 6,00 b 

Médias seguidas de mesma letra não diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. 
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4.5.3 Prospecção e identificação de antibióticos produzidos por isolados de actinomicetos 

 

A análise cromatográfica acoplada à espectrometria de massas para a identificação de 

substâncias antimicrobianas produzidas pelos isolados de actinomicetos A 470, A 432 e 

KACP 35 foi realizada após 72 horas de crescimento em meio líquido, pois apresentaram, em 

média, os maiores halos de inibição frente a P. ananatis quando comparados com os demais 

períodos (Tabela 9). Nesse método de análise, a detecção e confirmação de moléculas de 

antibióticos foi realizada pelo atendimento simultâneo de três critérios: 1) presença de dois 

íons (m/z) específicos de cada analito; 2) razão relativa entre a intensidade dos íons e 3) 

tempo de retenção quando comparados a um padrão (controle positivo).  

Na análise foram utilizados um controle positivo feito pela fortificação do meio de 

cultura com uma solução padrão dos analitos pesquisados em concentração variável entre 15,0 

e 500,0 µg/L, e um controle negativo (amostra branca) com a presença apenas do meio.  

Os resultados das análises de cromatografia acoplada à espectrometria de massas dos 

extratos confirmaram a presença de antibióticos na amostra do meio líquido ISP-2 contendo o 

isolado de actinomiceto A 470, identificado molecularmente como S. pseudovenezuelae. 

Ômura et al. (2001), Ujikawa (2003) e Martín et al. (2005) relatam que a biossíntese de 

metabólitos é altamente influenciada pela disponibilidade de nutriente do meio de cultivo 

utilizado. Dessa forma, a ausência da produção de substância antimicrobiana no meio líquido 

M1 pode estar associada à sua composição química, resultando na produção de outras 

substâncias antimicrobianas não avaliadas nas análises por cromatografia acoplada à 

espectrometria de massas. 

Na amostra proveniente do cultivo do isolado A 470 em meio ISP-2 foi identificada a 

presença de dois picos cromatográficos de transições m/z (T1: 485/163) e tempo de retenção 

(3,57 min) semelhantes àqueles apresentados pela canamicina no controle positivo (dados não 

mostrados). Ao comparar a razão entre a intensidade das duas transições (T2/T1= 0,5306), 

quantitativa (T1/mais intensa) e confirmatória (T2/menos intensa), com aquela apresentada 

pelo controle positivo (T2/T1= 0,3519), observou-se uma variação percentual maior que 30% 

para a amostra em questão. De acordo com Decisão da Comissão Europeia denominada 

2002/657/DE, a qual estabelece os requisitos e critérios a serem atendidos na validação de 

métodos para confirmação de resíduos, a variação máxima permitida para a razão entre as 

transições é de 25%. Dessa forma, como os três critérios para a identificação da canamicina 



 

 

58 

 

nas amostras não foram simultaneamente atendidos, a presença desse analito não foi 

confirmada.  

Conforme ilustrado na Figura 9, observou-se a presença de dois picos cromatográficos 

de transições m/z (T1: 615,3/161,3) e tempo de retenção (3,77 min) semelhantes àqueles 

apresentados pela neomicina no controle positivo (Figura 10). A razão entre as transições 

observada na amostra (T2/T1: 0,3337) apresentou uma diferença de cerca de 5% com relação 

ao valor da razão da neomicina no controle positivo (T2/T1: 0,3532) (dados não mostrados). 

Dessa forma, como os três critérios estipulados para a identificação do analito foram 

atendidos em sua totalidade, pode-se confirmar de forma inequívoca a presença da neomicina 

no meio fermentativo ISP-2 proveniente do metabolismo do isolado A 470.  

Vale destacar que no ensaio de antibiograma (Tabela 7) a neomicina inibiu o 

crescimento de P. ananatis, comprovando a eficiência desta substância como agente 

antibacteriano frente a este fitopatógeno. Resultado similar foi observado por Sauer (2010), 

cujos os testes de resistência realizados em meio líquido TSB contendo o antibiótico sulfato 

de neomicina nas concentrações 0,4 mg/mL e 0,04 mg/mL foram capazes de inibir total ou 

consideravelmente o crescimento de isolados de P. ananatis. 

A utilização do isolado A 470, identificado como S. pseudovenezuelae, como agente 

para o biocontrole de P. ananatis mostra-se altamente promissor. Entretanto, trabalhos futuros 

de validação deverão ser realizados em condições de casa de vegetação e campo. 
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Figura 9. Identificação do antibiótico neomicina produzido pelo isolado de actinomiceto A 470 em meio ISP-2 após 72 h de incubação. a) 
Cromatograma com a identificação da neomicina (3,77 min) e b) Transições massa/carga (m/z) típicas da neomicina. 

a) 

b) 
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Figura 10. Perfil do antibiótico neomicina. a) Cromatograma da neomicina padrão (3,77 min) e b) Transições m/z referentes ao padrão (controle 

positivo). 

a) 

b) 
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5. CONCLUSÕES 

 

1) Existe variabilidade genética inter e intraespecífica em populações de 

actinomiceto em relação às características morfológica, genética e produção de 

enzimas hidrolíticas. 

2) O gênero Streptomyces é predominante nas amostras de actinomicetos da Coleção 

de Micro-organismos Multifuncionais e Fitopatógenos da Embrapa Milho e Sorgo.  

3) A maioria dos isolados (95,7%) hidrolisa pelo menos um dos substratos utilizados 

para detecção de atividade enzimática, o que evidencia a produção de grande 

quantidade de metabólitos e o potencial biotecnológico destes micro-organismos 

para a provável síntese de enzimas de interesse industrial, tais como amilase, 

celulase e lipase.  

4) Os isolados AMSJ 45 (S. curacoi) e LD 6 (S. hygroscopicus) apresentam maior 

produção de amilase, ARLJ 53 (S. cyslabdanicus) e ARLJ 48 (S. 

chiangmaiensis) de celulase e LD 6 (S. hygroscopicus) de lipase.   

5) As estirpes fitopatogências de P. ananatis avaliadas apresentam maior sensibilidade 

frente aos antimicrobianos norfloxacina e ciprofloxacina. 

6) Os isolados de actinomicetos A 470 (S. pseudovenezuelae), A 432                             

(S. novaecaesareae) e KACP 35 (S. laculatispora) são capazes de inibir o 

crescimento da bactéria P. ananatis in vitro e apresentam potencial para utilização 

no controle biológico da mancha-branca do milho. 

7) O isolado de actinomiceto A 470 produz o antibiótico neomicina em meio líquido 

que deve estar associado ao mecanismo de inibição do crescimento de P. ananatis 

in vitro. 
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