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RESUMO 

Actinobactérias de biomas brasileiros: biodiversidade e potencial de uso na agricultura 

      Neste estudo foi acessada a diversidade taxonômica e potencial biológico de actinobactérias 

isoladas de três biomas brasileiros com atividade antagônica contra Sclerotinia sclerotiorum. No total, 

354 isolados foram obtidos da Coleção de Microrganismos de Importância Agrícola e Ambiental 

(CMAA) da Embrapa – Meio Ambiente. A atividade antagônica contra S. sclerotiorum foi avaliada 

por meio de ensaio in vitro. Foram selecionados 55 isolados, que apresentaram alguma porcentagem de 

inibição do crescimento de S. sclerotiorum. A identificação e análise da diversidade dos isolados, 

usando o gene 16S rRNA, demonstrou que 49 isolados são pertences ao genêro Streptomyces, quatro 

ao genêro Micromonospora, um a Kocuria e um a Actinomadura. Todas as actinobactérias 

apresentaram compatibilidade com bactérias benéficas do solo, exceto o isolado Caat P8 35. Três 

isolados, 1AS2a, Caat P5 55 e Caat P8 79, inibiram tanto o crescimento micelial quanto a germinação 

de escleródios de S. sclerotiorum. Os isolados Bc V1 06 e 3AS4 apresentaram hidrólise dos meios de 

fósforo orgânico e inorgânico. Com a ideia de conhecer o possível mecanismo de ação para 

solubilização de fósforo, o extrato aquoso do isolado 3AS4 foi submetido à análise de HPLC e o 

perfil cromatográfico obtido foi similar ácido glucônico. A avaliação desse isolado em casa de 

vegetação evidenciou diferenças na altura das plantas de soja, após seis semanas, quando inoculadas 

com a 3AS4. A relação Parte-aérea/Raiz foi significativamente maior quando adicionado o fósforo 

junto com a actinobactéria. Plantas sem adição de fósforo e com o isolado 3AS4 evidenciaram 

desenvolvimento similar na Parte-aérea/Raiz quando comparadas com plantas inoculadas com 40 

kg ha
-1

 de PR e SPT. A avaliação da atividade enzimática evidenciou nove isolados capazes de 

hidrolisar quitina e laminarina como único substrato, sendo que três deles, 1AS2a, Caat P5 55 e Caat 

P8 79, foram avaliados quantitativamente, para a atividade enzimática quitinase (β 1-4 –N- 

acetilglucosaminidase) os resultados foram 0.03, 0.22 e 0.16 UI respectivamente, e a atividade 

glucanase (β 1-3-glucanase) foi 0.23, 0.25 e 0.26 UI respectivamente. Extratos orgânicos das 

actinobacterias obtidos com diclorometano (26) e acetato de etila (15) demostraram inibição do 

crescimento do fungo, somente o isolado 1AS2a apresentou inibição na concentração de 165 μg.mL
-1

. 

Estudos espectrométricos revelaram a prescença de um composto da família das bafilomicinas como 

principal composto ativo. A anotação do genoma do isolado 1AS2a revelou a presença de 33 operons 

gênicos envolvidos em vias biossínteticas para produção de compostos antimicrobianos, nos quais um 

deles, apresentou 100% de similaridade para operon de sintese de bafilomicina. Estudos taxonômicos 

mostraram que as características filogenéticas, morfológicas e químicas do isolado 1AS2c são 

consistentes com o gênero Streptomyces. Entretanto, algumas diferenças no perfil taxonômico, 

Hibridização DNA:DNA e análise de Multilocus confirmou o isolado 1AS2c
T
 como linhagem tipo 

para uma nova espécie de Streptomyces, para qual o nome Streptomyces rhizosphaericola sp.  nov. 

Com os resultados obtidos podemos afirmar: 1. Biomas brasileros possuem uma grande diversidade 

taxonômica e funcional 2. Os isolados de Actinobacteria posuem capacidade antagonica contra o fungo 

S. sclerotiorum 3. O isolado 3AS4 posui a capacidade de solubilização de fósforo e estimulação de 

crescimento vegetal do em condições de casa de vegetação 4. A efetiva produção de compostos 

antifúngicos do isolado 1AS2a, revelados diante o uso combiando de ferramentas espectroscopicas e 

bioinformaticas. Considerando todo isso, existe um enorme potencial de biocontrole em isolados de 

Actinobactérias de diferentes biomas do Brasil que podem ser uma nova opcão para uso na agricultura.  

 

Palavras-chave: Streptomyces; Taxonômia; Sclerotinia sclerotiorum; Solubilização de fosforo; 

Enzimas hidrolíticas 
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ABSTRACT  
Actinobacteria from Brazilian biomes: biodiversity and potential use in agriculture 

 

      In this study, the taxonomic diversity and biological potential of actinobacteria isolated from 

different Brazilian biomes with antagonistic activity against Sclerotinia sclerotiorum were accessed. 

In total, 354 isolates were obtained from the Embrapa - Environment Collection of Microorganisms 

of Agricultural and Environmental Importance (CMAA). The antagonistic activity against S. 

sclerotiorum was evaluated by in vitro assay. In total, 55 isolates were obtained, all isolates showed 

some percentage of visible growth inhibition against S. sclerotiorum. The identification and analysis 

of the diversity of the isolates using the 16S rRNA gene showed that 49 isolates belong to the 

Streptomyces genus, 4 isolates belonging to the genus Micromonospora, 1 isolated to the genus 

Kocuria and 1 isolated to the genus Actinomadura. All the actinobacteria showed compatibility 

with the soil beneficial bacteria evaluated except the isolate Caat P8 35. Three isolates, 1AS2a, Caat 

P555 and Caat P8 79 inhibited both mycelia and S. sclerotiorum sclerotia. The isolates Bc V1 06 

and 3AS4 showed hydrolysis using organic and inorganic phosphorus media. In order to know the 

possible mechanism of action for solubilization of phosphorus, the aqueous extract of the 3AS4 

isolate was submitted to HPLC analysis, the chromatographic profile obtained was similar to 

gluconic acid. Greenhouse evaluation showed differences in height of soybean plants after 6 weeks 

when inoculated with 3AS4. The Shoot/Root ratio was significantly higher when the phosphorus 

was added along with the actinobacteria. Plants with no phosphorus addition and with 3AS4 

showed similar development in the Shoot/Root when compared to inoculated plants with 40 kg.ha
-1

 

of PR and SPT. The evaluation of the enzymatic activity evidenced nine isolates efficient of 

hydrolyzing chitin and laminarin as the only carbon substrate, three of them; 1AS2a, Caat P5 55 e 

Caat P8 79 isolates (β-1-4-N-acetylglucosaminidase) was 0.03, 0.22 and 0.16 IU respectively, 

however, glucanase activity (β-1-3-glucanase) was 0.23, 0.25 and 0.26 IU respectively. Organic 

extracts of the actinobacteria obtained with dichloromethane (26) and ethyl acetate (15) 

demonstrated inhibition of fungus growth, only the 1AS2a isolate presented inhibition at the 

concentration of 165 μg.mL
-1

. Spectrometric studies have revealed the presence of a compound of 

the bafilomycins family as the main active compound. The annotation of the genome of the 1AS2a 

isolate revealed the presence of 33 gene operons involved in biosynthetic pathways for the 

production of antimicrobial compounds, in which one of them presented 100% similarity to the 

bafilomycin synthesis cluster. Taxonomic studies have shown that the phylogenetic, morphological 

and chemical characteristics of the 1AS2c isolate are consistent with the genus Streptomyces. 

However, some differences in the taxonomic profile, DDH and Multilocus analysis confirmed the 

isolated 1AS2c
T
 as a type strain for Streptomyces, for which the name Streptomyces 

rhizosphaericola sp. Nov. With the results obtained we can corroborate: 1. Brazilian biomes 

possess a great taxonomic and functional diversity 2. Detection of the antagonism of Actinobacteria 

isolates against S. sclerotiorum fungus 3. Phosphorus solubilization and plant growth stimulation of 

3AS4 isolate under conditions of greenhouse 4. The effective antifungal compounds production of 

the 1AS2a isolate, revealed in the combining use of spectroscopic and bioinformatics tools. 

Considering all this, there is an enormous potential for biocontrol in isolates of Actinobacteria from 

different Brazilian biomes that may be a new option for use in agriculture 

Keywords: Streptomyces; Taxonomy; Sclerotinia sclerotiorum; Phosphate Solubilization; 

Hydrolytic Enzymes 
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1. INTRODUÇÃO 

As doenças causadas por fungos em cultivos de grãos são a principal preocupação dos 

agricultores a nível mundial. Relatos prévios descrevem perdas de até 50% da produção em países 

em desenvolvimento (Gohel et al., 2006). Pela necessidade de garantir o abastecimento de 

alimentos para a população é imperativo encontrar soluções que permitam fazer frente às doenças 

que afetam a produtividade de diferentes culturas.  

Os biomas Mata Atlântica, Cerrado e Caatinga, possuem características particulares que os 

sugerem como reservorios de uma grande variedade de microrganismos com excepcionais 

capacidades biológicas. O bioma Mata Atlântica está localizado ao longo da costa litorânea desde o 

Rio grande do norte até o Rio grande do sul, atravessando entre outros os estados de bahias, Mato 

Grosso, Rio de Janeiro, São Paulo e Paraná. Neste bioma, habita quase o 70% da população do 

Brasil (IBF 20018). É caracterizado por um diversificado conjunto de ecossistemas florestais com 

estrutura e composições bastante diferenciadas, um desses ecossistemas é o Manguezal, que 

apresenta umas condições únicas ao albergar ao mesmo tempo regiões intertropicais oceânicas e 

continentais. É um ecossistema com altos níveis de matéria orgânica, salinidade e pouca 

disponibilidade de nutrientes como nitrogênio e fósforo, além de limitada disponibilidade de 

oxigênio especialmente no seus sedimentos (Kathiresan e Bingham, 2001). Estimasse que do total 

de biomassa microbiana, cerca de 90 % corresponde a bactérias e fungos (Zhang et al., 2005). O 

bioma Caatinga, é o único bioma exclusivamente do Brasil, representa quase o 11% do território 

nacional e, principalmente constituído por estados da região nordeste. As características 

climatológicas únicas da Caatinga, donde predominam as altas temperaturas durante o ano todo, 

acompanhado de dois períodos altamente contrastantes de chuva e seca e uma forte incidência de 

luz solar (Giulietti, 2006). Por tanto, estudar comunidades que conseguiram se adaptar nessas 

adversas condições, pode resultar em a descoberta de microrganismo com grande versatilidade 

metabólica e funcional (Carvalho et al., 2016). O bioma Cerrado, considerado o segundo maior 

bioma do pais, com perto de 200 milhões de hectares, esta localizado na região centro oeste do 

Brasil, fazem parte dele boa parte dos estados de Mato Grosso, Goiás, Tocantins, o distrito federal 

de Brasília e Mato Grosso do Sul. Como características principais, o Cerrado apresenta altas 

temperaturas com eventuais períodos de seca e chuva. Tem sido descrito altas atividades biológicas 

nos solos do Cerrado, entretanto, a biodiversidade deste bioma não foi explorada consideravelmente 

(Silva et al., 2013). Estudos prévios relatam a presença de comunidades microbianas com alta 
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porcentagem de Actinobactérias (Coelho e Drozdowicz, 1978). Por tanto, resulta importante acessar 

a diversidade e avaliar o possível potencial biológico dos microrganismos presentes nesses biomas. 

Os microrganismos que comumente habitam o solo realizam múltiplas funções que 

favorecem a saúde do solo e das plantas com as quais coabitam. A prevalência dessas microfauna 

benéfica no solo pode diminuir o uso de fertilizantes, fungicidas e pesticidas, evitando graves danos 

colaterais para os humanos. Além disso, podem diminuir as doenças nas plantas atuando como 

microrganismos antagonistas pelo uso de mecanismos de competição por espaço ou nutrientes nas 

proximidades da planta hospedeira (Siddikee et al., 2010). As formas de diminuir a população dos 

patógenos no solo podem ser realizadas por duas vias: sendo uma via direta, na qual é comum a 

produção de compostos líticos, antibióticos e o parasitismo das estruturas de infestação, e outra via 

indireta, onde atuam compostos de estimulação de crescimento e indutores de resistência na planta 

hospedeira (Palaniyandi et al., 2013). Dentro desse grupo de microrganismos antagonistas 

destacam-se as Actinobactérias.  

O filo Actinobactéria, se caracteriza pela heterogeneidade funcional e potencial 

biotecnológico das espécies que fazem parte dele (Manimaran et al., 2015). Este filo está composto 

por bactérias filamentosas Gram positivas dividido em 6 classes, 25 ordens, 52 famílias e 232 

gêneros, representando o maior grupo reconhecido de bactérias (Sathya 2017). Tem sido descrito 

que a sua presença no solo pode ser em torno de 10
5 

esporos/g
-1

.solo, em vários cultivos 

(Shaharokhi et al. 2005; Ul-Hassan e Wellington 2009). A ampla diversidade metabólica tem 

elevado a importância das Actinobactérias como um grupo predominante na microbiota do solo e, 

portanto, grande colaborador no seu equilíbrio biológico. Algumas linhagens de Actinobactérias 

têm sido descritas como protetoras contra doenças em plantas principalmente atuando no: 1) 

Controle direto dos fitopatógenos; 2) Fonte de compostos agroativos; 3) Produção de compostos 

com atividade e promoção de crescimento vegetal (Doumbou et al., 2001; Abdallah et al., 2013). As 

Actinobactérias fazem parte de processos primordiais para o funcionamento desses ecossistemas, 

principalmente por meio da decomposição de matéria orgânica (Chater et al., 2010). Não menos 

importante é a função que elas desempenham na ciclagem de nutrientes, disponibilizando-os para 

serem absorvidos mais rapidamente pelas plantas (Bhatti et al., 2017).  

O biocontrole de fitopatógenos por Actinobactérias pode ocorrer por diferentes mecanismos, 

sendo alguns deles a produção de antibióticos, o parasitismo, a competição pelo espaço físico e/ou a 

indução de resistência ao ataque dos patógenos (Fialho de Oliveira et al., 2010). Esses mecanismos 

de ação posicionam as Actinobactérias entre o grupo das Rizobactérias Promotoras do Crescimento 
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em Plantas (RPCPs), mais importantes da rizosfera se destacando por estimular o crescimento 

vegetal e diminuir a invasão de microrganismos fitopatógenos nas plantas com as quais se associam 

(Beneduzi et al. 2013). Dentre os mecanismos indiretos que podem exercer as Actinobactérias para 

o controle de microrganismos fitopatógenos, além da indução de resistência, encontra-se a 

solubilização de fósforo, principalmente associado à produção de ácidos orgânicos, como os ácidos 

cítrico, glucônico, láctico, málico e oxálico (Chen et al., 2006; Jog et al., 2014). A liberação desses 

ácidos já foi descrito para alguns gêneros de Actinobactéria, como é o caso de Streptomyces em 

solos com deficiência de fósforo em cultivos de trigo (Hamdali et al., 2008). 

Na maioria das culturas são usados produtos químicos com íons de metais pesados (Kredics, 

2003), podendo resultar na acumulação no solo e, posteriormente na absorção desses compostos 

pelos seres humanos. Atualmente, o incentivo à diminuição do uso de agroquímicos tem favorecido 

os programas de manejo integrado de diferentes doenças. No ano de 2017 o Ministério de 

Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA) aprovou 405 produtos par uso agrícola, sendo que, 

somente o 10% destes tem origem biológico/orgânico. Ainda existe uma enorme dependência a o 

uso de produtos químicos na agricultura, no 2017 o Brasil importou 10,8 Bilhões de USD em 

produtos químicos para o agronegócio (MAPA 2018). Porém, existe a enorme necessidade de 

diversificar a oferta de ferramentas a ser usadas no manejo integrado de pragas e doenças. Dentre 

essas outras opções, existe o controle biológico, destacando-se o uso de alguns produtos baseados 

em formulações contendo fungos e bactérias (Zeng et al., 2012). O sucesso de um bom agente de 

controle biológico requer mais do que uma característica desejável, isto inclui a eficácia de controle 

do patógeno, sobrevivência por longos períodos no solo, em condições adversas, e capacidade de 

colonizar o ambiente onde interage, de modo que favoreça o desenvolvimento da planta. É de 

ressaltar que atualmente no Brasil não se tem produtos registrados no MAPA para uso agrícola 

baseados em Actinobactérias (MAPA 2018)  

A soja (Glycine max L. Merrill) é uma das principais culturas agrícolas do Brasil (Arruda et 

al., 2012), com uma produção de 107 milhões de toneladas/ano, o que coloca o país como o 

segundo maior produtor mundial, atrás apenas dos Estados Unidos com 120 milhões de 

toneladas/ano (CONAB, 2017). A soja pertence à família Fabaceae (leguminosa), subfamília 

Faboideae. Essa subfamília contém 430 gêneros e 12.600 espécies, sendo considerada a mais 

diversa entre as leguminosas e, também, a de maior importância econômica. Sua importância se 

deve principalmente ao seu alto conteúdo de proteína vegetal, cerca de 40% (Vello e Silva, 2006), 

sendo uma das principais matérias-primas da indústria alimentícia mundial. O mofo branco causado 
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pelo fungo Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary é a principal doença do cultivo da soja (Glycine 

max (L) Merr.), (Zhang et al., 2016). Este fungo é um importante patógeno do solo, que afeta mais 

de 400 espécies vegetais (Bolton et al., 2006; Garcia et al., 2012). Além da soja, outras culturas 

agrícolas de relevância econômica/social da subfamília Faboideae como feijão (Phaseolus 

vulgaris), a alfafa (Medicago sativa) e o amendoim (Arachis hypogea) também são afetadas por 

este patógeno (Thaning et al., 2001). Considerando isso, foi selecionado o fungo Sclerotinia 

sclerotiorum como modelo de estudo para avaliar o potencial antagônico de 55 isolados de 

actinobactérias provenientes dos três biomas brasileiros anteriormente descritos.  

O êxito de S. sclerotiorum em causar danos consideráveis nas diferentes culturas que infesta, 

acontece principalmente, pela sua capacidade em manter estruturas viáveis de infecção (escleródios) 

por longos períodos. De forma geral, a prevalência do mofo branco em diferentes hospedeiros é 

proporcional à densidade de inóculo do patógeno no solo (Gorgen et al., 2010). Os escleródios são 

acúmulos multicelulares de hifas vegetativas mielinizadas fortemente agregadas, podendo chegar a 

medir alguns centímetros. Alguns autores relatam que a composição dos escleródios é 

maioritariamente, na parte externa, melanina e, na parte interna, hidratos de carbono, como β 1-3 

glucanos e quitina (Jones 1970, Le tourneau, 1979). Os escleródios, além de desempenhar 

importante papel no mecanismo de resistência às condições adversas, em condições favoráveis, 

podem gerar um novo micélio para invadir outros hospedeiros. A formação dos escleródios pode ser 

iniciada por alguns fatores externos, como estresse oxidativo, baixo pH, danos na hifa como 

resposta à estresse e a disponibilidade de nutrientes (De Freitas, 2012). Tais estruturas apresentam 

formato e tamanhos variáveis, com tonalidades inicialmente brancas e, posteriormente negras e 

enrijecidas (Agrios, 1997). Os escleródios têm um papel importante no ciclo de vida de S. 

sclerotiorum. Na presença de um hospedeiro suscetível, o escleródio pode germinar por duas vias: 

germinação miceliogênica e germinação carpogênica. A germinação miceliogênica consiste na 

formação de um novo micélio que irá penetrar diretamente nos tecidos da base da planta ou invadir 

a semente (Liu e Paul, 2007). Muitas sementes colonizadas não germinam, convertendo-se num 

reservatório de micélio e posterior formação de mais escleródios (Tu, 1998). A germinação 

carpogênica consiste na formação dos apotécios, corpos de frutificação que emergem dos 

escleródios presentes na superfície do solo. Quando as condições ambientais como umidade (acima 

de 70%) e temperatura (amenas, abaixo de 20°C) são favoráveis estes corpos de frutificação liberam 

os ascósporos, responsáveis pela infecção da parte aérea (Leite, 2005). Os apotécios são a principal 

fonte de dispersão desse fungo e podem descarregar cerca de 20000 ascósporos maduros. Esses, em 
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aproximadamente dez dias, podem produzir mais de dois milhões de novos ascósporos (De Freitas, 

2012). Agentes de controle biológico (ACB) reduzem com eficiência os escleródios de S. 

sclerotiorum em vários cultivos (Budge e Whipps, 1991; Huang et al., 2000; Del Rio et al., 2002; 

Chitrampalam et al., 2008), como propõem Zeng et al., (2012). O controle de forma direta de S. 

sclerotiorum atacando os escleródios é uma destacada alternativa de manejo.  

Por tudo isso, estudos direcionados para a busca de biocompostos produzidos por 

Actinobactérias são promissores no controle de doenças de plantas, com relevância econômica e 

social. Recentes estudos têm descrito as Actinobactérias como importantes produtoras de compostos 

com atividade agrícola, entre eles: antiparasitários, fungicidas, larvicidas e nematicidas 

(Dhanasekaran et al., 2010). Esses compostos, denominados metabólitos bioativos, são produtos do 

metabolismo primário e secundário de diferentes organismos, plantas, fungos ou bactérias (Demain 

e Sanches 2009). 

O gênero Streptomyces é principal e o mais destacado grupo do filo das Actinobactérias. 

Atualmente identificados quase 1000 espécies que estão presentes em diferentes ambientes 

aquáticos e terrestres, principalmente em solos e sedimentos (Rey e Dumas 2017). Membros do 

gênero Streptomyces sp. têm exibido potencial biocontrolador contra S. sclerotiorum (Zucchi et al., 

2013). A maioria das espécies de Streptomyces é conhecida como: produtores de compostos 

antifúngicos (Gopalakrishnan et al., 2011; Al-Askar et al., 2014) e antibacterianos (Arasu et al., 

2013; Zhang et al., 2013); produtores de fitohormônios (Abd-Alla et al., 2017) e solubilizadores de 

Fósforo (Shrivastava et al., 2017). Entre os seus mecanismos de ação tem sido descrito: o 

hiperparastismo, síntese de enzimas hidrolíticas e antibióticos (Dhanasekaran et al., 2008).  

Considerando todo esse panorama, é importante acessar a diversidade de Actinobactérias de 

três diferentes biomas brasileiros; Mata Atlântica, Cerrado e Caatinga, e selecionar isolados que 

possuam capacidade antagônica contra Sclerotinia sclerotiorum, assim como identificar os 

possíveis mecanismos envolvidos no controle deste fungo fitopatógeno. 
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2. OBJETIVOS  

2.1. Objetivo Geral  

Acessar a diversidade de Actinobactérias de três ecossistemas brasileiros e avaliar seu potencial 

biológico visando uma aplicação agrícola contra Sclerotinia sclerotiorum  

2.2. Objetivos específicos 

 Caracterizar taxonomicamente isolados de Actinobactérias de diferentes biomas brasileiros.  

 Selecionar isolados de Actinobactérias antagônicos a Sclerotinia sclerotiorum 

 Avaliar a capacidade de solubilização de fósforo e promoção de crescimento vegetal da 

linhagem 3AS4 (Streptomyces rishiriensis). 

 Identificar e quantificar a produção de enzimas hidrolíticas e metabólitos secundários pela 

linhagem 1AS2a (Streptomyces cavourensis)  
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3. DIVERSIDADE DE ACTINOBACTÉRIAS ISOLADAS DE TRÊS BIOMAS 

BRASILEIROS E SUA ATIVIDADE ANTAGÔNICA CONTRA 

SCLEROTINIA SCLEROTIORUM 

Resumo 

      Neste estudo foi acessada a diversidade taxonômica e potencial biológico de Actinobactérias 

isoladas de três biomas brasileiros; Cerrado, Caatinga e Mata atlantica com atividade antagônica contra 

Sclerotina sclerotiorum. No total 354 isolados foram acessados da Coleção de Microrganismos de 

Importância Agrícola e Ambiental (CMAA) da Embrapa – Meio Ambiente. Foi feita a avaliação da 

capacidade antagônica in vitrô usando o antagonismo direto. Do total, 55 isolados apresentaram 

atividade antifúngica, 18 isolados apresentaram inibição entre 0 e 35%, 35 apresentaram inibição entre 

36 e 70% e dois apresentaram inibição acima de 70%. A identificação e análise da diversidade dos 

isolados com atividade antagônica foi realizada através da análise por sequenciamento do gene 16S 

rRNA, essa análise demonstrou que 89% dos isolados (49) são pertences ao genêro Streptomyces, 

quatro isolados pertencem ao genêro Micromonospora, um isolado ao genêro Kocuria e um isolado ao 

gênero Actinomadura. O potencial biológico dos 55 isolados foi determinado com o uso de avaliações 

como: compatibilidade com bactérias benéficas do solo, capacidade de solubilizar fósforo in vitrô 

usando diferentes fontes de fosfato e a capacidade de inibir a germinação de Sclerotinia sclerotiorum 

utilizando discos de micélio e escleródios. Todas as Actinobactérias apresentaram compatibilidade 

com as bactérias benéficas do solo, menos o isolado Caat P8 35. Entre os isolados avaliados, oito 

solubilizaram pelo menos uma das duas fontes de fósforo, os isolados Bc V1 06 e 3AS4 apresentaram 

hidrólise em ambos meios. 22 isolados apresentaram inibição do crescimento micelial ou escleródios 

de S. sclerotiorum sendo que, 3 isolados (1AS2a, Caat P5 55 e Caat P8 79) apresentaram inibição de 

ambos. Considerando esses resultados, o acceso a diversidade destes biomas brasileiros pode ser uma 

fonte importante de microrganismos com potencial biológico, por tal motivo, é interessante conhecer a 

diversidade genética, assim como as características destacadas de este tipo de microrganismos possuem 

visando seu uso no setor agrícola. 

Palavras-chave: Antagonismo, Solubilização de Fósforo, Bactérias Diazotróficas, Streptomyces 

 

 

Abstract  
 

      In this study, taxonomic diversity and biological potential of actinobactéria isolated from 

different Brazilian biomes with antagonistic activity against Sclerotinia sclerotiorum were 

investigated. In total, 354 isolates were accessed from collection of microorganisms of agricultural 

and environmental importance (CMAA) Embrapa - Environment. The in vitro antagonistic activity 

was evaluated in dual culture. A total of 55 isolates with antifungal activity were detected, 32.4% of 

the isolates showed inhibition between 0 and 35%, however, 64% of the isolates showed inhibition 

between 36 and 70%, and two isolates (3.6%) showed inhibition above 70%. The identification and 

study of the diversity of isolates with antagonistic activity was made through the sequencing 

analysis of the 16S rRNA gene. This analysis shows that 89% of the isolates (49) belong to the 

genus Streptomyces, 4 isolates belonging to the genus Micromonospora, 1 isolated belongs to the 

genus Kocuria and 1 isolated belongs to the genus Actinomadura. The biological potential of the 

isolates was determined with the use of evaluations such as; compatibility with soil beneficial 
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bacteria, ability to solubilize phosphorus in vitro different sources of phosphate and the ability to 

inhibit the germination of Sclerotinia sclerotiorum using mycelia discs and sclerotia. All the 

actinobactéria were compatible with the beneficial bacteria of the soil, except the Caat P8 35 

isolate. Eight isolates solubilized either of the two phosphorus sources, however, the isolates Bc V1 

06 and 3AS4 showed hydrolysis in both media. 22 isolates presented S. sclerotiorum in vivo 

biocontrole potential, 3 of them (1AS2a, Caat P5 55 and Caat P8 79) inhibited both mycelia and 

sclerotia growth of S. sclerotiorum. Considering these results, the diversity of Brazilian biomass is 

an important source for the identification and evaluation of microorganisms with biological 

potential. For this reason, it is interesting to know the genetic diversity as well as the potential 

characteristics that this microorganisms present for their possible use in the agricultural sector. 

 

Keywords: Antagonism, Phosphorus Solubilization, Diazotrophic Bacteria, Streptomyces 
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3.1 Introdução 

 

O solo é o principal fator para a sustentabilidade agrícola, todos os processos ecológicos que ali 

se desenvolvem afetam de maneira direta ou indireta a produtividade. Os Microrganismos, como parte 

fundamental do solo, podem influenciar vários dos ciclos geoquímicos que ali se desenvolvem, 

principalmente o ciclo do carbono, nitrogênio e fósforo. Além disso, os Microrganismos podem 

suprimir ou reduzir o potencial de inóculo de diferentes fitopatógenos nos cultivos, fato que somado ao 

efeito estimulador de crescimento em plantas, favorecem o desenvolvimento das plantas.  

Actinobactéria é o principal filo bacteriano presente no solo (Cuesta et al., 2012), sua 

diversidade funcional e genética, as constituem em uma importante opção biológica para uso agrícola. 

Esse grupo de Microrganismos é conhecido como destacadas micro ¨fábricas¨ de compostos ativos 

(Solecka et al., 2012) e constituem o maior grupo de habitantes saprofitos distribuídos no solo 

(Takizawa et al., 1993). A rizosfera de plantas é um dos melhores habitats para as actinobactérias, onde 

destaca-se o gênero Streptomyces, bactérias aeróbicas gram positivas produtoras de micelio aéreo 

(Anderson e Wellintong 2001). Este gênero é conhecido colonizador da rizosfera (Miller et al. 1990) e 

agente de biocontrole de fungos patogenos de solo (Aghighi et el., 2004), destacado produtor de 

enzimas líticas e compostos estimuladores de crescimento vegetal (Ilic et al., 2007)  

Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) De Bary é o agente causal da doença do Mofo Branco que ataca 

mais de 400 espécies vegetais (Fernando et al., 2007, Gaourgouri et al., 2017). A doença é a principal 

causa de perdas de rendimento de soja, nas principais regiões produtoras do mundo, devido a falta de 

variedades resistentes e à sobrevivência do patógeno no solo por meio de estruturas recalcitrantes como 

os escleródios. A germinação do escleródio no solo é um evento chave no início da doença devido : 1). 

Podem germinar e produzir novo micelio que irá invadir diretamente a planta  2). Ser o precursor de 

outra estrura infectiva, o apotécio, que pode diseminar os ascosporos via áerea, infestanto 

principalmente as plantas de soja logo após da floração (Geraldine et al, 2013). 

Conhecer a diversidade taxônomica e funcional das actinobactérias com capacidade antagônica 

contra S. sclerotiorum, permitirá descobrir linhagens com posibilidade de serem testadadas 

posteriormente em condições de campo visando a formulação de um novo produto biológico.   
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3.1. Material e Métodos 

3.1.1. Obtenção dos isolados 

Os isolados de actinobactérias utilizados neste trabalho foram previamente isolados de solos 

de três biomas brasileiros: Mata atlântica (Manguezal), Cerrado e Caatinga. Todos os isolados 

obtidos foram depositados na Coleção de Microrganismos de Importância Agrícola e Ambiental 

(CMAA), localizada no Laboratório de Microbiologia Ambiental (Embrapa Meio Ambiente). 

(Anexo 1) Todos os isolados foram reativados em meio ISP2 (Extrato de levedura e malte) e/ou GY 

(Glicose e levedura) e incubados a 28°C por 72 - 90 h antes do início dos experimentos. 

 

3.1.2. Avaliação de antagonismo contra Sclerotinia sclerotiorum 

 

As 354 actinobactérias foram transferidas para placas de Petri contendo meio ISP2 (Extrato 

de levedura 4 g/L, Extrato malte 10 g/L, glicose 4g/L, ágar, 20g/L pH a 7,3.) a três centímetros de 

distância do centro da placa Petri e incubados por três dias a 28 °C. Posteriormente, um disco (0.5 

cm de diâmetro) de micélio da linhagem fitopatôgenica S. Sclerotiorum (CMAA 1149) foi 

depositado no centro da placa de Petri e incubado a 22°C por sete dias. Placas encubadas somente 

com o fungo e sem a presença de Actinobactéria foram usadas como controles. 

Foi medido o crescimento do patógeno em milímetros, e a porcentagem de inibição 

determinada de acordo com a fórmula: PI=(C-T)/Cx100, onde; C é o crescimento da colônia de S. 

sclerotiorum na ausência da Actinobactéria, T é o crescimento da colônia de S. sclerotiorum em 

presença da Actinobactéria (Shrivastava et al., 2017).  A porcentagem de inibição foi considerada 

como baixa (% inibição entre 0 e 35%), moderada (% entre 36 e 70%) e alta (% inibição maior o 

igual a 70%). 

 

3.1.3. Inibição do crescimento de micielial e da germinação de escleródios de 

Sclerotinia sclerotiorum 

Para a avaliação da inibição da germinação de S. sclerotiorum, foram utilizadas dois propágulos do 

fungo fitopatógenico; escleródios e discos de micélio ativo. Inicialmente, foi preparada uma 

suspensão com cada uma das 55 actinobactérias, previamente inoculadas em meio ISP-2 e 
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incubadas durante duas semanas a 28°C, posteriormente a suspensão de esporos (1x10
8
) foi feita 

usando uma solução de Tween 80 (0.5%). Para à avalição dos discos de micélio ativo (100% 

germinação previamente confirmada) 10 discos de micélio de S. sclerotiorum foram imersos em 

cada suspensão de esporos das actinobactérias por uma hora a 28°C, posteriormente, foram 

transferidos para placas de Petri contendo Agar Agua (AA). Para à avalição dos escleródios ativos 

(100% germinação previamente confirmada), 10 escleródios do S. sclerotiorum foram imersos em 

cada suspensão de esporos das actinobactérias por uma hora a 28°C, posteriormente, foram 

transferidos para folhas de plantas de soja. A avaliação de inibição de crescimento e germinação foi 

feita até o dia em que germinou o 100% dos controles (agua destilada estéril), a determinação da 

porcentagem de inibição por parte das actinobactérias foi calculada a partir da diferencia na 

germinação dos tratamentos e os controles. 

 

3.1.4. Compatibilidade com bactérias diazotróficas 

 

As 55 actinobactérias foram avaliadas com o fim de conhecer a sua capacidade de crescer 

conjuntamente com bactérias benéficas da soja; Rhizobium sp., Bradyrhizobium japonicum e 

Azospirillum sp. Para isto, cada actinobactéria foi inoculada fazendo uma estria em um dos polos da 

placa de Petri e incubado durante 3 dias e 28°C, a fim de favorecer seu máximo crescimento e 

adequada produção de compostos ativos, uma suspensão de cada bactéria (concentração de 1x10
8 

UFC/mL) diazotrófica, foi inoculada em sentido perpendicular da estria da Actinobactéria, 

posteriormente incubada por 48h e 28°C até apresentarem abundante crescimento. A capacidade de 

crescimento conjunto (Compatibilidade) das Actinobactérias com cada uma das bactérias foi 

avaliado como (+++): Abundante, (++): Moderado e (+): Baixo. 

 

3.1.5. Capacidade de solubilizar in vitro duas fontes de fósforo 

 

A fim de avaliar o potencial dos 55 isolados de actinobactérias em solubilizar fósforo, foi 

determinado o halo de hidrolise em dois meios contendo fosfato orgânico e inorgânico como única 

fonte de fósforo. Para o caso do fósforo orgânico, os 55 isolados foram avaliados inoculados no 

meio PSM (Phyatate Specific Media), contendo: glucose 1,5%; sulfato de amônio ((NH4)2SO4) 
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0,5%; cloreto de sódio (NaCl 0,01%); cloreto de potássio (KCl) 0,05%; sulfato de ferro II (FeSO4) 

0,001%; sulfato de magnésio heptahidratado (MgSO4.7H2O) 0,01%; cloreto de cálcio dihidratado 

(CaCl.2H2O) 0,01%; sulfato de manganês (MnSO4) 0,001%; fitato de cálcio (C6H18O24P6) 0,5% e 

ágar 1,5% em 1000 ml de água destilada (Singh et al., 2013). Para o caso de fósforo inorgânico, foi 

utilizado o meio NBRIP contendo: 1% de glicose; 0.5% de cloreto de magnésio hexahidratado 

(MgCl2.6H2O): 0,025% de sulfato de magnésio heptahidratado (MgSO4.7H2O); 0,02% de cloreto de 

potássio (KCl); 0,01% de sulfato de amônio ((NH4)2SO4); 0.5% de fosfato de cálcio (Ca3 (PO4)) e 

1.5% de Ágar em 1000 ml de água destilada (Nautiyal, 1999).  

 

3.1.6. Identificação molecular  

 

Os 55 isolados de actinobactéria foram reativados em caldo glicose-extrato de levedura (GY) 

incubados por 72 h a 28°C e 150 rpm. A biomassa resultante foi utilizada na extração de DNA total, 

utilizando o kit Ultra Clean® Microbial DNA Isolation (12224-250 MO Bio, USA), de acordo com 

especificações do fabricante. A amplificação do gene 16S rRNA foi realizado utilizando os 

iniciadores 27F (5′-AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG-3′) e 1492R (5′-TAC GGY TAC CTT GTT 

ACG ACT T-3′). Cada reação em cadeia da polimerase (PCR) foi realizada utilizando 1 μL de DNA 

genômico, 2,5 μL de tampão de PCR 10x, 1 μL de solução de MgCl2 (50mM), 0.65 μL DE dNTPs 

(10 mM), 0,5 μL de cada iniciador (10 mM), 0.3 μL de Taq polimerase (5 U/ μL) e 17,7 μL de água 

Milli-Q estéril. As reações de amplificação foram realizadas em termociclador AB Applied 

Biosystems Veriti 96 well Thermal Cycle com a seguinte programação desnaturação inicial 2 min a 

94°C,  seguido de 35 ciclos de 45 segundos a 94°C, 1 minuto a 55°C, 2 minutos a 72°C e 

finalmente 10 minutos a 72°C . A purificação dos produtos de PCR foi feita utilizando o kit de 

purificação Promega Wizard SV gel and PCR clean-up system – Ref A9282. A PCR de 

sequenciamento do fragmento de interesse foi feita usando o kit de sequenciamento BigDye, usando 

as condições: 2 μL de tampão ABI 5x, 1 μL de cada iniciador 27F, 704F (5′-AGA TTT TCC GAC 

GGC AGG TT-3′), 1114R (5′-GGG TTG CGC TCG TTG C-3′) e 1492R (5 mM), 1 μL de Big Dye, 

1 μL de DNA (40 ng) o volume restante foi completado adicionando de água Milli-Q estéril. A 

reação foi feita em termociclador AB Applied Biosystems Veriti 96 well Thermal Cycle, programado 

assim: desnaturação inicial 1 min a 96°C, seguido de 35 ciclos de 15 segundos a 96°C, 15 segundos 

a 55°C, 4 minutos a 60°C. O sequenciamento foi realizado utilizando o sequenciador 3500 Sanger 
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Genomic Analyzer (Applied biosystems, Foster City, Calif.). As sequências foram comparadas com 

sequências de linhagens tipo utilizando o servidor EzTaxón-e (Kim et al., 2012). O alinhamento das 

sequências foi realizado com o programa Clustal W (Thompson et al., 1994). Árvores filogenéticas 

foram inferidas utilizando o método de neighbor-joining (Saitou e Nei, 1987), através do programa 

MEGA 7 – Molecular Evolutionary Genetics Analysis (Tamura, 2013) 

 

3.2. Resultados e Discussão 

3.2.1. Avaliação da capacidade antagônica de actinobactérias contra Sclerotinia 

sclerotiorum 

Dos 354 isolados avaliados, 55 mostraram atividade antagônica, sendo 31 do manguezal, 16 

do cerrado e 8 da caatinga (Tabela 1). Em total, foram obtidos 55 isolados com atividade antifúngica, 

18 isolados apresentaram inibição entre 0 e 35 %, entretanto 35 apresentaram inibição entre 36 e 70 %, 

por último dois isolados apresentaram inibição acima de 70%. O processo de triagem adequado é 

relevante no momento de escolher um agente de controle biológico, principalmente, devendo-se 

considerar as características fisiológicas tanto do fitopatógeno quanto do antagonista. A técnica de 

cultivo dual (Antagonismo direto) é ensaio comumente usado para avaliar a capacidade antagônica 

dos isolados de actinobactérias (Adhilakshmi et al., 2014). Este estudo coincide com resultados 

anteriores (Nakaew et al., 2015) que relatam o gênero Streptomyces como predominante quando é 

feito isolamento de solo e rizosfera, porém tem se destacado como potencial antagonista e produtor 

de compostos antifúngicos (Rashad et al., 2015). 

 A técnica de Antagonismo direto é a mais amplamente usada na seleção de isolado com 

alguma capacidade antagônica in vitro. A principal função desse teste é eliminar os isolado menos 

efetivos, permitindo diminuir o número de isolados para serem testados em condições de casa de 

vegetação. Entretanto, existem situações especiais nas quais alguns microrganismos não afetam 

diretamente o agente etiológico da doença, todavia tem um efeito indireto, como por exemplo, 

estimulação de crescimento vegetal ou ativação do sistema de defesa da planta (Narayanasamy 

2013). 

 

3.2.2. Inibição do crescimento de micielial e da germinação de escleródios de 

Sclerotinia sclerotiorum  
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Neste trabalho, foi encontrado que o crescimento micelial e germinação de escleródios de S. 

sclerotiorum foram fortemente afetados pelas actinobactérias (Tabela 1). Esses resultados são 

consistentes com os previamente publicados de Zhu et al., 2008, Han et al., 2011 e Cheng et al., 

2014. Entre os isolados avaliados, 17 apresentaram inibição do micélio e 8 isolados inibiram 

escleródios de S. sclerotiorum (Tabela 1). Com o fim de identificar os isolados com maior potencial 

de antagonismo, foram selecionados aqueles com a porcentagem ≤50, tanto na inibição do 

crescimento micelilal, quanto na germinação dos escleródios de S. sclerotiorum. Para o crescimento 

micelial, os isolados Can V2 17 (50%), Can V2 22 (90%), Bc V3 01f (100%), Can V2 18f (70%), 

1AS2a(50%), Caat P5 55 (60%), Caat P8 78 (100%), Caat P8 79 (80%) e Caat P5 102 (80%) 

apresentaram valores acima desse ponto, enquanto a germinação de escleródios, os isolados Bc V2 

18 (60%), Bc V1 37 (80%), 1AS2 (70%), 1AS6 (70%), 1AS2a(70%), 2BS1 (100%), Caat P5 55 

(70%) e Caat P8 79 (90%) foram os mais destacados. Somente os isolados 1AS2a, Caat P5 55 e 

Caat P8 79 apresentaram inibição ≤50% em ambos os testes. Em condições favoráveis, o escleródio 

pode germinar e formar novo micélio ou germinar e produzir apotécios que vão diretamente liberar 

ascósporos (Thaning et al., 2001). Portanto o escleródio passa ser a parte fundamental do Mofo 

Branco em campo. Com os resultados obtidos, o atraso ou inibição do inóculo primário da doença 

pode favorecer o desenvolvimento da planta e diminuir o período de susceptibilidade a ser 

colonizada pelo fungo (Cheng et al, 2014). 

 

3.2.3. Compatibilidade com rizobactérias 

  

Todas as actinobactérias apresentaram compatibilidade com as bactérias benéficas do solo, 

exceto o isolado Caat P8 35 (Tabela 1). Esses Microrganismos apresentam características específicas 

que são favoráveis ao desenvolvimento da cultura da soja. No caso do Rhizobium sp. e Bradyrhizobium 

japonicum ambos simbiontes da cultura da soja, são os encarregados de fixar o nitrogênio para o 

desenvolvimento da planta (Rhijn et al., 1995). B. Japonicum é o principal formador de nódulos nas 

raízes de soja, portanto um Microrganismo que se pretende usar como bioinoculante deve conseguir se 

estabelecer na rizosfera da soja sem afetar o desenvolvimento desta bactéria simbionte. O isolado 

Azospirillum sp. descrito como de Exopolisacarídeos (EPS) e Biofilme, favorecendo o 

desenvolvimento da planta com que se associa. Tem sido descrito inoculações conjuntas de vários dos 
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Microrganismos avaliados neste estudo no cultivo da soja, que representaram resultados favoráveis na 

formação de nódulos, comprimento da parte aérea e da raiz (Molla 2001; Juge et al, 2012). A 

coinoculação de duas ou mais bactérias estimuladoras de crescimento evidenciou maior efeito quando 

comparadas com inoculações individuais (Barka 2006), a mistura das bactérias mostrou melhor fixação 

de nitrogênio, controle de patógenos, produção de fitohormônios (Kloepper et al. 2004; Tsavkelova et 

al. 2006). O cultivo da soja precisa de um microbioma diverso para o seu ótimo desenvolvimento, 

condições de solo estéril pode limitar seu crescimento inclusive associado à Rizóbios (Harris 1953). 

Considerando que além das relações simbióticas da soja com os Rizóbios, este cultivo tem 

demonstrado certa seletividade para se associar com algumas espécies de bactérias, entre elas: 

Bradyrhizobium e Streptomyces (Sugiyama et al. 2014). A coinoculação com isolados de 

actinobactérias e bactérias diazotróficas pode ser uma estratégia a ser avaliada como parte do manejo 

integrado da soja.  

 

3.2.4. Caracterização Molecular dos isolados de Actinobactérias  

 

O sequenciamento do gene ribossômico 16S rRNA tem sido amplamente usado como a 

abordagem básica para identificação de Microrganismos, assim como uma ferramenta em destaque 

para conhecer a diversidade microbiana em diferentes ambientes naturais (Solanki et al., 2014). 

Com os fragmentos do gene 16s rRNA obtidos (entre 1407 – 1528 pb) foi feita a analise baseada no 

alinhamento da sequencia parcial do gene 16s rRNA e comparados com sequências de linhagens 

tipo utilizando o servidor EzTaxón-e (Kim et al., 2012), o qual evidenciou que os isolados avaliados 

tem alta similaridade com quatro gêneros de actinobactérias, são eles: Streptomyces (49 isolados), 

Micromonospora (4), Kocuria (1) e Actinomadura (1). O gênero Streptomyces representou 89% dos 

isolados, como tem sido descrito o gênero Streptomyces é um comum e abundante habitante do solo 

em diferentes ecossistemas (Tabela 1), neste estudo, foi encontrado maior predominância deste 

gênero considerando os três biomas acessados, o que coincide com reportes prévios de outros 

autores que descrevem maior abundancia de Streptomyces sp. em diferentes ambientes (Qin et al. 

2009, Nimaichand  et al. 2015). A analise da sequência dos 49 isolados de Streptomyces evidenciou 

o agrupamento em diferentes grupos gênicos, sendo assim, foram 24 isolados no grupo 1, quatro 

isolado no grupo 2, três isolados no grupo 3, cinco isolados no grupo 4 e treze isolados no grupo 5 

(Figura 1). 
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Tabela 1. Afiliação genética dos 55 isolados de actinobactérias usando o gene 16s rRNA avaliados para controle 

biológico de S. sclerotiorum. 

 
 

Cod. Acceso: Codigo do Eztaxón da especie tipo mais proxima; pb: Tamanho do fragmento 16s amplificado e 

sequenciado; diff. Ntd; Nucletotideos diferentes/total da sequencia comparada   

Isolado Especie mais proxima Cod. Acceso % Similaridade pb diff. Ntld

Can V1 07 Streptomyces hydrogenans NBRC 13475 (T)
AB184868 99.93 1489 1/1446

Can V1 22 Streptomyces albidoflavus DSM 40455 (T)
Z76676 100 1412 0/1408

Can V1 37 Streptomyces albidoflavus DSM 40455 (T)
Z76676 100 1491 0/1444

Can V1 58 Streptomyces albidoflavus DSM 40455 (T)
Z76676 100 1489 0/1444

Can V1 52f Micromonospora echinospora ATCC 15837 (T)
U58532 100 1454 6/1408

Can V2 11 Streptomyces albidoflavus DSM 40455 (T)
Z76676 100 1480 0/1444

Can V2 39 Streptomyces albidoflavus DSM 40455 (T)
Z76676 100 1479 0/1445

Can V2 06f Streptomyces albidoflavus DSM 40455 (T)
Z76676 100 1447 0/1430

Can V2 11f Streptomyces albidoflavus DSM 40455 (T)
Z76676 100 1412 0/1408

Can V2 13 Streptomyces albidoflavus DSM 40455 (T)
Z76676 100 1492 0/1444

Can V2 15 Streptomyces albidoflavus DSM 40455 (T)
Z76676 100 1455 0/1444

Can V2 17 Streptomyces violascens ISP 5138 (T)
AY999737 99.22 1482 11/1416

Can V2 32f Streptomyces albidoflavus DSM 40455 (T)
Z76676 100 1482 0/1444

Can V2 33f Streptomyces griseolus NRRL B- 2925 (T)
JOFC0100069 99.72 1495 4/1444

Can V2 37f Streptomyces albidoflavus DSM 40455 (T)
Z76676 100 1480 0/1444

Can V3 62f Streptomyces albidoflavus DSM 40455 (T)
Z76676 100 1491 0/1444

Can V2 22 Streptomyces albidoflavus DSM 40455 (T)
Z76676 100 1478 0/1444

Bc V2 18f Micromonospora siamensis  TT2-4 (T)
AB193565 99.79 1468 3/1399

Bc V3 01f Streptomyces griseolus NRRL B- 2925 (T)
JOFC0100069 99.65 1477 5/1440

Bc V3 14f Streptomyces hydrogenans NBRC 13475 (T)
AB184868 100 1477 0/1449

Can V2 18f Streptomyces albidoflavus DSM 40455 (T)
Z76676 100 1421 0/1418

Can V2 22f Streptomyces albidoflavus DSM 40455 (T)
Z76676 100 1468 0/1444

Bc V1 06 Streptomyces albidoflavus DSM 40455 (T)
Z76676 99.13 1407 12/1383

Bc V1 06f Streptomyces hydrogenans NBRC 13475 (T)
AB184868 99.23 1445 11/1422

Bc V3 18f Micromonospora chokoriensis 2-19/6 (T)
AB241454 99.93 1469 1/1428

Bc V2 18 Streptomyces albidoflavus DSM 40455 (T)
Z76676 100 1475 0/1444

Bc V1 20f Streptomyces albidoflavus DSM 40455 (T)
Z76676 100 1492 0/1444

Bc V3 05f Micromonospora chalcea DSM 43026 (T)
X92594 99.72 1464 4/1436

Bc V3 10f Streptomyces griseolus NRRL B- 2925 (T)
JOFC0100069 99.72 1473 0/1448

Can V2 34 Streptomyces albidoflavus DSM 40455 (T)
Z76676 100 1463 0/1444

Bc V1 37 Kocuria koreensis P31 (T)
FJ607612 99.04 1486 14/1451

1 AS 2 Streptomyces globisporus NRBC 12867 (T)
AB184203 99.65 1491 5/1440

3 AS 4 Streptomyces rishiriensis NBRC 13407 (T)
AB184383 99.03 1493 14/1444

1 AS 6 Streptomyces phaeopurpureus DSM 40125 (T)
KQ948198 99.93 1485 1/1440

1 BR 6 Streptomyces phaeopurpureus DSM 40125 (T)
KQ948198 99.45 1492 8/1443

3 BS 2 Streptomyces pratensis ch24 (T)
JQ806215 99.34 1490 9/1369

1 BR2 Streptomyces albolongus NBRC 13465 (T)
AB184425 99.72 1477 4/1447

2 BR 2 Streptomyces flocculus NRRL  B-2465 (T)
LIQO01000098 99.03 1488 14/1445

3 AR 7 Streptomyces xiamenensis MCC 1A01550 (T)
EF012099 99.24 1491 11/1442

1 AS 2a Streptomyces cavourensis NBRC 13026 (T)
AB184264 99.93 1528 1/1448

1 AS 2c Streptomyces cavourensis NBRC 13026 (T)
AB184264 98.17 1448 26/1422

2 BS 5 Streptomyces cavourensis NBRC 13026 (T)
AB184264 99.36 1439 9/1416

1 BR 5 Streptomyces albolongus NBRC 13465 (T)
AB184425 99.86 1458 2/1433

2 BS 1 Streptomyces phaeopurpureus DSM 40125 (T)
KQ948198 99.24 1484 11/1439

3 BS 4 Streptomyces albidoflavus DSM 40455 (T)
Z76676 100 1475 0/1444

2 BR 3 Streptomyces koyangensis VK-A60 (T)
AY079156 99.36 1414 9/1401

2 BS 7 Streptomyces actinomycinicus RCU-197 (T)
LC069046 98.90 1430 15/1362
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Caat P5 - 55 Streptomyces rochei NRBC 12908 (T)
AB184237 97.77 1461 32/1434

Caat P8- 52 Streptomyces cuspidosporus NBRC 12378 (T)
AB184090 99.58 1484 6/1425

Caat P8 - 78 Actinomadura montaniterrae CYP1-1B (T)
LC126428 99.03 1475 14/1439

Caat P8 - 79 Streptomyces albolongus NBRC 13465 (T)
AB184425 99.72 1477 4/1444

Caat P5 -102 Streptomyces anandii NRRL B-3590 (T)
AY999803 99.38 1482 9/1445

Caat P8- 34 Streptomyces griseolus NRRL B- 2925 (T)
JOFC0100069 99.86 1484 2/1447

Caat P8 - 35 Streptomyces levis NBRC 15423 (T)
AB184670 98.46 1472 22/1428

Caat P8 - 47 Streptomyces prasinosporus NRRL B-12431 (T)
DQ026655 99.03 1494 14/1443

C
a
a
ti

n
g
a
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Figura 1. Relações filogenéticas baseadas no gene 16S rRNA dos isolados de Streptomyces obtidas neste estudo, 

baseado no método evolutivo de Neighbour-Joining. A árvore consenso foi inferida com bootstrap para 1.000 réplicas 
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Do gênero Streptomyces foram identificadas 19 espécies diferentes, sendo a espécie de S. 

albidoflavus (20 isolados) a mais abundante (Tabela 1). S. albidoflavus é um reconhecido produtor 

de enzimas, principalmente quitinases com capacidade de inibir o crescimento de algumas espécies 

de fungos fitopatógenos (Brzezinska et al. 2013). Os isolados Can V1 07, Bc V3 14f e Bc V1 06f 

ficaram mais próximos da linhagem tipo Streptomyces hydrogenans NBRC 13475
T
 (Figura 2). S. 

hydrogenans NBRC 13475
T 

é considerado uma actinobactéria cosmopolita, sendo encontrada em 

vários habitats, porém foi primeiramente descrito por Lindner et al. (1958), com a espécie tipo 

isolada do solo. Essa espécie já foi relatada pela sua capacidade antifúngica e estimuladora de 

crescimento de plantas (Kaur e Kumari 2013) além de apresentar atividade larvicida (Kaur et al. 

2014).  
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Figura 2. Relações filogenéticas baseadas no gene 16S rRNA dos isolados de Streptomyces do Subgrupo 1 e as 

correspondentes linhagens tipo mais próximas. A árvore consenso foi inferida com bootstrap para 1.000 réplicas 

baseado no método evolutivo de Neighbour-Joining. 

 Isolado Bc V1 06 
 Isolado Bc V1 06f 

 Streptomyces violascens ISP 5183
T
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 Streptomyces fumigatiscleroticus NBRC 12999
 T

 (AB184248) 
 Streptomyces aureoverticillatus NRRL B-3326

 T
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 Streptomyces nogalater JCM 4799
 T
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 T
 (DQ026669) 

 Streptacidiphilus albus DSM 41753
 T

 (AF074415) 

99 

99 

93 

34 
55 

33 

30 

33 

100 

89 
83 

17 

67 

21 

19 

34 31 

37 

65 

86 

83 

0.0050 



37 
 

O isolado Can V2 17 apresentou similaridade 99.22% com Streptomyces violascens ISP 

5138
T
, espécie destacada produtora de metabólitos secundários (Choudhary et al. 2015; Zheng et al. 

2016). O isolado 2BR3 ficou mais próximo do Streptomyces koyangensis VKA60
T 

esse 

microrganismo tem sido descrito como produtor de compostos que inibem fungos patógenos de 

plantas (Lee et al. 2005). O isolado 1AS2, com 99.65% de similaridade é mais próximo da linhagem 

tipo Streptomyces globisporus NRBC 12867
T 

(Figura 6) essa espécie tem sido reportada como 

produtora de compostos voláteis para o controle do fungo Botrytis cinérea (Li et al. 2012). O 

isolado 3AS4 apresentou 98.87% de similaridade com Streptomyces rishiriensis NBRC 13407
T
, que 

tem sido reconhecido como produtor de compostos antimicrobianos (Charousová et al. 2015) e 

estimulador de crescimento em plantas, principalmente atuando como solubilizador de fósforo (Le 

et al. 2015). Os isolados 1AS6, 1BR6 e 2BS1 apresentaram similaridade com a espécie 

Streptomyces phaeopurpureus NRRL B-2260
T
 de 99.93, 99.45 e 99.24% respectivamente (Figura 

5) , essa espécie foi reportada como produtora de enzimas extracelulares com capacidade de inibir a 

germinação e adesão de estruturas de penetração de fungos especialmente espécies do gênero 

Colletotrichum (Palaniyandi et al. 2013). 
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Figura 3. Relações filogenéticas baseadas no gene 16S rRNA dos isolados de Streptomyces do Subgrupo 2 e as 

correspondentes linhagens tipo mais próximas. A árvore consenso foi inferida com bootstrap para 1.000 réplicas 

baseado no método evolutivo de Neighbour-Joining. 
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Figura 4. Relações filogenéticas baseadas no gene 16S rRNA dos isolados de Streptomyces do Subgrupo 3 e as 

correspondentes linhagens tipo mais próximas. A árvore consenso foi inferida com bootstrap para 1.000 réplicas 

baseado no método evolutivo de Neighbour-Joining. 
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Figura 5. Relações filogenéticas baseadas no gene 16S rRNA dos isolados de Streptomyces do Subgrupo 4 e as 

correspondentes linhagens tipo mais próximas. A árvore consenso foi inferida com bootstrap para 1.000 réplicas 

baseado no método evolutivo de Neighbour-Joining. 
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Figura 6. Relações filogenéticas baseadas no gene 16S rRNA dos isolados de Streptomyces do Subgrupo 5 e as 

correspondentes linhagens tipo mais próximas. A árvore consenso foi inferida com bootstrap para 1.000 réplicas 

baseado no método evolutivo de Neighbour-Joining. 
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Tabela 2. Características avaliadas nos isolados de Actinobactéria. Crescimento de bactérias diazotróficas: Abundante (+++), Moderado (++), Pouco (+); Solubilização de 

Fósforo: Negativa (neg),  Positiva (POS); Porcentagem de inibição da germinação de estruturas de S. sclerotiorum.  

(Continua) 

 

Rhizobium sp. B. japonicum Azospirillum sp. Inorgânico Orgânico Discos de Micélio Esclerodios

Can V1 07 49.50 +++ ++ neg neg neg 0 0

Can V1 22 73.63 +++ ++ neg neg neg 0 0

Can V1 37 61.19 +++ +++ neg neg neg 0 0

Can V1 58 40.55 +++ + neg neg neg 0 0

Can V1 52f 11.69 +++ ++ neg neg neg 0 0

Can V2 11 34.33 +++ + neg neg neg 0 0

Can V2 39 49.25 +++ ++ neg neg neg 0 0

Can V2 06f 31.09 +++ ++ neg neg neg 0 0

Can V2 11f 46.52 +++ ++ neg neg neg 0 0

Can V2 13 48.51 +++ + neg neg neg 0 0

Can V2 15 33.08 +++ ++ neg neg neg 20 0

Can V2 17 37.31 +++ + neg neg neg 50 0

Can V2 32f 48.26 +++ + neg neg neg 0 0

Can V2 33f 63.18 +++ + + neg neg 0 0

Can V2 37f 28.61 +++ ++ neg neg neg 30 0

Can V3 62f 19.65 +++ neg neg neg neg 20 0

Can V2 22 41.79 +++ ++ neg neg neg 90 0

Bc V2 18f 22.47 +++ + neg neg neg 0 0

Bc V3 01f 13.43 +++ neg neg POS neg 100 0

Bc V3 14f 51.89 +++ ++ neg neg neg 20 0

Inibição da germinção de S. 

sclerotiorum (%)
 Solubilização de FósforoCrescimento de bactérias diazotróficas Antagonismo 

(%)
Isolado
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Tabela 2. Características avaliadas nos isolados de Actinobactéria. Crescimento de bactérias diazotróficas: Abundante (+++), Moderado (++), Pouco (+); Solubilização de 

Fósforo: Negativa (neg),  Positiva (POS); Porcentagem de inibição da germinação de estruturas de S. sclerotiorum..  

(Continuação) 

 
 

 

Rhizobium sp. B. japonicum Azospirillum sp. Inorgânico Orgânico Discos de Micélio Esclerodios

Can V2 18f 47.26 +++ ++ neg neg neg 70 0

Can V2 22f 82.09 +++ ++ neg neg neg 0 0

Bc V1 06 37.31 +++ ++ neg POS POS 0 0

Bc V1 06f 55.7 +++ ++ +++ neg neg 0 0

Bc V3 18f 20.15 +++ +++ neg neg neg 0 0

Bc V2 18 38.06 +++ ++ neg neg neg 0 60

Bc V1 20f 52.74 +++ ++ neg neg neg 0 0

Bc V3 05f 25.99 +++ + neg neg POS 0 0

Bc V3 10f 43.8 neg +++ neg neg neg 0 0

Can V2 34 35.9 + +++ +++ neg neg 0 0

Bc V1 37 40.9 ++ +++ ++ neg neg 0 80

1 AS 2 54.85 + neg + neg neg 0 70

3 AS 4 47.82 +++ + neg POS POS 20 0

1 AS 6 41.99 neg neg neg neg neg 0 70

1 BR 6 31.80 neg neg neg neg neg 0 0

3 BS 2 34.95 +++ + + neg POS 0 0

1 BR2 29.13 ++ neg + neg neg 0 0

2 BR 2 34.47 + neg neg neg neg 0 0

3 AR 7 47.09 +++ neg neg neg neg 0 0

Isolado
Antagonismo 

(%)

Crescimento de bactérias diazotróficas  Solubilização de Fósforo
Inibição da germinção de S. 

sclerotiorum (%)
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Tabela 2. Características avaliadas nos isolados de Actinobactéria. Crescimento de bactérias diazotróficas: Abundante (+++), Moderado (++), Pouco (+); Solubilização de 

Fósforo: Negativa (neg),  Positiva (POS); Porcentagem de inibição da germinação de estruturas de S. sclerotiorum.   

(Conclusão) 

 
 

 

 

 

 

 

Rhizobium sp. B. japonicum Azospirillum sp. Inorgânico Orgânico Discos de Micélio Esclerodios

1 AS 2a 55.34 +++ + + neg neg 50 70

1 AS 2c 60.90 +++ neg neg neg neg 0 0

2 BS 5 58.98 ++ neg neg neg POS 0 0

1 BR 5 45.63 ++ neg neg neg neg 0 0

2 BS 1 23.06 +++ neg neg neg neg 0 100

3 BS 4 35.44 +++ + + neg neg 0 0

2 BR 3 48.06 ++ neg + neg neg 30 0

2 BS 7 30.27 +++ neg neg neg POS 0 0

Caat P5 - 55 33.74 +++ + neg neg neg 60 70

Caat P8 - 52 45.15 +++ neg neg neg neg 0 0

Caat P8 - 78 42.23 + neg neg neg neg 100 0

Caat P8 - 79 42.48 +++ +++ +++ neg POS 80 90

Caat P5 -102 49.76 +++ neg neg neg neg 80 0

Caat P8- 34 22.82 +++ neg neg neg neg 20 0

Caat P8 - 35 28.88 neg neg neg neg neg 0 0

Caat P8 - 47 47.33 ++ + + neg neg 20 0

CONTROLE 0.00 +++ +++ +++ neg neg 0 0

Isolado
Antagonismo 

(%)

Crescimento de bactérias diazotróficas  Solubilização de Fósforo
Inibição da germinção de S. 

sclerotiorum (%)
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O isolado 2BR2 apresentou 99.03% de similaridade com a linhagem Streptomyces 

flocculus NRRL B-2465
T
, previamente descrita por Wallace et al. (1990) como produtor de 

composto antitumoral streptonigrina. O isolado 3AR7 mostrou 99.24% de similaridade com 

Streptomyces xiamenensis MCC 1A01550
 T

. S. xiamensis tem sido isolado de sedimento de 

manguezais e produtor de compostos com atividade biológica (Xu et al. 2009). Entretanto o 

isolado 2BS7 apresentou similaridade de 98.90% com Streptomyces actinomycinicus RCU 197
 T 

espécie produtora de actinomicina, um destacado agente antibacteriano e antitumoral (Koba e 

Konopa 2005). O isolado Caat P5 55 apresentou 97.77% de similaridade com Streptomyces 

rochei NBRC 12908
T 

, Zhang et al, (2016) relataram que um isolado dessa espécie apresentou 

uma excepcional produção de enzimas glucanase, quitinase e além disso foi evidente o efeito de 

estimulação de crescimento no cultivo de maça. O isolado Caat P8 52 tem 99.58% com a 

linhagem Streptomyces cuspidosporus NBRC 12378
T
, S. cuspidosporus tem sido reportado como 

destacado produtor de enzimas, principalmente xylanasas (Maheswari e Chandra 2000). Caat P5 

102 teve 99.12% de similaridade com Streptomyces anandii NBRC B-3590
T
, espécie usualmente 

isolado de solo (Batra e Bajaj 1965) e conhecida produtor de agentes antitumorais (Balitz et al, 

1981). O isolado Caat P8 35 demonstrou 98.46% de similaridade com Streptomyces levis NBRC 

15423
T 

destacado produtor de compostos antibacterianos (Singh et al, 2016). O isolado Caat P8 

47 foi mais próximo com a linhagem de Streptomyces prasinosporus NRRL B-12431
T
. S. 

prasinosporus, normalmente isolado de solo, é descrito como destacado produtor de compostos 

antibacterianos, principalmente com espécies patógenas de humanos (Rajput et al. 2012). Os 

isolados Can V2 33f, Bc V3 01f, Bc V3 10f e Caat P8 34, evidenciaram maior proximidade 

(99.72, 99.65, 99.72 e 99.86% respectivamente) com a linhagem tipo Streptomyces griseolus 

NRRL B-2925
T
 essa espécie e destacada produtora do antibiótico anisomycina (Abdel-Aal et al, 

2011). Sendo assim da mesma forma, o isolado 3BS2 apresentou 99.34% de similaridade com a 

linhagem Streptomyces pratensis ch24
T
. O gênero S. pratensis já foi descrito como destacado 

produtor de compostos antibióticos e antitumorais (Rashad et al. 2015). O isolado 1AS2 

apresentou similaridade de 99.65% com Streptomyces globisporus NBRC 12867
T 

espécie que 

tem sido descrita como produtora dos compostos antitumorais Landomycina A e E (Rebets et al, 

2003). Os isolados 1BR2, 1BR5 e Caat P8 79 apresentaram similaridade de 99.72%, 99.86% e 

99.72% respectivamente com a linhagem tipo Streptomyces albolongus NBRC 13465
T,

 espécie 
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que tem sido descrita como produtora dos compostos antibióticos griseoviridina e etamicina 

(Terekhova et al, 1992). Os isolados 1AS2a, 1AS2c e 2BS5 apresentaram similaridade entre 

99.93%, 98.17% e 99.36% com a linhagem tipo Streptomyces cavourensis NBRC 13026
T
, já foi 

reportado como produtor de macrolídeos com atividade antifúngica (Xu et al. 2013).  

 

 

 

Figura 7. Relações filogenéticas baseadas no gene 16S rRNA dos isolados de Micromonospora e as 

correspondentes linhagens tipo mais próximas. A árvore consenso foi inferida com bootstrap para 1.000 réplicas 

baseado no método evolutivo de Neighbour-Joining. 
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Figura 8. Relações filogenéticas baseadas no gene 16S rRNA dos isolados de Actinomadura e as correspondentes 

linhagens tipo mais próximas. A árvore consenso foi inferida com bootstrap para 1.000 réplicas baseado no método 

evolutivo de Neighbour-Joining. 
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Figura 9. Relações filogenéticas baseadas no gene 16S rRNA dos isolados de Kocuria e as correspondentes 

linhagens tipo mais próximas. A árvore consenso foi inferida com bootstrap para 1.000 réplicas baseado no método 

evolutivo de Neighbour-Joining 
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com a linhagem tipo Kocuria koreensis P31
T 

(Figura 8) que é conhecida como produtora diversas 

atividades enzimáticas (Nwagu e Amadi 2013). Como usualmente denominados (em inglês 

"Non-streptomycete actinomycetes‖) os "NSA" têm se destacado como bons produtores de 

antibióticos. No trabalho de El-Tarabily e Sivasithamparam (2006) são reportados alguns dos 

principais antibióticos produzidos por NSA. No caso de Actinomadura, destaca-se a produção de 

simaomicina e pradimicina. No gênero Micromonospora tem-se a já conhecida 

micromonosporina. 
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3.3. Conclusões  

 Neste trabalho observou-se a diversidade de actinobactérias isoladas de solo e rizosfera de 

três biomas brasileiros, nossos resultados evidenciaram uma predominante prevalência de 

espécies do gênero Streptomyces. 

 Os isolados de Actinobactérias apresentaram atividade antagônica pela técnica de cultivo 

dual contra S. sclerotiorum, entre 11.69 e 82.09 %.  

 As bactérias diazotróficas avaliadas neste trabalho evidenciaram compatibilidade com as 

Actinobactérias antagônicas selecionadas. 

 Dois isolados de Actinobactérias, Bc V1 06 e 3AS4, demonstraram capacidade de 

solubilizar tanto fósforo orgânico quanto fósforo inorgânico.  

 Foi evidenciada a inibição do crescimento de micélio ativo e germinação de escleródios 

de S. sclerotinia, por parte de 22 isolados de Actinobactérias, sendo que três deles; 

1AS2a, Caat P5 55 e Caat P8 79 apresentaram inibição em ambos casos entre 50 e 90%.  
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4. SOLUBILIZAÇÃO DE FÓSFORO E PROMOÇÃO DE CRESCIMENTO 

EM SOJA POR ACTINOBACTÉRIA DO CERRADO  

Resumo 

Diferentes estudos têm sido conduzidos para pesquisar o potencial de actinobactérias como fonte 

de matéria prima na descoberta de novos produtos. Além disso, estes Microrganismos 

desenvolvem um importante papel na ciclagem de nutrientes e disponibilização destes para as 

plantas. A linhagem 3AS4, identificada como pertencente ao gênero Streptomyces a partir do 

sequenciamento do gene 16S rRNA, foi selecionada devido ao potencial de solubilizar fósforo. O 

objetivo desse trabalho foi investigar o possível mecanismo de ação envolvido na solubilização 

de fósforo e estimulação de crescimento vegetal por parte desta linhagem de actinobactéria. Para 

identificar o possível mecanismo de ação, um extrato aquoso de 12 dias foi examinado por 

cromatografia líquida de alta resolução (HPLC). Experimento em condições de casa de 

vegetação foi realizado a fim de avaliar o potencial de promoção de crescimento em plantas de 

soja. Além do solo sem adição de fosforo, foram testadas duas fontes de adubo comercial; 

Fosfato de Rocha Bayovar (PR) e Super Fosfato Triplo (SPT). Vasos com e sem inoculação da 

linhagem 3AS4 foram comparados em tratamentos com adição de fosforo nas concentrações de 0 

e 40 kg ha
-1

. Os parâmetros altura, peso seco da biomassa da raiz e parte aérea foram coletados 

para verificar a eficiência da inoculação da 3AS4 comparado ao controle. O extrato aquoso 

apresentou perfil cromatográfico similar quando comparado com o padrão do ácido glucônico. 

Diferenças na altura das plantas foram observadas após 6 semanas quando inoculadas com a 

3AS4. A relação Parte aérea/Raiz foi significativamente maior quando adicionado o fósforo 

junto com a actinobactéria. Plantas sem adição de fósforo e com a 3AS4 evidenciaram 

desenvolvimento similar na Parte aérea/Raiz quando comparadas com plantas inoculadas com 40 

kg ha
-1

 de PR e SPT. Esses resultados sugerem que o uso da actinobactéria 3AS4 poderia ser um 

importante recurso para a agricultura sustentável mediante a redução de uso de adubo fosfatado. 

Palavras-chave: Cromatografia líquida de alta resolução, Streptomyces, Ácidos orgânicos, Casa 

de vegetação 

Abstract 

Several studies are being conducted to research the potential of actinobacteria as source of raw 

material for new products discovery. Furthermore, these microorganisms develop an important 

role in nutrient cycling making and availability to plants. The isolate 3AS4, identified as 

belonging to genus Streptomyces from 16S rRNA sequencing, was selected due to its phosphorus 

solubilization ability.  This objective of this work was to investigate the mechanism of action 

involved in phosphorus solubilization and plant growth promotion potential of this actinobacteria 

lineage. To recognize its mechanism of action, 12 days crude extract was monitored with High 

Performance Liquid Chromatography (HPLC). A greenhouse experiment was carried out to 

evaluate the potential plant growth promotion of the isolate in soybean. Besides the soil with no 

phosphorous, two phosphate sources, Rock Phosphate Bayovar (RP) and Triple Super Phosphate 

(SPT) were added at the soil. Pots with and without inoculation of 3AS4 were compared in 

phosphorus addition of 0 and 40 kg ha
-1

. Plants attributes height, dry shoot and root biomass 
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weight were evaluated to verify the efficiency of 3AS4 inoculation compared to control pots. 

The crude extract presented a chromatographic profile similar to gluconic acid. Significant 

differences in plant height were observed at 6 weeks when inoculated with the isolate. The 

Shoot/Root index was significantly higher when applied the higher dose of PR and SPT along 

with 3AS4 isolate. When inoculated with the isolate, the plants with non-additional phosphorous 

showed similar Shoot/Root development compared to the control pots with 40 Kg/h of TSP and 

RPB. These results suggest that Actinobacteria might be a valuable resource for sustainable 

agriculture application by reducing phosphate fertilization. 

Keywords: High resolution liquid chromatography, Streptomyces, Organic acids, Greenhouse  
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4.1. Introdução 

O cerrado é considerado o segundo maior bioma brasileiro, ocupando uma área de 203,4 

milhões de hectares, o que equivale a aproximadamente 24% do território nacional (Andrade et 

al., 2016). Apesar de parecer um ambiente pobre, este bioma apresenta grande riqueza de 

espécies, recursos genéticos e ecossistemas (Sawyer, 2002).  

Devido à enorme diversidade biológica encontrada no cerrado, este bioma é uma 

importante fonte de agentes biológicos economicamente interessantes, já tem sido descrito como 

fonte de matéria prima para a descoberta de medicamentos, como produtos naturais e análogos, 

agentes antifúngicos, antitumorais e antibióticos, produzidos por plantas e microrganismos 

(Barreiro e Bolzani, 2009).   

Até a década de 1970 o solo do cerrado foi considerado impróprio para a agricultura, 

porém, devido ao avanço tecnológico e a utilização de fertilizantes químicos, tornou-se possível 

a expansão agrícola para a essa região (Santos et al., 2014). Desta forma, atualmente na região 

centro oeste do Brasil encontra-se a maior densidade de cultivo de soja do país, sendo favorecida 

por fatores como a topografia, a adequada profundidade do solo para uso de maquinaria 

mecanizada, pluviometria e luminosidade. No entanto, o solo dessa região apresenta baixo pH, 

alta capacidade de fixação de fósforo e, consequentemente baixa disponibilidade desse nutriente 

para as culturas (Hinsinger, 2001). Apesar de a correção de tais características através da 

fertilização química ter apresentado resultados satisfatórios para o desenvolvimento da cultura 

neste ambiente, o alto potencial de fixação de fósforo nesse solo causa significativas perdas 

econômicas, pois grande parte dos fertilizantes fosfatados adicionados ao solo torna-se 

rapidamente inacessíveis. 

A cultura de soja (Glycine max L. Merrill) é uma das principais culturas de grãos do 

Brasil (Arruda, 2012), e também a que mais necessita de fertilização fosfatada, consumindo 

cerca de 1.459.726 toneladas de Fósforo (Cunha et al, 2010). Em 2017 a produção nacional 

chegou a ser de 107 mil toneladas, posicionando o Brasil como o segundo maior produtor 

mundial, ficando atrás apenas dos Estados unidos (120 mil toneladas) (CONAB 2017). A 

principal importância deste cultivo se deve ao alto conteúdo de proteína no grão, próximo de 
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40% (Vello e Silva, 2006) o que o posiciona como uma matéria prima de grande importância 

para indústria de alimentação humana e animal.  

 

A mobilização do fosfato fixado no solo por meio da ação de Microrganismos tem sido 

amplamente explorada como alternativa ao aumento da fertilização fosfatada (Richardson et al., 

2009). Neste contexto, o filo Actinobactéria, que é amplamente distribuído na natureza está 

envolvido em diversos processos biológicos, apresentando ampla variedade de compostos 

bioativos produzidos e diversidade funcional, tais como: produção de quitinase (Gomes et al., 

2000), celulase (Lima et al., 2005), fito hormônios (Shivastava et al., 2008), agentes antitumorais 

(Cragg et al., 2005), substâncias que estimulam o crescimento vegetal (Riedlinger et al., 2006), 

interação benéfica com outras Rizobactérias (Gregor et al., 2003). Esse filo também tem sido 

explorado quanto ao seu papel na promoção de crescimento de plantas devido à solubilização de 

fosfatos no solo (Hamdali et al., 2008a, Hamdali et al., 2008b). 

Microrganismos pertencentes a este filo, possuem complexos mecanismos biosintéticos 

que os favorecem na adaptação em diferentes ecossistemas e lhes proporcionam vantagens para 

aperfeiçoar a produção de compostos biologicamente ativos (Solecka et al., 2012). Por meio 

desse trabalho, foi possível acessar Actinobactérias do bioma Cerrado e avaliar o seu potencial 

de solubilização de fósforo, investigando os possíveis mecanismos de ação envolvidos nesse 

processo, além de verificar o potencial de promoção do crescimento de plantas da soja em casa 

de vegetação. 

4.2. Material e Métodos 

4.2.1. Locais de Amostragem  

Foram realizadas duas amostragens de solo rizosferico de plantas de Trigo ( Triticum 

aestivum,  L) o primeiro local de coleta, pertence ao estado de São Paulo, município de Palmital 

(S 22
o
 47’ 30’’; W 50

o
 12’ 18’’), sendo realizada em Julho de 2014. A segunda coleta foi 

realizada em Agosto do mesmo ano no município de Planaltina, localizado em Brasília, DF (S 

15
o
 36’; W 47

o
 42’).  
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4.2.2. Isolamento e purificação  

 

Para isolamento de Actinobactérias do solo e rizosfera, cerca de 1 g de solo foi pesado e 

transferido para tubos de ensaio contendo nove ml de solução salina (0,85% Na Cl), mantidos 

por 10 minutos em agitador Vortex e por 20 segundos em ultrassom (Ultracleaner 1400A), a fim 

de promover a liberação e homogeneização da solução. Após o período de homogeneização 

foram realizadas diluições seriadas até 10-4, seguida da retirada de alíquotas de 0,1 ml das duas 

últimas diluições que foram plaqueadas em meio de cultivo ISP2 (Shirling e Gottlieb,1966). As 

colônias obtidas após o isolamento foram purificadas pela técnica de inoculação por esgotamento 

em meio sólido ISP2, visando a obtenção de colônias isoladas. A fim de determinar as 

características de crescimento do isolado, o mesmo foi cultivado nos meios do International 

Streptomyces Project (ISP) segundo, Shirling e Gottlieb (1966), a 28°C por duas semanas. A 

sensibilidade a antibióticos, tolerância a pH e NaCl, assim como a diferentes temperaturas foram 

testados em meio GY. A assimilação de várias fontes de carbono e a degradação de compostos 

foi verificada utilizando-se meio de cultura basal e GY, respectivamente (Gordon e Mihm 1962). 

 

4.2.3. Caracterização molecular  

 

O isolados obtidos foram reativados em placas contendo o meio de cultivo ISP2 

(Shirling e Gottlieb,1966), para checagem da pureza da colônia e posteriormente repicado em 

tubo de ensaio contendo 5 mL de caldo glicose-extrato de levedura (GY) (Gordon e Mihm, 

1962), seguindo-se de incubação por 72 h a 28°C e 150 rpm. A biomassa centrifugada foi usada 

posteriormente para extração do DNA usando o kit Ultra Clean® Microbial DNA Isolation MO 

Bio, de acordo com especificações do fabricante. A amplificação do gene que codifica para o 

gene rRNA 16S foi realizada utilizando os iniciadores universais 27F e 1492R. A purificação dos 

produtos de PCR foi feita utilizando o kit de purificação Promega Wizard SV gel and PCR clean-

up system – Ref A9282. A reação em cadeia da polimerase (PCR) e posterior sequenciamento 

dos fragmentos de interesse foram feitos usando o kit de sequenciamento BIGDYE (Applied 

Biosystems, Foster City, Calif.). Os iniciadores utilizados foram: 27F, 704F, 1114R  e 1492R. O 

sequenciamento foi realizado utilizando o sequenciador 3500 Sanger Genomic Analyzer 
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(Applied Biosystems, Foster City, Calif). As sequências foram comparadas com sequências de 

linhagens tipo utilizando o servidor EzTaxón-e (Kim et al., 2012). O alinhamento das sequências 

foi realizado com o programa Clustal W (Thompson et al., 1994). Árvores filogenéticas foram 

inferidas utilizando o método de neighbor-joining (Saitou e Nei, 1987), através do programa 

MEGA 7 – Molecular Evolutionary Genetics Analysis (Tamura, 2013). 

 

4.2.4. Capacidade de solubização de Fósforo e produção de ácidos orgânicos 

 

Os isolados de actinobactéria foram avaliados na sua capacidade de mobilizar diferentes 

fontes de fósforos, Para isto, foram utilizados os meios NBRIP (em inglês National Botanical 

Research Institute’s Phosphate; Nautiyal, 1999), PSM (Phytate Specific Media; Singh et al., 

2013), e NBRIP modificado contendo fosfato de rocha; PR (Gadalgi e Sá, 2002).  

Para quantificar a quantidade de fosfato liberado de cada meio, foi inoculado 1 mL de 

suspensão de esporos em concentração de 1x10
8
ufc (OD560=0.5; MARRA et al 2011) e 

posteriormente incubados a 25
o
C sob agitação (140rpm), medidas de pH e alíquotas para 

quantificação do fósforo liberado foram feitas nos dias 0,2,4,6,8 e 12. As amostras foram 

centrifugadas (15000g) durante 5 minutos, a quantidade de fósforo no sobrenadante foi 

quantificado usando o método de fosfomolibdenium (Murphy e Riley, 1962), outra parte do 

sobrenadante foi filtrado em membrana Millipore  0,02 µm e aplicado em cromatografia 

liquida de alta eficiência (HPLC) para verificar e identificar a produção de ácidos orgânicos, para 

isto, foi utilizada uma coluna Aminex  HPX 87H – 300 x 7.8 mm (125-0140 Bio Rad) usando 

como fase móvel Agua: Ácido sulfúrico 0.005 M, com uma vazão de 0.4 mL/min, a temperatura 

do forno de 50°C e 20 μL volume de injeção. As amostras foram analisadas no comprimento de 

onde de 210 nm. Foram realizadas curvas com os padrões de ácidos orgânicos: Oxálico, Cítrico, 

Glucônico, Cetoglucônico, Malônico, Succínico, Lático, Fórmico, Málico e Propiônico. 

 

4.2.5. Ensaio em casa de vegetação 
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O solo utilizado para o experimento em casa de vegetação foi obtido no campo 

experimental de Embrapa - Meio Ambiente localizado em Jaguariúna SP, sem histórico de uso 

de fertilizante e pobre em fósforo (Tabela 3). 

 

 

Tabela 3.  Propriedades químicas do solo utilizado para os experimentos em condições de casa de vegetação.  

pH 
(CaCl2) 

MO 
(g dm

-3
) 

Presina 
(mg dm

-3
) 

H+Al K Ca Mg SB CTC V 
% --------------------------mmole dm

-3
------------------------------- 

5,3 22 5 34 1,3 14 12 27,3 61,3 45 

 

 

 

Plantas de soja foram mantidas em condições de casa de vegetação ( 35ºC) com 

luminosidade natural e irrigação controlada (70% da capacidade de campo). Foram avaliadas 

duas fontes de fósforo; fosfato de rocha bayovar (PR) (31% P2O5) e Super fosfato triple (SPT) 

(18% P2O5) duas doses (0 e 40 kg.ha-1 P2O5), Para isto, foram semeadas cinco sementes da 

cultivar ―Potencia‖ (90% germinação – Instituto Agronômico de Campinas) em vasos de 400 g. 

Sete dias depois, foi feito o desbaste, até deixar três plantas por vaso, e inoculada a 

actinobactéria 3AS4. O inoculo foi obtido em meio Batata Dextrose (BD) mantido em agitação 

135 rpm a 28 ºC, 3 mL de uma suspenção de esporos (1x10
8
) foi aplicada próxima a cada planta. 

O tempo de crescimento foi de seis semanas, sendo avaliadas às seguintes variáveis: altura das 

plantas, massa seca de raiz e de parte aérea. A porcentagem do efeito de cada tratamento foi 

calculada de acordo com a fórmula descrita por Henri et al., (2014), (Formula 1) considerando o 

controle negativo o tratamento sem adição de fósforo e sem inoculação da actinobactéria.  

 

Formula 1. 

           
                                

                 
     

 

4.3. Resultados e Discussão 

 

4.3.1. Avaliação fenotípica e fisiológica do isolado 3AS4  
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O isolado 3AS4 apresentou características morfológicas e fisiológicas consistentes com 

o gênero Streptomyces (Kämpfer 2012) (Tabela 4). 

 

 

Tabela 4. Características fenotípicas e fisiológicas do isolado 3AS4
 
, (+); positivo, (-); negativo 

 

 

4.3.2. Filogenia do isolado 3AS4 (Streptomyces rishiriensis) 

 

Os dados do sequenciamento rRNA 16s suportaram a atribuição do isolamento 3AS4 ao 

gênero Streptomyces e espécie rishiriensis (Streptomyces rishiriensis NBRC 13407
T
) com 

99,03% de similaridade (Figura 10), o que coincide com o descrito previamente por Charousová 

et al., (2015) onde se destacada a produção de pigmentos difusíveis no meio, taxa de crescimento 

baixa e não produção de micélio aéreo e esporos por parte de isolados deste gênero. 

Caractersitica
Isolado        

3AS4
Caractersitica

Isolado        

3AS4
Caractersitica

Isolado        

3AS4

pH Utilização fonte carbono Teste de Degradação

4 + Adenina - Tirosina +

5 + Amido + Tween 20 +

8 + Caseina + Tween 80 +

10 + Celobiose - Xanthina -

Temperatura D-Arabinose + Xylano +

16 + D-Galactose  + Xylose +

28 + D-Maltose - ISP 

37 + D-Manose + 3 +

40 - D-Ribose  - 4 +

NaCl (%) Glicose + 6 +

5 + Guanina + micelio amarelo

10 + Hypoxanthina + micelio aereo -

15 + L Rafinose + Pigmentos difusiveis -

Sensibilidade a Antibioticos (ug.mL -1) L-Rhamnose + Meios de cultivo

Rifampicina (10) + Manitol + BDA +

Estreptomicyna (16) + Meso inositol + Czapeck +

Ampicilina (10) + Sacarose + GY +

Eritromicina (15) - Nutri Agar +
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Figura 10. Relações filogenéticas entre o isolado 3AS4 e as linhagens tipo do gênero Streptomyces mais próximos 

baseado no método evolutivo de Neighbour-Joining. A árvore consenso foi inferida com bootstrap para 1.000 

réplicas. Como outgroup foi utilizado à linhagem Streptacidiphilus albus DSM 41753
T 

. 

 

4.3.3. Solubilização de fosforo 

 

Do isolamento, 16 actinobactérias foram isoladas a partir de rizosfera de trigo (dado não 

mostrado). A triagem para confirmar a capacidade de mobilização de fósforo mostrou que 3 

isolados foram capazes de mineralizar fitato, porém, apenas o isolado identificado como 3AS4 

demonstrou capacidade de solubilizar além do fitato, o fosfato de cálcio e de rocha, conforme 

apresentado na Tabela 5 e Figura 11. 

Estudos prévios relataram uma alta prevalência de actinobactérias em solos do bioma 

Cerrado (Silva et al 2013,). Esses solos majoritariamente ácidos têm pouca disponibilidade de 

macronutrientes (nitrogênio, fósforo, potássio, cálcio, magnésio e enxofre) e micronutrientes 

(Boro, Cobre, Molibdênio e Zinco). Além disso, eles geralmente mostram alta saturação de 

alumínio e potencial de fixação de P (Lopes 1996). A presença de bactérias mobilizadoras de 

 Streptomyces actinomycinicus RCU-197
T
 (LC069046) 

 Streptomyces psammoticus NBRC 13971
 T

 (AB184554) 

 Streptomyces sasae JR-39
 T

 (HQ267987) 

 Streptomyces panaciradicis 1MR-8
 T

 (KF971876) 

 Streptomyces bungoensis DSM 41781
 T

 (KQ948892) 

 Streptomyces caeruleatus NRRL B-24802
 T

 (KQ948975) 
 Streptomyces griseorubiginosus DSM 40469

 T
 (KQ948757) 

 Streptomyces canus DSM 40017
 T

 (KQ948708) 

 Streptomyces phaeopurpureus DSM 40125
 T

 (KQ948198) 

 Streptomyces ciscaucasicus DSM 40275
 T

 (KQ948339) 

 Streptomyces prunicolor NBRC 13075
 T

 (BARF01000082) 

 Isolado 3AS4 

 Streptomyces rishiriensis NBRC 13407
 T

 (AB184383) 

 Streptomyces humidus NBRC 12877
 T

 (AB184213) 

 Streptomyces cacaoi subsp. asoensis NRRL B-16592
 T

 (DQ026644) 

 Streptomyces cinereoruber subsp. fructofermentans NBRC 15396
 T

 (AB184647) 

 Streptomyces albus NRRL B-2365
 T

 (DQ026669) 

 Streptacidiphilus albus DSM 41753
 T

 (AF074415) 

56 

43 

84 

100 

100 

91 

72 

49 

35 

91 

62 

69 

98 

32 

38 

0.0050 
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fosfato na rizosfera pode permitir maior disponibilidade de fósforo para plantas, devido as 

possíveis associações benéficas estabelecidas por estes organismos. Desta forma, a busca por 

possíveis bioinoculantes neste micro-habitat pode favorecer as associações com a soja cultivada 

em solos com características com as encontradas no cerrado.   

Os solos mostram grande variação de pH entre outras características, portanto, não 

existe um composto de fosfatado capaz de ―selecionar‖ os melhores Microrganismos 

mobilizadores. Por isso, recomenda-se avaliar mais do que uma fonte de fosfato para realizar a 

triagem dos melhores Microrganismos, incluindo fosfatos orgânicos e fosfato de rocha (Bashan 

et al., 2013).  

 

Tabela 5. Avaliação da capacidade de mobilização de diferentes fontes de fósforo por parte de três isolados de 

actinobactéria. 

 

Actinobactéria 

Mobilização de Fósforo 

Fosfato 

de Rocha 
Ca3(PO4)2 Fitato 

3 AS 4 + + + 

2 BS 5 - - + 

3 BS 2 - - + 

    

 

 

 
 

Figura 11. Hidrolise de fosforo por parte do isolado 3AS4 usando dois meios de cultivo diferentes, crescido a 28’C 

durante 2 semanas. A; Meio NBRIP, B: Fosfato de Rocha 

 

A B 
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Além disso, a capacidade dos microrganismos em mobilizar fosfato geralmente é 

complementada com a capacidade de produzir ácido indolacético (AIA) que também promovem 

o crescimento da planta (Fialho oliveira et al., 2010; Shrivastava et al., 2017). A produção de 

sideróforos pelos microrganismos, também é um mecanismo para a mobilização de fosfato, 

formando complexos estáveis com fósforo a partir de alumínio, ferro e compostos de cálcio 

(Watteau e Berthelin, 1994; Welch et al., 2002). 

 

4.3.4. Quantificação do Fosforo solubilizado 

 

Os meios de cultivo líquidos suplementados com fosfato de cálcio e fosfato de rocha 

mostraram diminuição do pH ao longo do tempo (Figura 12a), isso pode indicar que a atividade 

de solubilização ocorreu provavelmente devido à liberação de ácidos orgânicos pelos 

microrganismos, do que a excreção de sideróforos. 

A liberação de fosfato foi quantificada desde o dia dois até o dia 12, porém, a maior 

quantidade de fosfato foi liberada do fosfato de cálcio (Figura 12b). A quantidade de fosfato 

liberado no meio suplementado com fitato foi de 150 a 410 μg.mL
-1

, no meio de fosfato de cálcio 

foi de 190 a 300 μg.mL
-1

, e no meio com fosfato de rocha de 170 a 200 μg.mL
-1

 no dia dois e 12 

respectivamente. Estudos prévios relataram liberação de fosfato de em meio contendo fosfato de 

rocha de 8,34 a 29,67 μg.mL
-1

 por isolados de Streptomyces sp. (Hamdali et al., 2008a), esses 

resultados demonstram o grande potencial de solubilização de fosforo por parte da linhagem 

3AS4 (Streptomyces rishiriensis) 
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Figura 12. Analise do comportamento de pH (A) e mobilização de fosforo (B) em três meios diferentes (Fitato, 

Ca3(PO4)2 - Fosfato de cálcio e Fosfato de Rocha) inoculados com a isolado 3AS4, crescido durante 12 dias a 28’C 

sob agitação.  

 

4.3.5. Análise por Cromatografia líquida  

 

A avaliação em cromatografia líquida de alto desempenho (HPLC) mostrou perfil 

cromatográfico semelhante entre o padrão de ácido glucônico e extrato aquoso do isolado 3AS4 

após 12 dias de incubação (Figura 13). O isolado 3AS4 apresentou grande habilidade para 

solubilizar fosfato de cálcio e fosfato de rocha, além de mineralizar o fitato. Desta forma, o 

isolado identificado como 3AS4 foi selecionado para fazer a identificação molecular e realizar 

ensaios em condições de casa de vegetação. Estudos recentes (Jog et al., 2014) tem demostrado a 

presença de ácido glucônico em extratos de Streptomyces sp. com capacidade de estimular 

crescimento em plantas. 
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Figura 13. Análise por HPLC de ácidos Orgânicos envolvidos na solubilização de Fosforo, A: Perfil 

cromatográfico dos padrões de ácidos orgânicos. B; Extrato do isolado 3AS4 S. rishiriensis em meio com Fitato, C; 

Extrato do isolado 3AS4 S. rishiriensis em meio de Fosfato de cálcio (Ca3(PO4)2), D; Extrato do isolado 3AS4 S. 

rishiriensis em meio de Fosfato de Rocha. Todos os extratos foram obtidos após 12 dias de crescimento em meio 

liquido sob agitação (140 rpm) a 28’C.  

 

4.3.6. Ensaio em casa de vegetação 

A cultura da soja necessita de uma grande quantidade de nutrientes, principalmente 

nitrogênio e fósforo. Para suprir a demanda por nitrogênio, desde 1960, quando a soja passou a 

ser produzida em escala comercial no Brasil, foram adotadas medidas enfatizando a fixação 

biológica de nitrogênio. Atualmente, a cultura de soja obtém todo o nitrogênio necessário para 

sua produção a partir da fixação biológica (Hungria e Vargas, 2000), que foi obtido a partir da 

seleção de rizóbios para formulação de inoculantes e seleção de plantas com predisposição para 

nodulação.  

O segundo nutriente que limita a produção de soja é o fósforo. No Brasil, a cultura da 

soja é a responsável pelo maior uso de fertilizantes fosfatados no solo (Cunha 2010). O fósforo é 

fortemente fixado em coloides em solos ácidos tropicais, de forma que menos de 0.1% do 

fósforo encontra-se na sua forma solúvel (Novais e Smith 1999). Assim como para o nitrogênio, 
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a aplicação de inoculantes baseados em Microrganismos capazes de liberar o fósforo fixado no 

solo tem grande potencial para aumentar a disponibilidade de nutrientes para a agricultura. 

O isolado apresentado nesse trabalho se mostrou bom solubilizador e mineralizador de 

fósforo em in vitro. Para verificar a atividade deste Microrganismo e sua relação com as plantas, 

foi realizado um ensaio em casa de vegetação como descrito anteriormente. Nesse ensaio, 

observou-se que a inoculação do isolado 3AS4 em solo sem adição de fósforo promoveu um 

aumento no crescimento de 17%, em relação às plantas controle (Tabela 6). 

Uma das estratégias para reduzir a fixação de fósforo no solo seria a utilização de fontes 

de fósforo menos solúveis. A aplicação de fosfatos de rocha apresenta diversas vantagens quando 

comparado com a aplicação de outros fertilizantes fosfatados. Por não necessitarem passar pelo 

processo químico que leva a produção de fertilizantes convencionais, as rochas fosfáticas 

geralmente apresentam menor custo no mercado, além de redução dos impactos causados pelo 

processo industrial (FAO 2004). Devido a sua composição química extremamente variável e 

complexa, eles são fontes de diversos nutrientes, além do fósforo (FAO 2004). Além disso, a 

liberação lenta dos nutrientes da rocha para o solo provê as necessidades das culturas agrícolas 

reduz a taxa de fixação do fósforo. No entanto, um dos principais problemas da utilização de 

fosfatos de rocha como fonte de nutrientes é que nos primeiros anos, a produção tende a ser 

menor comparada a culturas que receberam fosfatos solúveis (Horowitz e Meurer, 2004).  

Quando o isolado 3AS4 foi inoculado juntamente com uma fonte de fósforo insolúvel 

(RP), o crescimento da parte aérea da planta foi quase 80% maior que as plantas que cresceram 

em condições limitantes de fósforo (Tabela 6). A relação parte aérea: raiz, foi cerca de 30% 

maior quando o fosfato de rocha foi adicionado juntamente com o isolado do que quando foi 

utilizado apenas o fosfato (Figura 14 e 15). Além da solubilização do fósforo, esse 

microrganismo produz e libera ácido indolacético, contribuindo com a estimulação do 

crescimento da planta (Tabela 5 e Figura 15). 

 

 

 

 

 



74 

 

Tabela 6. Efeito (%) dos diferentes tratamentos avaliados na altura e  massa seca da parte aérea e raiz das plantas de 

soja seis semanas após o isolado 3AS4 (S. rishiriensis) com diferentes fontes de fósforo, PR: Fosfato de rocha 

bayovar, SPT: Super fosfato simples a 40 kg.ha
-1. 

 
Tratamento Altura Parte aérea/Raiz 

Controle + 3AS4 17.59±15.07 21.99±7.6 

Controle + PR  35.68±5.22 23.71±12.73 

Controle + SPT 40.70±12.5 20.36±10.03 

3AS4 + PR 77.89±44.4 44.91±8.42 

3AS4 + STP 72.86±4.6 32.13±15.96 
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Figura 14. Avaliação da altura das plantas de soja 6 semanas após inoculadas com o isolado 3AS4 (S. rishiriensis) 

com diferentes fontes de fósforo, PR: Fosfato de rocha bayovar, SPT: Super fosfato simples a 40 kg.ha
-1

.  

 

O desenvolvimento da agricultura sustentável está sendo promovido por práticas que 

visam o manejo do solo, a engenharia genética de plantas e a aplicação de inoculantes para 

aumentar a obtenção de nutrientes. A solubilização, mobilização, assimilação e utilização de 

fósforo é uma das alternativas que tem sido alvo de pesquisas nos últimos anos (Tian et al. 2012; 

Nesme et al. 2014). A aplicação de inoculantes no solo tem se mostrado ser sustentável e 

benéfica para o ambiente, em relação a redução da adubação fosfata no solo (Sharma et al. 

2013). A inoculação desse Microrganismo juntamente com fosfato de rocha pode ser uma 

estratégia promissora para promover o crescimento da cultura de forma que se possa minimizar 

as perdas relativas a adubação com fontes de fósforo solúveis e reduzir a fertilização fosfatada 

nos solos. No entanto, em muitos estudos, as respostas no crescimento da planta em campo, não 

refletem os resultados obtidos in vitro. A resposta da planta em relação ao Microrganismo 

inoculado geralmente está relacionada às complexas interações com o solo e a comunidade 

rizosférica adaptada à planta em questão (Jones e Oburger, 2011). 

 

Tratamentos

Sem Fosforo PR SPT

A
lt

u
ra

 (
c

m
)

0

10

20

30

40

50

60

70
Controle

3AS4 ab
a

abc
abc

bc

c



75 
 

 

 

 
Figura 15. Avaliação da relação parte aérea: raiz das plantas de soja 6 semanas após inoculadas com o isolado 3AS4 

(S. rishiriensis) com diferentes fontes de fósforo, PR: Fosfato de rocha bayovar, SPT: Super fosfato simples a 40 

kg.ha
-1

. 

 

Nesse estudo, além dos resultados apresentados in vitro, o isolado apresentou um 

significativo papel na promoção de crescimento cultura de soja, apesar de não haver sido isolada 

da soja. Isso sugere que o isolado poderia ser capaz de colonizar a rizosfera e ser utilizado em 

diferentes culturas, no entanto, ainda é necessário aprofundar as pesquisas sobre o papel desse 

isolado na estrutura da comunidade rizosférica para compreender melhor sua ecologia. 

Bactérias do gênero Streptomyces constantemente apresentam potencial para produção 

de substâncias que controlam o crescimento de outros Microrganismos incluindo patógenos de 

plantas (Law et al., 2017). Esse isolado apresentou atividade quitinolítica, indicando que 

potencialmente pode ser um controlador de fungos patogênicos. No entanto ainda novos estudos 

devem ser realizados para verificar sua atividade como biocontrolador em diferentes condições 

ambientais, bem como desenvolver o melhor método de inoculação para que seu potencial seja 

completamente explorado. 

 

Controle	P0 3AS4	+	3P13AS4	+	3P2
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4.4. Conclusões 

 O isolado 3AS4 identificado como Streptomyces rishiriensis apresentou importante 

potencial solubilizador de fósforo tanto orgânico quanto inorgânico o que revela seu 

potencial de como inoculante para cultura de soja 

 

 S. rishiriensis 3AS4, promoveu o crescimento em plantas de soja em 17,59 % quando 

inoculado no solo e, promoveu em 77,89 e 72,86 % quando inoculado conjuntamente 

com fosfato de rocha e super fosfato simples respectivamente.  

 

 Foi identificada a produção de ácidos orgânicos por parte da actinobactéria 3AS4, 

especialmente o ácido glucônico, por tanto, pode se derivar deste o principal mecanismo 

de solubilização utilizado por este microrganismo.  
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5. PRODUÇÃO DE COMPOSTOS EXTRACELULARES DE 

ACTINOBACTÉRIAS E POTENCIAL DE CONTROLE DE 

SCLEROTINIA SCLEROTIORUM 

 

 

Resumo 

Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary é um dos principais microrganismos patógenicos em 

culturas de grãos no mundo. Esse fungo apresenta alto grau de patogenicidade para diversos 

cultivos agrícolas e é considerado uma das principais problemáticas para o cultivo da soja (Glycine 

max), causando o ―mofo branco‖. O controle biológico de S. sclerotiorum tem se mostrado opção 

para mitigar os danos causados por esse patógeno. Entre os microrganismos utilizados como 

agentes de biocontrole, as actinobactérias destacam-se por possuírem diversos mecanismos 

antagônicos tais como; produção de enzimas extracelulares e metabólitos secundários. Avalições 

previas evidenciaram 55 actinobactérias isoladas de diferentes biomas brasileiros, com atividade 

antagonica in vitro contra o S. sclerotiorum. A avaliação da atividade quitinase e glucanase mostrou 

a capacidade de 29 e 17 isolados, respectivamente, em hidrolisarem quitina e laminarina como única 

fonte de carbono, sendo três deles; 1AS2a, Caat P5 55 e Caat P8 79 avaliadas quantitativamente. 

O resultado para a atividade enzimática qutinase (β 1-4 –N- acetilglucosaminidase) foi de 0.03, 

0.22 e 0.16 UI respectivamente, entretanto, a atividade glucanase (β 1-3-glucanase) foi 0.23, 

0.25 e 0.26 UI respectivamente. Extratos orgânicos das actinobactérias obtidos com diclorometano 

(26) e acetato de etila (15) demostraram inibição do crescimento do fungo, se destacando o extrato 

do isolado 1AS2a que apresentou uma concentração inibitoria mínima de 165 μg.mL
-1

, estudos 

espectromêtricos revelaram a presença de um composto da família das bafilomicinas como principal 

composto ativo. A anotação do genoma do isolado 1AS2a revelou a presença de 33 operons gênicos 

envolvidos em vias biossínteticas para produção de compostos antimicrobianos, nos quais um deles, 

apresentou 100% de similaridade para operon de síntese de bafilomicina, constituida por 8 ORF 

(Operon Reads Frame) dos quais 5 são policetideos sintases tipo I. Os isolados avaliados mostraram 

atividades antagônicas contra S. sclerotiorum, como antagonismo e antibiose, as quais, podem 

reduzir significativamente a quantidade de inoculo viavél capaz de produzir o mofo branco, se 

tornando em novas alternativas de biocontrole em campo. 

Palavras-chave: Streptomyces cavourensis; Metabólitos secundários; Enzimas hidrolíticas, Mofo 

Branco, Soja 
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Abstract  

Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary is one of the major pathogenic microorganisms in grain 

crops in the world. This fungus presents a high degree of phytopathogenicity for several 

agricultural crops and is considered one of the main problems for the soybean crop (Glycine 

max) where it causes "white mold" disease. Biological control of S. sclerotiorum has been shown 

as an option to mitigate the damages caused by this pathogen. Among the microorganisms used 

as biocontrol agents, actinobacteria stand out because they have several antagonistic mechanisms 

such extracellular enzymes and secondary metabolites production. Previous evaluations 

evidenced 55 actinobacteria isolated from different Brazilian biomes, with in vitro antagonistic 

activity against S. sclerotiorum. Chitinase and glucanase enzymatic activity showed that 29 and 

17 isolates respectively be able to hydrolyzing chitin and laminarin as the only carbon source, 

three of them; 1AS2a, Caat P555, and Caat P8 were evaluated quantitatively. The result for 

enzymatic activity chitinase (β 1-4 -N-acetylglucosaminidase) was 0.03, 0.22 and 0.16 IU 

respectively, however, glucanase activity (β 1-3-glucanase) was 0.23, 0.25 and 0.26 IU 

respectively. Organic actinobacteria extracts obtained with dichloromethane (26) and ethyl 

acetate (15) demonstrated inhibition of fungus growth, highlighting the extract of the isolate 

1AS2a that presented a minimum inhibitory concentration was 165 μg.mL
-1

, spectrometric 

analyses revealed the presence of a compound of the bafilomycins family as the main active 

compound. The genomic annotation of the 1AS2a isolate revealed the presence of 33 genic 

clusters involved in biosynthetic pathways for the production of antimicrobial compounds, in 

which one of them exhibit 100% similarity for the cluster of the bafilomycin synthesis, these 

cluster consisting of 8 ORF (Operon Reads Frame) of which 5 are type polyketide synthases I. 

The evaluated isolates showed antagonistic activities against S. sclerotiorum, such as antagonism 

and antibiosis, which can significantly reduce the amount of viable inoculum capable of 

producing white mold, becoming new biocontrol alternatives in the field.  

 

Keywords: Streptomyces cavourensis; Secondary Metabolites; Hydrolytic enzymes; White Mold, 

Soybean 
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5.1. Introdução  

O mofo branco, causada pelo fungo (Ascomycota) Sclerotinia sclerotiorum, é uma das 

doenças mais destrutivas para cultivos como soja, feijão, algodão entre outros hospedeiros 

(Baharlouei et al., 2011), assim como as estruturas de resistência que produz (escleródios) faz 

deste microrganismo uma ameaça constante no setor agrícola. No Brasil, segundo maior produtor 

mundial de soja (107 milhões/Ton., Safra 2017/2018, CONAB), a aplicação de fungicidas tem 

sido o método mais utilizado para o controle da doença. Apesar da existência de vários produtos 

químicos registrados para o manejo desse patógeno, o surgimento de linhagens resistentes tem 

causado preocupação ao setor agrícola, recentemente tem se reportado resistência ao principio 

ativo dicarboxamida em alguns isolados em China (Li et al., 2017).  

Atualmente, o incentivo à diminuição do uso de agroquímicos tem favorecido os 

programas de manejo integrado da doença, como parte desse manejo, têm-se o controle 

biológico, destacando o uso de alguns produtos baseados em formulações contendo fungos e 

bactérias (Zeng et al. 2012). O controle biológico de S. sclerotiorum começou ser pesquisado no 

final da década de 1970 quando a problemática fitossanitária do mofo branco adquiriu 

importância, atualmente existem mais de trinta espécies de fungos e bactérias conhecidas por 

suas ações inibitórias contra esse patógeno (Zeng, 2012). Dentre os fungos destacam-se as 

espécies micoparasitas de escleródios, que são pertencentes aos gêneros Trichoderma, 

Clonostachys e Coniothyrium (Jones et al., 2014; Wu et al., 2018) 

O filo Actinobactéria pertencentes à ordem Actinomycetales reúne um grande número de 

espécies que possuem destacado potencial biotecnológico (Cuesta et al., 2012). Esse grupo, 

constituído principalmente por bactérias filamentosas, Gram-positivas, com grande conteúdo de 

citosina e guanina (G+C mol%) em seu DNA (Doumbou et al., 2002), possuem grande 

diversidade morfológica e fisiológica. A maioria delas é aeróbia, quimiorganotróficas, mesófilas 

e crescem melhor em pH próximo a 7,0 (Kämpfer 2012). Além disso, as actinobactérias 

representam cerca de 30% da população total de microrganismos do solo (Kenedy 1999).   
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As actinobactérias são amplamente distribuídas na natureza principalmente no solo e 

estão envolvidas em muitos processos biológicos, onde se destacam como potenciais 

controladores de patógenos e promotores de crescimento de plantas (Beneduzi et al., 2013). 

Diversas actinobactérias possuem notável capacidade de produção de metabólitos secundários 

(antifúngicos e antibacterianos) contra diversos patógenos, entretanto, têm sido descritos como 

colonizadores de raízes (Khamna et al., 2009). Além disso, destacam-se como produtores de 

agentes antitumorais, anti-helmínticos, herbicidas, inseticidas sendo que membros do gênero 

Streptomyces são responsáveis pela produção de mais de 70% dos antibióticos conhecidos 

atualmente (Bérdy, 2005).  

Espécies de Streptomyces são consideradas como os principais produtores de enzimas 

hidrolíticas no solo. A produção destas moléculas por parte destes microrganismos tem sido 

reportado como um dos principais mecanismos de ação para o controle de fungo patogênicos 

(Al-Askar et al., 2011; De Corato et al., 2017). Esses produtos são o alvo de projetos pesquisa no 

mundo inteiro como solução emergente aos diferentes problemas na área da biotecnologia, 

particularmente bioprospecção de biomoléculas com aplicabilidade na área agrícola. 

A aplicação de novas técnicas para a prospecção de microrganismos, como é o caso do 

mapeamento do genoma, pode ser empregado para descoberta de produtos naturais. O uso 

combinado de engenharia metabólica e a biologia sintética favoreceram o descobrimento e 

desenvolvimento de produtos naturais produzidos por microrganismos (Rutledge e Challis, 2015; 

Katz e Baltz, 2016). O mapeamento do genoma consiste em descrever o conjunto gênico 

presente em todos DNA do organismo alvo. Nos anos recentes, esta técnica é aplicada com 

grande sucesso no grupo de actinobactérias, especificamente o gênero Streptomyces e tornou-se 

uma abordagem nova e rápida para identificar genes anteriormente desconhecidos (Olano et al., 

2014; Ochi, 2016). 

Considerando esse panorama, com o desenvolvimento deste trabalho pretende-se 

selecionar actinobactérias antagonistas a S. sclerotiorum produtoras de enzimas quitinoliticas e 

glucanoliticas, assim como, identificar actinobactérias produtoras de metabólitos secundários, 

sua fração ativa e os genes envolvidos na produção dessa fração.  
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5.2. Material e Métodos  

5.2.1. Isolados de Actinobactérias 

As actinobactérias utilizadas neste trabalho (55) foram previamente isolados de solos de 

diversos biomas Brasileiros (Mata Atlântica, Cerrado e Caatinga) depositadas na Coleção de 

Microrganismos de Importância Agrícola e Ambiental (CMAA), localizada no Laboratório de 

Microbiologia Ambiental (Embrapa - Meio Ambiente) (Anexo 1). Todos os isolados foram 

reativados em meio ISP2 (Extrato de levedura e malte) e/ou GY (Glicose e levedura) e incubados 

a 28°C por 72 - 90 h antes do início de cada experimento. 

5.2.2. Avaliação de Actinobactérias com atividade enzimática quitinolítica e 

glucanolítica 

Os 55 isolados antagonistas de S. sclerotiorum previamente selecionados, foram 

avaliados quanto à produção de enzimas hidrolíticas por meio do crescimento em meio mínimo 

(MM) suplementado. Para a análise qualitativa, MM com quitina coloidal (1%) Sigma (C7170) e 

Laminarina (1%) Sigma (L9634) foram utilizados. O diâmetro (mm) dos halos ao redor das 

colônias foi medido e utilizado para indicar a atividade de quitinase e glucanase. Diâmetros entre 

0 e 10 mm representam baixa (+), entre 11 e 20 mm moderada (++) e entre 21 e 30 mm alta 

(+++) atividade. A atividade enzimática dos isolados foi quantificada como descrito por El-

Tarabily et al., (2000), Brevemente, a atividade quitinase foi calculada por meio da medição da 

liberação de N-acetil-D-glucosamine (Naga) a partir da quitina coloidal, a realização da curva 

padrão para Naga foi feita usando uma curva de 0.005 mg até 5 mg (com faixa de linearidade 

entre 0.02 e 1.25 mg). No caso da atividade glucanase, foi calculada a liberação de glicose, para 

isso, foi feita uma curva padrão de 0.125 mg até 5 mg de glicose (com faixa de linearidade entre 

0.125 e 3mg). Uma unidade de IU de enzima é definida como a quantidade de enzima que 

consegue catalisar a formação de 1 μmol do produto por minuto nas condições de ensaio 

determinadas (Colombatto e Beauchemin 2003).  

 

5.2.3. Produção de metabólitos secundários de Actinobactérias  
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Extratos orgânicos de Actinobactéria foram obtidos após 2 semanas de crescimento em 

caldo Batata Dextrose (BD) mantido a 28C sob agitação (140 rpm). A biomassa produzida foi 

separada do caldo de cultivo por centrifugação. Os extratos aquosos resultantes foram 

acidificados (pH:3) usando HCL 1M e, posteriormente submetidos à extração líquido: líquido 

com o solvente orgânico Diclorometano (DCM) e Acetato de Etila (ACT) em proporção 1:3. 

Esses extratos foram evaporados usando rotavaporador Bucchi R-125, a 40C, sob pressão 

reduzida.  A massa do extrato orgânico foi pesada e posteriormente armazenada a 4C.  

5.2.4. Avaliação da atividade antifúngica dos extratos brutos  

A atividade antifúngica foi avaliada pela técnica de difusão em ágar, seguindo a 

metodologia de Santos et al. (2011) usando Sclerotinia sclerotiorum como alvo, Em resumo, 

utilizaram-se discos de papel esterilizados e impregnados com 10 µL (5 mg.mL
-1

) dos extratos 

brutos resuspendidos em DCM ou ACT respectivamente. Discos de cinco mm contendo micélio 

ativo de S. sclerotiorum crescido em meio BDA, foram depositados no centro das placas de Petri 

(9cm) e posteriormente incubadas a 22±2°C. A verificação da inibição foi realizada após 72h e 

24h respectivamente. No(s) extrato(s) com a melhor atividade in vitro, foi determinada a 

concentração inibitória mínima (MIC) para isto uma solução stock de 5 mg.mL
-1 

do extrato ativo 

selecionado foi preparada e, posteriormente foram feitas diluições seriadas até 0.165 mg.mL
-1

. 

Dessas concentrações foram aplicados 10 uL de extrato em discos de papel filtro estéril, a uma 

distancia de 3 cm do fungo. 

 

5.2.5. Separação dos compostos 

O extrato bruto (678 mg) foi submetido à separação cromatográfica preparativa no 

sistema Biotage XP-sil, 100 g, SNAP cartridge (40-63 m, 60 Å x 150 mm) numa razão de 

vazão de 40 mL min
-1 

usando uma gradiente de hexano: acetato de etila de 60:40 até 0:100. 72 

Frações de 20 mL foram coletadas em 90 tubos de 16 x 150 mm. Posteriormente, a CCD foi feita 

com cada amostra a fim de evidenciar possíveis agrupamentos das frações resultantes. Todas as 

frações resultantes foram reavaliadas usando a metodologia 5.2.4 com o fim de confirmar a 

atividade antagônica contra S. sclerotiorum. 
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5.2.6. Análise LC-MS das frações ativas  

As frações ativas foram diretamente infundidas em um espectrômetro de massas Bruker 

(AmaZon). A Ionização por Electrospray (ESI) foi utilizada como a fonte de ionização no modo 

positivo e negativo. A análise dos extratos consistiu em inserção direta com injeção de 3 µL de 

amostra. A voltagem do capilar foi otimizada à – 4500 V. O nitrogênio foi usado como gás de 

nebulização a 220 °C com fluxo de 4,0 L min
=1 

e pressão de 8 psi. Para a fragmentação: o Hélio 

foi usado como gás de colisão O software de controle de aquisição e tratamento de dados foi o 

MassLynx, versão 4.1 (Waters). Dados de MS foram obtidos para valores de m/z na gama de 70 

a 2000 Da, com um tempo de varrimento de 0,5 s e um atraso entre varredura de 0,02 s ao longo 

de um tempo de análise de 13 minutos.  

5.2.7.  Extração de DNA e anotação do genoma do isolado 1AS2a (Streptomyces 

cavourensis) 

Extração de DNA genômico foi obtido utilizando o kit Ultra Clean® Microbial DNA 

Isolation MOBio (Qiagen), de acordo com especificações do fabricante. Parâmetros de qualidade 

e integridade do DNA foram conferidos antes do sequenciamento. Para o obtenção do genoma 

foi realizado o sequenciamento de uma libraria genica usando 2 moléculas simples em tempo 

real (SMRT) com a técnica de PacBio RS SMRT (Pacific biosciences) formando uma sequencia 

consenso com comprimento de 7,600 bp. O promécio da cobertura foi de 143.1 x. A sequência 

consenso foi caracterizada e anotada usando a plataforma RAST (Annotations using Subsystems 

Technology). Com o fim de detectar os operons gênicos envolvidos na produção de metabolitos 

secundários presentes no genoma do isolado 1AS2a, foi utilizado o algoritmo antiSMASH 3.05 

(Medema et al. 2011).  
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5.3. Resultados e Discussão  

5.3.1. Avaliação de atividade enzimática quitinolitica e glucanolitica 

A avalição dos isolados de actinobactéria mostrou que dez deles possuem atividade enzimática 

quitinolítica e glucanolitica. (Tabela 7). Dos isolados avaliados, 29 apresentaram algum tipo de 

hidrólise no meio suplementado com quitina coloidal. Para o caso do meio com laminarina, 17 

actinobactérias apresentaram halo de hidrólise. Os três antagonistas que apresentaram os 

melhores halos de hidrólise (1AS2a, Caat P5 55 e Caat P8 79) foram avaliados quantitativamente 

para conhecer as atividades enzimáticas descritas. Os três isolados, 1AS2a, Caat P5 55 e Caat P8 

70 apresentaram atividade quitinase (β 1-4 –N- acetilglucosaminidase) de 0.03, 0.22 e 0.16 UI 

respectivamente. A atividade glucanase (β 1-3-glucanase) foi 0.23, 0.25 e 0.26 UI 

respectivamente. 
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Tabela 7. Avaliação da atividade enzimática e produção de metabolitos secundários por actinobactérias de diferentes biomas 

brasileiros. Atividade Enzimática; baixa (+), media (++), alta (+++). Inibição por metabolitos; baixa (+), media (++), alta (+++). 

DCM: Extrato orgânico obtido com Diclorometano, ACT: Extrato orgânico obtido com Acetato de Etila.  

  

Isolado 

Quitinase Glucanase DCM ACT

Can V1 07 + + ++ -

Can V1 22 + - - -

Can V1 37 + - ++ -

Can V1 58 + - - -

Can V1 52f - - ++ -

Can V2 11 + - + +

Can V2 39 + - +++ -

Can V2 06f + - +++ -

Can V2 11f + - - -

Can V2 13 + - - -

Can V2 15 + - - -

Can V2 17 + + - -

Can V2 32f + - + -

Can V2 33f - + - -

Can V2 37f - - + -

Can V3 62f + - + -

Can V2 22 + - - -

Bc V2 18f - - - -

Bc V3 01f + - - -

Bc V3 14f - - +++ -

Can V2 18f + - + +

Can V2 22f + - - -

Bc V1 06 + - - -

Bc V1 06f - - + -

Bc V3 18f - - - -

Bc V2 18 + - - -

Bc V1 20f + - - -

Bc V3 05f - + - -

Bc V3 10f - + + +

Can V2 34 - - - +

BcV1 37 - - + -

1 AS 2 ++ - + -

3 AS 4 - - + -

1 AS 6 - + - +

1 BR 6 - + - -

3 BS 2 - + - +

1 BR2 - - - -

2 BR 2 + + - -

3 AR 7 - - - -

1 AS 2a ++ + +++ +

1 AS 2c ++ - + +

2 BS 5 +++ - ++ +++

1 BR 5 + + - ++

2 BS 1 + + + -

3 BS 4 ++ + +++ ++

2 BR 3 - - - -

2 BS 7 - - - -

Caat P5 - 55 +++ + ++ +

Caat P8- 52 - - - -

Caat P8 - 78 - - +++ +

Caat P8 - 79 +++ + + ++

Caat P5 -102 - - + ++

Caat P8- 34 - + + -

Caat P8 - 35 - - - -

Caat P8 - 47 - + - -

Atividade enzimatica Metabólitos 

secundarios
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5.3.2. Avaliação dos metabólitos secundários biologicamente ativos contra S. 

sclerotiorum 

A avalição dos extratos orgânicos de Actinobactéria mostrou atividade inibitória para S. 

sclerotiorum (Tabela 7). 26 extratos de actinobactérias (45%) obtidos com DCM apresentaram 

inibição do crescimento do fungo, sendo que seis deles apresentaram alta inibição, para o caso do 

ACT, 15 extratos apresentaram inibição, sendo que um deles apresentou alta inibição (Tabela 7). 

No total, 30 isolados apresentaram atividade inibitória com algum dos solventes orgânicos 

utilizados, sendo que 10 dos 55 isolados avaliados em total apresentaram inibição com os ambos 

solventes. (Tabela 7). Considerando os resultados obtidos nos dois testes, o isolado 1AS2a, foi 

selecionado para a determinação da MIC, a qual para S. sclerotiorum usando o solvente DCM foi 

de 165 μg.mL
-1 

e usando o solvente ACT foi de 1.250 μg.mL
-1

 (Figura 16). 

 

Figura 16. Avalição da inibição pelos extratos orgânicos da linhagem 1AS2a (Streptomyces 

cavourensis) contra S. Sclerotiorum, em concentrações decrescentes de 5, 2.5, 1.25, 0.625, 0.31 e 

0.165 mg. A: Extrato obtido com Acetato de Etila, B: Extrato obtido com Diclorometano. 

 

 

B A 
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5.3.3. Desreplicação dos extratos brutos com atividade antifúngica  

Os espectros de massas obtidos para as quatro frações ativas (Fr. 12, 13 14 e 15) de 

Streptomyces cavourensis (1AS2a), tanto no modo positivo quanto no modo negativo 

apresentaram semelhanças nos perfis metabólicos dos extratos obtidos (Figura 17, 18, 19 e 20). 

Entretanto, foi possível identificar um composto majoritário no modo negativo com m/z de 668.2 

(Figura 17a, 18a, 19a e 20a). A fragmentação da massa majoritária, revelou fragmentos idênticos 

à massa exata para a Bafilomicina A1 (622.4) (CAS: 88899-55-2) sendo no modo negativo de [M 

+ 2Na
+
]  (Figura 17b, 18b, 19b e 10b) (Werner e Hagenmaier 1984, Crevelin et al., 2013). 

Estudo posterior de Ressonância Magnética Nuclear será necessário para confirmar a presença 

do composto ativo. 

 

Figura 17. Espectros de massas da fração 12 (ESI MS) do isolado 1AS2a (Streptomyces 

cavourensis) com atividade antagônica contra Sclerotinia sclerotiorum. A: Espectro de massas 

da fração 13 em modo negativo. B: Padrão de fragmentação da massa majoritária (668.2). 
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Figura 18. Espectros de massas da fração 13 (ESI MS) do isolado 1AS2a (Streptomyces 

cavourensis) com atividade antagônica contra Sclerotinia sclerotiorum. A: Espectro de massas 

da fração 13 em modo negativo. B: Padrão de fragmentação da massa majoritária (668.2). 
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Figura 19. Espectros de massas da fração 14 (ESI MS) do isolado 1AS2a (Streptomyces 

cavourensis) com atividade antagônica contra Sclerotinia sclerotiorum. A: Espectro de massas 

da fração 13 em modo negativo. B: Padrão de fragmentação da massa majoritária (666.8). 
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Figura 20. Espectros de massas da fração 15 (ESI MS) do isolado 1AS2a (Streptomyces 

cavourensis) com atividade antagônica contra Sclerotinia sclerotiorum. A: Espectro de massas 

da fração 13 em modo negativo. B: Padrão de fragmentação da massa majoritária (668.2). 

 

5.3.4. Anotação do genoma da linhagem 1AS2a (Streptomyces cavourensis) 

A anotação genômica de Streptomyces cavourensis (1AS2a) revelou um genoma com 

tamanho total de 7.63 Mb, com elevado conteúdo de G+C% (72.1) característico para linhagens 

de Streptomyces. No total, possui 6590 sequencias codificantes e, possui 82 genes que codificam 

ácido ribonucleico (RNA). A anotação do RAST (Figura 21) evidenciou 22 operons envolvidos 

no metabolismo secundário, 156 genes relacionados ao estresse, dentro deles 27 relacionados a 

estresse osmótico, 58 genes relacionados a estresse oxidativo, 16 ao choque térmico e 14 

relacionados à detoxificação.  
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Figura 21. Anotação do genoma do isolado 1AS2a, usando a ferramenta bioinformática RAST.  

A presença elevada de genes relacionados a mecanismos de adaptação reflete ao nicho 

do qual foi isolado esta linhagem, como é solo do bioma Cerrado, que apresenta elevados níveis 

de acidez, temperatura e pouca disponibilidade de nutrientes. 

Com base nos dados do algoritmo do antiSMASH (3.0.5) foram identificados 33 

operons relacionados à síntese de metabólitos secundários conhecidos. Dentre eles foram 

encontradas cinco envolvidos na formação de enzimas policétidas sintase (PKS), 8 envolvidos 

nas sínteses de peptídeos não ribosomais (NRPS), assim como outros envolvidos na síntese de 

terpenos, ectoinas, sideróforos, lantipeptideos, bactereocinas e melaninas. 12 operons 

apresentaram, <70% de similaridade para as proteínas putativas: Gamma Gutirolactona, 

Griseobactina, Coelicelina, Ectoina, Desferroxamina B, SRO15 -2005, AmfS, Nonactina, , 

Bafilomicina, Frontalamidas, Melanina, Acylresorcinol e Isorenierateno. 3 operons apresentaram 

entre 69 e 30 % de similaridade: Hopene, Botromycian A2, Lactazole. Entretanto, 12 operons 

formaram um grupo que apresentaram similaridade abaixo de 30%: WS9326, Oxazolomicina, 

Herboxidiena, Steffimicina, Fosfonoglicanos, Pristinamicina, Rabelomicina, Fenalinolactona, 

Asukamicina, Laspartomicina, Talisomicina e Valinomicina, esse grupo tem maior destaque, 

devido a que, dado a baixa porcentagem de similaridade, pode se tratar de novos compostos e/ou 

derivados com atividade biológica.  
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 Foi encontrado o operon gênico da classe do policetido sintase tipo I (PKS I), que 

possui identidade de 100% com o gene da Bafilomicina (Figura 22), esse operon contem 5 genes 

(ctg1_5976, 5977, 5978 5979 e 5980), os quais apresentam conformação similar, contendo 

enzimas: acil tranferase, ceto sintase e ceto reductase. (Figura 22) 

 

Figura 22. Operon gênico da classe do policetido sintase tipo I (PKS I), no genoma do isolado 

1AS2a.  

5.4. Discussão 

No Brasil, perdas na safra de culturas como feijão e soja, causadas por fungos, 

especialmente S. sclerotiorum, são uma grande preocupação para os produtores e um desafio 

para pesquisadores (Fróes et al., 2012). Estudo recente feito pela Embrapa demostrou que 

atualmente existe no Ministério de Agricultura, Pecuária e Abastecimento registrados 31 

produtos para o controle de mofo branco, sendo 26 deles agroquímicos e cinco biológicos, estes 

últimos sendo exclusivamente a base do fungo Trichoderma sp. (Agrofit, 2017).  
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A busca de novos Microrganismos e/os seus produtos naturais tem sido focalizada no 

isolamento de espécies de nichos inexplorados e/ou extremos, com o fim de descobrir novas 

espécies com características biológicas específicas. Entretanto, a utilização de agentes biológicos 

no tratamento de sementes tem sido uma tendência ultimamente no manejo integrado do mofo 

branco (Ferguson et al., 2001).  

 

Neste estudo, 55 linhagens de actinobactérias provenientes de biomas que apresentam 

condições estressantes, foram avaliadas para a produção de compostos extracelulares com 

atividade antagônica contra S. sclerotiorum. Estudos prévios de uso de microrganismos 

antagonistas contra Sclerotinia sclerotiorum, têm sido exclusivamente focados em fungos do 

gênero Trichoderma, trabalhos prévios feitos com esses microrganismos descrevem que, pode 

existir uma redução de até 62,5% no número de escleródios viáveis no solo e consequentemente 

a infecção e desenvolvimento da doença (Menendez e Godeas, 1998).  

 

Bactérias filamentosas, especialmente do gênero Streptomyces, produzem amplo 

espectro de metabólitos secundários, bem como uma variedade de enzimas de degradação da 

parede de células de fungos, incluindo quitinases, glucanases e peptidases (Yuan e Crawford, 

1995; Barka et al., 2016). Essas enzimas são muito importantes no controle biológico, uma vez 

que, a parede celular de vários fungos fitopatogênicos, incluindo S. sclerotiorum, é constituída 

principalmente por quitina, glucano e proteína (Jones, 1970; Le Tourneau, 1979; Patil et al., 

2010; Kaur et al., 2013). Neste trabalho, a avaliação in vitro das enzimas extracelulares 

evidenciou três isolados, 1AS2a, Caat P5 55 e Caat P8 79, que produzem quitinases (0.03, 0.22 e 

0.16 UI respectivamente) e glucanases (0.23, 0.25 e 0.26 UI respectivamente). Estudos similares, 

Já relatam atividade enzimática hidrolítica de isolados de actinobactérias com capacidade 

antagônica contra espécies de Sclerotinia. El-Tarabily e colaboradores (2000) avaliaram um 

isolado de Streptomyces viridodiasticus contra Sclerotinia minor e avaliaram a sua atividade 

enzimática, para a atividade quitinase o resultado foi 4.08 UI. Entretanto, para a atividade 

glucanolitica foi de 0.49 UI. Em outro estudo, Fróes e colaboradores (2012) avaliaram um 

isolado de Streptomyces sp. e encontraram atividade correspondente a 0.75 UI para exoquitinase, 

0.9 UI para endoquitinase e 0.16 UI para β 1-3 glucanase. Segundo o Woo e colaboradores 

(2006), a produção de enzimas hidrolíticas como quitinases e glucanases pode ser associada a 
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uma diminuição significativa dos níveis de S. sclerotiorum no solo. Por tanto, seria interessante 

avaliar em condições de campo os isolados selecionados neste trabalho com o fim de conhecer o 

desempenho contra fungos fitopatogênicos.  

 

A avaliação dos metabólitos secundários de Streptomyces cavourensis (1AS2a) 

evidenciou efeito antagônico até a concentração de 165 μg.mL
-1

. Em um estudo similar 

(Baharlouei et al., 2011), avaliaram o efeito de 110 isolados de actinobactérias contra S. 

sclerotiorum reportando o valor de 781 μg.mL
-1

 para o MIC, isso demonstra a capacidade de 

isolados de Streptomyces para produzir metabólitos ativos contra S. sclerotiorum e demostra 

como o isolado 1AS2a consegue inibir ainda em concentrações muito baixas.  

 

Os espectros de massas avaliados serviram como parâmetro comparativo com estudos 

prévios de produção de compostos da família das bafilomicinas por Streptomyces sp. (Werner e 

Hagenmaier 1984, Crevelin et al., 2013) o qual confirma a presença de compostos antifúngicos 

nas frações dos extratos obtidos a partir do isolado 1AS2a (Streptomyces cavourensis). A 

utilização de ferramentas bioinformáticas, especificamente à anotação dos genomas de 

Streptomyces sp., tem sido de grande relevância na busca de novos compostos bioativos, 

permitindo identificar os genes ou conjunto de genes que podem estar envolvidos na produção de 

metabólitos secundários com atividade biológica (Baltz 2017). Assim, como já tem sido descritos 

trabalhos usando para identificação de compostos antitumorais (Wang et al., 2017), atividade 

antibacteriana (Undabarrena et al., 2017), e estimulação de crescimento vegetal (Qin et al., 

2017), por tanto, é de grande relevância o uso desses análises para a bioprospecção de novas 

moléculas com atividade antagônica, com potencial uso agrícola. O uso frequente destas técnicas 

permitira avançar na busca e caracterização de novos compostos ativos presentes em 

microrganismos da enorme biodiversidade brasileira, indicando o futuro da bioprospecção na 

área agrícola. 
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5.5. Conclusões 

 

Foi evidenciada a produção de enzimas glucanoliticas e quitinoliticas em 

Actinobactérias com potencial de biocontrole contra Sclerotinia sclerotiorum. 

 

Actinobactérias dos três biomas brasileiros avaliados possuem a capacidade de inibir S. 

sclerotiorum pela produção de metabolitos secundários. 

 

Streptomyces cavourensis 1AS2a, produz a Bafilomicina A1.  

 

O estudo do genoma do isolado Streptomyces cavourensis 1AS2a, permitiu a 

identificação de genes codificantes para compostos extracelulares com atividade biológica. 
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6. STREPTOMYCES RHIZOSPHAERICOLA SP. NOV., UMA NOVA 

ACTINOBACTÉRIA QUTITINOLITICA ISOLADA DO CULTIVO DE 

TRIGO DO CERRADO 

 

Resumo  

 

      A actinobactéria 1AS2c
T
 foi isolada da rizosfera de trigo do Cerrado brasileiro. A análise do 

rRNA 16S evidenciou similaridade com três linhagens tipo, incluindo S. cavourensis (NBRC 

13026
T
) 98,17 %, S. albolongus (NBRC 13465

T
) 98,10% e S. araujoniae (ASBV-1

T
) 97,89%. 

Análise de sequência de Multilocus baseado em seis genes; 16S rRNA, atpD, gyrB, recA, rpoB, 

trpB mostrou que o isolado 1AS2c
T 

possui diferenças com as linhagens tipo mais próximas 

indicando a formação de um novo ramo filogenético. Análise de Hibridização DNA-DNA 

evidenciou baixa relação com as linhagens tipo S. cavourensis (NBRC 13026
T
), S. albolongus 

(NBRC 13465
T
) e S. araujoniae (ASBV-1

T
) com valores abaixo do limite estabelecido para a 

delimitação de espécies sendo eles, 62.0, 28.5 e 30, % respectivamente. As características 

fenotípicas, fisiológicas, bioquímicas e genéticas mostraram consistente relação com o gênero 

Streptomyces e confirma o isolado 1AS2c
T
 como pertencente a uma distinta espécie genômica, 

Assim, nós propomos que o isolado 1AS2c CMAA 1647
T 

(=NRRL B-65479
T
 =DSM 105299

T
) 

pode ser classificado como linhagem tipo Streptomyces rhizosphaericola sp. nov. 

 

Palavras-chave: Streptomyces rhizosphaericola sp. nov; Rizosfera; Propriedades fenotípicas e 

morfológicas 

 

Abstract 

      Strain 1AS2c
T
, aerobic, Gram-reaction positive, actinobacterium non-motile, a wheat 

rhizosphere actinobacteria, was isolated from Brazilian Cerrado biome. Analysis of the 16S 

rRNA gene sequence indicates a similarity relationship with a three type strains, includes of 

Streptomyces cavourensis (NBRC 13026
T
) 98.17%, S. albolongus (NBRC 13465

T
) 98.10% and 

S. araujoniae (ASBV-1
T
) 97.89%. A multilocus sequence analysis (MLSA) performed 

concatenating 16S rRNA, atpD, gyrB, recA, rpoB and trpB gene sequences evidence that the 

strain 1AS2c
T
 shown distances with all of these strains indicating that it forms the nucleus of a 

novel Streptomyces species. Low DNA–DNA relatedness with these organisms indicated that the 

strain 1AS2c
T
 belonged to a distinct genomic species; 62, 28.5 and 30 % respectively. These 

values are below the threshold established for species delimitation. The phenotypic, 

physiological, biochemical and genetic characteristics support the assignment of 1AS2c
T
 to the 

genus Streptomyces, representing a novel species. The name Streptomyces rhizosphaericola sp. 

Nov. is proposed, with CMAA 1647
T
 (=NRRL B-65479

T
 =DSM 105299

T
) be classified as the 

type strain. 

 

Keywords: Streptomyces rhizosphaericola sp. nov; Rizosphere; Phenotypic and Morphological 

properties. 
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6.1. Introdução 

O gênero Streptomyces foi proposto pela primeira vez por Waksman e Henrici (1943), para 

incluir uma nova actinobactéria com características de saprófito e, que formava esporos. 

Atualmente, este gênero engloba mais de 700 espécies 

(http://www.bacterio.cict.fr/s/streptomycesa.html) e é o maior grupo bacteriano conhecido.  

A característica acentuada do gênero, é a notável riqueza de vias biossintéticas que tem sido 

relacionadas na produção de cerca de 30% de todos os antibióticos conhecidos (Berdy, 2005). O 

potencial biotecnológico dos estreptomicetos tem sido aplicado em muitos campos de pesquisa e 

processos industriais e, portanto, diferentes programas de isolamento e pesquisa de Streptomyces 

são a cada vez mais frequentes, com o fim de, encontrar novos compostos bioativos (Goodfellow 

e Fiedler, 2010). 

As classificações subgenéricas desse gênero, taxonomicamente complexo, foram esclarecidas 

com o uso de uma abordagem de taxonômica polifásica, aplicação de procedimentos genotípicos 

e fenotípicos (Stackebrandt et al., 2002). Estes procedimentos foram aplicados com sucesso na 

correta designação de espécies de Streptomyces erradas (Rong e Huang, 2014) e, na 

circunscrição de novas espécies isoladas de fontes ambientais (Silva et al., 2016a). 

Durante investigações sobre a biodiversidade do solo do Cerrado brasileiro, uma nova 

linhagem de Streptomyces (1AS2c), foi recuperada da rizosfera de grãos de trigo. Este isolado foi 

efetivamente ativo contra o patógeno Sclerotinia sclerotiorum. O objetivo do presente estudo foi 

estabelecer a posição taxonômica do isolado 1AS2c. Com base em uma combinação de 

procedimentos genotípicos e fenotípicos, o isolado 1AS2c pode ser reconhecido como uma nova 

espécie do gênero Streptomyces, para a qual é proposto o nome de Streptomyces 

rhizosphaericola sp. nov. 

 

6.2. Materiais e Métodos 

6.2.1. Organismos e condições de crescimento 

O isolado 1AS2c
T
 foi obtido da rizosfera de trigo (Triticum aestivum) e cultivado em 

meio Glucose-Extrato de levedura-Ágar (GY), a 28°C, por duas semanas, posteriormente foram 
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realizadas purificações no meio ISP-2 (Shirling e Gottlieb 1966). A actinobactéria foi mantida, a 

4°C, esporos suspendidos em 15% (v/v) de glicerol foram preservados a -80°C. O isolado foi 

depositado na Coleção de Microrganismos de Importância Agrícola e Ambiental (CMAA) de 

Embrapa - Meio Ambiente com o código CMAA 1647
T
.  

6.2.2. Caracterização Morfológica, Fenotípica e quimiotaxonômica  

A biomassa para as análises quimiotaxonômicas e moleculares foi obtida pelo cultivo do 

isolado em caldo de cultivo glicose extrato de levedura (GY) (Gordon e Mihm, 1962). O isolado 

foi crescido por 5 dias, a 28°C, sob agitação (140 rpm). A biomassa foi separada do meio por 

centrifugação e lavada duas vezes com água destilada estéril. A fim de determinar as 

características de crescimento do isolado, o mesmo foi cultivado nos meios do International 

Streptomyces Project (ISP) segundo, Shirling e Gottlieb (1966), a 28°C por duas semanas. A 

sensibilidade a antibióticos, tolerância a pH e NaCl, assim como a diferentes temperaturas foram 

testados em meio GY. O arranjo das hifas e ornamentação de esporos do isolado 1AS2c
T
 foi 

observado em meio aveia, após incubação a 28°C por duas semanas e, posteriormente 

observadas no microscópio eletrônico de varredura MEV (Cambridge Stereoscan 240 

instrument), com as amostras desidratadas revestidas com ouro, como descrito por O’Donnell et 

al. (1993). A assimilação de várias fontes de carbono e a degradação de compostos foi verificada 

utilizando-se meio de cultura basal e GY, respectivamente (Gordon e Mihm 1962). As atividades 

enzimáticas do isolado foram determinadas utilizando-se o kit API ZYM (BioMérieux), de 

acordo com as instruções do fabricante. Os lipídios polares e as menaquinonas predominantes 

foram avaliados segundo Minnikin et al. 1984. A composição de açúcar celular total foi 

determinada (Lechevalier e Lechevalier 1970). O perfil de ésteres metílicos de ácidos graxos foi 

analisado após o crescimento do isolado em meio TSB a 28°C, por três dias. Os ácidos graxos 

foram metilados, separados e detectados por cromatografia gasosa (Hewlett Packard 6890) 

posteriormente analisada utilizando-se o sistema de identificação microbiana Sherlock (MIDI) 

(Sasser 2001). O resultado dos ácidos graxos metilados foi identificado e quantificado usando a 

base de dados TSBA (versão 6.19).  

 

6.2.3. Caracterização filogenética 
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A extração de DNA foi realizada com o kit UltraClean® Microbial DNA Isolation 

(12224-250 MoBio, USA), e a amplificação e posterior sequenciamento do rRNA 16s foram 

obtidos seguindo o método de Kim et al (1996). A sequência gênica do rRNA 16s quase 

completa (1448 pb) foi alinhada manualmente pelo software MEGA 7 (Tamura et al. 2013). 

Linhagens tipo mais próximas foram comparadas pelo servidor EzTaxón-e (Kim et al 2012). A 

fim de inferir relações filogenéticas, árvores filogenéticas foram construídas utilizando três 

diferentes algoritmos: Neighbour-joining (Saitou e Nei, 1987), Maximum likelihood (Felsenstein 

1981) e Maximum-parsimony (Fitch 1971) utilizando o programa Mega 7 (Tamura et al. 2013). 

Distâncias evolutivas foram calculadas pelo modelo de Kimura dois-parâmetros (Kimura 1980). 

Árvores evolutivas foram validadas pelo método bootstrap (Felsenstein 1985), utilizando 1000 

réplicas no software MEGA 7. Como grupo externo para compor a raiz da árvore filogenética, 

foi selecionada a linhagem Streptomyces albus subsp. albus NRRL B-2365
T
 (DQ026669) e como 

grupo externo foi incluída a linhagem Streptacidiphilus albus DSM 41753
T
 (AF074415). 

A análise de seis genes concatenados 16S rRNA, atpD (ATP sintase F1, subunidade 

beta), gyrB (DNA subunidade beta da girasse), recA (recombinasse A), rpoB (RNA polimerase 

subunidade beta) e trpB (triptofano B, subunidade beta); no total de 5416 nucleotídeos) foi 

conduzida como relatado por Gou et al. (2008) para a construção da árvore filogenética. O 

procedimento experimental e tratamento de dados para a análise de sequência multilocus 

(MLSA) foram baseados, com modificações, em procedimentos descritos (Labeda et al. 2014, 

2016). Os dados MLSA foram analisados usando o algoritmo de Neighbour-joining (Saito e Nei, 

1987), Distâncias evolutivas entre as sequências concatenadas foram estabelecidos utilizando o 

modelo Kimura dois-parâmetros (Kimura 1980). Linhagens avaliadas com distâncias evolutivas 

MLSA ≤0,007 foram consideradas semelhantes, baseado no ponto de corte determinado por 

Rong e Huang (2012, 2014), dito valor corresponde a 70% de semelhança DNA: DNA, limite 

recomendado por Wayne et al (1987) para o delineamento de espécies de procariotos. O 

conteúdo de G+C DNA (% mol) do isolado 1AS2c
T
 foi estimado utilizando o método de 

desnaturação térmica, como descrito por Gonzáles e Saiz-Jimenez (2002). Os valores da relação 

DNA-DNA (ΔTm) entre o isolado 1AS2c
T
 e seus vizinhos filogenéticos mais próximos foram 

determinados utilizando o método fluorimétrico, descrito por Gonzáles e Saiz-Jimenez 2005. A 

temperatura ótima de renaturação (Tor) foi calculada utilizando Tor—0,51 (%GC) + 47. As 
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temperaturas de renaturação (Tm) para o DNA do isolado e as preparações de DNA híbrido 

foram comparadas, e as diferenças (ΔTm), calculadas.  

 

6.3. Resultados e Discussão 

6.3.1. Avaliações morfológicas e fenotípicas 

 

O isolado 1AS2c
T
 possui propriedades morfológicas características do gênero 

Streptomyces, crescendo nos meios ISP 1-5, 6 e 7. Pigmentos difusíveis foram observados nos 

meios ISP 2 e 3 (Tabela 8). A coloração da massa aérea observada manteve-se na série branca 

em todos os meios testados. A hifa aérea diferenciou-se em cadeias retas e flexíveis de superfície 

lisa, similar ao espécime mais próximo filogeneticamente S. araujoniae (ASBV-1
T
) (Silva et al. 

2013) (Figura 23). O isolado 1AS2c
T
 pode crescer em temperaturas entre 15 – 37°C (ótima de 

28°C), pH entre 4 – 10 (ótimo 7) e pode tolerar concentrações de NaCl de até 7%. O isolado 

consegue degradar ácido úrico, caseína, gelatina, quitina, amido, butirina, xantina, xylana, 

Tween 20, 40, 60 e 80, mas não pectina. A capacidade do isolado 1AS2c
T
 de utilizar diferentes 

fontes de carbono foi testada em meio ágar basal, e mostrou bom crescimento em adonitol, α-

Lactose, D-celobiose, citrato, D-arabinose, D-lactose, D-maltose, D-manose, dextrina, 

glicogênio, guanina, hipoxantina, L-asparagina, L-histidina, L-lisina, L-valina, meso-eritritol e 

D-sorbitol, porém não consegue utilizar manitol, mio-isonitol e dulcitol como únicas fontes de 

carbono. O perfil enzimático (ApiZYM) do isolado evidenciou uma produção positiva de 

fosfatasse alcalina, esterase (C4), esterase lipase, leucina arilamidase, valina arilamidase, cistina 

arilamidase, tripsina,  α-quimotripsina, fosfatasse ácida, naftol-fosfohidrolase, β-galactosidase, α-

glucosidase, β-glucosidase e N-acetil-β-glucosaminidase. Considerando as linhagens tipo mais 

proximamente relacionadas, o isolado 1AS2c
T
 pode ser claramente diferenciado de S. 

cavourensis (NBRC 13026
T
), S. albolongus (NBRC 13465

T
) e S. araujoniae fenotipicamente. 

Dados detalhados sobre as propriedades fisiológicas de 1AS2c
T
 em comparação as linhagens tipo 

mais proximamente relacionadas estão presentes na Tabela 9. 
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Figura 23. Micrografia eletrônica de varredura do isolado 1AS2c
T
, crescido em meio de aveia, a 

28°C, durante três semanas. 
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 Tabela 8. Crescimento e características de cultivo do isolado de Streptomyces 1AS2c
T
 e das 

linhagens tipo de espécies de Streptomyces filogeneticamente mais próximas, em meio ISP, após 

14 dias, a 28°C. 

 
Isolado Característica Meio ISP  

  1 2 3 4 5 6 7 

1AS2c
 T

 
Crescimento 

 

+++ +++ +++ +++ +++ ++ ++ 

 Micélio 

Substrato 

Amarelo 

claro 

Esbranqu

içado 

Esbranqu

içado 

Esbranqu

içado 

Marrom 

claro 

Esbranq

uiçado 

Esbranqu

içado 

 Massa de 

esporos 

aéreos 

Ausente Marrom 

pálido 

Branco Marrom 

pálido 

Marrom 

pálido 

Branco Ausente 

 Pigmentos 

difusíveis 

Nenhum Marrom 

claro 

Marrom 

claro 

Nenhum Nenhum Nenhum Nenhum 

S. cavourensis 

subs. cavourensis 

NRBC 13026
T
 

Crescimento 
 

+++ +++ +++ ++ + ++ +++ 

 Micélio 

Substrato 

Marrom 

pálido 

Marrom 

claro 

Amarelo Branco Marrom 

pálido 

Marrom 

escuro 

Marrom 

pálido 

 Massa de 

esporos 

aéreos 

Branco Marrom 

claro 

Branco Branco Branco Branco Branco 

 Pigmentos 

difusíveis 

Marrom  Marrom 

claro 

Nenhum Nenhum Nenhum Marrom  Marrom 

claro 

S. albolongus 

NRBC 13465
T
 Crescimento 

 

+++ +++ + +++ ++ ++ +++ 

 Micélio 

Substrato 

Marrom 

pálido 

Amarelo 

claro 

Acinzent

ado 

Branco Branco Amarelo 

pálido 

Marrom 

pálido 

 Massa de 

esporos 

aéreos 

Cinza Branco Ausente Branco Branco Cinza 

escura 

Branco 

 Pigmentos 

difusíveis 

Marrom Nenhum Nenhum Nenhum Nenhum Amarelo 

claro 

Marrom 

claro 

S. araujoniae 

ASBV-1
T
 Crescimento 

 

+++ +++ ++ +++ + +++ +++ 

 Micélio 

Substrato 

Amarelo 

pálido 

Amarelo 

claro 

Amarela

do 

Marrom 

pálido 

Marrom 

pálido 

Amarelo 

escuro 

Cinza 

claro 

 Massa de 

esporos 

aéreos 

Branco Branco Branco 

/Esverde

ado 

Branco Branco Branco Branco 

 Pigmentos 

difusíveis 

Nenhum Nenhum Nenhum Nenhum Nenhum Nenhum Nenhum 
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6.3.2. Filogenia  

 

A sequência parcial de rRNA 16S do isolado 1AS2c
T
 (1448 pb) foi determinada e 

depositada no banco de dados GenBank como MF547408. A identificação foi feita utilizando o 

servidor EzTaxón, revelando que o isolado 1AS2c
T
 pertence ao gênero Streptomyces e 

demostrou baixa similaridade da sequência do gene rRNA 16S com linhagem tipo Streptomyces 

cavourensis NBRC 13026
T
 (98,17 %). Descobriu-se que o isolado 1AS2c

T
 forma um ramo 

distinto bem delineado na árvore do gene de rRNA 16S, juntamente com S. cavourensis NBRC 

13026
T
, S. albolongus NBRC 13465

T
 e S. araujoniae ASBV-1

T
. Esta relação foi sustentada por 

todos os algoritmos evolutivos com um alto valor de bootstrap (Figura 24). 

O conteúdo de DNA G-C do isolado 1AS2c
T
 foi de 68,2% mol. Valores da relação DNA: 

DNA (ΔTm) entre o isolado 1AS2c
T 

e seus três vizinhos filogeneticamente mais próximos 

S. cavourensis (NBRC 13026
T
), S. albolongus (NBRC 13465

T
) e S. araujoniae (ASBV-1

T
) 

foram 56.0±0.4, 62.5±0.3, e 63.0±0,1, respectivamente. Esses valores estão abaixo do ponto de 

corte de 70% recomendado para a delimitação de novas espécies bacterianas (Wayne et al. 

1987). Usando o MLSA, foi possível clarificar as relações entre os estreptomicetos mais 

proximamente relacionados, em razão do forte sinal filogenético fornecido por sequências 

parciais de uma única cópia de genes constitutivos (housekeeping genes) (Rong e Huang 2012, 

2014; Labeda et al., 2017). Neste estudo, por meio da análise MLSA, as relações encontradas 

entre o isolado 1AS2c
T
 e suas linhagens tipo mais próximas estão mostradas na Figura 25 e 

Tabela 10. O isolado é proximamente relacionado com S. araujoniae (ASBV-1
T
) e 

S. cavourensis (NBRC 13026
T
), relações que estão apoiadas por um valor de bootstrap de 100 

(Figura 25). O isolado 1AS2c
T
 mostrou ter distâncias evolutivas usando a análise MLSA maiores 

que 0,007 com todas as linhagens avaliadas, (Figura 25), indicando que ele forma o núcleo de 

uma nova espécie de Streptomyces (Wayne et al 1987). 
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Tabela 9. Características fenotípicas diferenciais do isolado 1AS2c

T
 e S. cavourensis (NBRC 13026

T
), S. 

albolongus (NBRC 13465
T
) e S. araujoniae (ASBV-1

T
). 

Teste Fenotípico Isolado 

1AS2c
 T

 

S. cavourensis 

(NBRC 13026
T
) 

S. albolongus 

(NBRC 13465
T
) 

S. araujoniae     

(ASBV-1
T
) 

Crescimento a:      

Na Cl (%)     

3 + + - + 

5 + - - - 

7 + - - - 

Temperatura (ºC)     

37 + + - + 

Resistência a antibióticos 

(μg.mL-1) 

    

Rifampicina (10) - + + + 

Estreptomicina (16) + - + + 

Testes de degradação     

Ácido Úrico  + + - + 

Guanina + - - - 

Hipoxantina + + - - 

Pectina - + + + 

Butirina + + - - 

Tween 20 + - + - 

Tween 40 + - + - 

Tween 60 + - + - 

Tween 80 + - + - 

Xantina + + - + 

Xilana + + - + 

Utilização de fonte de 

carbono 

    

Adonitol + - - + 

Manitol - + - + 

Meso-Eritritol + - - + 

Meso-Inositol - + - + 

Sorbitol + + - + 

Teste ApiZYM      

Fosfatase alcalina + + - + 

Esterase (C4) + + - + 

Esterase Lipase (C8) + - + + 

 

Tripsina + - - - 

α-quimiotripsina + + - + 

Fosfatase ácida + - + + 

Naftol-fosfohidrolase + - + - 

β - galactosidase + - - - 

α - glucosidase + + - + 

β - glucosidase + + - + 

N – acetil – β 

glucosaminidase 

+ - - - 
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Figura 24. Relações filogenéticas entre a linhagem 1AS2c
T
 e as linhagens tipo do gênero 

Streptomyces mais próximos baseadas no método evolutivo de Neighbour-Joining baseado na 

sequência parcial do gene rRNA 16S (1446 nucleotídeos). Círculo branco representa ramo 

aparece em os algoritmos evolutivos Neighbour-joining, maximum-likelihood e maximum-

parsimony, losango branco representa ramo aparece usando os algoritmos de Neighbour-joining, 

maximum-likelihood. Porcentagens nos nodos representam os níveis de suporte usando um 

bootstrap de 1000. 

 

 Streptomyces fulvissimus DSM 40593T (CP005080) 

 Streptomyces microflavus NBRC 13062T (AB184284) 

 Streptomyces luridiscabiei NRRL B-24455T (LIQV01000394) 

 Streptomyces cinereorectus NBRC 15395T (AB184646) 

 Streptomyces halstedii NBRC 12783T (AB184142) 

 Streptomyces setonii NBRC 13085T (AB184300) 

 Streptomyces globisporus NBRC 12867T (AB184203) 

 Streptomyces rubiginosohelvolus NBRC 12912T (AB184240) 

 Streptomyces pluricolorescens NBRC 12808T (AB184162) 

 Streptomyces puniceus NRRL ISP-5058T (JOAD01000551) 

 Streptomyces bacillaris NBRC13487T (AB184439) 

 Streptomyces albolongus NBRC 13465T (AB184425) 

 Streptomyces cavourensis NBRC 13026T (AB184264) 

 Isolado 1AS2cT 

 Streptomyces araujoniae ASBV-1T (EU792889) 

 Streptomyces litmocidini NBRC 12792T (AB184149) 

 Streptomyces virginiae NRRL ISP-5094T (JOAK01000082) 

 Streptomyces cinnamonensis NBRC 15873T (AB184707) 

 Streptomyces graminilatus NRRL B-59124T (LIQQ01000213) 

 Streptomyces scopuliridis NRRL B-24574T (JOEI01000056) 

 Streptomyces lushanensis JXJ 0135T (KF938656) 

 Streptomyces albus NRRL B-2365T (DQ026669) 

 Streptacidiphilus albus DSM 41753T (AF074415) 

100 

89 

89 

79 

55 
75 

86 

97 

69 

59 

52 

58 

56 

0.0050 
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Figura 25. Relações filogenéticas da linhagem 1AS2c
T
 e as linhagens tipo do gênero 

Streptomyces mais próximos usando uma árvore concatenada com a sequência parcial dos genes 

constitutivos (housekeeping) rRNA 16S atpD, gyrB, recA, rpoB e trpB, utilizando o método da 

máxima maximum-likelihood, baseado no modelo General Time Reversible. Porcentagens nos 

nodos representam os níveis de suporte usando um bootstrap de 1000. 

 Streptomyces griseobrunneus NBRC 12775
T 

 Streptomyces bacillaris NBRC 13487
 T

 

 Streptomyces alboviridis NBRC 13013
 T

 

 Streptomyces puniceus NBRC 12811
 T

 

 Streptomyces fulvorobeus NBRC 15897
 T

 

 Streptomyces globisporus NBRC 12867
 T

 

 Streptomyces griseinus NBRC 12869
 T

 

 Streptomyces californicus NBRC 12750
 T

 

 Streptomyces rubiginosohelvolus NBRC 12912
 T

 

 Streptomyces cavourensis NBRC 13026
 T

 

 Isolado 1AS2c
 T

 

 Streptomyces araujoniae ASBV-1
 T

  

 Streptomyces lunaelactis MM109
 T

 

 Streptomyces fulvissimus DSM 40593
 T

 

 Streptomyces albus NRRL B-2365
 T

 

 Streptomyces albolongus NBRC 13465
 T

 

 Streptacidiphilus albus DSM 41753
 T

 

100 
63 

100 

99 

100 
100 

87 

81 

100 

69 

94 

99 

88 

99 

0.0100 
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Tabela 10. Distâncias evolutivas usando a analise MLSA do isolado 1AS2c
T
 e das linhagens tipo de espécies de Streptomyces 

filogeneticamente mais próximas. 
  Linhagem Distância MLSA (Kimura2 parâmetros) 

    1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 

1 Isolado 1AS2c
(T)

 -                                 

2 Streptomyces cavourensis  NBRC 13026
(T)

 0,033                                 

3 Streptomyces albolongus NBRC 13465
(T)

 0,124 0,119                               

4 Streptomyces araujoniae ASBV-1
(T)

 0,009 0,028 0,117                             

5 Streptomyces californicus NBRC 12750
(T)

 0,038 0,044 0,106 0,032                           

6 Streptomyces puniceus NBRC 12811
(T)

 0,162 0,157 0,178 0,154 0,117                         

7 Streptomyces griseobrunneus NBRC 12775
(T)

 0,145 0,140 0,181 0,138 0,141 0,024                       

8 Streptomyces bacillaris NBRC 13487
(T)

 0,148 0,141 0,183 0,140 0,141 0,023 0,005                     

9 Streptomyces fulvorobeus NBRC 15897
(T)

 0,074 0,071 0,101 0,068 0,056 0,130 0,133 0,131                   

10 Streptomyces globisporus NBRC_12867
(T)

 0,059 0,055 0,092 0,053 0,037 0,115 0,121 0,119 0,035                 

11 Streptomyces lunaelactis MM109
(T)

 0,084 0,092 0,112 0,078 0,072 0,187 0,184 0,184 0,095 0,088               

12 Streptomyces fulvissimus DSM 40593
(T)

 0,098 0,095 0,089 0,091 0,088 0,159 0,155 0,152 0,068 0,069 0,083             

13 Streptomyces rubiginosohelvolus NBRC 12912
(T)

 0,038 0,044 0,111 0,032 0,019 0,139 0,143 0,142 0,052 0,025 0,069 0,088           

14 Streptomyces alboviridis NBRC 13013
(T)

 0,174 0,169 0,196 0,166 0,154 0,034 0,031 0,030 0,133 0,125 0,200 0,166 0,147         

15 Streptomyces griseinus NBRC 12869
(T)

 0,059 0,054 0,093 0,052 0,037 0,115 0,121 0,119 0,035 0,001 0,087 0,068 0,025 0,125       

16 Streptomyces albus NRRL B-2365(T) 0,130 0,129 0,119 0,123 0,123 0,194 0,185 0,183 0,099 0,102 0,129 0,098 0,118 0,200 0,102     

17 Streptacidiphilus albus DSM 41753(T) 0,135 0,144 0,106 0,129 0,124 0,246 0,240 0,240 0,154 0,149 0,120 0,143 0,123 0,260 0,149 0,145 - 
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6.3.3. Quimiotaxonomia 

As propriedades quimiotaxonômicas do isolado 1AS2c
T
 foram consistentes com sua 

classificação no gênero Streptomyces (Kämpfer et al., 2012). Avaliação de marcadores 

químicos conhecidos para membros do gênero Streptomyces foram utilizados (Kämpfer 2012, 

Labeda et al. 2012). O perfil de lipídio polar evidenciou a presença de difosfatidilglicerol, 

fatidilglicerol, fosfatidilmetiletanolamina, fosfatidiletanolamina, fosfatidilinositol, 

fosfatidilinositol manosídeo e um lipídio não identificado. Os maiores isoprenos identificados 

foram o octahidrogenado, com nove isoprenóides MK-9(H8), não hidrogenado com nove MK-

9(H0) e oito isoprenos não hidrogenados MK-8(H0) (34.43, 20.17 e 22.15%, respectivamente). A 

análise de açucares de parede celular revelou a predominância de glucose, manose e xilose. O 

perfil de ácidos graxos do isolado 1AS2c
T
 mostrou-se consistir em maiores proporções de: 

(>10%) Iso-C14:0 (15.65%), Anteiso-C15:0 (12.95%), Iso-C16:0 (39.45%), e baixas proporções 

de (<10%) Iso-C15:0 (4.58 %), Iso-C16:1 H (3.54 %), C16:0 (3.14 %), Anteiso-C17:1 ω9c (7.22 %), 

Iso-C17:0 (1.6), Anteiso-C17:0 (4.94), Ciclo-C17:0 (2.43), Iso-C18:1 H (0.82).  

 

6.3.4. Descrição do Streptomyces rhizosphaericola 

Streptomyces rhizosphaericola (rhi.zos.phae.ri'co.la. N.L. fem. n. rhizosphaera, the 

rhizosphere; L. suff. –cola (from L. n. incola), inhabitant, dweller; N.L. part. adj. 

rhizosphaericola, inhabiting the rhizosphere).  

Actinobactéria aeróbica, gram-positiva, que forma um substrato micelial amplamente 

ramificado. A hifa aérea é bem desenvolvida em cadeias retas-flexíveis, com diâmetro médio 

dos esporos elípticos de 0,7 – 0,9 x 0,9 – 1,1 μm com superfície lisa. Cresce a 15 – 37°C 

(ótimo de 28 – 30°C), e em pH 4,0 a 10,0 (ótimo 7,0) e tolerante a 7,0% de Na Cl. Cresce em 

adonitol, arabinose, α-Lactose, dextrina, glicogênio, maltose, meso-eritridol, sorbitol e xilose 

como únicas fontes de carbono para energia e crescimento, porém, não cresceu na presença de 

D-frutose, D-manitol ou mio-inositol no meio. Os principais ácidos graxos do isolado 1AS2c 

são Iso-C14:0 (15.65%), Anteiso-C15:0 (12.95%) e Iso-C16:0 (39.45%). O conteúdo de G+C do 

DNA do isolado 1AS2c é 68,2 % mol. Produz Fosfatase alcalina, Esterase (C4), Esterase 

lipase, Leucina arilamidase, Valina arilamidase, Cisteína arilamidase, Tripsina, α-

quimotripsina, fosfatase ácida, naftol-fosfohidrolase, β-galactosidase, α-glucosidase, β-

glucosidase e N-acetil-β-glucosaminidase. Propriedades fenotípicas e quimiotaxonômicas 
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adicionais estão resumidas nas Tabelas 8 e 9, essas propriedades quimiotaxonômicas são 

típicas de membros do gênero Streptomyces. 

A linhagem tipo 1AS2c - CMAA 1647
T
 foi isolada de rizosfera de trigo. A descrição 

da espécie foi baseada em um único isolado e, assim, serve como a descrição de uma 

linhagem tipo. O número de acesso da sequência do gene rRNA 16S da Streptomyces 

rhizosfaericola sp. nov. 1AS2c - CMAA 1647
T
 no GenBank é MF547408. 

 

6.4. Conclusão  

 

Levando em consideração todas às analises feitas, o isolado 1AS2c = CMMA 1679, pode ser 

considerada como una nova espécie, por tanto, o nome proposto e: Streptomyces 

rhizosphaericola. 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS  

 

 

 Com a necessidade de incrementar a produção agrícola e diminuir o uso de 

agrotóxicos no Brasil, resulta urgente, desenvolver pesquisas na identificação, 

caracterização e aplicação de agentes biológicos, que favoreçam o uso destas 

ferramentas no manejo integrado de pragas e doenças 

 

 As características genéticas e fenotípicas das Actinobactérias acessadas neste estudo, 

podem ser exploradas em diversas aplicações na área agrícola, porém, estudos 

posteriores de viabilidade econômica e desenvolvimento de produtos e formulação 

devem ser realizados com o intuito de oferecer novas tecnologias no agronegócio do 

país 

 

 Resulta necessário, estabelecer politicas governamentais solidas que permitam a 

implementação de ¨novas¨ tecnologias no setor agrícola 

 

 É o Streptomyces o protagonista de uma nova ¨revolução¨ na setor agrícola, como foi 

anteriormente no setor farmacêutico e industrial ? 
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ANEXOS 

Anexo A  

 

Descrição dos locais de amostragem das Actinobactérias usadas neste estúdio 

 

 

 

 

 

 

Anexo B  

 

Lista de meios usados neste estúdio 

 

Batata Dextrose Ágar (BDA) 

* Caldo de batata --------------------------------------------------------------------------200 mL 

Água destilada ------------------------------------------------------------------------------800 mL 

Dextrose --------------------------------------------------------------------------------------20,0 g 

Ágar -------------------------------------------------------------------------------------------16,0 g 

 

Batata Dextrose Ágar (BDA) 

* Caldo de batata --------------------------------------------------------------------------200 mL 

Água destilada ------------------------------------------------------------------------------800 mL 

Dextrose --------------------------------------------------------------------------------------20,0 g 

 

* Para cada quilograma de batata descascada, adicionar 1000 mL de água destilada. O conteúdo deve ser fervido 

durante 30 minutos. Após este procedimento, filtrar em gaze estéril e completar o volume final à 1000 mL 

através da adição de água destilada. O caldo deve ser particionado em volume de 100 mL e mantido a -20 °C. 
 

Agar Água (AA) 

Água destilada ----------------------------------------------------------------------------1000 mL 

Ágar -------------------------------------------------------------------------------------------16,0 g 

 

Caldo Extrato de Levedura (GY) 

Extrato de levedura -------------------------------------------------------------------------10,0 g 

Glicose ---------------------------------------------------------------------------------------10,0 g 

Água destilada ----------------------------------------------------------------------------1000 mL 

pH    -----------------------------------------------------------------------------------------7,2±0,2 

 

Caldo Triptona de Soja (TSB) 

Peptona de caseína -------------------------------------------------------------------------17,0 g 

Bioma Estado Local 
Ponto de 

coleta
Localização geografica Amostra Código 

Mata Atlantica São Paulo Cananeia 1 S 25° 05’ 1,87”; W 47° 57’ 41,7” Sedimento marinho Can V1

(Manguezal) 2 S 25° 05’ 6,88”; W 47° 57’ 41,42” Sedimento marinho Can V2

3 S 25° 05’ 12,61”; W 47° 57’ 41,21” Sedimento marinho Can V3

Bertioga 1 S 23° 53’ 50,4”; W 46°12’ 30,6” Sedimento marinho Bc V1

2 S 23º 53’ 42,8”; W 46º 12’ 30,1” Sedimento marinho Bc V2

3 S 23° 53’ 41,1”; W  46° 12’ 32,3” Sedimento marinho Bc V3

Cerrado São Paulo Palmital 1 S 22° 47' 30''; W 50° 12' 18'' Rizosfera de Triticum aestivum AS, BS

Brasilia D.F. Planaltina 1 S 15° 36' ; W 47° 42' Rizosfera de Triticum aestivum AR, BR 

Caatinga Pernambuco Jutaí 5 S 08° 36’ 13,17”; W 40° 13’ 4,18” Rizosfera de Eritrina volutina Caat P5

Pernambuco Petrolina 8 S 09° 03’ 35,62”; W 40° 18’ 41,88” Rizosfera de Mimosa artemisiana Caat P8
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Peptona de soja ---------------------------------------------------------------------------------3 g 

Cloreto de sódio (NaCl) ----------------------------------------------------------------------5 g 

Fosfato dipotássico (K2HPO4)-- -----------------------------------------------------------2,5 g 

Glicose ------------------------------------------------------------------------------------------2,5 g 

Água destilada ----------------------------------------------------------------------------1000 mL 

pH    ------------------------------------------------------------------------------------------7,3±0,2 

Ágar --------------------------------------------------------------------------------------------18,0 g 

 

Caldo Triptona de Soja + Agar (TSA) 

Peptona de caseína -------------------------------------------------------------------------17,0 g 

Peptona de soja ---------------------------------------------------------------------------------3 g 

Cloreto de sódio (NaCl) ----------------------------------------------------------------------5 g 

Fosfato dipotássico (K2HPO4)-- -----------------------------------------------------------2,5 g 

Glicose ------------------------------------------------------------------------------------------2,5 g 

Água destilada ----------------------------------------------------------------------------1000 mL 

pH    ------------------------------------------------------------------------------------------7,3±0,2 

 

Agar Aveia (AA) 

Água destilada ----------------------------------------------------------------------------1000 mL 

Ágar -------------------------------------------------------------------------------------------18,0 g 

Aveia ------------------------------------------------------------------------------------------20,0 g 

 

 

Meio National Botanical Research Institute’s Phosphate (NBRIP) 

Água destilada ----------------------------------------------------------------------------1000 mL 

Ágar -------------------------------------------------------------------------------------------18,0 g 

Glicose ----------------------------------------------------------------------------------------10,0 g 

Cloreto de magnésio hexahidratado (MgCl2.6H2O) -----------------------------------5,0 g 

Sulfato de magnésio heptahidratado (MgSO4.7H2O) --------------------------------0,25 g 

Cloreto de Potássio (KCL) ------------------------------------------------------------------0,2 g 

Sulfato de amônio ((NH4)2SO4) -----------------------------------------------------------0,1 g 

Fosfato de cálcio (Ca3 (PO4)) ---------------------------------------------------------------5,0 g 

 

Phytate Specific Media (PSM) 

Água destilada ----------------------------------------------------------------------------1000 mL 

Ágar -------------------------------------------------------------------------------------------18,0 g 

Glicose ----------------------------------------------------------------------------------------15,0 g 

Sulfato de amônio ((NH4)2SO4) -------------------------------------------------------------5 g 

Cloreto de sódio (NaCl) ---------------------------------------------------------------------0,1 g 

Cloreto de Potássio (KCL) ------------------------------------------------------------------0,5 g 

Sulfato de ferro II (FeSO4) ------------------------------------------------------------------0,1 g 

Sulfato de magnésio heptahidratado (MgSO4.7H2O) ----------------------------------0,1 g 

Cloreto de Cálcio dihidratado (CaCl.2H2O) ----------------------------------------------0,1 g 

Sulfato de Manganês (MnSO4)------------------------------------------------------------0,01 g 

Fitato de Cálcio (C6H18O24P6) -----------------------------------------------------------------5 g 

 

NBRIP modificado contendo Fosfato de Rocha (PR) 

Água destilada ----------------------------------------------------------------------------1000 mL 

Ágar -------------------------------------------------------------------------------------------18,0 g 

Glicose ----------------------------------------------------------------------------------------10,0 g 
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Cloreto de magnésio hexahidratado (MgCl2.6H2O) -----------------------------------5,0 g 

Sulfato de magnésio heptahidratado (MgSO4.7H2O) --------------------------------0,25 g 

Cloreto de Potássio (KCL) ------------------------------------------------------------------0,2 g 

Sulfato de amônio ((NH4)2SO4) -----------------------------------------------------------0,1 g 

Fosfato de Rocha (CO3 (PO4)) --------------------------------------------------------------5,0 g 

 

 

International Streptomyces Project 1; ISP 1 (Extrato de Triptona Ágar) 

Triptona bacteriológica ---------------------------------------------------------------------- 5,0 g 

Extrato de levedura bacteriológica --------------------------------------------------------- 3,0 g Ágar 

------------------------------------------------------------------------------------------- 15,0 g 

Água destilada ----------------------------------------------------------------------------1000 mL 

pH ------------------------------------------------------------------------------------------- 7,0 - 7,2 

 

International Streptomyces Project 2; ISP 2  (Extrato de Malte Ágar) 

Extrato de levedura --------------------------------------------------------------------------- 4,0 g 

Extrato de malte ----------------------------------------------------------------------------- 10,0 g 

Dextrose --------------------------------------------------------------------------------------- 4,0 g 

Ágar --------------------------------------------------------------------------------------------20,0 g 

Água destilada ----------------------------------------------------------------------------1000 mL 

pH    -----------------------------------------------------------------------------------------------7,3 

 

International Streptomyces Project 3; ISP 3 (Extrato de Aveia Ágar) 

**** Filtrado de aveia -------------------------------------------------------------------1000 mL 

***** Solução traço de sais -------------------------------------------------------------- 1,0 mL 

Ágar ------------------------------------------------------------------------------------------- 18,0 g 

pH    -----------------------------------------------------------------------------------------------7,2 

 

**** Para o preparo do filtrado deve-se adicionar 20,0 g de aveia em 1000 mL de água 

destilada. Após 20 minutos de fervura, o caldo deve ser filtrado em gaze estéril. O volume 

final deve ser ajustado para 1000 mL, por meio da adição de água destilada. 

 

***** Solução traço de sais 

FeSO4.7H2O ---------------------------------------------------------------------------------- 0,1 g 

MnCl.4H2O ----------------------------------------------------------------------------------- 0,1 g 

ZnSO4.7H2O --------------------------------------------------------------------------------- 0,1 g 

Água destilada ----------------------------------------------------------------------------- 100 mL 

 

A solução deve ser autoclavada durante 20 minutos a 121 °C e armazenada a 4°C. 

 

 

International Streptomyces Project 4; ISP 4 (Meio de Amido com Sais Inorgânicos) 

Água destilada ----------------------------------------------------------------------------- 500 mL 

K2HPO4 --------------------------------------------------------------------------------------- 1,0 g 

MgSO4.7H2O --------------------------------------------------------------------------------- 1,0 g 

(HH4)2SO4 ------------------------------------------------------------------------------------ 2,0 g 

NaCl -------------------------------------------------------------------------------------------- 1,0 g 

CaCO3 ----------------------------------------------------------------------------------------- 2,0 g 

****** Solução de amido ---------------------------------------------------------------- 500 mL 

pH ------------------------------------------------------------------------------------------- 7,0 - 7,4 
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Agar ------------------------------------------------------------------------------------------- 20,0 g 

 

****** Para o preparo da solução de amido deve-se adicionar 10 g de amido em 500 mL de 

água destilada. A solução deve ser homogeneizada por meio de aquecimento. 

 

 

International Streptomyces Project 5; ISP 5 (Meio Glicerol/Asparagina) 

L- asparagina ---------------------------------------------------------------------------------- 1,0 g 

Glicerol --------------------------------------------------------------------------------------- 10,0 g 

KH2PO4 --------------------------------------------------------------------------------------- 1,0 g 

*** Solução traço de sais ----------------------------------------------------------------- 1,0 mL 

Ágar ------------------------------------------------------------------------------------------- 15,0 g 

Água destilada --------------------------------------------------------------------------- 1000 mL 

pH---------------------------------------------------------------------------------------------6,8±0,2 

 

International Streptomyces Project 6; ISP 6 (Extrato de Peptona Férrica) 

Peptona bacteriológica férrica ágar ------------------------------------------------------- 36,0 g 

Extrato de levedura bacteriológica --------------------------------------------------------- 1,0 g 

Água destilada --------------------------------------------------------------------------- 1000 mL 

pH    ------------------------------------------------------------------------------------------7,0±0,2 

 

International Streptomyces Project 7; ISP 7 (Meio de Tirosina) 

Glicerol --------------------------------------------------------------------------------------- 15,0 g 

L-tirosina -------------------------------------------------------------------------------------- 0,5 g 

L-asparagina ----------------------------------------------------------------------------------- 1,0 g 

K2HPO4 --------------------------------------------------------------------------------------- 0,5 g 

MgSO4.7H2O --------------------------------------------------------------------------------- 0,5 g 

NaCl -------------------------------------------------------------------------------------------- 0,5 g 

FeSO4.7H2O -------------------------------------------------------------------------------- 0,01 g 

Água destilada --------------------------------------------------------------------------- 1000 mL 

 

*** Solução traço de sais ----------------------------------------------------------------- 1,0 mL 

Agar ------------------------------------------------------------------------------------------- 20,0 g 

pH ------------------------------------------------------------------------------------------- 7,2 - 7,4 

 

International Streptomyces Project 9 (Meio Basal de Sais Minerais para degradação de 

carbono) 

(NH4)2SO4 ---------------------------------------------------------------------------------- 2,64 g 

KH2PO4 -------------------------------------------------------------------------------------- 2,38 g 

K2HPO4.3H2O ------------------------------------------------------------------------------ 5,65 g 

MgSO4.7H2O --------------------------------------------------------------------------------- 1,0 g 

******* Solução traço de sais Pridham e Gottlieb ------------------------------------ 1,0 mL Ágar 

------------------------------------------------------------------------------------------- 15,0 g 

Água destilada --------------------------------------------------------------------------- 1000 mL 

pH --------------------------------------------------------------------------------------------6,8±7,0 

 

 

******* Solução traço de sais Pridham e Gottlieb 

CuSO4.5H2O -------------------------------------------------------------------------------- 0,64 g 

FeSO4.7H2O -------------------------------------------------------------------------------- 0,11 g 
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MnCl2.4H2O -------------------------------------------------------------------------------- 0,79 g 

ZnSO4.7H2O -------------------------------------------------------------------------------- 0,15 g 

Água destilada ----------------------------------------------------------------------------- 100 mL 

 

As fontes de carbono a serem avaliadas devem ser dissolvidas em água destilada e 

autoclavada separadamente. A solução deve ser incorporada ao meio de cultivo de forma a 

obter a concentração desejada. 

 

Todos os meios foram autoclavados durante 21 minutos a 121°C. 

 

 

 




