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RESUMO

TEIXEIRA, Charles Araujo, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, abril de 2026.
Prospeccdo, caracterizacdo fenotipica e molecular de bactérias de solo e
composto organico visando a construcdo de uma colecdo microbiana para
aplicacdo biotecnoldgica. Orientadora: Denise Mara Soares Bazzolli.
Coorientadores: Patricia Pereira Fontes e Olinto Liparini Pereira.

A perda de produtividade agricola causada por fitopatdégenos, aliada a crescente
resisténcia a antimicrobianos, tem impulsionado a busca por solucdes
biotecnoldgicas sustentaveis. Nesse cenario, solos e compostos organicos de areas
estratégicas constituem reservatorios de diversidade microbiana, destacando-se
bactérias com diferentes papéis ecoldgicos, como mixobactérias (Myxococcota),
Streptomyces (Actinomycetota) e géneros associados a rizosfera (Dyella,
Pseudomonas, Flavobacterium), com atividade para biocontrole, promocdo de
crescimento vegetal e producdo de compostos bioativos. O presente estudo teve
como objetivo prospectar, isolar e caracterizar fenotipica e molecularmente esses
grupos bacterianos a partir de solos amaz6nicos e de amostras da empresa Sitio
Barreiras Fruticultura LTDA, no Ceard, visando a construgdo de uma colecao
microbiana funcionalmente caracterizada para aplicacdes biotecnoldgicas
sustentaveis. O estudo analisou 65 amostras de solo da Reserva de
Desenvolvimento Sustentavel do Rio Negro (Amazonas) e isolados de colecdes
prévias obtidas a partir de amostras da empresa Sitio Barreiras Fruticultura LTDA. O
isolamento foi realizado por meio de metodologia de isca de papel de filtro e isca de
esterco de coelho. A caracterizacdo incluiu analises morfologicas, identificacédo
molecular (16S rRNA) e ensaios funcionais: atividade enzimatica (amilase, celulase,
lipase), solubilizacdo de fosfato, predacéo bacteriana, producdo de compostos
organicos volateis (VOCs) em placas sanduiche e cultura pareada contra Fusarium
oxysporum. O estudo contemplou 162 isolados, dos quais 44 pertenciam a colecéo
de bactérias do Laboratério de Genética Molecular de Bactérias e 118 foram
isoladas de solos amazoénicos. A caracterizacdo das bactérias da colecdo, permitiu
caracterizar bactérias comumente isoladas por isca papel de filtro, onde foram
detectados o0s géneros Pseudomonas, Flavobacterium e Chitinophaga que
mimetizam fenotipos de mixobactérias, reforcando a necessidade da identificacédo
molecular. O isolamento de bactérias da Amazoénia incluiu 69 mixobactérias (com 7
isolados identificados como Myxococcus e Corallococcus), 36 actinobactérias e 10
isolados do género Dyella, além de 3 bactérias ndo identificadas. Sete mixobactérias
apresentaram  predagcdo contra Ralstonia  solanacearum, Xanthomonas



campestris, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus e Escherichia coli. Oito
isolados de Dyella solubilizaram fosfato de aluminio. O isolado UFV CAB-C 25 inibiu
Trichoderma sp. em 90,1% por VOCs com efeito fungistatico até o 15° dia de
avaliacdo, enquanto os isolados UFV 41.1 e UFV SEC S-PF 42.2 inibiram Fusarium
oxysporum em mais de 60 % em cultura pareada apés 15 dias de cultivo. A colecéo
microbiana construida apresenta diversidade taxonémica e potencial funcional,
incluindo o primeiro relato de isolamento de mixobactérias em solos amazonicos. Os
isolados obtidos demonstraram potencial para o biocontrole de patégenos agricolas
e clinicos, a promoc¢do do crescimento vegetal por meio da solubilizacdo de fosfato e
a producdo de compostos volateis com potencial aplicacdo na fumigacdo biolégica
pés-colheita, contribuindo para a prospec¢do e o desenvolvimento de bioinsumos
sustentaveis.

Palavras-chave: Myxococcota; mixobactérias; Dyella; Actinobactérias; Streptomyces;
biocontrole; solos amazobnicos; bananicultura; compostos organicos volateis;
predacdo bacteriana



ABSTRACT

TEIXEIRA, Charles Araujo, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, April, 2026.
Prospecting, phenotypic and molecular characterization of bacteria from soil
and organic compost aiming at the construction of a microbial collection for
biotechnological application. Adviser: Denise Mara Soares Bazzolli. Co-advisers:
Patricia Pereira Fontes and Olinto Liparini Pereira.

Agricultural productivity losses caused by phytopathogens, together with the
increasing emergence of antimicrobial resistance, have driven the search for
sustainable biotechnological solutions. In this context, soils and organic composts
from strategic environments represent important reservoirs of microbial diversity,
harboring bacterial groups with distinct ecological functions, including myxobacteria
(Myxococcota), Streptomyces (Actinomycetota), and rhizosphere-associated genera
such as Dyella, Pseudomonas, and Flavobacterium, which exhibit potential for
biological control, plant growth promotion, and the production of bioactive
compounds. This study aimed to prospect, isolate, and perform phenotypic and
molecular characterization of these bacterial groups from Amazonian soils and
samples collected from Sitio Barreiras Fruticultura LTDA (Ceara, Brazil), with the
goal of establishing a functionally characterized microbial collection for sustainable
biotechnological applications. A total of 65 soil samples from the Rio Negro
Sustainable Development Reserve (Amazonas, Brazil) and bacterial isolates from
previous collections obtained from Sitio Barreiras Fruticultura LTDA were analyzed.
Bacterial isolation was performed using filter paper baiting and rabbit dung baiting
methods. Characterization included morphological analyses, molecular identification
based on 16S rRNA gene sequencing, and functional assays evaluating enzymatic
activities (amylase, cellulase, and lipase), phosphate solubilization, bacterial
predation, production of volatile organic compounds (VOCSs) using the sandwich plate
method, and dual culture assays against Fusarium oxysporum. A total of 162
bacterial isolates were evaluated, including 44 isolates from the Bacterial Molecular
Genetics Laboratory collection and 118 isolates obtained from Amazonian soils.
Characterization of the laboratory collection revealed that bacterial genera commonly
recovered by the filter paper baiting method, including Pseudomonas,
Flavobacterium, and Chitinophaga, may exhibit phenotypic traits that mimic those of
myxobacteria, highlighting the importance of molecular identification for accurate
taxonomic assignment. Isolation from Amazonian soils yielded 69 putative
myxobacteria, including seven isolates identified as Myxococcus and Corallococcus,
36 actinobacteria, 10 isolates belonging to the genus Dyella, and three unidentified
bacterial



isolates. Seven myxobacterial isolates exhibited predatory activity against Ralstonia
solanacearum, Xanthomonas campestris, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus
aureus, and Escherichia coli. Eight Dyella isolates were able to solubilize aluminum
phosphate. The isolate UFV CAB-C 25 inhibited Trichoderma sp. by 90.1% through
VOC production, maintaining a fungistatic effect for up to 15 days of evaluation. In
addition, isolates UFV 41.1 and UFV SEC S-PF 42.2 inhibited Fusarium oxysporum
by more than 60% in dual culture assays after 15 days of incubation. The constructed
microbial collection exhibits taxonomic diversity and functional potential, including the
first report of myxobacterial isolation from Amazonian soils. The constructed
microbial collection exhibits taxonomic diversity and functional potential, including the
first report of myxobacterial isolation from Amazonian soils. The isolates obtained
demonstrated potential for the biocontrol of agricultural and clinical pathogens, the
promotion of plant growth through phosphate solubilization, and the production of
volatile compounds with potential applications in biological fumigation for postharvest
management, contributing to the prospecting and development of sustainable
biological inputs.

Keywords: Myxococcota; myxobacteria; Dyella; Actinobacteria; Streptomyces;
biocontrol; amazonian soils; banana production; volatile organic compounds;
bacterial predation
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1 INTRODUCAO

A saude publica e a agricultura mundial enfrentam desafios crescentes relacionados
as perdas durante a producdo e o periodo pos-colheita, impactando diretamente a seguranca
alimentar e a economia global (Gai & Wang, 2024). Parte expressiva dessas perdas esta
associada a acdo de patogenos, especialmente fungos causadores de podriddes e murchas,
como espécies do género Fusarium (Aydin & Uzun, 2024). Entre as bactérias fitopatogénicas,
destacam-se os géneros Ralstonia e Xanthomonas, responsaveis por doencas vasculares e
sistémicas de dificil controle, que afetam culturas de elevada importancia socioeconémica,
como banana e tomate (Xue et al., 2020; Giovanardi et al., 2025). Paralelamente, a
emergéncia e disseminagdo de bactérias multirresistentes a antimicrobianos, como Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus e Escherichia coli,
configuram uma crise silenciosa na saude publica, reduzindo as opcoes terapéuticas e

aumentando a mortalidade associada a infeccdes (Tran et al., 2020; Goh et al., 2023).

Além dos impactos diretos sobre a produtividade agricola, a contaminacdao por
micotoxinas produzidas por fungos dos géneros Aspergillus, Alternaria, Fusarium e
Penicillium representa uma ameaca adicional a seguranca alimentar, com prevaléncia
estimada entre 60 % e 80 % das culturas afetadas (Hamad et al., 2023). Essas toxinas sao
particularmente preocupantes devido a sua elevada estabilidade e dificuldade de eliminagao,
estando associadas a efeitos citotéxicos e genotéxicos; por serem produtos do metabolismo
secunddrio flingico, as micotoxinas podem ser formadas tanto no campo, quanto durante o

armazenamento dos produtos agricolas (Oztekin et al., 2023).

Embora o uso de agrotéxicos tenha aumentado cerca de 30 % nas ultimas duas
décadas (FAO, 2025), as estratégias tradicionais de controle baseadas em compostos quimicos
sintéticos tém se mostrado cada vez mais problematicas (Haq et al., 2024). Fungicidas a base
de cobre, por exemplo, apresentam baixa biodegradabilidade e elevada toxicidade para
organismos ndo alvo, enquanto o uso indiscriminado de antimicrobianos contribui para a
selecdo de populacdes patogénicas resistentes (Corkley et al., 2022). Esse cendrio evidencia a
necessidade de novas abordagens de manejo fitossanitario e de combate a patégenos humanos

que conciliem eficiéncia no controle e sustentabilidade (Reuveni et al., 2023).
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Entre as estratégias mais promissoras destaca-se o controle bioldgico, que utiliza
organismos vivos ou seus metabdlitos para o manejo de patdgenos, configurando uma
abordagem ambientalmente segura e biologicamente eficiente (Nath et al., 2024). Nesse
contexto, bactérias com diferentes papéis ecoldgicos e funcionais despertam especial
interesse, as actinobactérias, especialmente o género Streptomyces (filo Actinomycetota), sdo
reconhecidas por sua notavel versatilidade metabolica, produzindo antibiticos, enzimas
hidroliticas e compostos organicos volateis (VOCs) com aplicacdes nos setores agricola,
farmacéutico e ambiental (Du et al., 2024). As mixobactérias (filo Myxococcota), por sua vez,
destacam-se pelo comportamento predatorio complexo e pela producdo de peptideos nao
ribossomais, policetideos e enzimas liticas, constituindo uma fonte ainda pouco explorada de
moléculas bioativas (Arakal et al., 2022; Li et al.,, 2024). Além desses, outros grupos
bacterianos frequentemente isolados de solos, como o género Dyella, Pseudomonas,
Flavobacterium, Variovorax e Chitinophaga apresentam potencial na promocdao de
crescimento vegetal, solubilizacdo de fosfato, producdo de enzimas e controle de patégenos
(Wang et al., 2025). A prospeccdo de novos isolados desses grupos permanece fundamental
para ampliar a diversidade de compostos naturais disponiveis e suas possiveis aplicagdes

(Ayaz et al., 2023).

Solos de areas estratégicas como a AmazoOnia, além de sua reconhecida
biodiversidade vegetal e animal, constituem um reservatério singular de diversidade
microbiana, favorecido por condi¢Ges ambientais especificas que promovem a evolugdo de
microrganismos com elevado potencial biotecnologico (Pereira et al., 2016; Venturini et al.,
2022). Estudos metataxonomicos ja detectaram a presenca de diversos géneros bacterianos
com potencial biotecnolégico na regido amazonica (Mandro et al., 2022). A caracterizagao
gendmica desses microrganismos tém revelado a presenca de numerosos clusters
biossintéticos associados a producdo de metabolitos secundarios desconhecidos, sugerindo
que uma fracdo significativa do arsenal quimico microbiano amazonico permanece
inexplorada (Oliveira et al., 2024). Entretanto, ainda sdo escassos os registros de isolamento e
caracterizacdo fenotipica e molecular desses grupos, em especial, mixobactérias a partir de

solos amazonicos.

Neste estudo, foram empregadas metodologias tradicionalmente utilizadas para o
isolamento de mixobactérias (iscas de papel de filtro e esterco de coelho), as quais se

mostraram eficientes também para o enriquecimento de actinobactérias e de outros grupos
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bacterianos de interesse biotecnoldgico. Essa abordagem permitiu acessar simultaneamente

diferentes componentes funcionais da microbiota edafica, ampliando o escopo da prospeccao.

Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivo realizar a prospeccao,
caracterizacdo fenotipica e molecular de bactérias dos grupos Myxococcota e Streptomyces,
bem como de outros géneros isolados concomitantemente, provenientes de solos amazonicos
e de amostras coletadas em darea de bananicultura, composto organico e floresta nativa do
municipio de Missdao Velha-CE, visando a constru¢cao de uma cole¢do microbiana
caracterizada funcionalmente para aplicagcdes biotecnolégicas. A caracterizacdo incluiu a
avaliacdo de capacidades funcionais especificas para cada grupo: predacdo bacteriana
(mixobactérias), producdo de compostos organicos volateis e antagonismo a fitopatogenos
(Streptomyces), e solubilizacao de fosfato (Dyella). O estudo busca, assim, contribuir para o
desenvolvimento de estratégias sustentaveis de controle de doencas e promocao de

crescimento vegetal, a partir da diversidade microbiana do solo.
2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Bactérias de solo como reservatério de funcionalidades biotecnolégicas

O solo abriga uma das mais diversas e complexas comunidades microbianas do
planeta, na qual diferentes grupos bacterianos coexistem e interagem por meio de estratégias
como predacdo, competicao por nutrientes e producao de antibiéticos (Kiprotich et al., 2025).
Essa diversidade funcional tem sido explorada para o desenvolvimento de solugoes
biotecnolégicas sustentaveis, especialmente no controle de fitopatégenos e na promocgdo de

crescimento vegetal (Nath et al., 2024).

Embora metodologias baseadas em iscas, como papel de filtro e esterco de coelho,
sejam amplamente empregadas no isolamento desses microrganismos, elas apresentam baixa
seletividade (Meliah et al., 2020), isso ocorre porque diversas bactérias do solo também sdo
capazes de crescer nessas condicOes, em especial, microrganismos com habilidade de
colonizar superficies s6lidas e apresentar motilidade por deslizamento (gliding motility)
podem se desenvolver nas iscas, originando colonias e estruturas que se assemelham a
diferentes estagios do ciclo de vida das mixobactérias, dificultando a triagem inicial (Vincent

et al., 2022).
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Entre os principais microrganismos que podem interferir na triagem de mixobactérias,
destacam-se géneros dos filos Bacteroidota, como os géneros Flavobacterium e
Chitinophaga, e Pseudomonadota, como os géneros Pseudomonas, Variovorax e Dyella, esses
grupos apresentam caracteristicas fenotipicas semelhantes as das mixobactérias, o que pode

levar a equivocos na identificacdo inicial (Seo et al., 2024; Yang et al., 2025).

Dentre essas semelhancas, observa-se a motilidade deslizante em Flavobacterium e
Chitinophaga, que possibilita o espalhamento colonial semelhante ao padrdao de
enxameamento tipico de mixobactérias (Vincent et al., 2022). Além disso, espécies de
Pseudomonas e Variovorax podem formar biofilmes e agregados celulares, resultando em
estruturas densas e rugosas em meios s6lidos que podem ser confundidas com corpos de

frutificacao (Weaver et al., 2024).

Outro fator relevante é a producdo de pigmentos, como carotenoides e outros
compostos de coloracdo amarela, alaranjada ou rosea, frequentemente observados em
Flavobacterium e em algumas espécies de Pseudomonas (Agarwal et al., 2023; Lee et al.,
2024). Além disso muitos desses microrganismos apresentam capacidade de crescimento em
meios oligotroéficos, desenvolvendo-se adequadamente em agar-agua, o que também coincide

com condic¢Oes utilizadas para o isolamento de mixobactérias (Dethier et al., 2025).

Apesar de poderem representar desafios na triagem inicial, esses grupos co-isolados
ndao devem ser desconsiderados, pois possuem importante potencial biotecnolégico. Géneros
como Dyella e Variovorax siao reconhecidos como promotores de crescimento vegetal,
especialmente por sua capacidade de solubilizar fosfatos inorganicos e produzir fitormonios
(De Lima et al., 2021; Dethier et al., 2025). Pseudomonas e Flavobacterium incluem espécies
com atividade antagonica a fitopatégenos e producdo de compostos volateis (Jeong et al.,
2019; Almeida et al., 2023). Assim, a identificacdo precisa desses microrganismos, aliada a
caracterizagdo funcional, pode ampliar o escopo da cole¢do microbiana para aplicacdes em

agricultura e biorremediacao.
2.2 O estilo de vida social das mixobactérias

As mixobactérias constituem um dos grupos mais fascinantes entre os procariotos,
distinguindo-se por um estilo de vida social complexo que as aproxima, em termos

comportamentais, de organismos multicelulares (Contreras-Moreno et al.,, 2024).
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Diferentemente da maioria das bactérias, que se desenvolvem a partir de um individuo, as
mixobactérias exibem ao longo de todo o seu ciclo de vida um comportamento
verdadeiramente social, necessitando de concentracao celular para se desenvolver,
movimentando-se em enxames, alimentando-se cooperativamente e agregando-se para
construir estruturas multicelulares complexas denominadas corpos de frutificacdo (Kroos et

al., 2025).

Essas bactérias sdo bacilos Gram-negativos alongados, caracterizadas por trés
peculiaridades fundamentais que as distinguem dos demais grupos bacterianos: (1)
locomovem-se de duas formas, de forma cooperativa por deslizamento sobre superficies
solidas (gliding) e de forma individual por meio de Pili I'V; (2) possuem um notavel potencial
morfogenético, culminando na formacdo de corpos de frutificacdo que contém mixésporos; e
(3) sdo procariotos sociais, estas propriedades nao sao independentes entre si, encontrando sua

explicacdo na ecologia e no modo de vida desses microrganismos (Wang et al., 2023).

A motilidade por deslizamento permite a locomocdo em ambientes relativamente
secos e sobre superficies solidas, como particulas de solo, restos vegetais e pellets de esterco,
esta forma de deslocamento estd intimamente associada a producao de material mucilaginoso
de natureza polissacaridica, que serve tanto como meio de adesdo ao substrato quanto como
matriz para o deslocamento coordenado das células, (Faiza et al., 2025). As colonias de
mixobactérias, denominadas enxames (swarms), formam estruturas delgadas e expansivas que
podem atingir varios centimetros de diametro, contrastando fortemente com as col6nias
compactas da maioria das bactérias, e 0 movimento cooperativo forma ondas oscilatérias no

interior dos enxames, denotando outra caracteristica dessas bactérias (Ritchie et al., 2021).

O comportamento social das mixobactérias, como demonstrado na Figura 1,
manifesta-se de maneira mais evidente na formacao dos corpos de frutificacao, quando as
células sdao submetidas a condi¢oes de privacdao nutricional, centenas de milhares de
individuos iniciam um processo coordenado de agregacao, migrando em direcdo a centros
especificos onde se empilham para formar estruturas macroscopicas com formas e cores
caracteristicas de cada espécie, durante este processo, as células vegetativas sofrem uma
diferenciacdo celular completa, convertendo-se em mixdsporos, células de resisténcia com
morfologia alterada, geralmente esféricas ou bacilares curtas com pontas arredondadas e

envoltas por espessa camada protetora (Lall et al., 2024).
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Figura 1 - Ciclo de vida de Myxococcus xanthus. Estruturas multicelulares incluem corpo de
frutificacdo contendo mixdsporos resistentes (A), germinacao e formacdo de enxame (B-D),
comportamento predatorio cooperativo (E-F) e organizacao multicelular (G-H).
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Fonte: KAISER et al., (2010).

2.3 Taxonomia do filo Myxococcota: da classificacao classica a era genomica

A classificacdo taxondmica das mixobactérias passou por profundas transformacdes
desde os primeiros estudos de Roland Thaxter em 1892, que inicialmente as descreveu como
fungos devido a complexidade de seus corpos de frutificacdo. Durante grande parte do século
XX, as mixobactérias foram classificadas dentro da ordem Myxobacterales, subdividida em
dois subordens (Cystobacterineae e Sorangineae) com base em caracteristicas morfologicas
como forma celular, morfologia das colonias, comportamento tintorial do slime com vermelho

Congo e padrdes de pigmentos (Rosenberg et al., 2014).
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Estudos de composicao de bases do DNA (percentual de G+C) demonstraram que
todas as mixobactérias formadoras de corpos de frutificacdo apresentam uma faixa estreita de
66-72 % G+C, distinguindo-se claramente de outras bactérias deslizantes como Cytophaga e
Sporocytophaga (34-43 % G+C), que anteriormente faziam parte do mesmo filo

(Treuner-Lange et al., 2017).

Em 2020, uma revisdo taxonomica de grande impacto foi proposta por Waite e
colaboradores, fundamentada em anélises comparativas de genomas reconstruidos a partir de
metagenomas ambientais. Nesse estudo, os autores demonstraram que 0 antigo agrupamento
das mixobactérias dentro da classe Deltaproteobacteria, pertencente ao filo Pseudomonadota,
ndo refletia adequadamente suas relacdes filogenéticas, recomendando a elevacdo da ordem
Myxococcales ao nivel de filo, sob a denominacdo Myxococcota. Essa proposta foi
posteriormente validada como nomenclatura por Oren e Garrity em 2021, consolidando uma
nova estrutura taxondmica para o grupo, essa reclassificacdo representou um avango
significativo na sistematica das mixobactérias, ao fornecer um arcabouco filogenético mais

consistente para estudos evolutivos, ecolégicos e de prospeccao biotecnoldgica.

De acordo com os registros mais recentes do Taxonomy do NCBI (National Center
for Biotechnology Information), o filo Myxococcota apresenta atualmente uma organizacao
taxonomica composta por duas classes formalmente reconhecidas, Myxococcia e Polyangia.
Essas classes englobam quatro ordens principais: Myxococcales (classe Myxococcia),
Polyangiales, Nannocystales e Haliangiales (classe Polyangia). No nivel de familia, sdo
reconhecidas nove familias, incluindo Anaeromyxobacteraceae, Myxococcaceae,
Vulgatibacteraceae (ordem Myxococcales), Polyangiaceae e Sandaracinaceae (ordem
Polyangiales), Nannocystaceae (ordem Nannocystales) e Haliangiaceae (ordem Haliangiales).
Atualmente, esse conjunto taxondmico compreende 33 géneros e 127 espécies com nomes
validados, além de 22 espécies adicionais ainda sem designacao formal, o que evidencia que a
diversidade do filo permanece em processo de expansao e refinamento taxonémico (NCBI,

2026).

Entre os taxons ainda em classificacdo provisoria, destacam-se grupos cuja posicao
sistematica segue em avaliacio. Um exemplo é a familia Pendulisporaceae e o género
Pendulispora, ambos associados a ordem Myxococcales, que permanecem sem validacdao

nomenclatural formal (Garcia et al., 2024). Outro caso relevante é o género Candidatus
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Fimimonas, pertencente a familia Myxococcaceae, o qual representa linhagens ainda nao
cultivadas ou descritas de forma definitiva, sendo conhecido apenas a partir de dados
metagenomicos (Gilroy et al., 2021). Adicionalmente, estudos recentes propuseram a classe
Bradymonadia como um novo agrupamento dentro do filo Myxococcota, ampliando a

compreensao sobre a diversidade filogenética desse grupo bacteriano (Wang et al., 2024).

2.4 Métodos de isolamento de mixobactérias: principios, abordagens e aplica¢oes

O isolamento de mixobactérias representa um desafio metodolégico significativo,
uma vez que esses microrganismos raramente sao recuperados por técnicas convencionais de
plaqueamento direto (Reichenbach & Dworkin, 1992). Essa limitacdo esta diretamente
relacionada as suas particularidades ecoldgicas e fisiologicas, incluindo o crescimento
relativamente lento, com tempo de geracdo entre 4-10 h, a dependéncia de interacdes bioticas
e a necessidade de condicdes especificas para expressao de caracteristicas diagnosticas, como
a formacdo de corpos de frutificagcdo, dessa forma, as estratégias de isolamento descritas na
literatura exploram atributos funcionais do grupo, como comportamento predatorio,
capacidade de degradacao de polimeros complexos e desenvolvimento multicelular (Peterson,

1969; Reichenbach & Dworkin, 1992).

De modo geral, os métodos de isolamento de mixobactérias podem ser organizados
em trés grandes abordagens: (1) técnicas baseadas na observacdo direta de corpos de
frutificagdo em substratos naturais, (2) métodos de enriquecimento por iscas, que exploram
fontes especificas de nutrientes ou presas, e (3) estratégias seletivas que utilizam condicdes

fisico-quimicas ou antibidticos para reduzir a microbiota competitiva (Rosenberg et al., 2014).

A abordagem mais classica consiste no isolamento direto a partir de substratos
naturais, como cascas de arvores, madeira em decomposicdo e folhas, nessa estratégia, as
amostras sdo incubadas em condi¢es de elevada umidade, frequentemente sobre papel de
filtro umedecido, permitindo o desenvolvimento de corpos de frutificacao diretamente sobre o
substrato (Rosenberg et al., 2014). Essas estruturas sdao entdo coletadas e transferidas para
meios de cultura apropriados, visando a obtencdo de culturas puras. Esse método é
particularmente eficaz para a recuperacao de géneros como Chondromyces, Allostigmatella,
Polyangium e Sorangium, frequentemente associados a materiais lignocelul6sicos (Peterson,

1969; Reichenbach & Dworkin, 1992).
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Entre os métodos de enriquecimento, destaca-se o uso de iscas organicas, sendo o
esterco de coelho uma das mais empregadas, esse substrato atua como um microambiente
altamente favoravel a atividade microbiana, rico em restos celulares provenientes do trato
digestivo, funcionando como fonte de nutrientes e, simultaneamente, como atrativo para
mixobactérias predadoras, nesse método, pellets de esterco previamente esterilizados sao
parcialmente enterrados em solo umedecido e incubados em camara umida, favorecendo a
formacdo de corpos de frutificacdo sobre sua superficie, essa abordagem tem se mostrado
eficiente para o isolamento de géneros bacterioliticos como Myxococcus, Corallococcus,
Cystobacter e Archangium, sendo particularmente ttil em amostras com baixa densidade de
mixobactérias (Krzemieniewska & Krzemieniewski, 1926; Peterson, 1969; Reichenbach &

Dworkin, 1992).

Outra estratégia amplamente utilizada baseia-se na capacidade de degradacao de
celulose por determinadas mixobactérias, nesse contexto, o método da isca de papel de filtro
utiliza fragmentos de celulose como tnica fonte de carbono em meios minerais, como o meio
ST21 e suas variagoes, esse sistema favorece o crescimento de mixobactérias celuloliticas,
especialmente do género Sorangium, além de permitir o desenvolvimento secundario de
outras espécies que se beneficiam dos produtos da degradacdo da celulose (Brockman &
Boyd, 1963; Peterson, 1969; Reichenbach & Dworkin, 1992). VariacOes dessa técnica
incluem o método de Stanier, no qual tiras de papel de filtro sdo dispostas sobre meios
minerais sélidos, funcionando simultaneamente como substrato e suporte fisico para o

crescimento microbiano (Stanier, 1942).

A exploracdo do comportamento predatorio constitui outra abordagem relevante para
o isolamento de mixobactérias (Reichenbach & Dworkin, 1992). O método de placas com isca
bacteriana, originalmente descrito por Singh, utiliza tapetes densos de bactérias como fonte de
alimento (Singh, 1947). Nesse sistema, amostras de solo sdo inoculadas sobre areas
previamente colonizadas por bactérias suscetiveis, como Escherichia coli (Shingh, 1947). A
atividade predatéria das mixobactérias resulta na formacdo de zonas de lise e no
desenvolvimento de enxames e estruturas multicelulares, permitindo sua posterior
recuperacao, esse método é particularmente eficaz para o isolamento de espécies
bacterioliticas, incluindo Myxococcus e Corallococcus (Singh, 1947; Peterson, 1969;

Reichenbach & Dworkin, 1992).
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Além das abordagens baseadas em interacOes ecologicas, estratégias seletivas
também tém sido empregadas para reduzir a competicdao microbiana durante o isolamento,
entre essas, destacam-se o uso de antibidticos e tratamentos fisico-quimicos, como secagem e
aquecimento das amostras, a resisténcia relativa de mixobactérias a determinados antibi6ticos
permite a supressdo de bactérias competidoras, enquanto a formacdo de mixdsporos confere
tolerancia a condigOes adversas, como temperaturas elevadas, métodos que combinam esses
fatores, como o plaqueamento em meios suplementados com antibi6ticos ap6s tratamento
térmico, tém sido utilizados principalmente para o isolamento de Myxococcus a partir de solos

(Karwowski et al., 1996; Reichenbach & Dworkin, 1992).

De maneira complementar, o plaqueamento de amostras previamente secas e
aquecidas pode ser utilizado como etapa de purificacdo, explorando a resisténcia dos
mixosporos em relacdo a microrganismos contaminantes, nesses casos, meios como CY e
VY/2 sao empregados para recuperacao e crescimento dos isolados (Reichenbach & Dworkin,

1992).

Em sintese, a escolha da metodologia de isolamento deve considerar o tipo de
amostra, o grupo de interesse e o nivel de contaminacdao esperado. Frequentemente, a
combinacdo de diferentes abordagens é necessdria para maximizar a recuperacdo da
diversidade de mixobactérias presentes no ambiente. Essa integracdo metodoldgica é
especialmente relevante em ecossistemas complexos, como solos tropicais, onde a diversidade

microbiana é elevada e ainda amplamente subexplorada.

2.5 O potencial biotecnoldgico das mixobactérias: antibioticos, enzimas liticas,

pigmentos e metabolitos bioativos

As mixobactérias sdo reconhecidas por sua complexa biologia social, por serem
eximias predadoras e por produzirem um vasto conjunto de metabolitos secundarios bioativos,
incluindo antibioticos, antifiingicos, compostos citotéxicos, enzimas hidroliticas e compostos
volateis com potencial biotecnolégico, estes metabolitos desempenham papéis centrais na
predacdo e na competicdo ecologica, sendo atraentes para aplicacoes em saude e agricultura

(Saggu et al., 2023).

Estudos gendmicos recentes revelam que mixobactérias apresentam varios clusters de

genes biossintéticos (BGCs) para policetideos, peptideos ndao ribossomais e terpendides,
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muitos dos quais codificam moléculas com atividades antibacterianas, antiftingicas e
antitumorais, em analise comparativa de genomas também mostra uma diversidade
metabdlica substancial, indicando um enorme potencial ainda pouco explorado da quimica

natural microbiana (Ahearne et al., 2023).

Diversos compostos isolados de mixobactérias demonstraram atividade antagonista
contra patégenos relevantes, por exemplo, misturas de policetideos e peptideos nao
ribossomais que exibiram eficacia contra fungos fitopatogénicos como Botrytis cinerea e
espécies de Fusarium, sugerindo uso potencial no controle biolégico de doencas de plantas
(Kaur et al.,, 2018). Além disso, a identificacdo de compostos organicos volateis (VOCs)
produzidos por mixobactérias, como o isoectanol emitido por Corallococcus spp. ampliou o
escopo de mecanismos antagonistas, com evidéncias de atividade contra Fusarium oxysporum

e Penicillium digitatum (Ye et al., 2020; Wang et al., 2025).

Além disso, as mixobactérias sao amplamente reconhecidas pela producao de diversos
pigmentos, frequentemente carotenoides, que conferem coloragoes que variam do amarelo ao
alaranjado, vermelho e até tons amarronzados. Esses pigmentos carotenoides, em geral
intracelulares, contribuem diretamente para a coloragdo marcante dos corpos de frutificacao,
cuja a biossintese pode ser induzida pela luz, estando relacionada a mecanismos de
fotoprotecdo, especialmente contra radiacdo ultravioleta, além de atuar na dissipacdo de
energia luminosa e na protecdo contra estresse oxidativo (Graniczkowska et al., 2024). Assim
como a producdo de pigmentos fluorescentes em algumas espécies, visiveis sob luz UV,

reforcando seu papel fotobiolégico (Rosenberg et al., 2014).

Adicionalmente, a organizacao dos esporos dentro dos corpos de frutificacdao contribui
para maior resisténcia a radiacdo UV, indicando uma integracdo entre estrutura e pigmentacao
na protecao ambiental, garantindo a algumas dessas bactérias a capacidade de iridescéncia
(Lall et al., 2024). Do ponto de vista aplicado, pigmentos microbianos apresentam grande
interesse biotecnologico por serem naturais, biodegradaveis e menos toxicos, com potencial
de uso nas industrias de alimentos, de cosméticos e téxtil como alternativas sustentaveis aos

corantes sintéticos (Barreto et al., 2023)

No campo das enzimas liticas, mixobactérias também sdo reconhecidas por produzir
uma diversidade de hidrolases extracelulares (proteases, nucleases e carboidrases) que

facilitam a degradacdo de biomoléculas em microrganismos-alvo, liberando nutrientes e
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promovendo a predacdo eficiente, essas hidrolases tém aplicacdes potenciais em bioprocessos
industriais, tais como degradacdo de residuos e na industria de biocatalisadores (Bhat et al.,

2021).

De forma geral, a combinacdo de um repertério metabélico expandido, riqueza de
clusters biossintéticos e mecanismos ecologicamente eficazes transforma as mixobactérias em
um grupo microbiano promissor para a descoberta de novos antibidticos, novos antifingicos,
enzimas, bem como pigmentos. Enquanto as mixobactérias se destacam pelo comportamento
predatdrio e pela producdo de enzimas liticas, outro grupo bacteriano de enorme relevancia

biotecnolégica é o género Streptomyces.
2.6 O geénero Streptomyces: versatilidade metabélica e relevancia biotecnolégica

O género Streptomyces constitui um dos mais notaveis grupos bacterianos do ponto de
vista biotecnolégico, sendo reconhecido como a principal fonte de antibiéticos de origem
natural utilizados na medicina humana e veterinaria (Barka et al., 2016; Donald et al., 2022).
Pertencentes ao filo Actinomycetota, ordem Streptomycetales, esses microrganismos
Gram-positivos caracterizam-se por serem bactérias filamentosas, formarem micélio aéreo e
producao de esporos, além de um metabolismo secunddrio extraordinariamente diversificado

com mais de 1200 espécies (De Simeis & Serra, 2021; Lasch et al., 2025).

Estima-se que dois tercos dos antibioticos clinicamente tteis sejam produzidos por
actinobactérias, com destaque para o género Streptomyces, responsavel por compostos como
estreptomicina, tetraciclina, cloranfenicol, eritromicina e vancomicina (Meng et al., 2025). No
entanto, o potencial metabdlico deste género vai muito além dos antibioticos classicos,
abrangendo  compostos bioativos como  antifiingicos, antivirais, antitumorais,
imunossupressores, herbicidas, inseticidas e enzimas de interesse industrial (Donald et al.,

2022; Lacey & Rutledge, 2022).

Nas ultimas duas décadas, o sequenciamento massivo de genomas revelou que as
espécies de Streptomyces possuem genomas de tamanho consideravel (entre 8 e 12 Mb), com
alto conteido GC (70-72%) e, mais importante, contém dezenas de clusters de genes
biossintéticos (BGCs) responsaveis pela producdo de metabdlitos secundarios (Lasch et al.,
2025; Meng et al., 2025). Estima-se que cada genoma abrigue entre 20 e 50 BGCs, muitos dos

quais permanecem silenciosos ou cripticos sob condi¢Oes laboratoriais convencionais,
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representando um vasto reservatorio de compostos bioativos ainda inexplorados (Lasch et al.,

2025; Meng et al., 2025; Nouioui et al., 2025).
2.7 Compostos organicos volateis (VOCs) como estratégia de biocontrole

Entre os mecanismos de antagonismo microbiano mediados por Streptomyces, a
producdo de compostos organicos volateis (VOCs) tem recebido atencdo crescente como uma
estratégia promissora para o controle bioldgico de fitopatogenos (Zhong et al., 2025; Russo et
al.,, 2022). Os VOCs sao moléculas de baixo peso molecular, alta pressio de vapor e
lipofilicidade, capazes de se difundir rapidamente através da fase gasosa no solo e em espacos
porosos, atuando como mediadores quimicos de interacoes ecoldgicas a distancia (Garbeva &

Weisskopf, 2020; Russo et al., 2022).

Diferentemente dos metabolitos ndo volateis, que requerem contato direto ou difusdao
em meio aquoso, os VOCs podem exercer efeitos antagénicos sem contato fisico entre os
microrganismos, 0 que os torna particularmente atrativos para aplicagdes pds-colheita, como
agentes de fumigacdo biologica (He et al., 2022; Zhong et al., 2025). Estudos recentes tém
demonstrado que VOCs produzidos por Streptomyces spp. apresentam atividade antifiingica
contra uma ampla gama de fitopatégenos, incluindo espécies dos géneros Botrytis, Fusarium,

Colletotrichum e Penicillium (Li et al., 2024; Lu et al., 2024; Zhong et al., 2025).

O trabalho de Zhong e colaboradores (2025) com Streptomyces lactacystinicus 7Z.Z-84
demonstrou que os VOCs produzidos por esta linhagem inibiram significativamente o
crescimento micelial e a germinacdo de conidios de Colletotrichum scovillei, agente causal da
antracnose em pimenta. A andlise transcriptomica revelou que os VOCs afetaram multiplas
vias metabdlicas do patégeno, incluindo sintese proteica, integridade da membrana celular,
homeostase, potencial redox e conversdao de energia. Compostos como 2-metil-1-butanol e
6-metil-2-heptanona foram identificados como os principais agentes antiftingicos (Zhong et

al., 2025).

De forma semelhante, outras espécies do género tém sido descritas como produtoras
de metabdlitos volateis com atividade antifiingica especifica. Streptomyces corchorusii
CG-G2 produz metil 2-metilbutirato e hexanonitrila, compostos que reduzem
significativamente a infeccdo por Colletotrichum gloeosporioides (Li et al., 2024).

Streptomyces noursei C27 produz uma mistura complexa de alcenos, alcoois e ésteres volateis
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capaz de suprimir o desenvolvimento de Botrytis cinerea (Lu et al., 2024). Esses resultados
reforcam que a atividade antagonista de Streptomyces nao se limita a producdo de antibidticos
classicos, mas envolve uma ampla diversidade de moléculas quimicas, incluindo metabolitos

volateis capazes de atuar a distancia.

O mecanismo de acdo dos VOCs antiftingicos envolve muiltiplos alvos celulares.
Estudos com S. lactacystinicus demonstraram que os VOCs causaram alteracdes na
morfologia das hifas, aumento da permeabilidade da membrana celular, inducao de estresse
oxidativo (aumento das concentragoes de espécies reativas de oxigénio e malondialdeido) e
inibicdo da atividade ATPasica (Zhong et al., 2025). A analise transcriptdomica revelou
expressao diferencial de genes relacionados a sintese de proteinas ribossomais, metabolismo

energético, resposta ao estresse oxidativo e biossintese de parede celular (Zhong et al., 2025).
2.8 Mineracao de genomas e ativacao de clusters biossintéticos silenciosos

A era genomica revolucionou a compreensio do potencial metabdlico de
Streptomyces. O sequenciamento de genomas revelou que o numero de BGCs presentes em
cada linhagem é muito superior a quantidade de metabdlitos detectados em condigOes
laboratoriais, indicando que a maioria desses clusters permanece silenciosa ou criptica sob

condi¢Oes padronizadas de cultivo (Lasch et al., 2025; Meng et al., 2025).

Este fendmeno, conhecido como "silenciamento biossintético", representa tanto um
desafio quanto uma oportunidade, o desafio reside na dificuldade de acessar quimicamente os
produtos desses clusters silenciosos; a oportunidade, no fato de que sua ativacdo pode levar a
descoberta de moléculas inéditas com novas atividades biologicas (Meng et al., 2025).
Diversas estratégias tém sido desenvolvidas para a ativacao de BGCs silenciosos, incluindo
variacdo de condigOes de cultivo, como a abordagem uma cepa, muitos compostos (OSMACQC),
cocultivo microbiano, adicdo de indutores quimicos, manipulagdo genética (superexpressao de
reguladores positivos, delecio de reguladores negativos) e expressao heterdloga em

hospedeiros otimizados (Lasch et al., 2025; Meng et al., 2025).

A expressao heter6loga em linhagens de Streptomyces geneticamente manipuladas tem
se consolidado como uma das abordagens mais promissoras para acessar o metabolismo
secundario criptico (Lasch et al.,, 2025). Revisdao recente analisou mais de 450 estudos

publicados entre 2004 e 2024 sobre expressao heterdloga de BGCs em Streptomyces,
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demonstrando uma trajetoria crescente de publicacoes, impulsionada pelo desenvolvimento de
ferramentas de biologia sintética, métodos avancados de captura de BGCs (como TAR -
transformation-associated recombination e CATCH - Cas9-assisted targeting of chromosome

segments) e engenharia de linhagens hospedeiras (Lasch et al., 2025).
3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Prospectar, isolar e caracterizar fenotipica e molecularmente bactérias de solo e
composto organico obtidas por metodologias para mixobactérias, abrangendo diferentes
grupos funcionais (Myxococcus, Streptomyces, Dyella e outros), visando a constru¢do de uma
colecdo microbiana identificada e com potencial para aplicacGes biotecnologicas em

biocontrole e promocgao de crescimento vegetal.

3.2 Objetivos especificos

e Isolar bactérias a partir de amostras de solos amazénicos empregando metodologias
preconizadas para mixobactérias (isca de papel de filtro em meio ST21 e isca de

esterco de coelho).

e Caracterizar morfologicamente os isolados obtidos por Medrado (2025), de composto
organico utilizado em bananicultura, de solos de bananicultura e de floresta nativa do
municipio de Missdo Velha-CE, avaliando aspectos como padrdo de crescimento,
formacdo de enxames, producao de pigmentos, formacdo de corpos de frutificagcdo e

outros tragos fenotipicos relevantes em diferentes meios de cultivo.

e Realizar a identificacdio molecular dos isolados selecionados por meio do

sequenciamento do gene 16S rRNA.

e Avaliar o potencial predatério de isolados do filo Myxococcota frente a bactérias de
interesse agricola como: Ralstonia solanacearum, Xanthomonas campestris e clinico
Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas

aeruginosa, por meio de ensaios de predacdo in vitro.

e Investigar a capacidade de solubilizacdao de fosfato (aluminio e ferro) e a producdo de

enzimas hidroliticas (amilase, celulase, lipase).
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e Avaliar o potencial antagonista de novos isolados de potenciais actinobactérias obtidos
de solos amazonicos contra o fitopatdgeno Fusarium oxysporum por meio de ensaios
de cultura pareada e o potencial de producao de compostos organicos volateis (VOCs)
por isolados de Streptomyces spp. da colegdo do laboratdrio, determinando o espectro
de atividade antifingica contra Fusarium oxysporum, Colletotrichum gloeosporioides,
Trichoderma sp. e Beauveria sp. e o mecanismo de acao (fungistatica ou fungicida) da

inibicao.
4 MATERIAL E METODOS

4.1 Caracterizacao do estudo

O presente trabalho consistiu em um estudo exploratorio e prospectivo, de natureza
experimental, com foco no estabelecimento de uma colecdo de bactérias com potencial
biotecnologico. Em funcdo do escopo de andlises com a perspectiva de uma cole¢ao com
atributos especificos, nem todos os isolados obtidos foram submetidos a todos os ensaios
descritos. A selecdo das bactérias avaliadas em cada experimento foi determinada por critérios
de viabilidade experimental, comportamento fenotipico e objetivos especificos de cada etapa

do estudo. A Figura 2 ilustra o fluxo de trabalho seguido no estudo.
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Figura 2 - Representacdo esquematica do fluxo metodolégico empregado neste estudo.
Inicialmente, foi avaliada a producdo de compostos organicos volateis (VOCs) por isolados da
colecdo do laboratério, seguida da caracterizacao morfologica e molecular de isolados
previamente obtidos. Posteriormente, foram realizados novos isolamentos de bactérias a partir
de amostras de solo da Amazonia utilizando as metodologias de isca de esterco de coelho e
isca de papel de filtro. Os isolados obtidos foram caracterizados morfologicamente,
parcialmente identificados por sequenciamento do gene 16S rRNA e agrupados conforme
suas caracteristicas fenotipicas e moleculares preliminares para posterior avaliacdo de
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor.
4.2 Local de realizacao da pesquisa

O estudo foi realizado no Laboratério de Genética Molecular de Bactérias (LGMB),
sala 312, do Instituto de Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria (BIOAGRO), da
Universidade Federal de Vicosa (UFV), Vicosa, Minas Gerais, Brasil.
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4.3 Amostras de solo e composto organico

Isolados previamente obtidos por Medrado (2025) e Melo (2019) a partir de amostras
de composto organico, solo de floresta nativa e solo provenientes de areas de producdo da
empresa Sitio Barreiras Fruticultura LTDA., localizada no municipio de Missao Velha, Ceara,

Brasil, foram utilizados para estudos comparativos e caracterizacdo funcional.

Foram utilizadas 65 amostras de solo coletadas na Reserva de Desenvolvimento
Sustentavel do Rio Negro (RDS Rio Negro), no municipio de Novo Airdo, Amazonas, Brasil,
em marco de 2025 (Tabela Suplementar 1), dessas amostras 47 possuiam 10 g e 18 possuiam
3 g de solo. As amostras ambientais foram cedidas pelo Dr. Gilvan Ferreira da Silva, do
Laboratdrio de Inovacao em Microbiologia Aplicada da Amazoénia (AmazonMicro-Biotech),

da Embrapa Amazénia Ocidental, Manaus, Amazonas, Brasil.
4.4 Microrganismos utilizados, condicoes de cultivo e manutencao
4.4.1 Isolados da colecao do laboratorio

As bactérias provenientes da colecdo isoladas por Medrado (2025) estavam
preservadas em glicerol a 15 % (v/v) a —80 °C. Para reativacao, os isolados de mixobactérias
foram cultivados em meio VY/2, composto por fermento bioldgico seco (5 g/L.), CaCl,-H,O
(1,36 g/L) e agar (10 g/L), com pH ajustado para 7,4 (Brockman & Bold, 1963). O meio foi
autoclavado a 121 °C por 15 minutos e, posteriormente, suplementado com vitamina B,, (0,5

mg/L). As culturas foram incubadas a 30 °C por um periodo minimo de 10 dias.

Os isolados de Streptomyces spp. (Melo, 2019) estavam armazenadas a —80 °C em
meio a base de crioprotetor (composicdo confidencial) foram reativados em meio ISP2,
constituido por extrato de levedura (4 g/L), extrato de malte (10 g/L), dextrose (4 g/L) e agar
(20 g/L), com pH ajustado para 7,2. Apo6s a inoculagdo, as placas foram incubadas a 28 °C por

4 a 7 dias.
4.4.2 Fungos utilizados nos ensaios

Os fungos fitopatogénicos Colletotrichum gloeosporioides, cedido pelo professor
Robson Ricardo Teixeira do Departamento de Quimica (DEQ/UFV), e Fusarium oxysporum

CCF316, cedido pelo professor Olinto Liparini Pereira do Laboratério Micologia e Etiologia
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de Doencas Fungicas de Plantas (UFV), bem como os fungos ndao patogénicos Trichoderma
sp. cedido pelo Professor Newton Moreno Sanches do Instituto de Ciéncias Bioldgicas
(IBF/UFV) e Beauveria sp. cedido pelo professor Olinto Liparini Pereira do Laboratorio
Micologia e Etiologia de Doencas Fungicas de Plantas (UFV) estavam preservados pelo
método de Castellani e foram previamente reativados em meio BDA (batata-dextrose-agar)

incubados a 28 °C de 7-14 dias.
4.4.3 Bactérias presa utilizadas nos ensaios de predacao

Os ensaios de predacdo foram conduzidos contra quatro bactérias de importancia
médica: Klebsiella pneumoniae KP13 (cedida pela Universidade Federal do Rio de Janeiro —
UFRJ), Pseudomonas aeruginosa PAO1 (cedida pelo Prof. Hilario Cuquetto Mantovani —
DMB/UFV), Escherichia coli ATCC 25922 e Staphylococcus aureus ATCC 6538
(pertencentes a Colecdo de Microrganismos de Referéncia em Vigilancia Sanitaria da
Fundacao Osvaldo Cruz — FIOCRUZ), e duas bactérias de importancia agricola:
Xanthomonas campestris pv. campestris e Ralstonia solanacearum, cedidas pelo André da
Silva Xavier, coordenador do Laboratério de Biotecnologia Agricola e Ambiental (BIOTA) da
Universidade Federal do Espirito Santo - UFES e pela Professora Poliane Alfenas Zerbini,
coordenadora do Laboratério de Virus/UFV, respectivamente. Todas as culturas foram
armazenadas a —80 °C em meio a base de crioprotetor (composicdao confidencial) e foram
reativadas em meio LB, as linhagens K. pneumoniae KP13, Pseudomonas aeruginosa PAO1,
Escherichia coli ATCC 25922 e Staphylococcus aureus, em caldo nutriente a linhagem

Xanthomonas campestris pv. campestris e em meio CPG a linhagem Ralstonia solanacearum.
4.4.4 Manutencao dos isolados obtidos neste estudo

Os isolados obtidos neste estudo foram preservados por diferentes métodos, visando
garantir sua viabilidade e estabilidade a longo prazo. As mixobactérias foram mantidas em
estoque seco a temperatura ambiente. Apos a purificacdo, os isolados foram cultivados em
meio s6lido VY/2 até a formacdo de corpos de frutificacdo, em seguida, discos de agar
contendo essas estruturas foram recortados e transferidos para papel de filtro estéril, os
fragmentos foram mantidos em dessecador até completa secagem, posteriormente, 0os papéis
contendo o material biologico foram acondicionados em frascos de vidro contendo silica gel

previamente esterilizada, sendo separados por uma camada de algoddo para evitar o contato
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direto com as células e, para reativacao, fragmentos do papel de filtro contendo as células

dessecadas foram inoculados em meio sélido fresco VY/2 a 30 °C (Rosenberg et al., 2014).

Adicionalmente, tanto as mixobactérias quanto os demais isolados foram preservados

em meio contendo crioprotetor (composicao confidencial) e armazenados a —80 °C.

4.5 Obtencao de novos isolados
4.5.1 Pré-tratamento das amostras

As amostras de solo foram tratadas com cicloheximida (25 pg/mL) para inibicao do
crescimento flingico e incubadas por 24 horas a 28 °C, na auséncia de luz, conforme descrito

por Nguyen et al. (2023).
4.5.2 Isolamento por isca com esterco de coelho

Placas de Petri foram preenchidas com solo umedecido até a capacidade de retencao
de agua destilada contendo cicloheximida (25 pg/mL). Pellets de esterco de coelho, cedidos
pela Unidade de Ensino, Pesquisa e Extensdo em Cunicultura (UEPE) da Universidade
Federal de Vigosa (UFV), foram previamente esterilizados em autoclave por 3 vezes a 121 °C
por 15 minutos e parcialmente enterrados nas amostras. As placas foram incubadas a 30 °C
em camara umida e o crescimento de corpos de frutificacao foi monitorado periodicamente
sob microscopio estereoscépico, conforme descrito por Krzemieniewska e Krzemieniewski

(1946).
4.5.3 Isolamento pelo método da isca de papel de filtro

Para o isolamento foi utilizado o meio agar ST21, conforme proposto por Brockman
e Boyd (1963). O meio foi preparado em duas solucdes: solugdo A, contendo K,HPO, (0,1 %
p/v), extrato de levedura (0,002 % p/v) e agar (1 % p/v), completando-se dois tercos do
volume final com 4gua destilada; e solucdo B, composta por KNO, (0,1 % p/v), MgSO,-7H,0
(0,1 % p/v), CaCl,-2H,0 (0,1 % p/v) e MnSO,-7H,0O (0,01 % p/v), esta solucao possui
aspecto levemente avermelhado e presenca de leve precipitacio dos compostos,

completando-se o volume restante com agua destilada, sem ajuste de pH.

As solucdes foram autoclavadas separadamente a 121 °C por 15 minutos. Apds a

esterilizacdo, foram adicionados 1 mL da solucdo traco de Drews (10 X) contendo:
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MnCl,-4H,0 (100 mg/L), CoCl, (20 mg/L), CuSO, (10 mg/L), Na,MoO,-2H,0 (10 mg/L),
ZnCl, (20 mg/L), LiCl (5 mg/L), SnCl,-2H,0O (5 mg/L), H;BO, (10 mg/L), KBr (20 mg/L),
KI (20 mg/L) e EDTA-FeNa-3H,0O (8 g/L), dissolvidos em agua destilada e esterilizados por
filtracio em membrana de 0,22 pm, 1 mL de solucdo filtrada de FeCl, (20 g/L) e,
opcionalmente, cicloheximida (25 pg/mL). Fragmentos de papel de filtro (qualitativo
quadrado 80 gramas 40 cm) foram adicionados a superficie do meio, sobre os quais foi
depositada uma pequena quantidade de solo. As placas foram incubadas a 30 °C em camara

umida (Brockman & Boyd, 1963).
4.5.4 Obtencao de cultura pura dos isolados

As placas contendo os meios/condi¢des de isolamento com os métodos de isca papel
de filtro e de isca esterco de coelho foram monitoradas até a visualizacdo de corpos de
frutificacdo. Uma vez identificados possiveis corpos de frutificacao estes foram transferidos
tripontualmente, com auxilio de fio de niquel-cromo (0,2 mm), para placas contendo agar
WAT (CaCl,-2H,0 0,1 % p/v, agar 10 % p/v) (Reichenbach & Dworkin, 1992), agar WAT
suplementado com cristal violeta a 0,1 % (p/v) diluido em agua destilada esterilizado por
filtracdo, e agar VY/2. Os repiques foram repetidos em agar VY/2 até a obtencdo de culturas
puras (Zhang et al., 2003; Rosenberg et al., 2006). Isolados com morfologia de actinobactérias

foram transferidos para agar ISP2 e purificados por estrias sucessivas.

4.6 Identificacao morfologica e molecular
4.6.1 Caracterizacdo morfolégica

A identificacdo dos isolados foi realizada por meio da analise macromorfolégica em
diferentes meios de cultivo. Para os isolados com caracteristicas de mixobactérias, foram
utilizados os meios VY/2, CTT (Casitone 10 g/L., MgSO,-7H,0O 8 mM, tampao fosfato de
potassio 1 mM, tampdo Tris 10 mM, agar 15 g/L, pH 7,6) conforme Hodgkin e Kaiser (1979),
e WAT (CaCl,-H,0 1,0 g/L, agar 15 g/L, pH 7,4) segundo Rosenberg et al. (2014). Para os

isolados de Streptomyces, foi utilizado o meio ISP2 a 28 °C.

As colonias foram avaliadas quanto a coloracdo, producdo de pigmentos
intracelulares e extracelulares e fluorescéncia. A presenca de fluorescéncia foi avaliada sob
luz UV utilizando fotodocumentador para gel e membrana (L-PIX CHEMI, Loccus), sob luz

UV, com exposicdo de 1 s e 10 ms, filtro 605BP50 e cor ajustada para verde. Também foram
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avaliados parametros macromorfoldgicos, incluindo iridescéncia, transparéncia, padrdo de
espalhamento, formacdao de enxames, forma e desenvolvimento dos corpos de frutificacao e
formacdo de halo de consumo de levedura em meio VY/2, conforme descrito por Rosenberg
et al. (2014). Para as actinobactérias, foram analisadas a morfologia do micélio aéreo, bem
como a textura das colonias. As observacdes foram realizadas com auxilio de microscépio

estereoscopico e registradas por documentacao fotografica.

4.6.2 Identificacao molecular

Para a identificagdo molecular, foi realizada a amplificacdo do gene 16S rRNA pela
técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction) utilizando os primers universais para bactérias
8-27F (5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3) e 1492R
(5'-GGTTACCTTGTTACGACTT-3'), conforme descrito por Lane (1991). As reagdes de
PCR foram conduzidas em volume final de 50 pL, contendo tampao 1%, dNTPs (0,2 mM),
primers (0,2 pM cada), DNA molde (20 ng), 1,5 U de Tag DNA polimerase (GoTaq®,

Promega) e agua ultrapura estéril.

As reacOes de amplificacdo foram realizadas com desnaturacdo inicial a 95 °C por 3
minutos, seguida de 34 ciclos de 95 °C por 30 segundos, 55 °C por 30 segundos e 72 °C por 1
minuto e 40 segundos, com extensdo final a 72 °C por 10 minutos. Os produtos de PCR foram
verificados por eletroforese em gel de agarose a 2 % (m/v). Os amplicons foram purificados e
submetidos ao sequenciamento pelo método de Sanger na Rede de Plataformas Tecnolégicas

da Fundacdo Osvaldo Cruz (FIOCRUZ, Belo Horizonte, MG, Brasil).

As sequéncias obtidas foram editadas no software UGENE para remocao de regides
de baixa qualidade, e as leituras forward e reverse foram alinhadas para geragcao da sequéncia
consenso. As sequéncias consenso foram comparadas com o banco de dados do NCBI

utilizando o algoritmo BLASTn para identificacdo taxondmica (Kumar et al., 2017).
4.7 Caracterizacao funcional dos isolados
4.7.1 Avaliacao da atividade enzimatica

A producdo de amilase foi avaliada em meio contendo extrato de carne (1 g/L),
extrato de levedura (2 g/L), peptona (5 g/L), cloreto de sédio (5 g/L), agar (15 g/L) e amido

soluvel (2 g/L), pH 7,0, ap6s incubacao por 4 dias a 30 °C, as placas foram reveladas com
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solucdo de iodo, sendo a atividade evidenciada pela formacdo de halos claros ao redor das

colonias (Guta et al., 2024).

A producao de celulase foi avaliada em meio contendo carboximetilcelulose (5 g/L),
NaNO, (3 g/L), K,HPO, (1 g/L), KCI (0,5 g/L), FeSO,-H,O (0,01 mg/L) e agar (20 g/L)
(Wood et al., 1982). Ap6s incubacdo por 4 dias a 30 °C, as placas foram reveladas com
solucdo de vermelho Congo (2,5 g/L), lavadas com NaCl 1 mol/L, e a atividade foi

evidenciada pela formacao de halos de degradacao (Guta et al., 2024).

A producdo de lipase foi avaliada em placas com meio contendo peptona (10 g/L),
cloreto de sédio (5 g/L), cloreto de calcio (0,1 g/L), agar (20 g/L) e Tween 80 (1 mL/L), pH
7,4. Apo6s incubacdo por 4 dias a 30 °C, a atividade lipolitica sendo verificada pela formagao

de cristais ao redor das col6nias (Guta et al., 2024).
4.7.2 Avaliacao da solubilizacao de fosfato

A capacidade de solubilizacdo de fosfato de ferro e de aluminio foi avaliada
utilizando meio Pikovskaya (Pikovskaya, 1948), composto por extrato de levedura (0,5 g/L),
glicose (10 g/L), sulfato de amonio (0,5 g/L), cloreto de potassio (0,2 g/L), sulfato de
magnésio (0,1 g/L), sulfato de manganés (0,0001 g/L), sulfato ferroso (0,0001 g/L) e agar (15

g/L), suplementado com 2,5 g/L. de fosfato de ferro ou fosfato de aluminio.

Apbs a esterilizacdo em autoclave a 121 °C por 15 minutos, foi adicionada solucdo
de verde de bromocresol (5 g/L) diluida em etanol, e o pH foi ajustado para 5,0. O meio
contendo fosfato de aluminio apresentou coloracgdo azul, enquanto o meio contendo fosfato de
ferro apresentou coloracao verde. A capacidade de solubilizagdo foi avaliada pela mudanca de

coloracao do meio apos a inoculagao (Joe et al., 2018).
4.7.3 Teste de predacdo bacteriana

Trinta isolados de mixobactérias foram selecionados para os ensaios de predacdo
com base nos resultados de identificagdo e caracterizagdo morfolégica. Os ensaios foram

conduzidos contra as seis bactérias presas descritas no item 4.6.

As bactérias presas foram cultivadas em caldo LB (E. coli, K. pneumoniae, P.

aeruginosa, S. aureus), caldo nutriente (X. campestris) ou meio CPG (R. solanacearum), sob
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agitacdo a 37 °C (bactérias de importancia médica) ou 28 °C (bactérias de importancia
agricola). Apo6s 18 horas de incubacdo, as culturas foram centrifugadas a 4.000 x g por 30
minutos. Os sedimentos celulares foram lavados duas vezes com tampdao TMP (Tris-HCI 10
mM, MgS0,-7H,O 8 mM, tampao fosfato de potassio 1 mM, pH 7,6) e ressuspendidos no
mesmo tampdo. As suspensoes finais foram ajustadas para densidade 6ptica de 100 (600 nm),
valor suficiente para a formacdo de um tapete celular denso apés o plaqueamento (Berleman

& Kirby, 2009).

O ensaio foi conduzido em triplicata em placas contendo dgar-agua (Sigma-Aldrich,
1,5 %), de modo que as bactérias presas constituissem a tnica fonte de nutrientes. Ap6s o
plaqueamento das presas, um corpo de frutificacio de cada isolado de mixobactéria foi
depositado sobre o tapete bacteriano. As placas foram incubadas a 30 °C por 4 a 7 dias. A
atividade de predacao foi avaliada pela observagdo do consumo do tapete bacteriano, sendo os

resultados documentados por registros fotograficos (Berleman & Kirby, 2009).

4.7.4 Avaliacao da atividade antifingica por compostos organicos volateis

(VOCs)

A atividade antifiingica dos compostos organicos volateis (VOCs) produzidos por
isolados de Streptomyces spp. da colecao do laboratério foi avaliada utilizando a técnica de
placas sanduiche, adaptada de Adra et al. (2024), que permite a separacdo fisica entre os
microrganismos produtores de VOCs e os fungos-alvo, mantendo a interacao exclusivamente

pela fase gasosa.

Os isolados de Streptomyces spp. foram cultivados por estria simples em meio ISP2 e
incubadas a 28 °C por 4 a 7 dias, até o inicio da esporulacao visivel. Em seguida, discos de
micélio fiungico (5 mm de diametro) dos fungos F. oxysporum, C. gloeosporioides,
Trichoderma sp. e Beauveria sp. foram posicionados no compartimento oposto da placa
sanduiche contendo meio BDA. As placas foram imediatamente vedadas com filme plastico
para garantir a acumulacdo dos volateis e evitar trocas gasosas com o exterior (Adra et al.,

2024).

A atividade antiftingica foi determinada pelo calculo do indice de inibicdo do

crescimento micelial (I %) nos tempos de 5, 10 e 15 dias de incubacgao, conforme a equagao:
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1% = C’;R %100

Onde CR corresponde a média do raio da colonia no controle e R a média do raio da

colOnia no tratamento.

Para caracterizar a natureza da inibicdao fungica (fungistatica e/ou fungicida), foi
realizado um teste de recuperacdao ao final do periodo experimental (15 dias), os discos de
micélio fingico que permaneceram inibidos na presenca dos VOCs foram mantidos na placa
de BDA (sem a presenca da bactéria produtora de VOCs) e incubados por mais 7 a 10 dias a
28 °C, a retomada do crescimento micelial foi monitorada diariamente, considerou-se o efeito
como fungistatico quando o fungo retomou o crescimento apés a remocao da fonte de VOCs,

e como fungicida quando nao houve retomada do crescimento (Kaddes et al., 2019).
4.7.5 Teste de cultura pareada com actinobactérias

Os isolados de actinobactérias obtidos neste estudo foram submetidos ao teste de
cultura pareada contra Fusarium oxysporum CCF316. O ensaio consistiu na inoculacdo das
actinobactérias em uma extremidade de placas de Petri de 9 cm de diametro contendo meio
BDA, formando uma linha reta de aproximadamente 2 cm. As placas foram incubadas por 4

dias a 28 °C para o estabelecimento das colonias bacterianas (Anith et al., 2019).

Posteriormente, um disco de micélio fingico (5 mm de didmetro) foi inoculado na
extremidade oposta da placa. O crescimento fingico foi avaliado no 5° 10° e 15° dias de
incubacdo, e o percentual de inibicao foi calculado conforme a equacao descrita no item 4.7.4

(Anith et al., 2019).

4.8 Analise dos dados

Os dados obtidos nos ensaios quantitativos (inibicdo do crescimento micelial) foram
expressos como média das réplicas. As andlises foram realizadas utilizando o Microsoft
Excel. Para os ensaios qualitativos (atividade enzimatica, solubilizacao de fosfato, predagao),
os resultados foram registrados de forma descritiva (presenga ou auséncia de atividade), sendo
documentados por registros fotograficos. Andlises estatisticas inferenciais ndo foram

aplicadas devido a natureza qualitativa e exploratoria dos dados.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Visao geral da colecao microbiana: isolados obtidos e analisados

Neste estudo foram avaliados 167 isolados bacterianos (Figura 3) que constituem
uma colecdo taxonomicamente diversificada. Essa caracterizagdo permitiu realizar uma
identificacdo preliminar, tanto em nivel taxondmico quanto em relagdo ao potencial

biotecnolégico, considerando especialmente os grupos com maior nimero de representantes.

Figura 3 - Visdo geral dos isolados estudados neste trabalho elencados conforme a origem e
grupos taxonomicos.
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

Os 44 isolados provenientes da colecdo do Laboratorio de Genética Molecular de
Bactérias, fornecem um importante contraponto metodolégico. Os 27 isolados obtidos por
Medrado (2025), por meio do método de isca de papel de filtro em agar-agua, apresentaram
pelo menos uma caracteristica fenotipica associada a mixobactérias (detalhes no item 5.2),
como crescimento em meios oligotr6ficos, motilidade deslizante, formacao de agregados

celulares, o que levou a sua inclusdo inicial como potenciais candidatos.

Os 5 isolados confirmados como Myxococcus por Medrado (2025) (cédigos

UFV-MO001, UFV-M083, UFV-M121, UFV-M122, UFV-M123), provenientes de amostras do
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Ceara, representam um nucleo comparativo validado, sendo incorporados a colecao como

referéncia para comparacao com os isolados amazonicos.

Os 12 isolados Streptomyces spp. obtidos e identificados por Melo (2019) a partir das
mesmas amostras da empresa Sitio Barreiras Fruticultura LTDA. ampliam a
representatividade de actinobactérias na colecao. Streptomyces é reconhecido como o género
de maior importancia biotecnoldgica entre as actinobactérias, sendo responsavel pela
producdo de antibi6ticos naturais conhecidos e por uma ampla gama de metabdlitos bioativos

(Alam et al., 2022).

Entre os 118 isolados obtidos neste estudo a partir de solos amazonicos (detalhes no
item 5.3), 69 apresentaram caracteristicas morfologicas compativeis com o filo Myxococcota
(14 obtidos por isca de esterco de coelho, codigo UFV AM-EC; 55 obtidos por isca de papel
de filtro, cédigo UFV AM-PF). Desses, sete foram identificados molecularmente como
pertencentes ao género Myxococcus e quatro ao género Corallococcus, ambos da familia
Myxococcaceae (Item 5.4 e 5.5). A obtencdo de 69 isolados com morfologia tipica de
mixobactérias demonstra a alta eficiéncia das metodologias empregadas para o isolamento
desse grupo, corroborando estudos que apontam as iscas de celulose e esterco como
estratégias eficazes para o isolamento de mixobactérias em solos (Meliah & Lisdiyanti, 2018;

Rachedi et al., 2021).

E importante notar que, embora 69 isolados tenham sido classificados como
mixobactérias, apenas 7 tiveram sua identidade molecular confirmada até o momento (4
Myxococcus, 3 Corallococcus). Esse dado reflete a necessidade de sequenciamento para
identificacdo precisa, especialmente considerando que caracteristicas morfolégicas como
corpos de frutificacdo simples e pigmentacdo alaranjada sdao compartilhadas por diferentes
espécies de mixobactérias, geralmente pertencentes a familia Myxococcaceae (Rosenberg et
al., 2014). A elevada proporcao de isolados ainda nao sequenciados (62 dos 69) representa um
vasto acervo a ser explorado em estudos futuros, com possibilidade de identificacao de novas
linhagens ou até mesmo espécies nao descritas, considerando a escassez de prospecgdes

sistematicas de mixobactérias na Amazonia (Pereira et al., 2016; Venturini et al., 2022).

Além das mixobactérias, os métodos empregados permitiram o isolamento de outros
grupos bacterianos de elevado interesse biotecnoldgico. Foram obtidos 36 isolados com

morfologia tipica de actinobactérias filamentosas (codigo UFV S detalhados no e item 5.4.2),
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representando 29,4 % dos isolados amazonicos. A presenca de actinobactérias em meios de
isolamento tradicionalmente utilizados para mixobactérias ndao é inesperada, uma vez que
ambas compartilham a capacidade de crescer em condic¢des oligotréficas sendo comum o uso
de meios como agar com extrato de solo como fonte de isolamento (Huang et al., 2021).
Estudos prévios demonstram que o meio ST21, originalmente desenvolvido para
mixobactérias celuloliticas, também favorece o desenvolvimento de actinobactérias devido a

sua composicdo mineral e a presenca de oligoelementos (Brockman & Boyd, 1963).

Dez isolados do género Dyella foram identificados (detalhes no item 5.4.3),
destacando-se como um dos grupos mais frequentes entre os co-isolados. Dyella spp. sao
bacilos Gram-negativos, aerdbios, frequentemente associados a rizosfera de plantas, e
reconhecidas por sua capacidade de solubilizar fosfatos inorganicos e promover o crescimento
vegetal (Weon et al., 2009; Fu et al., 2019; De Lima et al., 2021). A presenca recorrente desse
género nos métodos de isca com papel de filtro e esterco de coelho sugere que Dyella possui
capacidade se desenvolver em meios com baixa disponibilidade de nutrientes, caracteristicas

que a tornam um competidor eficiente em ambientes oligotroficos (Dethier et al., 2025).

Além desses, foram obtidos 3 isolados com cédigo UFV B (bactérias
Gram-negativas mdveis nao identificadas molecularmente), que representam uma fracdo da
diversidade ainda ndo acessada por sequenciamento, reforcando a necessidade de

continuidade dos estudos de identificacao.

Nos tépicos subsequentes, serdo detalhados os resultados referentes a caracterizagao
morfoldgica, molecular e funcional dos diferentes grupos bacterianos, com énfase nos ensaios
de predacdo (mixobactérias), producdo de compostos organicos volateis e antagonismo a

fitopatogenos (Streptomyces), e solubilizacao de fosfato (Dyella).

5.2 Isolados da colecio do laboratoério: caracterizacio morfolégica e molecular de
possiveis interferentes no isolamento de mixobactérias

O isolamento de mixobactérias é uma tarefa desafiadora, além das metodologias,
outro gargalo limitante é a identificacdo correta das caracteristicas morfolégicas do grupo em
condicbes de isolamento, em especial isca de papel de filtro em ST21, o meio oligotr6fico
induz diferentes grupos bacterianos a se desenvolverem em resposta ao estresse, estruturas
que podem ser confundidas com corpos de frutificacdo, diversos outros grupos bacterianos do

solo podem expressar fendtipos semelhantes quando cultivados em meios oligotréficos
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(Brockman & Bold, 1963; Rosenberg et al., 2014). Para ilustrar esse problema e fornecer um
conjunto de referéncias visuais e moleculares que auxiliassem na triagem dos isolados
amazonicos, os 27 isolados obtidos por Medrado (2025) a partir do método de isca de papel
de filtro em meio adgar-dgua foram reativados e submetidos a uma caracterizacao morfolégica
e molecular detalhada. O objetivo desta etapa ndo foi obter novas mixobactérias, mas sim
reconhecer e documentar os fendtipos de bactérias ndo pertencentes ao filo Myxococcota, que
se desenvolveram abundantemente nesta metodologia de isolamento e que podem ser
confundidas com o grupo, dando suporte para melhor triagem dos isolados para que tais

caracteristicas fossem rapidamente identificadas e os falsos positivos descartados.

Os 27 isolados foram inicialmente avaliados quanto a morfologia celular, resposta a
coloracdo de Gram e presenca de motilidade (Tabela 2). Esse primeiro filtro visou restringir a
analise a bacilos Gram-negativos com motilidade, que correspondem ao perfil basico das
mixobactérias (Meliah & Lisdiyanti, 2018). Dos 27 isolados, 13 ndo apresentaram o perfil
basico de mixobactérias, ou seja, ndao apresentaram motilidade ou apresentaram forma de
cocos ou resposta de Gram-positiva. Ao final, restaram 12 isolados (Figura 4) com perfil
morfolégico compativel (bacilos Gram-negativos, méveis), que foram entdo cultivados em

diferentes meios para avaliar sua capacidade de expressar fenétipos tipicos de mixobactérias.

Os 12 isolados selecionados foram cultivados em trés meios de cultura comumente
utilizados para mixobactérias: agar-agua (AA), CTT e VY/2. A Figura 4 mostra que a
morfologia colonial variou drasticamente conforme o meio, com a formacdo de agregados
celulares, espalhamento radial e producao de pigmentos em tons de amarelo, laranja e creme,

fenotipos que, isoladamente, poderiam levar a confusao com mixobactérias.
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Figura 4 - Macromorfologia dos isolados bacterianos com perfil basico de mixobactérias
obtidos por Medrado (2025) pelo método de isca de papel de filtro em agar-agua, cultivados
em trés meios de cultura: agar-agua (AA), CTT (Casitone 10 g/L, MgSO,-7H,0 8 mM,
tampdo fosfato de potassio 1 mM, tampdo Tris 10 mM, agar 15 g/L, pH 7,6) e VY/2
(fermento biolégico seco 5 g/L, CaCl,-H,0 1,36 g/L e agar 10 g/L, com pH ajustado para
7,4). Cada linha representa um isolado, disposto em triplicata nos trés meios, conforme
identificacdo: a) UFV-PM13; b) UFV-PM62; c) UFV-PM63; d) UFV-PM66; e) UFV-PMB80; f)
UFV-PM91; g) UFV-PM96; h) UFV-PM98; i) UFV-PM103; j) UFV-PM111; k) UFV-PM115;
1) UFV-PM118. Barra de escala = 2 mm.

AA CTT VY/2 AA CTT VY/2

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

A Tabela 1 resume a presenca ou auséncia de caracteristicas frequentemente
associadas a mixobactérias. Nenhum dos isolados apresentou o conjunto completo de
caracteristicas diagnésticas: todos careciam de mixdsporos e, em muitos casos, 0s agregados

celulares ndo se formavam em todos os meios ou ndo apresentavam a organizacao tipica de



43

corpos de frutificacdo. A auséncia de mixosporos € particularmente relevante, pois a formacao
de mixosporos dentro de corpos de frutificacdo é um dos tracos mais distintivos do filo

Myxococcota (Dawid, 2000; Rosenberg et al., 2014).

Tabela 1 - Caracterizacdao quanto aos aspectos compativeis com mixobactérias. Motilidade,
presenca de aglomerados celulares, producdo de pigmentos e formacdo de estruturas
compativeis com corpos de frutificacdo.

Pigmento
Cédigo Motilidade Mixosporos Aglomerados Pigmento fluorescente difundide (VY/2,

AA, CTT)
UFV-PM13 + - + + - -
UFV-PM62 + - + - - -
UFV-PM63 + - - - - -
UFV-PM66 + - + + - -
UFV-PM80 + - - - - -
UFV-PM91 + - + - - -
UFV-PM96 + - + - - -
UFV-PM98 + - + - - -
UFV-PM103 + - - - - -
UFV-PM111 + - - + - -
UFV-PM115 + - - - - -
UFV-PM118 + - - + - +

Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

Entretanto, tais estruturas e comportamento nao foram observadas de maneira
uniforme em todos os meios testados, como esperado para mixobactérias (Rosenberg et al.,
2014), indicando que a morfologia dos isolados foi fortemente influenciada pelas condicoes
nutricionais do meio de cultivo. Os meios VY/2 e CTT favoreceram de forma mais evidente a
formacdo de coldnias pigmentadas e a visualizacdo de agregados celulares bem definidos, ao
passo que, no meio AA (4gar-dgua), observou-se crescimento mais difuso, com menor
definicdo estrutural. Adicionalmente, alguns isolados, como o UFV-PM13 (posteriormente
identificado como pertencente ao género Flavobacterium, Tabela 2), apresentaram
comportamento de espalhamento superficial compativel com motilidade deslizante,
caracteristica frequentemente associada as mixobactérias. Apesar disso, nao foi possivel
observar a formacdo de mixdsporos por meio de analise microscdpica, o que inviabilizou a
confirmagdo do ciclo de desenvolvimento tipico de mixobactérias com base exclusivamente
em critérios morfolégicos, conforme descrito na Tabela 1. Esperava-se que houvesse

motilidade positiva, formacdo de mixdsporos, formacao de aglomerados celulares compativeis
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com corpos de frutificacdo e producdo de pigmento em todos os meios. Adicionalmente, foi
analisada a formacdo de pigmentos fluorescentes e pigmentos difundidos, caracteristicas

possiveis em mixobactérias (Rosenberg et al., 2014).

Um exemplo particularmente sugestivo foi observado nos isolados UFV-PM62,
UFV-PM91, UFV-PM96 e UFV-PM98, que em meio dgar-agua formaram agregados celulares
puntiformes elevados (Figura 5), lembrando estruturas descritas para Nannocystis, que
apresenta corpos de frutificacdo extremamente simples: esporangios solitarios, de tamanho
variavel, frequentemente embutidos no agar ou sobre a superficie, sem agrupamentos
complexos, a morfologia é menos informativa para diferenciacao do género, mas a capacidade
de corroer profundamente o agar e formar trilhas caracteristicas auxilia no reconhecimento do
grupo (Rosenberg et al., 2014). A microscopia optica revelou aglomerados compactos que, a

olho destreinado, poderiam ser interpretados como corpos de frutificacao deste género.

Figura 5 — Aspecto morfolégico de aglomerados celulares do isolado UFV-PM 91. A
esquerda, visualizagdo em microscopio estereoscopico de uma col6nia do isolado UFV-PM 91
em meio 4gar d4gua com formacdo de aglomerados. A direita, observacdo microscépica a
fresco em objetiva de 40 X evidenciando estruturas compactas semelhantes aos esporangios
de mixobactérias.
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

Esses resultados demonstram que a simples presenca de agregados celulares ou de
pigmentacdo ndo é suficiente para confirmar a identidade de uma mixobactéria, sendo um
passo importante a caracterizacao da variacdo fenotipica em diferentes meios (Rosenberg et
al., 2014). No caso desses isolados, a auséncia de mixdsporos e a dependéncia do meio para a

expressao dos agregados indicam que se tratam de outros grupos. Estudos anteriores ja
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relataram que Pseudomonas spp. (filo Pseudomonadota) podem formar biofilmes densos e
agregados em meios pobres (Weaver et al., 2024), e que Flavobacterium e Chitinophaga (filo
Bacteroidota) exibem motilidade deslizante e colonias expansivas, podendo simular o
comportamento social de mixobactérias (Vincent et al., 2022). A producdao de pigmentos
carotenoides, comum em Methylobacterium e Sphingomonas (filo Pseudomonadota), também
pode levar a confusdo (Lee et al., 2024; Elfeky et al., 2025). Portanto, a ocorréncia isolada de
qualquer uma dessas caracteristicas ndo constitui evidéncia suficiente para filiagdo ao filo

Myxococcota.

Outro aspecto relevante refere-se a formacdo de agregados celulares e estruturas
multicelulares aparentes, que podem gerar colonias de aparéncia complexa e organizacao
espacial distinta, um exemplo representativo € Herpetosiphon tianshanensis (filo
Chloroflexota), uma bactéria filamentosa do solo que, quando cultivada em dgar WAT, forma
agregados densos e estruturas que se assemelham visualmente a corpos de frutificacdo
simples. Ressalta-se que essas bactérias podem ser isoladas por metodologias semelhantes as
empregadas para o cultivo de mixobactérias, o que reforca o potencial de sobreposicdo
fenotipica entre diferentes grupos bacterianos do solo, apesar de ndo serem capazes de formar

esporos (Han et al., 2025).

Para sanar a duvida, os 12 isolados foram identificados por sequenciamento do gene
16S rRNA (Tabela 2). Nenhum dos isolados pertenceu ao filo Myxococcota, foram
identificados os géneros Pseudomonas, Variovorax, Agrobacterium e Stutzerimonas
pertencentes ao filo Pseudomonadota e os géneros Flavobacterium, Flavitalea e Chitinophaga

do filo Bacterioidota sendo todos conhecidos por compartilharem os fenétipos observados.

Tabela 2 - Identificagdo molecular dos isolados obtidos por Medrado (2025) a partir da
sequéncia do gene 16S rRNA e por comparacao com o banco de dados GenBank (BLASTn).

Cadigo Espécie mais proxima Cobertura E value Identidade
UFV-PM13 Flavobacterium anhuiense 100 % 0.0 97.50 %
UFV-PM62 Pseudomonas sp. 100 % 0.0 99.73 %
UFV-PM63 Pseudomonas citronellolis 100 % 0.0 100 %
UFV-PM66 Agrobacterium pusense 100 % 0.0 100 %
UFV-PM82 Flavitalea sp. 100 % 0.0 99.68 %
UFV-PM84 Variovorax paradoxus 100 % 0.0 100 %

UFV-PM91 Pseudomonas sp. HL-10 100 % 0.0 100 %
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Tabela 2 - Continuacao

Codigo Espécie mais préxima Cobertura E value Identidade

UFV-PM96 Pseudomonas sp. 100 % 0.0 100 %

UFV-PM98 Pseudomonas sp. 100 % 0.0 99.86 %

UFV-PM103 Stutzerimonas stutzeri 100 % 0.0 99.86 %

UFV-PM111 Chitinophaga sp. 100 % 0.0 99.22 %
Pseudomonas sp.

UFV-PM115 H48(2010) 100 % 0.0 99.72 %

Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

A caracterizacao destes 27 isolados serviu como um repertorio visual e molecular de
potenciais interferentes. A experiéncia adquirida permitiu que, durante o isolamento das
amostras amazonicas (secdo 5.3), as colonias que exibiam apenas uma ou duas caracteristicas
tipicas de mixobactérias, mas ndao o conjunto completo, fossem rapidamente descartadas,
concentrando os esfor¢os naquelas que efetivamente apresentavam o fendtipo esperado.
Assim a combinacdo de triagem fenotipica em multiplos meios e confirmacao molecular
mostrou-se indispensavel para evitar a inclusdo de falsos positivos na colegdo. Esta etapa do
estudo demonstra que a simples observacdao de col6nias pigmentadas, espalhadas ou com
agregados em meios de isolamento ndo é suficiente para garantir que se trata de uma
mixobactéria. A auséncia de mixdsporos, a variabilidade fenotipica entre meios e a
identificacdo molecular revelaram a verdadeira natureza desses isolados. Para um pesquisador
iniciante, conhecer esses padrdes é crucial para ndo investir tempo de forma desnecessaria
com isolamentos que ndo levarao ao grupo de interesse (Sukiasyan et al., 2024). Portanto, os
dados desta etapa ndo apenas caracterizaram os isolados obtidos por Medrado (2025), mas
também forneceram uma base concreta para refinar a triagem morfolégica durante o
isolamento das bactérias amazonicas, garantindo que os isolados selecionados para os ensaios
funcionais fossem realmente representantes do filo Myxococcota e de outros grupos de

interesse.

5.3 Isolamento de bactérias de solos amazonicos e obtencao de cultura pura
5.3.1 Isolamento por isca esterco de coelho
Foram processadas 47 amostras de solo utilizando a metodologia de isca com esterco

de coelho. Essa técnica requer uma quantidade maior de solo (aproximadamente 10 g) para

cobrir o fundo da placa de Petri (6 cm), sendo aplicada apenas nas amostras que dispunham
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desse volume, as 18 amostras restantes, com apenas 3 g de solo, foram processadas

exclusivamente pelo método de papel de filtro (item 5.3.2).

Apbs cerca de 10 dias de incubagdo em camara umida a 30 °C, observou-se o
surgimento de estruturas globosas pigmentadas sobre os pellets de esterco e, em alguns casos,
diretamente sobre o solo adjacente (Figura 6). Essas estruturas apresentaram morfologia
compativel com corpos de frutificacdo de mixobactérias, exibindo coloracdo que variou de
creme a alaranjado intenso, formato esférico e tamanhos variados. A consisténcia maleavel e a
textura cremosa ap6s o rompimento reforcaram a identificacdo preliminar (Rosenberg et al.,
2014). A morfologia simples e esférica observada é consistente com as descri¢oes classicas
dos géneros da familia Myxococcaceae, comumente isolados de solos por esta técnica (Meliah

& Lisdiyanti, 2018; Dawid, 2000).

Figura 6 — Corpos de frutificacdo observados em isolamento por esterco de coelho. Os
isolados a) UFV AM-EC 6.1 e b) UFV AM-EC 6.4. Os isolados foram provenientes do ponto
TN 2500 RDS RNMD 18. As imagens foram obtidas por estereomicroscopio, a esquerda
corpos de frutificacio amarelos observados diretamente no solo e a direita corpos de
frutificacdo alaranjados observados sobre o esterco de coelho. Barra de escala = 2 mm.

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

Para a obtencdo de cultura pura, os corpos de frutificagdo foram coletados com fio de
niquel-cromo sob estereomicroscépio e transferidos para trés meios de cultivo: agar WAT,
agar WAT acrescido de cristal violeta e agar VY/2. Apenas o meio VY/2 permitiu o
desenvolvimento efetivo dos isolados com caracteristicas de mixobactérias; nos demais

meios, o crescimento foi limitado ou suprimido pela proliferacio de fungos e bactérias
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contaminantes. Dessa forma, o meio VY/2 foi adotado como padrdo para os cultivos

subsequentes.

A aplicacdo da metodologia com esterco de coelho resultou no isolamento de 20
bactérias. Deste total, 14 apresentaram caracteristicas morfolégicas de mixobactérias
(formacao de corpos de frutificacdo, pigmentos, enxameamento e formacdo de halo em
VY/2), enquanto os demais 6 isolados nao exibiram fenétipos compativeis com o grupo. Entre
os 14 isolados com morfologia tipica, quatro foram identificados molecularmente como
pertencentes ao género Myxococcus e trés ao genero Corallococcus (Tabela 4, item 5.5). Os
outros sete isolados, embora ndo sequenciados, mantiveram morfologia compativel e foram

considerados potenciais mixobactérias.

Além das mixobactérias, essa metodologia também permitiu o isolamento de 3
actinobactérias com morfologia filamentosa (uma delas identificada como Streptomyces,
Tabela 4, item 5.5) e 2 outras bactérias, posteriormente identificadas como pertencentes ao
género Dyella, filo Pseudomonadota (Tabela 4, item 5.5) e um ndo identificado, porém
Gram-negativo com motilidade. A presenca desses grupos evidencia que a isca com esterco
de coelho possibilita o desenvolvimento de diversos microrganismos com capacidade de
colonizar substratos ricos em matéria organica e de crescer em condi¢des oligotréficas

(Rosenberg et al., 2014; Rachedi et al., 2021).

5.3.2 Isolamento por isca papel de filtro em ST21

Foram processadas 65 amostras de solo utilizando a metodologia de isca com papel
de filtro em meio ST21. Essa abordagem mostrou-se particularmente ttil para amostras com

massa reduzida (inferior a 3 g).

Apbs cerca de 10 dias, observou-se intenso crescimento microbiano, incluindo
bactérias com motilidade, fungos filamentosos e estruturas compativeis com corpos de
frutificacdo de mixobactérias, tanto sobre o papel de filtro quanto diretamente no meio de
cultura (Figura 7). As estruturas apresentaram forma esférica e coloragdo variando de branco
a laranja intenso, com tamanhos diversos. A presenca de estruturas escuras em determinados
pontos sugeriu possivel pigmentacdo diferenciada, possivelmente associada a condi¢des de

cultivo ou estagios de desenvolvimento (Rosenberg et al., 2014).
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Figura 7 — Corpos de frutificacdo observados em mixobactérias por estereomicroscopia do
papel de filtro sobre dgar ST21 apés 15 dias de incubagdo a 30 °C. Os painéis (a—g) mostram
a diversidade morfolégica de corpos de frutificacdo formados diretamente sobre o meio ou
sobre o papel de filtro, com coloracdao variando de branco a laranja intenso e tamanhos
semelhantes. Os pontos de isolamento foram a) L02 2900 RDSRNMD 26; b) L02 4350
RDSRNMD2; c¢) TN 4500 RDSRNMD 18; d) TS 1500 RDSRNMD18; e) TS 0300
RDSRNMD18; f) TN 2000 RDS RNMD 18; g) TN 1550 RDSRNMD 50 e h), observam-se
estruturas escuras compativeis com corpos de frutificacdo pigmentados (TN 0500
RDSRNMD 50). O painel i) evidencia padrdao de producdo de biofilme e formacdo de
agregados celulares esbranquicados (TN 1750 RDSRNMD 50). Em j), observa-se
crescimento filamentoso adjacente ao solo sobre o papel de filtro (TS 3500 RDSRNMD 18).
O painel k) apresenta agregados celulares translticidos sobre agar (TN 2000 RDS RNMD 18),
enquanto em l) observa-se um agregado celular circular, transltcido e de coloracdo alaranjada
(TS 3500 RDSRNMD 18). Em m), observa-se movimentacdao bacteriana sobre o agar sem
formacgdo de corpos de frutificacdo, enquanto no papel de filtro ha producdo de pigmento
alaranjado (TS 4500 RDSRNMD 18). O painel n) mostra agregados celulares com morfologia
semelhante a observada em isolados identificados como Pseudomonas da colecdo (TN 2500
RDSRNMD 50). Em 0), observa-se crescimento filamentoso sobre o agar e movimentagao
bacteriana a partir do papel de filtro (TS 2500 RDSRNMD 50). Barra de escala = 2 mm.

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.
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A partir dessa metodologia, foram obtidas 98 bactérias, das quais 55 apresentaram
caracteristicas tipicas de mixobactérias (corpos de frutificacdo, enxameamento, formacdo de
halo em meio VY/2) e foram classificadas como mixobactérias (Figura Suplementar 1; Tabela
Suplementar 2). Os 33 isolados com morfologia filamentosa foram identificadas como
actinobactérias (Figura Suplementar 2; item 5.4.2), enquanto 8 isolados mdveis, sem
formacao de corpos de frutificagdo, foram posteriormente identificados como pertencentes ao
género Dyella (item 5.4.3) e 2 Gram-negativos nao identificados. A alta eficiéncia do método
de papel de filtro (55 isolados de mixobactérias em 65 amostras 84%) superou a obtida com
esterco de coelho (14 isolados em 47 amostras 29,8%), corroborando estudos que apontam o
solo florestal como um ambiente favoravel para o isolamento de mixobactérias e o papel de

filtro como uma isca eficiente para o isolamento de mixobactérias (Rachedi et al., 2021).

5.4 Caracterizacdo morfolégica dos isolados da Amazonia

As duas metodologias resultaram no isolamento de 118 isolados obtidos a partir de
solos amazonicos foram submetidos a caracterizacdo morfolégica em meio VY/2 (para
bactérias Gram-negativas com motilidade) e ISP2 (para potenciais actinobactérias) a 30 °C,
com avaliacdo apds 10 dias de cultivo. Com base nos fenotipos observados, os isolados foram
agrupados em trés categorias principais: mixobactérias (69 isolados), actinobactérias (36
isolados) e bactérias do género Dyella (10 isolados). O 3 isolado restante apresentou

morfologia de bastonetes Gram-negativos mével, sem formacao de corpos de frutificacao.

5.4.1 Caracterizacao morfologica dos isolados obtidos sugestivos de
mixobactérias

Os 69 isolados classificados como potenciais mixobactérias exibiram um conjunto de
caracteristicas fenotipicas consistentes com a familia Myxococcaceae. Os membros da familia
Myxococcaceae produzem corpos de frutificacdo simples, geralmente de forma globosa,
esférica ou em forma de pequenos monticulos, as estruturas sdao macias, de consisténcia
mucoide, e raramente apresentam haste, a coloracdo varia entre tons de creme, amarelo,
laranja e vermelho (Rosenberg et al., 2014). Os géneros Myxococcus e Corallococcus sao os
representantes mais tipicos dessa familia, onde os corpos de frutificacdo sao geralmente lisos,
sem parede rigida, e os mixosporos sdo esféricos e em Corallococcus, as estruturas podem ser
mais duras, e mantém a simplicidade estrutural basica (Reichenbach & Dworkin, 1992;
Dawid, 2000; Rosenberg et al., 2014.). Em meio VY/2, todas os isolados formaram colonias

delgadas e expansivas (enxames), com formacdo de halo visivel em 61 dos 69 isolados
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(88,4%; Tabela Suplementar 2), indicando atividade hidrolitica sobre os componentes da
levedura autolisada, fendmeno associado a secrecao de enzimas como proteases, nucleases e
lipases, que atuam na degradacao de macromoléculas e na lise de outros microrganismos

(Morgan et al., 2010).

A formacao de corpos de frutificacdo foi observada em todos os 69 isolados, sendo
uma caracteristica marcante e diagnostica do grupo. Essas estruturas apresentaram morfologia
predominantemente simples e esférica, com coloracdo variando entre tons de creme, amarelo,
laranja salmdo e laranja avermelhado (Figura 8; Figura Suplementar 1; Tabela Suplementar
2). A simplicidade morfolégica observada, corpos de frutificacdo globosos, sem
ornamentacdes complexas, é consistente com o descrito para os géneros Myxococcus e
Corallococcus, que produzem estruturas do tipo agregados mucoides, diferindo de géneros
como Chondromyces ou Allostigmatella, que formam corpos de frutificacdo mais elaborados

(Dawid, 2000; Rosenberg et al., 2014).

Todos os 69 isolados apresentaram pigmento intracelular, enquanto 22 isolados (31,9
%) também produziram pigmento difusivel no meio (Tabela Suplementar 2). A variacdo
cromatica é atribuida a producdo de pigmentos carotenoides, amplamente documentada em
mixobactérias e associada a protecdo contra estresse oxidativo e radiacao luminosa (Meliah &
Lisdiyanti, 2018). A predominancia de pigmentacdo intracelular em detrimento da
extracelular (68,1% dos isolados sem pigmento difusivel) esta de acordo com o descrito para
os géneros Myxococcus e Corallococcus, cujos carotenoides permanecem majoritariamente

associados a membrana celular (Rachedi et al., 2021).

Dos isolados, 60 (86,9 %) apresentaram col6nias transliicidas em meio VY/2,
caracteristica que facilita a visualizacdao dos corpos de frutificacio e do padrdo de
enxameamento (Figura 8; Tabela Suplementar 2). A translucidez esta relacionada a producao
de exopolissacarideos que formam uma matriz hidratada, caracteristica das col6nias de
mixobactérias em fase vegetativa (Rosenberg et al., 2014). Os nove isolados restantes (13,1
%) exibiram colonias opacas, possivelmente devido a maior producdo de pigmentos ou a
formacdo de agregados celulares mais densos, fendmeno ja descrito para algumas linhagens

de Myxococcus (Berleman & Kirby, 2009).
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Figura 8 - Macromorfologia de colonias e corpos de frutificacdo caracteristicos de isolados de
mixobactérias. As setas vermelhas indicam os corpos de frutificagdo, enquanto as setas pretas
destacam os enxames formados por células vegetativas. Bactérias inoculadas em meio agar
VY/2 e incubados a 30 °C por 10 dias. a) UFV AM-EC 5.1.2; b) UFV AM-EC 6.4; c) UFV
AM-EC 7.1; d) UFV AM-EC 10.1; e) UFV AM-EC 25.2; f) UFV AM-EC 36.1; g) UFV
AM-PF 11.1.2; h) UFV AM-PF 6.1; i) UFV AM-PF 49.2.2; j) UFV AM-PF 59.1; k) UFV
AM-PF 57.2.1; 1) UFV AM-PF 44.1. Barra de escala = 2 mm.

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.
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A fluorescéncia sob luz UV foi avaliada em seis isolados representativos (UFV
AM-EC 1.1, 5.1.1, 5.1.2, 6.1, 6.4 e 7.1.7), dos quais cinco apresentaram fluorescéncia
detectavel (Figura 9; Tabela Suplementar 2). Embora ndo seja uma caracteristica universal ou
diagnéstica para mixobactérias, a fluorescéncia é ocasionalmente descrita em Myxococcus e

Corallococcus (Rosenberg et al., 2014).

Figura 9 - Fluorescéncia de isolados de mixobactérias cultivados em meio VY/2, visualizados
em fotodocumentador para gel e membrana (L-PIX CHEMI, Loccus) sob luz UV. As imagens
foram obtidas com tempo de exposicdo de 1 s e 10 ms, utilizando filtro 605BP50 e
pseudocoloracdo ajustada para verde. a) Controle negativo UFV-M121; b) UFV AM-EC 1.1;
c) UFV AM-EC 5.1.1; d) UFV AM-EC 5.1.2; e) UFV AM-EC 6.1; f) UFV AM-EC 7.1.1.

Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

A iridescéncia foi observada em 15 isolados (21,7%) (Tabela Suplementar 2),
manifestando-se como reflexos esverdeados ou amarelados na superficie ou borda das
colbnias. Esse fenomeno esta associado a organizacao celular em biofilmes ou a formacao de
estruturas de superficie que refratam a luz, sendo ocasionalmente relatado em mixobactérias
cultivadas em condicdes especificas, como meios ricos em polissacarideos ou sob estresse

osmotico (Berleman & Kirby, 2009; Rosenberg et al., 2014).
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5.4.2 Caracterizacao morfologica de isolados sugestivos de actinobactérias

Os 36 isolados com morfologia filamentosa foram cultivados em meio ISP2 a 28 °C
e avaliados apos 7 dias. Todos apresentaram as caracteristicas tipicas das actinobactérias
(Figura 10, Tabela 3 e Figura suplementar 2): col6nias de consisténcia coriacea, formagdo de
micélio aéreo bem desenvolvido com coloracdo variavel (branca, cinza, rosa, ou amarela) e,
em alguns casos, producdo de pigmentos extracelulares difusiveis (Tabela 3). A diversidade
de cores e texturas observada é consistente com a ampla variabilidade fenotipica descrita para
0 género Streptomyces (Saha et al., 2022). A maioria dos isolados apresentou micélio aéreo
pulverulento, indicativo de esporulacdo, enquanto alguns exibiram micélio aéreo mais
cotonoso ou col6nias lisas, sugerindo diferentes estagios de desenvolvimento ou variagGes
intraespecificas, A presenca de pigmentos difusiveis em parte dos isolados é um fendtipo
frequentemente associado a producdo de metabolitos secundarios, como antraquinonas,
melaninas e outros compostos bioativos, muitos dos quais com propriedades antimicrobianas

(Barka et al., 2016).

Figura 10 — Diversidade macromorfolégica caracteristica de colénias de actinobactérias.
Micrografias obtidas em estereomicroscopio de actinobactérias isoladas pela metodologia de
isca de papel de filtro em meio ST21, ap6s 10 dias de crescimento em meio ISP2. Observa-se
a diversidade morfologica caracteristica do grupo, incluindo variacdes na coloragdo do
micélio aéreo, textura das coldnias e producao de pigmentos. a) UFV S-PF 22.1; b) UFV S-PF
28.1; ¢) UFV S-PF 28.5; d) UFV S-PF 36.1; e) UFV S-PF 23.1; f) UFV S-PF 41.1. Barra de
escala = 2 mm.

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.
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Tabela 3 - Caracterizacdo macromorfoldgica dos isolados bacterianos quanto a presenca de
micélio aéreo e producdo de pigmentos intra e extracelulares.

Cadigo Micélio aéreo  Pigmento intracelular Pigmento extracelular
UFV S-EC 6.1 Presente Presente Ausente
UFV S-EC 41.1 Presente Presente Ausente
UFV S-EC 41.2 Presente Presente Presente
UFV S-PF 22.1 Presente Presente Presente
UFV S-PF 23.1 Presente Presente Presente
UFV S-PF 26.1 Presente Presente Ausente
UFV S-PF 28.1 Presente Presente Ausente
UFV S-PF 28.2 Presente Presente Ausente
UFV S-PF 28.3 Presente Presente Ausente
UFV S-PF 28.4 Presente Presente Presente
UFV S-PF 28.5 Presente Presente Ausente
UFV S-PF 29.1 Presente Presente Ausente
UFV S-PF 35.1 Presente Presente Ausente
UFV S-PF 36.1 Presente Presente Presente
UFV S-PF 38.1 Presente Presente Ausente
UFV S-PF 41.1 Presente Presente Presente
UFV S-PF 42.2 Presente Presente Ausente
UFV S-PF 42.3 Presente Presente Presente
UFV S-PF 42.4 Presente Presente Ausente
UFV S-PF 42.5 Presente Presente Presente
UFV S-PF 44.1 Presente Presente Ausente
UFV S-PF 45.1 Presente Presente Presente
UFV S-PF 46.1 Presente Presente Ausente
UFV S-PF 47.1 Presente Presente Presente
UFV S-PF 47.4 Presente Presente Presente
UFV S-PF 48.1 Presente Presente Ausente
UFV S-PF 48.2 Presente Presente Ausente
UFV S-PF 48.3 Presente Presente Ausente
UFV S-PF 51.1 Presente Presente Ausente
UFV S-PF 51.2 Presente Presente Ausente
UFV S-PF 51.3 Presente Presente Ausente
UFV S-PF 60.1 Presente Presente Ausente

UFV S-PF 63.1 Presente Presente Presente
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Tabela 3 - Continuacao

Cadigo Micélio aéreo  Pigmento intracelular Pigmento extracelular
UFV S-PF 63.2 Presente Presente Ausente
UFV S-PF 64.1 Presente Presente Ausente

Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

5.4.3 Caracterizacao morfologica de isolados sugestivos do género Dyella

Da amostra total de 118 bactérias de importancia ecolégica e biotecnolégica isoladas,
10 foram identificadas como pertencentes ao género Dyella, sendo 8 obtidas por meio da
metodologia de isca com papel de filtro e 2 por isca com esterco de coelho. A predominancia
de isolados obtidos por papel de filtro sugere que esse método favorece a recuperacdo de
bactérias com maior capacidade de crescimento em condicdes oligotroficas, caracteristica
frequentemente associada ao género Dyella (Dethier et al., 2025).

A partir do isolamento e da avaliacdo do crescimento em meio VY/2, CY e CTT, os
isolados apresentaram caracteristicas morfolégicas distintas, porém consistentes entre si
(Figura 11). Em meio VY/2, as colonias eram circulares, com acentuado espalhamento radial,
sem elevacdo (planas), apresentando centro esbranquicado e bordas translicidas, além de
aspecto brilhante. O didmetro médio das col6nias foi de aproximadamente 2 cm ap6s o
periodo de incubacao.

Em meio CY, observou-se menor capacidade de espalhamento, com colonias de
coloragdo creme, sem elevagao, bordas irregulares e superficie brilhante. Ja em meio CTT, as
col6nias apresentaram espalhamento radial menos pronunciado, com diametro variando entre
5 e 10 mm, elevacdo convexa, coloracao variando de creme a amarelado e aspecto brilhante.

De modo geral, os isolados ndo apresentaram producdo de pigmentos visiveis. O
padrdo de espalhamento radial observado, especialmente em VY/2 e CTT, é consistente com a
presenca de motilidade bacteriana, refletindo estratégias de colonizagdo ativa do substrato,
conforme descrito para o género Dyella (Weon et al., 2009; Fu et al., 2019).
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Figura 11 - Morfologia de colonias do isolado a) UFV B-PF 5.2; b) UFV B-EC 5.3; c) UFV
B-PF 6.3.1 e d) UFV B-PF 6.4 cultivados em agar VY/2, CY e CTT em placa de Petri (9 cm),
sob inoculacdo tripontual, ap6s 4 dias de incubacdo a 30 °C.

VY/2 CY CTT

Fonte: Elaborado pelo préprio autor.
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5.5 Identificacdo molecular dos isolados provenientes de amostras amazonicas

A analise revelou que os isolados com morfologia tipica de mixobactérias foram
identificados como pertencentes aos géneros Myxococcus (3 isolados) e Corallococcus (4
isolados), ambos da familia Myxococcaceae (Tabela 4, Figura 12). Esses resultados
confirmam a eficicia das metodologias de isca empregadas para o enriquecimento de
mixobactérias, corroborando estudos anteriores que demonstraram a eficiéncia dessas técnicas
em solos florestais (Meliah & Lisdiyanti, 2018; Rachedi et al., 2021). A presenca de dois
géneros distintos dentro da familia Myxococcaceae indica que a diversidade de mixobactérias
nos solos amazonicos amostrados ndo se restringe a um unico taxon, abrindo perspectivas

para a exploracdo de diferentes estratégias predatdrias e metabodlicas (Wang et al., 2023).

Figura 12 - Arvore filogenética baseada em sequéncias do gene 16S rRNA evidenciando o
posicionamento taxonomico de isolados de solo amazonico em relacdo a espécies
representativas da familia Myxococcacea, dados com baixa qualidade foram desconsiderados.
A andlise foi conduzida no software MEGA 12 pelo método de Neighbor-Joining, com 1000
réplicas de bootstrap. A espécie Sandaracinus amylolyticus foi utilizada como grupo externo a
familia Myxococcacea.
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Fonte: Elaborado pelo préprio autor.
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Além das mixobactérias, a analise molecular baseada no gene 16S rRNA (Tabela 4)
revelou que a maioria dos isolados (n = 6) apresentou alta similaridade com a espécie Dyella
telluris (= 99 %), enquanto 4 foram identificados somente em nivel do género Dyella
(similaridade entre 98,72 % e 99,72 %). O isolado Dyella sp. UFV B-PF 35 apresentou
identidade mais baixa (96,66 %), evidenciado polimorfismo genético, mesmo dentro da
espécie, o que reforca o potencial do solo amazbdnico como reservatério de diversidade

microbiana de bactérias pouco exploradas.

A arvore filogenética baseada no gene 16S rRNA (Figura 13) evidenciou que os
isolados obtidos se agrupam majoritariamente em um clado associado a Dyella telluris G9T,
indicando proximidade evolutiva entre os isolados obtidos e a espécie tipo. No entanto,
observa-se que esses isolados ndo formam um agrupamento completamente homogéneo,
distribuindo-se em subclados distintos com diferentes niveis de suporte de bootstrap. Esse
padrdo sugere a presenca de diversidade intraespecifica significativa, possivelmente

relacionada a adaptagoes locais as condi¢oes edaficas da Amazonia.

A distribuicao dos isolados ao longo da arvore, aliada as diferencas observadas nos
valores de identidade das sequéncias dos genes 16S rRNA, indica que, embora haja
predomindncia de isolados préximos a espécie tipo D. telluris, foi evidenciado polimorfismo

genético relevante entre os isolados estudados.
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Figura 13 - Arvore filogenética baseada em sequéncias do gene 16S rRNA evidenciando o
posicionamento taxondmico de isolados de solo amazonico em relacdo a espécies
representativas do género Dyella. A analise foi conduzida no software MEGA 12 pelo método
de Neighbor-Joining, com 1000 réplicas de bootstrap. A espécie Xanthomonas euvesicatoria
DSM 19128T foi utilizada como grupo externo.
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Dyella caseinilytica strain DHOB09
Dyella monticola strain 4 G-K06
Dyella nitratireducens strain DHG59
Dyella humi strain DHG40
Dyella acidisoli strain 4MZ03

Dyella choica strain 4 M-K27
Dyella flagellata NBRC 111981
Xanthomonas euvesicatoria DSM 19128

oo
Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

Foi também identificado um isolado como Streptomyces, reforcando a eficiéncia das
metodologias empregadas para o isolamento de actinobactérias. A presenca de Streptomyces,
conhecido pela producdo de uma ampla gama de metabdlitos secundarios bioativos (Barka et

al., 2016), amplia ainda mais o potencial biotecnolégico da colegao.

Os resultados obtidos evidenciam a importancia da identificagdo molecular como
etapa indispensavel na construcdo de cole¢des microbianas confidveis. A confirmacao
taxondmica permitiu excluir falsos positivos (como os isolados que mimetizavam
mixobactérias, conforme discutido na segdo 5.2), organizar os isolados por grupos de interesse
e direcionar futuras aplicagcdes biotecnolégicas. A colecao formada proveniente de solos
amazonicos apresenta representantes dos géneros Myxococcus, Corallococcus, Streptomyces e
Dyella, grupos amplamente associados ao controle biologico e a promocao de crescimento

vegetal, além de outros géneros com potencial exploratorio.
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Tabela 4 - Identificacdo molecular das bactérias da Amazonia selecionadas por grupos
morfologicamente distintos como representantes para triagem e isolamento correto com base
no sequenciamento parcial do gene 16S rRNA e comparacdao com o banco de dados GenBank
(BLASTn). Acesso em 10/2025.

Cadigo Espécie mais proxima Cobertura Identidade
UFV AM-EC 1.1 Streptomyces sp. 100 % 100 %
UFV AM-EC 1.1 Corallococcus sp. 100 % 99.85 %
UFV AM-EC 10.1 Corallococcus sp. 100 % 100 %
UFV AM-EC 11.1 Myxococcus fulvus 100 % 97.91 %
UFV AM-EC 11.2.1  Myxococcus sp. 100 % 99.86%
UFV AM-EC5.1.1 Myxococcus sp. 100 % 100 %
UFV AM-EC 6.1 Myxococcus fulvus 100 % 94.18 %
UFV AM-EC 6.4 Corallococcus sp. 100 % 98.76 %
UFV B-EC 5.2 Dyella telluris 100 % 98.69 %
UFV B-PF 5.3 Dyella telluris 100 % 95.85 %
UFV B-PF 6.3.1 Dyella telluris 100 % 100 %
UFV B-PF 6.4 Dyella telluris 100 % 99.85 %
UFV B-EC 8.1 Dyella telluris 100 % 99.59 %
UFV B-PF 8.1 Dyella telluris 99 % 96.90 %
UFV B-PF 12.1 Dyella sp. 100 % 100 %
UFV B-PF 15.2 Dyella sp. 100 % 95.85 %
UFV B-PF 35 Dyella sp. 99 % 97.75 %
UFV B-PF 58.2 Dyella sp. 100 % 100 %

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.
5.6 Caracterizacao funcional dos isolados
5.6.1 Avaliacao da atividade enzimatica e solubilizacao de fosfato

Os ensaios funcionais foram conduzidos em subconjuntos especificos de isolados, de
acordo com sua classificacdo preliminar. Mixobactérias (69 isolados) foram testadas quanto a
atividade celulolitica; destas, 10 isolados obtidos por isca de esterco de coelho foram
adicionalmente avaliados quanto a solubilizacdo de fosfato. Isolados do género Dyella (10
isolados) foram avaliados quanto a solubilizacdao de fosfato e quanto a producao das enzimas

amilase, celulase e lipase.

Todos os 69 isolados com morfologia compativel com mixobactérias foram
submetidos ao teste de atividade celulolitica em meio contendo carboximetilcelulose. Nenhum

dos isolados apresentou halo de degradacao apos revelacao com vermelho Congo, indicando
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auséncia de atividade celulolitica detectavel nas condicoes testadas. A literatura demonstra
que espécies dos géneros Myxococcus e Corallococcus sdao predadoras bacterioliticas e nao
celuloliticas, obtendo nutrientes por meio da lise de outros microrganismos, e nao pela
degradacdo direta de celulose (Morgan et al., 2010). No contexto do isolamento em meio
ST21 com isca de papel de filtro, é importante destacar que essa metodologia nao é seletiva
para mixobactérias celuloliticas, apesar de ser indicada para o isolamento destas (Rosenberg
et al., 2014). O papel de filtro pode ser colonizado por bactérias celuloliticas que, ao se
desenvolverem servem como presa para mixobactérias predadoras; dessa forma, a isca atua
indiretamente, promovendo o crescimento de microrganismos que alimentam os predadores
(Rosenberg et al., 2014; Rachedi et al., 2021). A auséncia de celulase nos isolados deste
estudo, aliada a sua morfologia tipica da familia Myxococcaceae, sugere fortemente que se

trata de representantes deste grupo funcional predador.

Os 10 isolados de mixobactérias obtidos por isca de esterco de coelho foram avaliados
quanto a solubilizacdo de fosfato de ferro e fosfato de aluminio. Adicionalmente, os 10
isolados do género Dyella foram avaliados quanto a producdo das enzimas amilase e lipase
(Tabela 5). Nenhum dos isolados de mixobactérias apresentou atividade de solubilizagdo de
fosfato; as mixobactérias nao foram testadas para amilase e lipase neste ensaio. Dos isolados
de Dyella avaliados, oito apresentaram capacidade de solubilizacdo de fosfato de aluminio
(Tabela 5), evidenciada pela alteracdo de coloracdo do meio Pikovskaya de azul para
amarelo/esverdeado (Figura 14). Nenhum isolado solubilizou fosfato de ferro. Quanto a
producdo enzimatica, nenhum apresentou atividade celulolitica, amilolitica ou lipolitica

detectavel nas condicoes testadas.

O género Dyella tem sido descrito na literatura como integrante do grupo de bactérias
promotoras de crescimento vegetal (PGPR), especialmente por sua capacidade de solubilizar
fosfatos inorganicos por meio da producdo de acidos organicos e da acidificacdo do meio
extracelular (De Lima et al., 2021). A solubilizacdo de fosfato de aluminio é particularmente
relevante em solos tropicais, onde o fosforo encontra-se frequentemente associado a 6xidos de
aluminio e ferro, tornando-se indisponivel para as plantas (Vinha et al. 2021). A seletividade
observada, solubilizacdao de fosfato de aluminio, mas ndao de fosfato de ferro, pode estar
relacionada a maior solubilidade dos complexos de aluminio em pH acido, ou a especificidade
dos acidos organicos produzidos por esses isolados (Li et al., 2021). Os resultados indicam

que parte dos isolados do género Dyella obtidos neste estudo apresenta potencial agronémico
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associado a mobilizacdo de fésforo, justificando sua inclusdo na colecao como candidatos

para futuros estudos de promocdo de crescimento vegetal.

Tabela 5 - Caracterizacdo do potencial biotecnolégico dos isolados do género Dyella quanto a
solubilizacdo de fosfatos (de aluminio e de ferro) e a producao das enzimas amilase, celulase
e lipase, avaliada por ensaios qualitativos in vitro.

Fosfato de Fosfato de

Cédigo Identificacao Aluminio Ferro Amilase Celulase Lipase
UFV B-PF 5.2 Dyella telluris + - - - -
UFV B-EC 5.3 Dyella telluris + - - - -

UFV B-PF 6.3.1 Dyella telluris - - - - -
UFV B-PF 6.4 Dyella telluris + - - - -
UFV B-EC 8.1 Dyella telluris - - - - -
UFV B-PF 8.1 Dyella telluris + - - - -
UFV B-PF 12.1 Dyella sp. + - - - -
UFV B-PF 15.2 Dyella sp. + - - - -
UFV B-PF 35 Dyella sp. + - - - -

UFV B-PF 58.2 Dyella sp. - - - - -
Fonte: Elaborado pelo préprio autor
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Figura 14 - Ensaio qualitativo de solubilizacdo de fosfato de aluminio por isolados do género
Dyella investigados. Nas imagens (a-h) pode ser evidenciado os resultados positivos dos
isolados, pela alteracdo de coloracdo do meio Pikovskaya suplementado com fosfato insoltavel
com coloracdo sendo alterada para esverdeado em baixo das coldnias, sem presenca de halo
ao redor da col6nia nos isolados a) UFV B-PF 5.2, b) UFV B-EC 5.3 d) UFV B-PF 8.1, e)
UFV B-PF 12.1, g) UFV B-PF 35 e h) UFV B-PF 58.2, enquanto nos isolados c¢) UFV B-PF
6.4 e f) UFV B-PF 15.2 sendo possivel visualizar a coloracdo do halo modificando-se para
amarelo esverdeado.

Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

5.6.2 Avaliacao da atividade antifingica por compostos organicos volateis

(VOCs)

A triagem da atividade antiftingica mediada por compostos organicos volateis
(VOCs) revelou um perfil de antagonismo dependente do isolado bacteriano e do fungo-alvo.
Embora a colecdo do laboratério incluisse mixobactérias (UFV MO001, 083, 121, 122 e 123),
atividades significativas neste ensaio foram observadas apenas em isolados do género
Streptomyces. Nao foi constatado efeito inibitério sobre Fusarium oxysporum por nenhum dos
12 isolados de Streptomyces, indicando uma intrinseca resisténcia deste fitopatégeno aos

volateis produzidos sob as condi¢des experimentais adotadas.

Em contrapartida, os resultados iniciais (5 dias) apontaram para um potencial
biotecnolégico promissor contra Colletotrichum gloeosporioides e Trichoderma sp. (Figura
15). Os isolados UFV CAB-C21 e UFV CAB-C25 destacaram-se na inibicao de C.
gloeosporioides com mais de 70 % de inibigdo, enquanto UFV CAB-C25, UFV CAB-S69 e

UFV CAB-S72 apresentaram indices de inibicdo superiores a 70 % contra Trichoderma sp.
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Este padrdo inicial corrobora estudos recentes que identificam linhagens de Streptomyces

como produtoras de VOCs com espetro de acao antifiingica variado (LI et al., 2024).

Figura 15 - Ensaio de placas sanduiche para avaliagdo da atividade antifingica de compostos
organicos volateis (VOCs) produzidos por isolados de Streptomyces spp. contra os fungos
Colletotrichum gloeosporioides, Trichoderma sp. e Beuauveria sp.. da colecao do Laboratério
de Genética Molecular de Bactérias. As imagens representam o desenvolvimento dos fungos
Colletotrichum gloeosporioides, Trichoderma sp. e Beauveria sp. apo6s cinco dias de
co-cultivo indireto com os isolados. Observa-se um perfil de inibi¢do varidvel, dependente da
interacdo isolado-fungo, com os isolados UFV CAB-C21 e UFV CAB-C25 destacando-se na
inibicdo de C. gloeosporioides e Trichoderma sp. (I % > 70 % em alguns casos).

UFV CAB-C 12 UFVCAB-C21 UFVCAB-C24 UFV CAB-C 25
1=67,07% 1=9481% 1=9587%

1=27,31%

UFVCABC50  UFVCAB-S66 UFVCABS67 UFVCAB-S 69
1=49,11% 1=26,9% 1=4696% 1=188%

Controle
Colletotrichum
gloeosporioides

UFV CAB-S 70 UFVCAB-S71 UFVCAB-S72 UFV CAB-S 96

1=36,46% 1=50% 1=827% 1=30%

UFVCAB-C12 UFVCAB-C21 UFV CAB-C 24 UFV CAB- C 25

CAB-C 12 CAB-C 21 CAB-C 24 CAB-C 25
1=63,06% 1=54,66% 1=162,66% 1=60,66%

UFVCAB-C50 UFVCAB-S66 UFV CAB-S 67

UFV CAB-S 69

CAB-C 50 CAB-S 66 CAB-S 67
Controle 1=67,28% 1=39,46% 1=28,38% 1=80% Controle I=6533% = 56,03% 1= 68%
Trichoderma sp. Beauveria sp.
E X
UFVCAB-S70 UFVCAB-S71 UFVCABS72  UFV CAB-S96 CAB-S 70 CAB-S71 CAB-S 72 CAB-S 96

1=0% 1=0% 1=78,48% 1=496% 1=49,26% 1=7893% 1=78,46% 1=76,8%

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

Entretanto, a andlise temporal evidenciou uma natureza transitéria da atividade
antagonica. Ao longo do periodo experimental, observou-se um declinio progressivo da
atividade antagonista. Apds dez dias de incubagdo, apenas os isolados UFV CAB-C25 e UFV
CAB-S 69 mantiveram inibi¢cdes acima de 70 %, restritas ao fungo Trichoderma sp. No 15°
dia, a atividade contra C. gloeosporioides e Beauveria sp. foi nula e apenas o isolado UFV

CAB-C25 manteve um desempenho excepcional, com 90,1 % de inibicdao sobre Trichoderma

sp.
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Para elucidar o mecanismo de acdo, foi realizado um teste de recuperacdo onde as
placas sanduiche foram separadas apds 15 dias. A retomada do crescimento micelial de
Trichoderma sp., que colonizou completamente a placa na auséncia da bactéria UFV
CAB-C25, confirmou que o efeito dos VOCs foi fungistatico e ndo fungicida. Os volateis
produzidos pelo isolado UFV CAB-C25 agiram inibindo processos metabdlicos vitais
temporariamente, sem causar morte celular. Este resultado esta alinhado com a literatura atual,
que sugere que muitos VOCs bacterianos atuam como moduladores do crescimento fungico,
interferindo na respiracao celular ou na parede celular, mas permitindo a viabilidade do

patdégeno enquanto a pressao quimica persiste (Cruz-Magalhaes et al, 2019).

Embora a atividade prolongada ndo tenha sido observada para todos os patdgenos, a
inibicdo significativa nos estagios iniciais e o efeito supressor duradouro do isolado UFV
CAB-C25 sobre Trichoderma sp. validam a importancia desta triagem. Os resultados

demonstram que a colecao microbiana abriga isolados capazes de produzir VOCs complexos.

5.6.3 Teste de cultura pareada dos isolados de actinobactérias contra Fusarium

oxysporum CCF 316

A triagem dos isolados de bactérias filamentosas provenientes de solos amazonicos
revelou que 15 dos 36 isolados obtidos (41,66 %) apresentaram atividade antagonista contra o
fitopatogeno Fusarium oxysporum CCF316 em ensaio de cultura pareada (Figura 17). A
analise de variancia revelou diferencas significativas entre os isolados quanto a capacidade de
inibicdo do crescimento micelial do patégeno (p < 0,05), e o teste de Tukey permitiu a

formacao de trés grupos estatisticos distintos (Figura 16).

Os isolados UFV SEC 41.1 e UFV SPF 42.2 compuseram o Grupo A, caracterizado
pelos maiores indices de inibicdo do crescimento micelial de F. oxysporum. O Grupo B foi
formado pelos isolados UFV SPF 28.1, UFV SPF 47.4, UFV SPF 47.2, UFV SPF 28.5, UFV
SPF 47.5, UFV SPF 47.3, UFV SPF 29.1 e UFV SEC 41.3, os quais apresentaram atividade
antagonista intermediaria. Ja os isolados UFV SPF 28.3, UFV SPF 23.1, UFV SPF 64.1, UFV
SPF 41.2 e UFV SPF 38.1 foram agrupados no Grupo C, apresentando os menores indices de
inibicdo entre os isolados com atividade antagonista detectavel. Os demais 21 isolados
avaliados ndo apresentaram efeito inibitério detectdvel nas condi¢Oes experimentais

utilizadas.
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Figura 16 - Indice de inibigdo do crescimento micelial de Fusarium oxysporum pelos isolados
bacterianos em ensaio de cultura pareada ap6s 15 dias de incubagdo. As barras representam a
média + desvio padrdo de trés repeticdes independentes. Os isolados foram agrupados com
base no teste de Tukey (p < 0,05), sendo os grupos estatisticos representados pelas cores A, B
eC.

UFV SEC 41.1
UFV SPF 42.2
UFV SPF 28.1
UFV SPF 47.4
UFV SPF 47.2
UFV SPF 28.5

UFV SPF 47.5 Grupo estatistico
(Tukey, p < 0,05)
[ A- maior inibigao

UFV SPF 47.3

UFV SPF 29.1

Isolados

UFV SEC 41.3 [ ¢ - menor inibigao

UFV SPF 28.3
UFV SPF 23.1
UFV SPF 64.1
UFV SEC 41.2
UFV SPF 38.1

Controle

o
n
o
N
o
(22
S

indice de inibigao (%)

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.
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Figura 17 - Isolados com atividade antagonista frente a F. oxysporum em ensaio de cultura
pareada.
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Fonte: Elaborado pelo proprio autor.

E possivel que eles abriguem BGCs tnicos ou variantes genéticas de compostos
conhecidos, conferindo uma vantagem adaptativa contra patégenos fungicos (Mantri et al.,
2021). Além do antagonismo direto observado in vitro, a aplicacao desses isolados em campo
pode beneficiar-se de mecanismos sinérgicos, pesquisas recentes indicam que actinobactérias
rizosféricas podem atuar na inducdo de resisténcia sistémica nas plantas (ISR) e na
competicdo por nichos e nutrientes, potencializando o controle de doencas vasculares como as
causadas por F. oxysporum (Wang et al., 2023).
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Dessa forma, a identificagdo de isolados com inibicdo superior a 60 % confirma a
eficiéncia das estratégias de isolamento utilizadas em ecossistemas tropicais. Os isolados
UFV SEC 41.1 e UFV SPF 42.2, dentre todos os analisados, sdo agora candidatos prioritarios
para estudos de caracterizacdo molecular e identificacdo quimica dos metabolitos
responsaveis pela atividade antagonista visando futuras formulac¢des biotecnolégicas.

5.6.4 Teste de predacao bacteriana

Trinta isolados de mixobactérias, selecionados com base na diversidade morfolégica
presentes na Tabela Suplementar 2, foram submetidos a ensaios de predagao contra um painel
de seis patogenos-alvo: quatro de importancia médica (Klebsiella pneumoniae KP13,
Pseudomonas aeruginosa PAO1, Staphylococcus aureus 6538, e Escherichia coli 25922) e

dois fitopatégenos (Xanthomonas campestris pv. campestris e Ralstonia solanacearum).

A avaliacdo revelou que todos os 30 isolados testados exibiram atividade predatoria
contra pelo menos um dos microrganismos testados (Tabela 6), confirmando a eficacia da
metodologia de isolamento em selecionar linhagens predadoras. Sete isolados destacaram-se,
apresentando consumo do tapete microbiano em cinco dos seis patégenos testados: UFV
AM-EC 6.1, UFV AM-EC 5.2, UFV AM-EC 10.1, UFV AM-PF 23.3, UFV AM-PF 25.3,
UFV AM-PF 26.1 e UFV AM-PF 29.1 (Figura 18). Por outro lado, nenhum dos isolados de
mixobactérias demonstrou capacidade de predacdo sobre Pseudomonas aeruginosa PAO1 sob

as condicdes experimentais testadas.

Tabela 6 - Atividade predatéria dos isolados de mixobactérias frente a patégenos de interesse
clinico (Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa) e agronomico (Xanthomonas campestris pv. campestris e Ralstonia
solanacearum). (S = positivo; N = negativo).

Klebsiella Pseudomonas Xanthomonas Ralstonia
pneumoniae aeruginosa Staphylococcus Escherichia campestris pv. solanacearum
Cédigo KP13 PAO1 aureus 6538 coli 25922 campestres V5
UFV AM-EC 1.1
UFV AM-EC 6.1

UFV AM-PF 6.1
UFV AM-EC 6.4
UFV AM-EC 5.1.2
UFV AM-EC 5.2
UFV AM-EC 7.1
UFV AM-EC 10.1
UFV AM-EC 11.1
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Tabela 6 - Continuacao

Klebsiella Pseudomonas Xanthomonas Ralstonia
pneumoniae aeruginosa Staphylococcus Escherichia campestris pv. solanacearum
Cadigo KP13 PAO1 aureus 6538 coli 25922 campestres V5

UFV AM-PF 25.1 N

UFV AM-PF 23.3 s 1 s s s s
UFV AM-PF 253 s 1 s s s s
UFV AM-PF 29.1 s B s s s s
UFV AM-PF 49.3 s AN s e

UFV AM-PF5.1.1 s N s e s
UFV AM-PF 573 N N~ N s N N
UFV AM-PF 59.1 N

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.
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Figura 18 - Ensaio de predacdo de isolados de mixobactérias sobre diferentes bactérias-alvo.
A atividade predatéria é evidenciada pela formacdo de halos de lise ao redor do inéculo,
indicando degradacdo do tapete bacteriano. Observa-se variacdo na intensidade da predacao
entre os isolados, com casos de lise mais pronunciada, como o isolado UFV AM-EC 6.1
frente a E. coli, e atividade mais discreta, como UFV AM-PF 26.1 frente a X. campestris.
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O comportamento de predacdo generalista exibido pelos isolados de destaque, esta
alinhado com a descrigdo de mixobactérias como eximias predadoras do microbioma do solo,
capazes de secretar coquetéis complexos de enzimas hidroliticas e antibiéticos durante o ciclo
de lise celular, esses resultados sugerem que a colecdo construida abriga isolados com um

arsenal genético robusto para o antagonismo microbiano (Wang et al., 2023).

A atividade predatdria efetiva contra Ralstonia solanacearum e Xanthomonas
campestris representa um resultado de alto interesse agricola. Ambos sdo patdégenos de dificil
controle devido a sua longevidade no solo e a resisténcia a pesticidas quimicos, a literatura
recente tem destacado o uso de mixobactérias, especialmente dos géneros Myxococcus como
alternativa promissora para o manejo de doengas de plantas, atuando ndo apenas por predacao
direta, mas também modulando a comunidade microbiana rizosférica e produzindo compostos

supressivos de doencas (Dong et al., 2021).

Em suma, a diversidade funcional observada, com isolados apresentando amplo
espectro de acdo, valida o sucesso da prospeccdo em biomas biodiversos. Os isolados
emergem como candidatos prioritarios para o desenvolvimento de bioinoculantes ou para a
prospeccao de novos antibiéticos, focando principalmente em alvos como Klebsiella e

fitopatogenos agricolas.

A incapacidade total da colecdo em predar Pseudomonas aeruginosa PAO1 é um
achado ecologicamente informativo. P. aeruginosa é uma bactéria Gram-negativa conhecida
por sua excepcional resisténcia a agentes antimicrobianos e predadores (Lorusso et al., 2022;
Goh et al., 2023). Esse patégeno utiliza multiplas barreiras de defesa simultaneas: a formacao
de biofilmes densos e matriciais que impedem a penetracao fisica, e a producao de pigmentos
fenazinicos como a piocianina, que possui propriedades redox e antimicrobianas capazes de
induzir estresse oxidativo ou morte em predadores (Kang & Lee, 2022). Portanto, a auséncia
de predacdo nao indica necessariamente uma falha dos isolados de mixobactérias, mas reflete
a complexidade da interacdo quimica interespecifica, onde presas altamente adaptadas podem

resistir até mesmo a predadores especializados nessas condi¢Oes experimentais.

5.7 Aspectos centrais sobre a colecao obtida e destaque dos isolados mais promissores

A caracterizacao dos 162 isolados que compdem a colecdo microbiana permitiu a

identificacdo de isolados com elevado potencial para aplicacoes biotecnologicas,
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especialmente nos contextos de biocontrole de patdgenos e promocdo do crescimento vegetal.
A Tabela 7 sintetiza os principais candidatos dentro de cada grupo funcional, evidenciando

suas competéncias bioldgicas e possiveis aplicagoes.

Tabela 7 - Isolados bacterianos promissores selecionados a partir dos ensaios funcionais e
suas respectivas aplicacOes potenciais biotecnologicas.

Cadigo Identificacao Possiveis Aplicacoes biotecnologicas

Predar Ralstonia solanacearum, Xanthomonas campestris,
UFV AM-EC 6.1 Myxococcus fulvus  Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus e Escherichia
coli - Controle de bactérias

Predar Ralstonia solanacearum, Xanthomonas campestris,
UFV AM-EC 5.2 Myxococcota Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus e Escherichia
coli - Controle de bactérias

Predar Ralstonia solanacearum, Xanthomonas campestris,
UFV AM-EC 10.1 Corallococcus sp.  Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus e Escherichia
coli - Controle de bactérias

Predar Ralstonia solanacearum, Xanthomonas campestris,
UFV AM-PF 23.3 Myxococcota Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus e Escherichia
coli - Controle de bactérias

Predar Ralstonia solanacearum, Xanthomonas campestris,
UFV AM-PF 25.3 Myxococcota Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus e Escherichia
coli - Controle de bactérias

Predar Ralstonia solanacearum, Xanthomonas campestris,
UFV AM-PF 26.1 Myxococcota Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus e Escherichia
coli - Controle de bactérias

Predar Ralstonia solanacearum, Xanthomonas campestris,
UFV AM-PF 29.1 Myxococcota Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus e Escherichia
coli - Controle de bactérias

UFV B-EC5.2 Dyella telluris Solubilizar fosfato de aluminio — biofertilizante
UFV B-PF 5.3 Dyella telluris Solubilizar fosfato de aluminio — biofertilizante
UFV B-PF 6.4 Dyella telluris Solubilizar fosfato de aluminio — biofertilizante
UFV B-PF 8.1 Dyella telluris Solubilizar fosfato de aluminio — biofertilizante
UFV B-PF 12.1 Dyella sp. Solubilizar fosfato de aluminio — biofertilizante

UFV B-PF 15.2 Dyella sp. Solubilizar fosfato de aluminio — biofertilizante
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Tabela 7 - Continuacao

Caédigo Identificacdo Possiveis Aplicacoes biotecnolégicas
UFV B-PF 35 Dyella sp. Solubilizar fosfato de aluminio — biofertilizante
UFV B-PF 58.2 Dyella sp. Solubilizar fosfato de aluminio — biofertilizante
Streptomyces
UFV CAB-C 25 graminearus Produzir VOCs - Controle de fungos

Inibir crescimento de Fusarium oxysporum — Controle de

UFV S-PF41.1 Actinomycetota -
fusariose

Inibir crescimento de Fusarium oxysporum — Controle de

UFV S-PF 42.2 Actinomycetota .
fusariose

Fonte: Elaborado pelo préprio autor.

Dentre os isolados avaliados, sete isolados de mixobactérias (UFV AM-EC 6.1, UFV
AM-EC 5.2, UFV AM-EC 10.1, UFV AM-PF 23.3, UFV AM-PF 25.3, UFV AM-PF 26.1 e
UFV AM-PF 29.1) destacaram-se pelo comportamento predatério, configurando-se como
recursos estratégicos para o desenvolvimento de agentes de biocontrole de amplo espectro. A
capacidade de predagdo simultanea sobre fitopatogenos (Ralstonia solanacearum e
Xanthomonas campestris) e patogenos de relevancia clinica (Klebsiella pneumoniae,
Staphylococcus aureus e Escherichia coli) sugere a producao de um repertorio metabolico
complexo, potencialmente composto por peptideos nao ribossomais, policetideos e enzimas
hidroliticas com diferentes especificidades (Saggu et al., 2023; Ahearne et al., 2023). Tal
versatilidade funcional é amplamente descrita para mixobactérias, reconhecidas como fontes

prolificas de metabdlitos bioativos com muiltiplos alvos biolégicos (Bhatt et al., 2021).

Nesse contexto, os isolados UFV AM-EC 6.1 e UFV AM-EC 10.1 emergem como
candidatos prioritarios para estudos aprofundados de bioprospeccdo. Abordagens baseadas em
gendmica comparativa e metaboldomica sdo particularmente promissoras para elucidar os
clusters biossintéticos envolvidos na producdo de metabdlitos secundarios e seu papel

ecologico na predacao microbiana.

Adicionalmente, oito isolados do género Dyella demonstraram capacidade de
solubilizar fosfato de aluminio, caracteristica de grande relevancia para sistemas agricolas

tropicais, nos quais a baixa disponibilidade de fésforo constitui um dos principais fatores
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limitantes a produtividade (Vinha et al., 2021). A solubilizacdo preferencial dessa forma de
fosfato, em detrimento do fosfato de ferro, sugere a producao seletiva de acidos organicos,
como citrico, malico e oxalico, capazes de complexar o aluminio e promover a liberacdao do

fésforo para a solucao do solo (Aliyat et al., 2022).

Streptomyces graminearus (isolado UFV CAB-C25) destacou-se pela producdo de
compostos organicos volateis (VOCs) com efeito fungistatico prolongado sobre Trichoderma
sp. Embora este género seja amplamente empregado como agente de biocontrole, a
capacidade de inibicdo por compostos volateis amplia as possibilidades de aplicacao desse
isolado, especialmente em sistemas de fumigacdo biologica. Apesar da auséncia de efeito
direto sobre os fitopatogenos testados neste estudo, evidéncias prévias demonstram a
atividade desses volateis contra bactérias de importancia clinica e agricola, incluindo
Staphylococcus aureus USA300, Pectobacterium carotovorum, Ralstonia solanacearum,
Xanthomonas campestris e Bacillus thuringiensis subsp. krutarsi, indicando a versatilidade
metabolica desse isolado (Moreira, 2025). Esses resultados reforcam a necessidade de
expansdo dos ensaios para outros alvos, como patdégenos de pds-colheita e microrganismos

associados a deterioracao de graos armazenados.

Por fim, os isolados UFV S-PF 41.1 e UFV S-PF 42.2 apresentaram capacidade de
inibicdo superior a 60 % frente a Fusarium oxysporum CCF 316, destacando-se como
candidatos promissores para o controle da fusariose, uma das doencas mais impactantes na

bananicultura e em diversas culturas de importancia econdmica (Zakaria, 2023).

Em conjunto, os isolados selecionados constituem uma colecdo funcionalmente
diversa, englobando agentes com atividade antibacteriana e antiftingica, microrganismos
promotores de crescimento vegetal por mobilizacdo de nutrientes e produtores de metabdlitos
volateis com potencial aplicacdo em fumigagdo bioldgica. A colecao microbiana consolidada
neste estudo representa, portanto, um recurso estratégico para o desenvolvimento de
bioinsumos sustentaveis, alinhados as demandas contemporaneas por reducao do uso de
insumos quimicos na agricultura e pela prospeccao de novas alternativas frente a crescente

crise de resisténcia antimicrobiana.
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6 CONCLUSOES

O presente trabalho apresenta o primeiro relato de isolamento de Mixobactérias da
Amazoénia e permitiu a construcdo de uma colecdo bacteriana estruturada e diversificada,
composta por 162 isolados bacterianos, dos quais 118 foram obtidos de solos amazonicos e 44
provenientes de colecdes prévias (Melo, 2019; Medrado, 2025). A integracdo entre
metodologias de isolamento (isca de esterco de coelho e isca de papel de filtro em meio ST21)
e técnicas de caracterizacdo fenotipica e molecular mostrou-se essencial para a identificagao

dos diferentes grupos bacterianos e para a avaliacdo de seu potencial biotecnologico.

A caracterizacdo dos isolados da colecao de Medrado (2025) revelou que géneros
como Pseudomonas, Flavobacterium, Chitinophaga, Variovorax, Agrobacterium, Flavitalea e
Stutzerimonas podem mimetizar fenotipos tipicos de mixobactérias quando cultivados em
meios oligotréficos, reforcando a necessidade de associar a triagem morfolégica a
identificacdo molecular para evitar falsos positivos. Esse aprendizado foi aplicado no

isolamento das bactérias amazonicas, resultando em uma colecao robusta.

Entre os 118 isolados obtidos de solos amazonicos, destacaram-se 69 mixobactérias
(familia Myxococcaceae), das quais sete isolados (Corallococcus sp., Corallococcus sp. e
cinco ndo identificados molecularmente) apresentaram predacdo contra patégenos de
relevancia agrondmica (Ralstonia solanacearum, Xanthomonas campestris) e clinica
(Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus, Escherichia coli). Esses isolados constituem
candidatos prioritarios para o desenvolvimento de agentes de biocontrole de amplo espectro e

para a prospeccao de novos antibidticos e enzimas liticas.

O género Dyella foi isolado recorrentemente (10 isolados), e oito desses isolados
demonstraram capacidade de solubilizar fosfato de aluminio, um fenétipo de grande
relevancia para a fertilidade de solos tropicais. Esses isolados apresentaram atividade que
pode ser usada para aplicacdo como biofertilizantes, contribuindo para a reducdo da

dependéncia de insumos fosfatados soltveis.

A prospeccao de actinobactérias resultou no isolamento de 36 isolados com
morfologia filamentosa tipica, das quais UFV SEC 41.1 e UFV S-PF 42.2 inibiram Fusarium
oxysporum em mais de 60 % em cultura pareada, indicando seu potencial para o controle

biolégico da fusariose, uma das principais doencas da bananicultura. Além disso,
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Streptomyces graminearus, isolado UFV CAB-C25, manteve inibicao de 90,1 % sobre
Trichoderma sp. por meio de compostos organicos volateis (VOCs) até o 15° dia de

incubacdo, com efeito fungistatico, destacando-se como candidato para fumigacdo biologica.

A colecdao microbiana consolidada neste estudo representa um recurso estratégico
para o desenvolvimento de bioinsumos sustentaveis, abrangendo agentes de biocontrole de
bactérias e fungos fitopatogénicos, promotores de crescimento vegetal por solubilizacdo de
fésforo e produtores de volateis com aplicacdao em armazenamento de produtos agricolas. A
validagdo da Amazodnia como reservatorio de microrganismos com elevado potencial
biotecnolégico reforca a importancia de estudos sistematicos da microbiota desse bioma,
abrindo perspectivas para investigacOes futuras de gendmica, metabolomica e validagdo

agrondmica dos isolados selecionados.
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8 APENDICE

Tabela Suplementar 1 - Amostras de solo utilizadas para o isolamento bacteriano, incluindo c6digo da amostra, area de coleta, fitofisionomia,
data de coleta, estado, municipio e coletor responsavel. As amostras foram provenientes da Reserva de Desenvolvimento Sustentavel do Rio
Negro (RDS Rio Negro), localizada no municipio de Novo Airdo, estado do Amazonas, Brasil, e coletadas no més de marco de 2025. A
fitofisionomia refere-se ao tipo de solo predominante no local de coleta (ripario solo perto de igarapés, mais imido e com mais matéria organica,
campinas, solo de areia e uniforme, solo firme). Os cédigos das amostras correspondem a identificacdo atribuida pelo laboratério responsavel
pelo processamento e armazenamento do material.

Numero da amostra Cadigo Fitofisionomia Data de coleta Estado Municipio Latitude Longitude

RDS RN MD26 L02
1 2900 Ripéria mar¢o/2025 Amazonas Novo Airdao S 3.042736966° W 60.74029701°

RDS RN MD26 L02
2 4350 Riparia marco/2025 Amazonas Novo Airdao S 3.036939036° W 60.72833997°

RDS RN MD50 TN
3 0500 Uniforme marco/2025 Amazonas Novo Airdao S 2.929290002° W 60.84943199°

RDS RN MD18 TN
4 1500 Uniforme mar¢o/2025 Amazonas Novo Airdao $2.927801041° W 60.84069603°

RDS RN MD18 TN
5 1650 Riparia marco/2025 Amazonas Novo Airdao S 3.092280971° W 60.66501°

RDS RN MD18 TN
6 2500 Uniforme mar¢o/2025 Amazonas Novo Airdao S 3.090115003° W 60.66198598°
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Numero da amostra Codigo Fitofisionomia Data de coleta Estado Municipio Latitude Longitude

RDS RN MD18 TN

7 2650 Ripéria margo/2025 Amazonas Novo Airdo S 3.086939016° W 60.65718097°
RDS RN MD18 TN

8 2500 Uniforme mar¢o/2025 Amazonas Novo Airdo S 2.926213006° W 60.83188397°
RDS RN MD18 TN

9 3500 Uniforme mar¢o/2025 Amazonas Novo Airdao S 2.924547018° W 60.82302002°
RDS RN MD18 TN

10 3950 Ripéria mar¢o/2025 Amazonas Novo Airdo S 3.080222011° W 60.64734497°
RDS RN MD18 TN

11 4500 Uniforme mar¢o/2025 Amazonas Novo Airdao S 3.077494036° W 60.64309602°
RDS RN MD18 TS

12 0300 Ripéria margo/2025 Amazonas Novo Airdao S 3.105898965° W 60.67006798°
RDS RN MD18 TS

13 0500 Uniforme mar¢o/2025 Amazonas Novo Airdo S 3.104953989° W 60.668332°
RDS RN MD18 TS

14 1500 Uniforme mar¢o/2025 Amazonas Novo Airao S 3.100102041° W 60.66075803°
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Numero da amostra Codigo Fitofisionomia Data de coleta Estado Municipio Latitude Longitude

RDS RN MD18 TS

15 1550 Ripéria margo/2025 Amazonas Novo Airdo S 3.099919986° W 60.66059601°
RDS RN MD18 TS

16 2100 Ripéria mar¢o/2025 Amazonas Novo Airdo S 3.097071983° W 60.656381°
RDS RN MD18 TS

17 2500 Uniforme margo/2025 Amazonas Novo Airdao S 3.095175996° W 60.65324499°
RDS RN MD18 TS

18 3450 Ripéria mar¢o/2025 Amazonas Novo Airdo S 3.090262022° W 60.64617201°
RDS RN MD18 TS

19 4500 Uniforme mar¢o/2025 Amazonas Novo Airdao S 3.085315023° W 60.63817299°
RDS RN MD26

20 CAMPB Campina margo/2025 Amazonas Novo Airdao S 3.052414041° W 60.75374099°
RDS RN MD50 TN

21 0150 Ripéria mar¢o/2025 Amazonas Novo Airdo S 2.929871036° W 60.852368°
RDS RN MD50 TN

22 0500 Uniforme mar¢o/2025 Amazonas Novo Airao S 2.929290002° W 60.84943199°
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Numero da amostra Codigo Fitofisionomia Data de coleta Estado Municipio Latitude Longitude

RDS RN MD50 TN

23 0700 Ripéria margo/2025 Amazonas Novo Airdo S 2.929018009° W 60.84758°
RDS RN MD50 TN

24 1500 Uniforme mar¢o/2025 Amazonas Novo Airdo $2.927801041° W 60.84069603°
RDS RN MD50 TN

25 1550 Ripéria margo/2025 Amazonas Novo Airdao S 3.099919986° W 60.66059601°
RDS RN MD50 TN

26 1750 Ripéria mar¢o/2025 Amazonas Novo Airdo S 2.927490994° W 60.83833996°
RDS RN MD50 TN

27 2500 Uniforme mar¢o/2025 Amazonas Novo Airdao S 2.926213006° W 60.83188397°
RDS RN MD50 TN

28 2650 Ripéria margo/2025 Amazonas Novo Airdao S 2.925863983° W 60.83025°
RDS RN MD50 TN

29 3500 Uniforme mar¢o/2025 Amazonas Novo Airdo S 2.924547018° W 60.82302002°
RDS RN MD50 TN

30 4500 Ripéria mar¢o/2025 Amazonas Novo Airao S 2.923098961° W 60.81420897°
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Numero da amostra Codigo Fitofisionomia Data de coleta Estado Municipio Latitude Longitude

RDS RN MD50 TN

31 4600 Ripéria margo/2025 Amazonas Novo Airdo S 2.922842978° W 60.81342802°
RDS RN MD50 TN

32 2500 Uniforme mar¢o/2025 Amazonas Novo Airdo S 2.926213006° W 60.83188397°
RDS RN MD50 TO

33 0500 Riparia mar¢o/2025 Amazonas Novo Airdao S 2.934416961° W 60.85331499°
RDS RN MD50 TS

34 0500 Uniforme mar¢o/2025 Amazonas Novo Airdo S 2.93825604° W 60.84791101°
RDS RN MD50 TS

35 1500 Uniforme mar¢o/2025 Amazonas Novo Airdao S 2.936679991° W 60.83903097°
RDS RN MD50 TS

36 2500 Uniforme mar¢o/2025 Amazonas Novo Airdao S 2.934990032° W 60.830164°
RDS RN MD50 TS

37 3500 Uniforme mar¢o/2025 Amazonas Novo Airdo S 2.933568964° W 60.82125496°
RDS RN MD50 TS

38 4500 Uniforme mar¢o/2025 Amazonas Novo Airao S 2.931860983° W 60.81243804°
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Numero da amostra Codigo Fitofisionomia Data de coleta Estado Municipio Latitude Longitude

RDS RN MD26

39 CAMP A Campina margo/2025 Amazonas Novo Airdo S 3.057593973° W 60.76226698°
RDS RN MD26

40 CAMP C Campina mar¢o/2025 Amazonas Novo Airdo S 3.047026992° W 60.72804803°
RDS RN MD26

41 CAMPD Campina margo/2025 Amazonas Novo Airdao S 3.060317002° W 60.75386002°
RDS RN MD26 L01

42 0500 Uniforme mar¢o/2025 Amazonas Novo Airdo S 3.050546972° W 60.73548001°
RDS RN MD26 L01

43 1500 Uniforme mar¢o/2025 Amazonas Novo Airdao S 3.060540967° W 60.75623101°
RDS RN MD26 L01

44 2500 Uniforme margo/2025 Amazonas Novo Airdao S 3.056486975° W 60.74789202°
RDS RN MD26 L01

45 3050 Ripéria mar¢o/2025 Amazonas Novo Airdo S 3.052629959° W 60.739649°
RDS RN MD26 L01

46 3500 Uniforme mar¢o/2025 Amazonas Novo Airao S 3.050546972° W 60.73548001°
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Numero da amostra Codigo Fitofisionomia Data de coleta Estado Municipio Latitude Longitude

RDS RN MD26 L01

47 4500 Uniforme margo/2025 Amazonas Novo Airdo S 3.048726004° W 60.73159098°
RDS RN MD26 L02

48 0500 Uniforme mar¢o/2025 Amazonas Novo Airdo S 3.044744013° W 60.72353899°
RDS RN MD26 L02

49 1500 Uniforme margo/2025 Amazonas Novo Airdao S 3.048114963° W 60.75195104°
RDS RN MD26 L02

50 2500 Uniforme mar¢o/2025 Amazonas Novo Airdo S 3.044342017° W 60.74343°
RDS RN MD26 L02

51 3500 Uniforme mar¢o/2025 Amazonas Novo Airdao S 3.040751042° W 60.735421°
RDS RN MD26 L02

52 4500 Uniforme margo/2025 Amazonas Novo Airdao S 3.036591019° W 60.72709199°
RDS RN MD26 L01

53 0500 Uniforme mar¢o/2025 Amazonas Novo Airdo S 3.060540967° W 60.75623101°
RDS RN MD26 L01

54 1500 Uniforme mar¢o/2025 Amazonas Novo Airao S 3.056486975° W 60.74789202°
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Numero da amostra Codigo Fitofisionomia Data de coleta Estado Municipio Latitude Longitude

RDS RN MD26 L01

55 2500 Uniforme margo/2025 Amazonas Novo Airdo S 3.052629959° W 60.739649°
RDS RN MD26 L01

56 3500 Uniforme mar¢o/2025 Amazonas Novo Airdo S 3.048726004° W 60.73159098°
RDS RN MD26 L01

57 4500 Uniforme margo/2025 Amazonas Novo Airdao S 3.044744013° W 60.72353899°
RDS RN MD26 NS1

58 050 Ripéria mar¢o/2025 Amazonas Novo Airdo S 3.03839799° W 60.72173696°
RDS RN MD26 NS2

59 0550 Ripéria mar¢o/2025 Amazonas Novo Airdao S 3.061758019° W 60.760257°
RDS RN MD18 TS

60 0500 Uniforme mar¢o/2025 Amazonas Novo Airdao S 2.93825604° W 60.84791101°
RDS RN MD18 TS

61 1500 Uniforme mar¢o/2025 Amazonas Novo Airdo S 2.936679991° W 60.83903097°
RDS RN MD18 TS

62 2500 Uniforme mar¢o/2025 Amazonas Novo Airao S 2.934990032° W 60.830164°
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Numero da amostra Codigo Fitofisionomia Data de coleta Estado Municipio Latitude Longitude
RDS RN MD18 TS
63 3500 Uniforme margo/2025 Amazonas Novo Airdo S 2.933568964° W 60.82125496°
RDS RN MD18 TS
64 4500 Uniforme mar¢o/2025 Amazonas Novo Airdo S 2.931860983° W 60.81243804°
RDS RN MD26 TV
65 RIPO Ripéria margo/2025 Amazonas Novo Airdao S 3.056902969° W 60.75253903°

Fonte: Elaborado pelo proprio autor
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Tabela Suplementar 2 - Caracterizagdo morfolégica dos isolados bacterianos investigados neste estudo. Os cddigos dos isolados seguem a
seguinte nomenclatura: UFV indica Universidade Federal de Vicosa; AM refere-se a isolados de potenciais mixobactérias provenientes de
amostras da Amazonia; B corresponde a isolados bacterianos Gram-negativos, com motilidade positiva, ndo mixobacterianos; PM, a isolados
classificados como potenciais mixobactérias; e M, a isolados confirmados como mixobactérias. As siglas EC e PF indicam, respectivamente,
isolados obtidos pelos métodos de isca com esterco de coelho e isca com papel de filtro. A numeragao (por exemplo, 1.1) corresponde ao ponto
de coleta seguido do numero sequencial do isolado obtido naquele ponto. A tabela apresenta a avaliacao da presenca de pigmentos intracelulares
e extracelulares, fluorescéncia iridescéncia, cor e transparéncia das colonias, formagdo de corpos de frutificacdo, capacidade de formar halo em
meio VY/2 e areferéncia de origem dos isolados. Os isolados da colecdo de Medrado (2025) foram obtidos a partir de amostras coletadas na area
de producdo da empresa Sitio Barreiras Fruticultura LTDA., localizada no municipio de Missdo Velha, Ceara, Brasil. Onde consta “-” foram os
isolados que nao foram testados quanto a essa caracteristica.

Pigmento Pigmento
Coadigo intracelular extracelular Fluorescéncia Iridescente Cor da colonia Transparéncia Corpo de frutificacdo Halo em VY/2 Referéncia
UFV AM-EC 1.1 Presente Ausente Presente Nao Laranja salmao Translicida Presente Positivo Este trabalho
UFV AM-EC 10.1 Presente Ausente - Nao Creme Translicida Presente Positivo Este trabalho
UFV AM-EC 11.1 Presente Ausente - Nio Amarelo Translicida Presente Negativo Este trabalho
UFV AM-EC 36.1 Presente Presente - Sim Laranja avermelhado Translicida Presente Positivo Este trabalho
UFV AM-EC 5.1.1 Presente Ausente Presente Nao Creme amarelado Translicida Presente Positivo Este trabalho
UFV AM-EC 5.1.2 Presente Ausente Presente Nao Laranja Translicida Presente Positivo Este trabalho
UFV AM-EC 5.2 Presente Ausente - Nao Laranja salmédo Transldcida Presente Positivo Este trabalho
UFV AM-EC 6.1 Presente Ausente Presente Nao Laranja salmédo Transldcida Presente Positivo Este trabalho
UFV AM-EC 6.4 Presente Ausente Ausente Nio Amarelado a laranja Translucida Presente Positivo Este trabalho
UFV AM-EC 7.1.1 Presente Ausente Presente Nio Rosado Opaca Presente Positivo Este trabalho
UFV AM-EC 7.1.2 Presente Ausente - Sim Amarelo Translucida Presente Positivo Este trabalho
UFV AM-PF 11.2.1 Presente Presente - Nio Amarelo intenso Translucida Presente Positivo Este trabalho
UFV AM-PF 11.2.2 Presente Presente - Nio Amarelo intenso Translucida Presente Positivo Este trabalho
UFV AM-PF 23.1 Presente Presente - Nio Laranja Translicida Presente Positivo Este trabalho
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Pigmento Pigmento
Cadigo intracelular extracelular Fluorescéncia Iridescente Cor da colonia Transparéncia Corpo de frutificacao Halo em VY/2 Referéncia
UFV AM-PF 23.2 Presente Presente - Nio Laranja Translicida Presente Positivo Este trabalho
UFV AM-PF 23.3 Presente Ausente - Nio Laranja Translicida Presente Positivo Este trabalho
UFV AM-PF 25.1 Presente Presente - Nio Laranja avermelhado Translicida Presente Positivo Este trabalho
UFV AM-PF 25.2.1 Presente Ausente - Sim Laranja intenso Transliucida Presente Positivo Este trabalho
UFV AM-PF 25.2.2 Presente Ausente - Sim Laranja intenso Translucida Presente Positivo Este trabalho
UFV AM-PF 25.2.3 Presente Ausente - Nio Laranja intenso Translucida Presente Positivo Este trabalho
UFV AM-PF 25.3.1 Presente Presente - Nio Laranja avermelhado Translicida Presente Positivo Este trabalho
UFV AM-PF 25.3.2 Presente Ausente - Nio Laranja intenso Translicida Presente Positivo Este trabalho
UFV AM-PF 25.4 Presente Presente - Sim Laranja avermelhado Translicida Presente Positivo Este trabalho
UFV AM-PF 26.1 Presente Ausente - Nao Laranja salmado Translicida Presente Positivo Este trabalho
UFV AM-PF 29.1 Presente Ausente - Nio Laranja avermelhado Translicida Presente Positivo Este trabalho
UFV AM-PF 42.1 Presente Ausente - Nio Amarelo Opaca Presente Positivo Este trabalho
UFV AM-PF 42.2 Presente Presente - Sim Laranja intenso Translicida Presente Positivo Este trabalho
UFV AM-PF 42.3 Presente Ausente - Nao Laranja intenso Translicida Presente Positivo Este trabalho
UFV AM-PF 44.1 Presente Ausente - Nao Amarelo Translicida Presente Positivo Este trabalho
UFV AM-PF 44.2 Presente Ausente - Nao Laranja Translicida Presente Positivo Este trabalho
UFV AM-PF 44.3 Presente Ausente - Sim Laranja Translicida Presente Positivo Este trabalho
UFV AM-PF 44.4 Presente Ausente - Nao Laranja Translicida Presente Positivo Este trabalho
UFV AM-PF 44.5.1 Presente Ausente - Nao Laranja Transltcida Presente Negativo Este trabalho
UFV AM-PF 45.5.2 Presente Presente - Sim Laranja intenso Translicida Presente Positivo Este trabalho
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Pigmento Pigmento
Cadigo intracelular extracelular Fluorescéncia Iridescente Cor da colonia Transparéncia Corpo de frutificacao Halo em VY/2 Referéncia
UFV AM-PF 48.2 Presente Ausente - Nao Laranja intenso Translicida Presente Negativo Este trabalho
UFV AM-PF 48.3 Presente Ausente - Nao Laranja intenso Translicida Presente Negativo Este trabalho
UFV AM-PF 49.1 Presente Presente - Nio Laranja intenso Translicida Presente Positivo Este trabalho
UFV AM-PF 49.2 Presente Ausente - Sim Creme Opaca Presente Positivo Este trabalho
UFV AM-PF 49.2.2 Presente sim - Nio Laranja Translucida Presente Positivo Este trabalho
UFV AM-PF 49.2.3 Presente Presente - Sim Laranja Translucida Presente Positivo Este trabalho
UFV AM-PF 49.3 Presente Ausente - Nao Amarelo Opaca Presente Negativo Este trabalho
UFV AM-PF 49.4 Presente Presente - Nio Salmao Translicida Presente Positivo Este trabalho
UFV AM-PF 49.5 Presente Presente - Sim Amarelo Translicida Presente Positivo Este trabalho
UFV AM-PF 49.6 Presente Ausente - Nio Amarelo Translicida Presente Negativo Este trabalho
UFV AM-PF 49.6.2 Presente Ausente - Nio Amarelo Translicida Presente Negativo Este trabalho
UFV AM-PF 51.1 Presente Ausente - Nio Rosa claro Opaca Presente Positivo Este trabalho
UFV AM-PF 51.2 Presente Ausente - Nio Laranja Translicida Presente Positivo Este trabalho
UFV AM-PF 55.1 Presente Presente - Sim Amarelo Translicida Presente Positivo Este trabalho
UFV AM-PF 55.1.2 Presente Ausente - Nao Amarelo Translicida Presente Negativo Este trabalho
UFV AM-PF 55.2 Presente Ausente - Nao Salmao Translicida Presente Positivo Este trabalho
UFV AM-PF 55.3 Presente Ausente - Nio Salmaéo Transltcida Presente Positivo Este trabalho
UFV AM-PF 55.4 Presente Ausente - Nao Amarelo Translicida Presente Positivo Este trabalho
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Pigmento Pigmento

Cadigo intracelular extracelular Fluorescéncia Iridescente Cor da colonia Transparéncia Corpo de frutificacao Halo em VY/2 Referéncia

UFV AM-PF 55.5 Presente Ausente - Nao Laranja avermelhado Translicida Presente Negativo Este trabalho
UFV AM-PF 57.1 Presente Ausente - Nio Laranja Translicida Presente Positivo Este trabalho
UFV AM-PF 57.2 Presente Presente - Nio Laranja intenso Opaca Presente Positivo Este trabalho
UFV AM-PF 57.2.2 Presente Ausente - Nio Salmao Translicida Presente Negativo Este trabalho
UFV AM-PF 57.3 Presente Ausente - Nio Salmao Translicida Presente Positivo Este trabalho
UFV AM-PF 57.4.1 Presente Presente - Nio Laranja intenso Translucida Presente Positivo Este trabalho
UFV AM-PF 57.4.2 Presente Presente - Nio Laranja intenso Translicida Presente Positivo Este trabalho
UFV AM-PF 58.1 Presente Ausente - Nio Laranja Translicida Presente Positivo Este trabalho
UFV AM-PF 59.1 Presente Presente - Nio Laranja Translicida Presente Positivo Este trabalho
UFV AM-PF 59.2 Presente Ausente - Sim Laranja salmado Translicida Presente Positivo Este trabalho
UFV AM-PF 6.1 Presente Ausente - Nao Laranja salmado Translicida Presente Positivo Este trabalho
UFV AM-PF 60.1.1 Presente Presente - Nao pors igﬁgg’ e Opaca Presente Positivo Este trabalho
UFV AM-PF 60.1.2 Presente Presente - Nao Creme Translicida Presente Positivo Este trabalho
UFV AM-PF 60.2 Presente Ausente - Nao Creme Translicida Presente Positivo Este trabalho
UFV AM-PF 60.3 Presente Ausente - Nao Creme Translicida Presente Positivo Este trabalho
UFV B-EC 5.3 Ausente Ausente Ausente Nao Branca Opaca Ausente Negativo Este trabalho
UFV B-EC 6.3 Ausente Ausente Ausente Nao Branca Opaca Ausente Negativo Este trabalho
UFV B-EC 6.3.2 Ausente Ausente Ausente Nao Branca Opaca Ausente Negativo Este trabalho
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Pigmento Pigmento
Cadigo intracelular extracelular Fluorescéncia Iridescente Cor da colonia Transparéncia Corpo de frutificacao Halo em VY/2 Referéncia
UFV B-EC 8.1 Ausente Ausente - Nao Branca Opaca Ausente Negativo Este trabalho
UFV B-EC 15.1 Ausente Ausente - Nao Branca Opaca Ausente Negativo Este trabalho
UFV B-EC 20.1 Ausente Ausente - Néo Branca Opaca Ausente Negativo Este trabalho
UFV B-EC 20.2 Ausente Ausente - Nao Branca Opaca Ausente Negativo Este trabalho
UFV B-PF 5.3 Ausente Ausente - Nao Branca Opaca Ausente Negativo Este trabalho
UFV B-PF 6.2 Ausente Ausente - Néo Branca Opaca Ausente Negativo Este trabalho
UFV B-PF 6.4 Ausente Ausente - Nao Branca Opaca Ausente Negativo Este trabalho
UFV B-PF 8.1 Ausente Ausente - Nao Branca Opaca Ausente Negativo Este trabalho
UFV B-PF 11.2.2 Ausente Ausente - Néo Branca Opaca Ausente Negativo Este trabalho
UFV B-PF 15.2 Ausente Ausente - Nao Branca Opaca Ausente Negativo Este trabalho
UFV B-PF 15.3 Ausente Ausente - Nao Branca Opaca Ausente Negativo Este trabalho
UFV B-PF 20.1 Ausente Ausente - Nao Branca Opaca Ausente Negativo Este trabalho
UFV-PM12 Presente Ausente Ausente Nao Amarelo Opaca Ausente Negativo Medrado (2025)
UFV-PM13 Presente Ausente Ausente Nao Amarelo Opaca Ausente Negativo Medrado (2025)
UFV-PM62 Ausente Ausente Ausente Nao Ausente Translicida Ausente Negativo Medrado (2025)
UFV-PM63 Presente Ausente Ausente Nao Amarelo Opaca Ausente Negativo Medrado (2025)
UFV-PM66 Ausente Ausente Ausente Nao Ausente Transltcida Ausente Negativo Medrado (2025)
UFV-PM68 Presente Ausente Ausente Nao Amarelo Opaca Ausente Negativo Medrado (2025)
UFV-PM71 Ausente Ausente Ausente Nao Branco Opaca Ausente Negativo Medrado (2025)
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Pigmento Pigmento

Cadigo intracelular extracelular Fluorescéncia Iridescente Cor da colonia Transparéncia Corpo de frutificacao Halo em VY/2 Referéncia

UFV-PM?72 Presente Ausente Ausente Nao Amarelo Translicida Ausente Negativo Medrado (2025)
UFV-PM76 Presente Ausente Ausente Nao Amarelo Translicida Ausente Negativo Medrado (2025)
UFV-PM80 Presente Ausente Ausente Nao Amarelo Translicida Ausente Negativo Medrado (2025)
UFV-PMS81 Ausente Ausente Ausente Nao Branco Opaca Ausente Negativo Medrado (2025)
UFV-PM82 Presente Ausente Ausente Nao Amarelo Translucida Ausente Negativo Medrado (2025)
UFV-PM84 Presente Ausente Ausente Nao Creme Opaca Ausente Negativo Medrado (2025)
UFV-PM85 Presente Ausente Ausente Nao Creme Opaca Ausente Negativo Medrado (2025)
UFV-PM91 Ausente Ausente Ausente Nao Ausente Translicida Ausente Negativo Medrado (2025)
UFV-PM96 Ausente Ausente Ausente Nao Ausente Translicida Ausente Negativo Medrado (2025)
UFV-PM98 Presente Ausente Ausente Nao Creme Opaca Ausente Negativo Medrado (2025)
UFV-PM99 Presente Ausente Ausente Nao Creme Opaca Ausente Negativo Medrado (2025)
UFV-PM103 Ausente Ausente Ausente Nao Branco Opaca Ausente Negativo Medrado (2025)
UFV-PM109 Presente Ausente Ausente Nao Creme Opaca Ausente Negativo Medrado (2025)
UFV-PM111 Presente Ausente Ausente Nao Amarelo Opaca Ausente Negativo Medrado (2025)
UFV-PM114 Presente Ausente Ausente Nao Creme Opaca Ausente Negativo Medrado (2025)
UFV-PM115 Presente Ausente Ausente Nao Creme Opaca Ausente Negativo Medrado (2025)
UFV-PM116 Presente Ausente Ausente Nao Creme Opaca Ausente Negativo Medrado (2025)
UFV-PM117 Presente Ausente Ausente Nao Creme Opaca Ausente Negativo Medrado (2025)
UFV-PM118 Presente Ausente Ausente Nao Creme Opaca Ausente Negativo Medrado (2025)
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Pigmento Pigmento

Cadigo intracelular extracelular Fluorescéncia Iridescente Cor da colonia Transparéncia Corpo de frutificacao Halo em VY/2 Referéncia

UFV-PM120 Presente Ausente Ausente Nao Creme Opaca Ausente Negativo Medrado (2025)
UFV-M001 Presente Ausente Ausente Nao Amarelo Translicida Presente Positivo Medrado (2025)
UFV-M083 Presente Presente Ausente Nao Salmao Opaca Presente Positivo Medrado (2025)
UFV-M121 Presente Ausente Ausente Nao Amarelo Translicida Presente Positivo Medrado (2025)
UFV-M122 Presente Ausente Ausente Nao Amarelo Translicida Ausente Positivo Medrado (2025)
UFV-M123 Presente Ausente Ausente Nao Amarelo Translicida Presente Positivo Medrado (2025)

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.
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Figura Suplementar 1 - Macromorfologia das col6nias de potenciais mixobactérias isoladas em meio sélido VY/2. As imagens apresentam a
diversidade morfoldgica observada entre os isolados, incluindo variagcdes na forma, borda, producdo de estruturas/frutificacdes e pigmentos.
Abaixo de cada imagem esta indicado o respectivo codlgo

UFV AM-EC 10.1 UFVAM-EC 25.1

UFV AM-PF 11.1.1 UFV AM-PF 11.1.2 - . - . UFV AM-PF 23.3 -] . UFV AM-PF 55.3 UFV AM-PF 55.4 | . UFVAM-PF 57.2.1

UFV AM-PF 25.2.2 - UFV AM-PF 25.23 UFV AM-PF 11.2.1 - 3. UFV AM-PF 25.3.2 : UFV AM- I‘F §74.0 UFV AM-PF 57.4.2 UFV AM-PF 59.1

- .

- | | .'
e - A
‘e Mo -

UFV AM-PF 26.1 UFV AM-PF 29.1 - - UFV AM-PF 42.3 UFV AM-PF 44.1 - h UFV AM-PF 45.5.1

-PF 60.3

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.
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Figura Suplementar 2 - Macromorfologia das coldnias de potenciais actinobactérias isoladas sobre agar ISP2. As imagens apresentam a
diversidade morfologica observada entre os isolados, incluindo variagdes na forma, borda, producdo de estruturas e pigmentos. Abaixo de cada
imagem esta indicado o respectivo cddigo do isolado.

UFV S-PF 44.1 'UF\_/'S-'.PF 45.1 UFV S-PF 46.1 UFV S-PF 47.1

v ' -PF 28, "~ UFV S-PF 28, P 28.4 UFV S-PF 48.1

UFV S-PF 28.5 UFV S-PF 29,1 UFVSPESL ~UFV S-PF 36,1 UFV S-PF 38.1 . -PF 60. UFV S-PF 63.2

/ 2y
UFV S-PF 41.1 UFV S-PF 42.2 UFV S-PF 42.3 UFV S-PF 42.4 UFV S-PF 42.5 UFV S-PF 47.4 UFV S-PF 51.2 UFV S-PF 64.4

Fonte: Elaborado pelo proprio autor.



