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RESUMO

A iridescéncia bacteriana € um fendmeno Optico ainda pouco estudado, especialmente em
bactérias de solo. Membros do filo Acidobacteriota foram isoladas de solo do Cerrado e
apresentaram iridescéncia em cultura. Este trabalho teve como objetivo investigar os fatores
que influenciam a producao de iridescéncia pela cepa de acidobacteria AB23, isolada do solo
do Cerrado. A hipétese testada foi de que a iridescéncia seria induzida por condi¢gdes de estresse
celular. A bactéria foi cultivada em dois meios diferentes (VL-55 e R2A), sob variagoes de luz,
temperatura e disponibilidade de 4gua, usando diferentes concentragdes de adgar e gelana como
agentes solidificantes. A presenca de iridescéncia foi avaliada por meio de trans-iluminagao,
enquanto o crescimento bacteriano foi estimado por contagem de unidades formadoras de
colonia (UFC). Os resultados demonstraram que a cepa AB23 apresenta iridescéncia do tipo
rainbow-diffuse, mesmo em condic¢des consideradas ideais de crescimento, como no meio VL-
55 no escuro. Nao houve iridescéncia observada no meio R2A nem em agar 2%, sugerindo que
a auséncia dessa caracteristica pode estar relacionada a opacidade do meio ou inadequacdo das
condig¢des de cultivo, e ndo necessariamente ao estresse. Conclui-se que a iridescéncia da cepa
AB23 nao estd diretamente associada ao estresse celular, sendo observada também em
condi¢des favoraveis de crescimento. Estudos futuros devem investigar a base genética da
iridescéncia, buscando genes ja correlacionados com a iridescéncia no genoma da cepa AB23),
bem como explorar a possivel relacdo com a formacgdo de biofilme, utilizando testes como o
Congo Red Agar.

Palavras-chave: AB23, Cerrado, estresse bacteriano



ABSTRACT

Bacterial iridescence is an optical phenomenon that has not been well studied, especially in
soil bacteria. Members of the phylum Acidobacteriota were isolated from Cerrado soil and
showed iridescence in culture. This study aimed to investigate the factors that influence the
production of iridescence by the acidobacteria strain AB23, isolated from Cerrado soil. The
hypothesis tested was that iridescence would be induced by cellular stress conditions. The
bacteria were cultivated in two different media (VL-55 and R2A), under variations in light,
temperature and water availability, using different concentrations of agar and gellan as
solidifying agents. The presence of iridescence was assessed by transillumination, while
bacterial growth was estimated by counting colony forming units (CFU). The results
demonstrated that the AB23 strain presents rainbow-diffuse iridescence, even under conditions
considered ideal for growth, such as in the VL-55 medium in the dark. No iridescence was
observed in R2A medium or in 2% agar, suggesting that the absence may be related to the
opacity of the medium or inadequate culture conditions, and not necessarily to stress. It was
concluded that the iridescence of strain AB23 is not directly associated with cellular stress,
being also observed under favorable growth conditions. Future studies should investigate the
genetic basis of iridescence, searching for genes already correlated with iridescence in the
genome of strain AB23, as well as exploring the possible relationship with biofilm formation,
using tests such as Congo Red Agar.

Keywords: AB23. Cerrado. Bacterial stress.
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1 INTRODUCAO

Iridescéncia ¢ um fendmeno visual onde ocorre a exibi¢do de “cores vivas que mudam
com o angulo de incidéncia ou visualiza¢do devido a interferéncia de ondas dpticas na estrutura
multicamadas presente na escala de comprimento de onda abaixo da superficie” (MERAUD,
2015). Esse fenOmeno é comum em animais, mas ainda ndo é muito bem descrito em
procariotos, sendo em geral, observado em bactérias marinhas ou correlacionado com a
formacao de biofilme (HAMIDJAIJA et al., 2020; KIENTZ et al., 2013, 2016).

Biofilmes s3o uma associacdo organizada de microrganismos em uma matriz
extracelular de polissacarideos, proteinas, DNA e sais minerais, em geral produzida por uma
ou mais bactérias. A formacdo de biofilme, estd ligada a capacidade de sobrevivéncia da
bactéria a0 ambiente, dando a ela protecdo a diversos fatores, como a falta de nutriente,
antimicrobianos, agentes quimicos e a predadores (BRIDON, 2024; HALL-STOODLEY;
COSTERTON; STOODLEY, 2004). Embora sejam facilmente encontrados em ambientes
aquaticos, biofilmes podem se formar em qualquer superficie ou substrato, tanto naturais quanto
antropogénicos. Solos apresentam uma variedade de superficies para formacao de biofilmes,
ndo apenas em micro agregados, mas em associacdo com outros organismos como raizes de
plantas. Estima-se que quase toda bactéria de solo esteja associada a algum tipo de biofilme
(FLEMMING et al., 2016; FLEMMING; WUERTZ, 2019).

Acidobactérias, pertencem ao filo Acidobacteriota, sendo um dos mais diversos e
espalhados pelo mundo habitando ambientes terrestres e aquaticos. Essas bactérias sdo
particularmente abundantes em solos 4acidos, turfeiras e ambientes ricos em ferro mineral como
o0 solo do Cerrado. Acredita-se que as acidobactérias sejam fundamentais para o Cerrado pois
ha evidéncias de que elas desempenhem fun¢des de degradacdo de biopolimeros e de
contaminantes de solo (PROCOPIO; BARRETO, 2021; SOUZA et al., 2016).

Entretanto, devido as dificuldades em cultivar acidobactérias, pouco se conhece sobre
sua ecofisiologia e 0os motivos para sua presenca em quase todos os ambientes terrestres e
aquaticos. Com a observacao de iridescéncia em acidobactérias, podemos sugerir que algumas
espécies de solo sdao formadoras de biofilme, que, aliado a producdo de carotenoides, pode
fornecer explicacdo de porque as Acidobacterias sdo mais resistentes a estresse. Como a
iridescéncia ainda ndo foi descrita em acidobactérias, no presente trabalho buscamos identificar
fatores que inibem ou estimulam a iridescéncia na cepa AB23 de acidobacteria isolada do

Cerrado para entender as condi¢des em que ela acontece. Considerando que essa bactéria €



nativa do Cerrado, o presente trabalho se encaixa no Objetivo de Desenvolvimento Sustentavel
15 da ONU: "Vida terrestre - Proteger, recuperar e promover o uso sustentavel dos ecossistemas
terrestres, gerir de forma sustentavel as florestas, combater a desertificacdo, deter e reverter a

degradacdo da Terra e deter a perda da biodiversidade."

1.1 Referencial teorico

1.1.1 Iridescéncia em bactérias

A iridescéncia ¢ um fendmeno que ja foi observado e bem descrito em animais,
principalmente em insetos, sendo correlacionada a selecdo sexual, camuflagem ou regulacdo
térmica (BERTHIER; KATTAWAR, 2008; KIJERNSMO et al., 2022; SEAGO;
OBERPRIELER; SARANATHAN, 2019). A iridescéncia em bactérias é algo relativamente
novo, mas existem casos que ela foi observada, normalmente usando a epi-iluminagdo ou trans-
iluminacdo. Na primeira, a luz incide sobre a superficie do objeto e € refletida para a observagao
enquanto na trans-iluminacdo a fonte de luz € posicionada atrds da amostra (Figura 1)
(PLEIJHUIS et al., 2014). Essa coloragdo é também chamada de estrutural (structural colours),
pois nao € resultado da producao de pigmentos, mas de uma organizacgao estrutural em 2D das

células bacterianas (HAMIDIJAJA et al., 2020).

Figura 1: Principio basico dos dois tipos de iluminag¢do usados para observar iridescéncia: (A) epi-iluminagdo,
em que a fonte de luz e os detectores sdo posicionados no mesmo lado, e (B) trans-iluminagdo, em que a fonte de
luz esta de um lado e os f6tons emitidos que se propagaram pelo tecido sdo detectados no outro lado.

(A) Epi-illumination (B) Trans-illumination

— ens

*———— Filter

#———— Small animal

| = Stage

Light source

Fonte: Adaptado de PLEIJHUIS R (2013). Optical Imaging Applications in Cancer Research and Treatment



Os tipos de iridescéncia sdo variados, podendo ir de pontilhismo (glitter) observado em
Cellulophaga lytica (KIENTZ et al., 2016), a uma forma metélica observada em Pseudomonas
aeruginosa (ZIERDT, 1971), ou pela presenca de varias cores conhecida como rainbow,
observada em Listeria marthii ¢ Alcanivorax balearicus com uma coloracdo verde-azul
(GRAVES et al.,2010; RIVAS et al., 2007). Ainda ndo é claro se a iridescéncia tem uma fungio
bioldgica, porém, a cor metélica, citada anteriormente tem ligacdo com a lise bacteriana, mas
ainda ha poucos estudos sobre a funcdo da iridescéncia em outras bactérias.

Alguns estudos correlacionam a iridescéncia com a formacao de biofilme bacteriano. O
estudo de KIENTZ er al. (2016) usou de técnicas de microscopia, microbiologia e
processamento de imagem demonstrando que a iridescéncia em Cellulophaga lytica é causada
pela regularidade e ordem parcial das subcomunidades de bactérias dentro do biofilme da
colonia.

Uma das hipéteses para a iridescéncia em bactérias € a presenca de gliding motility, em
portugués: motilidade por deslizamento. Esse € um tipo de movimentacio ativa de algumas
bactérias sobre superficies solidas, sem o uso de flagelos ou fimbrias (MCBRIDE, 2001). Essa
ligacdo surgiu do pensamento que a organizacdo das bactérias gerava a iridescéncia (KIENTZ
et al., 2016). No entanto, outros estudos mostraram que embora a gliding motility possa ser um
fator ela ndo € causa da iridescéncia, pois em bactérias nas quais esti habilidade foi suprimida,
utilizando o 5-hidroxiindol no meio de cultivo, a iridescéncia ainda ocorreu (CHAPELAIS-
BARON et al., 2018).

Em um estudo recente, a iridescéncia do tipo pontilhismo foi avaliada em nivel
gendmico. Um conjunto de 87 bactérias apresentando iridescéncia tiveram seu genoma
sequenciado com o objetivo de encontrar genes em comum que pudessem estar associados a
iridescéncia. Foram selecionados genes envolvidos na biossintese de pterina, uroporfirina,
metionina, acetolactato e alguns carboidratos, além de genes envolvidos na motilidade por
deslizamento (ZOMER et al., 2024). Por fim, esses genes foram usados para treinar um
algoritmo em 117 genomas bacterianos e este foi aplicado na busca de 240.981 genomas
provenientes do banco de dados PATRIC. Esse modelo fez a previsdo da presenca de
iridescéncia do tipo pontilhismo em membros de diversos filos bacterianos, especialmente
Bacteroidota (Bacteroidetes) e Pseudomonadota (Proteobacteria), que também fazem biofilme
(CAletal., 2023; KOSTESIC et al., 2023), mas ndo detectou em Acidobacteriota.

Conforme demonstrado por JOHANSEN ez al. (2018), a iridescéncia bacteriana
apresenta potencial para aplicacdes biotecnologicas em duas frentes principais: como

biossensor vivo, capaz de responder a estimulos ambientais por meio de alteragdes Opticas
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visiveis, e como material fotdnico estatico, obtido a partir da desidratacao e fixacdo das coldnias
bacterianas, preservando sua organizagdo estrutural e, consequentemente, suas propriedades

Opticas.

1.1.2 Estresse em Bactérias

Embora estresse seja um termo dificil de definir, em geral, entende-se como condi¢do
de estresse em bactérias, qualquer fator ambiental que diminua a taxa de crescimento
microbiano do seu 6timo (WESCHE et al; 2009). Fatores fisicos e quimicos podem gerar
estresse em bactérias, agentes usados no controle do crescimento microbiano como
desinfetantes ou alta pressdo e temperatura causam estresse na célula e possivelmente, sua
morte (TORTORA et al., 2024).

Fatores fisicos como a temperatura causam estresse as bactérias, no frio os
microrganismos precisam fazer o ajuste estrutural de enzimas, manutencdo da fluidez da
membrana, expressar proteinas de choque frio, adaptar a maquinaria de traducg@o e transcri¢cao
(BARRIA; MALECKI; ARRAIANO, 2013); em altas temperaturas, as enzimas podem ser
desnaturadas TORTORA et al, 2024, p.180). O estresse acido ou alcalino pode alterar o pH
intracelular e consequentemente a atividade enzimatica. Microrganismos podem se proteger
desse tipo de estresse produzindo de moléculas para protecio a esse tipo de estresse
(TORTORA et al., 2024). Um exemplo € o estudo de DEKA et al., (2019) onde uma bactéria
que crescem em pH neutro (6,5 a 7,2) quando foram cultivadas a um pH de 5 mostraram uma
producdo de EPS 1.4 vezes maior do que em meios mais basicos.

Dessecacdo é um tipo de fator ambiental que gera estresse celular, pois
os microrganismos possuem de 80 a 90% de sua célula formada por 4gua (TORTORA et al.,
2024, p. 155) . Um ambiente com alta concentracao de sais e solutos pode causar perda de 4dgua,
levando ao estresse osmoético. Em resposta os microrganismos podem acumular ou importar
solutos para equilibrar o meio interno e externo, assim diminuindo a perda de 4gua (BREMER;
KRAMER, 2019). Por fim, h4 o estresse oxidativo que é gerado quando o microrganismo esté
em contato com espécies reativas de oxigénio (ROS) que pode danificar vérias estruturas
celulares, como DNA, proteinas e lipideos (IMLAY, 2013). Uma forma de protecdo a esse tipo
de estresse € a produ¢do de pigmentos, como os carotenoides (PINTO etz al., 2021). Outra forma

de resposta ao estresse ambiental € a formacdo de biofilmes que serd melhor explicado a seguir.
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1.1.3 Biofilmes bacterianos

O biofilme é uma matriz produzida pelas proprias bactérias, sendo composto de
substancias poliméricas extracelulares (EPS) (FLEMMING et al., 2016; FLEMMING;
WUERTZ, 2019), em sua maioria sdo uma comunidade de bactérias que se ligam a uma
superficie e apds isso passam por mudancas para colonizagdo a esta superficie (O’TOOLE;
KAPLAN; KOLTER, 2000). A formacdo do biofilme é dividida em etapas que mostram as
modifica¢des ao longo do tempo (Figura 2).

A primeira etapa € chamada de ades@o, onde um pequeno numero de bactérias se aderem
a uma superficie apropriada, em seguida vem a colonizagdo, as bactérias vao se fixar na
superficie formando uma monocamada (Figura 2), para entdo seguir para a fase de
desenvolvimento, em que as bactérias se prolifera para formar o agregado multicelular. Durante
essa fase a bactéria aumenta a sintese de EPS criando assim a estrutura final do biofilme com
poros para que nutrientes acessem todas as camadas do mesmo (Figura 2) (O’TOOLE;
KAPLAN; KOLTER, 2000). Apos a fase de maturacdo vem a de dispersdo onde a separacao
de células da colonia do biofilme, essa etapa é essencial no ciclo de vida das bactérias,

contribuindo para sua sobrevivéncia (KAPLAN, 2010).

Figura 2: Estigios de desenvolvimento do biofilme: adesdo, coloniza¢do, desenvolvimento, maturacdo e
dispersdo.

5 stages of Biofilm Development -

i

Fonte: Adaptado de MONROE D (2007) Looking for Chinks in the Armor of Bacterial Biofilms. PLoS Biol 5(11):
€307. doi:10.1371/journal.pbio.0050307

Frequentemente nos biofilmes, multiplas espécies de bactérias estdo presentes
(BURM@LLE et al., 2006, 2014). Essas espécies possuem técnicas para comunicar entre

membros da sua espécie e com outras espécies, usando pequenas moléculas chamadas auto
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indutores, em um processo conhecido como guorum-sensing (senso de quérum) (FEDERLE;
BASSLER, 2003; LI; TIAN, 2012, 2016). Os autoindutores podem ser tanto para eliminar
competi¢do (LI; TIAN, 2012) ou estimular interagdes sinérgicas (BURM@LLE et al., 2006).

Viver em biofilme concede vantagens adaptativas as bactérias, uma delas sendo ndo
precisar mais ficar em constante multiplicagdo para sua sobrevivéncia (JEFFERSON, 2004).
Além disso, como foi evidenciado no estudo de (BURM@LLE et al., 2006) quando em um
ambiente de relacdo mutualistica o desenvolvimento é melhorado, no estudo o crescimento do
biofilme aumentou em 167%, devido a cooperagao entre 4 bactérias. No entanto, a maior
vantagem para as bactérias € a resisténcia gerada devido ao compartilhamento de genes seja por
bacteri6fagos ou plasmideos (JEFFERSON, 2004; MICHAELIS; GROHMANN, 2023).

Em regides salinas a sobrevivéncia de bactérias estd ligada a disponibilidade de dgua,
os EPS presente no biofilme criam uma camada de protecio que impede a evaporacao
(FLEMMING et al., 2016). O estudo de BERARD et al. Descobriu que microrganismos de solo
podem responder a ondas de calor com altas temperaturas e com secas severas com a formacao
de biofilme (BERARD et al., 2015). Além de outros estudos que mostram que a um pH de 5.0-
5.5 pode acelerar a transformacao de agicar em EPS (KIMMEL; ROBERTS; ZIEGLER, 1998).
Adicionalmente EPS pode agir como uma barreira fisica quem impede o contato das células
com ions sddio, € a0 mesmo tempo permitir a absorcdo de 4gua e dos fons s6dio como o Na+

quando estes sdo necessarios para o controle da pressao osmética (SUDMALIS et al., 2020).

1.1.4 Biofilmes em bactérias de solo

A producdo de biofilme no solo € um processo essencial para bactérias, este confere a
elas protecdo fisica, quimica e biolégica (MATZ; KIELLEBERG, 2005; MCDOUGALD et al.,
2012). A taxa de respiracdo de bactérias de solo quando no biofilme é 23 vezes maior do que
quando fora do biofilme, aumentando assim a taxa de utilizacdo de nutrientes e ciclagem de
moléculas bioldgicas (WU et al., 2019). Devido a diversidade de microrganismos os biofilmes
possuem vérias moléculas quimicas como carboxila, amido e hidroxila que agem prendendo
poluentes na parede do biofilme (MAHTO et al., 2022). Além disso, biofilmes de solo t€ém a
capacidade de transformar poluentes em metabdlitos menos toxicos devido a presenca de vérias
vias enzimaticas (FLEMMING et al., 2016). Alguns exemplos de bactérias de solo que
produzem biofilme sdo Bacillus subtilis (MA et al., 2017) (MA et al., 2017), Pseudomonas
aeruginosa (LENNON; LEHMKUHL, 2016) e Acinetobacter baylyi HENDIANI et al., 2023).
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1.1.5 Caracteristicas gerais das Acidobacterias

As acidobacterias foram detectadas primeiramente no estudo de STACKEBRANDT;
LIESACK; GOEBEL, (1993), onde foram recuperadas sequéncias de DNA do gene de RNAr
16S, essas amostras vieram do solo florestal acido proveniente do Monte Coot-tha, Brisbane,
Australia. No entanto, apenas em 1997 as sequéncias foram identificadas como do filo
Acidobacteria, hoje chamado de Acidobacteriota (KUSKE; BARNS; BUSCH, 1997; LUDWIG
et al., 1997). Essas bactérias sdio Gram-negativas, ndo formadoras de esporos e exibem uma
variedade de morfologias celulares. A maioria das acidobactérias sdo caracterizadas como
quimioheterotroficas, embora membros fotoheterotroficos também tenham sido descritos.
(KIELAK et al., 2016).

Os estudos com acidobacterias sugerem que elas fazem parte do ciclo do carbono,
decompondo matéria lignocelulésica do solo (DE CASTRO et al., 2013a). Acidobacterias sao
encontradas em uma variedade de ambientes como solo amazonico, cerrado, mata atlantica,
tundra e no oceano (CATAO et al., 2014; DE CASTRO et al., 2013a; MANNISTO et al., 2011;
NAVARRETE et al., 2013; O°’CONNOR-SANCHEZ et al., 2014).

Recentes estudos sugerem que as acidobacterias sdo fundamentais para o Cerrado pois
ha evidéncias que elas desempenham fun¢des de degradacao de polimeros e de contaminantes
de solo, e devido a riqueza em microrganismos existem varios e com varias funcdes diferentes
que podem ser estudadas e exploradas (PROCOPIO; BARRETO, 2021; SOUZA et al., 2016b).
A acidobacteria usada no presente estudo foi isolada de solo do Cerrado, além de crescer bem
em meio de cultura quimicamente definido essa bactéria é produtora de carotenoides que
facilitam a observacdao do seu crescimento pela presenga da coloracdo laranja/rosa (DE
CASTRO et al., 2013b; PINTO et al., 2021). Embora muitas espécies de acidobacteria
produzam carotenoides, at€é o momento, iridescéncia ndo foi descrita em nenhuma
acidobactéria.

A iridescéncia bacteriana tem sido frequentemente associada a formacao de biofilmes
(CHAPELAIS-BARON et al., 2018; KIENTZ et al., 2016) Como a exposi¢do a condi¢des de
estresse ambiental ¢ conhecidamente um fator que leva a formacdo de biofilmes em diversas
espécies bacterianas, como uma estratégia adaptativa para sobrevivéncia (BRIDON, 2024;
BURM@LLE et al., 2006; JEFFERSON, 2004), levantamos a hipdtese de que, sob estresse,
acidobactérias poderiam formar biofilmes com organizagdo estrutural suficiente para gerar
iridescéncia, possivelmente como subproduto da reorganizagao celular ou como uma adaptacao

funcional ainda ndo compreendida.
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1.2 Hipoétese

Acidobacteria AB23 produz iridescéncia em condi¢des de estresse celular.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Identificar fatores de estresse celular que inibem ou estimulam a iridescéncia na cepa

AB23 de Acidobacteria.

2.2 Objetivos especificos
Selecionar condi¢des de estresse aos quais a bactéria AB23 serd submetida;
b. Submeter a bactéria AB23 a diferentes condicoes de estresse.
c. Comparar o crescimento da bactéria AB23 em condicdes de crescimento ideais e
condi¢des de estresse;
d. Avaliar a presenca de iridescéncia da bactéria AB23 em diferentes condi¢des de

crescimento.

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Cepa bacteriana

A acidobacteria utilizada no presente estudo foi a AB23, obtida de solo do Cerrado (DE
CASTRO et al., 2013) usando VL-55, um meio de cultura quimicamente definido com
concentracoes de sais baseadas nas concentracdes encontradas em solos (SAIT;
HUGENHOLTZ; JANSSEN, 2002). Xilana de farinha de aveia (oat spelt) foi usada como tinica
fonte de carbono para o isolamento a partir das amostras de solo, porém como esse produto foi
descontinuado, o presente trabalho utiliza 0,05% (p/v) de xilana de madeira de faia (Beechwood

xylan, Megazyme/NEOGEN, EUA).
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3.2 Meios de cultura

Durante o experimento foram utilizados dois tipos de meio de cultura: o meio VL-55 e
o meio complexo R2A (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA).

O meio quimicamente definido VL-55 foi preparado conforme descrito por SAIT;
HUGENHOLTZ; JANSSEN, (2002) consistindo em 3,9 g L' de 4cido 2-
(Nmorfolino)etanossulfonico (MES), MgSO4 4 mM, CaCl; 0,6 mM, (NH4)HPO4 0,4 mM, 2
mL L de uma solugio de elementos-traco, que ao invés da SL-10 original foi substituida por
uma solucdo de Balch como a usada por DE CASTRO et al., (2013) e 2 mL L! de tungstato e
selenito (TSCHECH; PFENNIG, 1984) e 2 mL L' de solucdo vitaminica (JANSSEN et al.,
2002). O pH do meio foi ajustado para 5,5. Quanto a fonte de carbono, foi usada 0,05%
(massa/volume) de xilana de madeira de faia. Placas sem fonte de carbono formam usadas como
controle negativo. Como agente solidificante foram utilizados 1,5 % de agar ultra-puro
(SIGMA-Aldrich) ou 0,8% de goma de gelana (Phytagel, SIGMA-Aldrich), dobrando-se o
volume final de CaCl; para melhorar a solidificacao.

O meio de cultura R2A (SIGMA-Aldrich) possui a seguinte composicdo em g L
extrato de levedura 0,5, peptona 0,5, casaminoécidos 0,5, dextrose 0,5, amido 0,5, piruvato de
sodio 0,5, fosfato de potassio 0,3, sulfato de magnésio 0,05. Esse meio de cultura foi preparado
usando-se o meio em po sem a presenca de agente solidificante, ou seja: o R2A broth, o agente

solidificante era adicionado a parte.

3.3 Tratamentos

Foram realizados tratamentos em meio R2A e VL-55 variando-se as seguintes condi¢des
de cultivo: a) presenca de luz e no escuro; b) disponibilidade de 4gua mudando-se a
concentragdo de agente solidificante; para 4gar foram utilizadas as concentragdes de 1% (menor
concentracdo) 1,5% (concentragdo normal) e 2% (maior concentragdo), no caso de gelana foram
escolhidas as concentracoes de 0,54% (menor concentracdo), 0,8% (concentracdo normal) e
1,07% (maior concentracdo) e c) temperatura usando 28, 33 e 37 °C (28 °C é a temperatura
normal de crescimento). Foram avaliados crescimento (UFC/mL) e presen¢a ou auséncia de

iridescéncia.

3.4 Estimativa de crescimento
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Foi utilizado o método de estimativa por contagem de Unidades Formadoras de Coldnia
(UFC) modificada por MILES; MISRA; IRWIN, (1938). A diluicdo seriada foi preparada a
partir da raspagem de células (utilizando uma alca de platina) em meio sélido adicionando I mL
da solucao de sais do meio VL-55 (sem fonte de carbono e solu¢des de vitaminas e elementos-
traco), a dilui¢@o foi a mesma para R2-A e VL-55. Essa soluc¢do inicial foi misturada em vortex
por 1 minuto e a seguir, centrifugada por 7 minutos a 10.000 x G. O sobrenadante foi removido
e foi adicionado 1 mL de solugdo de sais, repetindo-se a ressuspensao das células em vortex e
a centrifugacdo. As células foram finalmente ressuspendida em 1 mL de solugdo de sais e a
seguir foi realizada uma diluicdo seriada até 10'®, adicionando-se 100 pL da solucdo priméria
com as células bacterianas e colocando em um eppendorf com 900 pL de solucdo de sais, apos
ser levado ao vortex 100 uL da dilui¢do 10! foi adicionado em outro eppendorf com 900 pL
de solucdo de sais, criando assim a diluicdo 1072, esse processo foi feito sucessivamente até a
diluicdo 103,

Ap6s as diluicdes as placas eram divididas em 8 partes, em cada parte foi inoculada 3
gotas de 10 pL, referentes a uma das dilui¢des, apos isso a bactéria teve um periodo de

crescimento de 3 semanas.

3.5 Observacao de iridescéncia

As placas contendo colonias das acidobacterias foram expostas a luz do tipo trans
iluminacao, suspendendo-as sobre a luz branca tipo LED emitida por um celular. As imagens
foram obtidas utilizando um suporte de acrilico (Figura 3). As fotos foram tiradas em uma
camara escura onde a unica fonte de luz vinha do celular posicionado na bancada para cima,

com um angulo de aproximadamente 45° com a placa.
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Figura 3: Modelo de uso de transiluminagdo feito durante o desenvolvimento do trabalho. (A) com iluminagao
(B) sem iluminacao.

A B

Fonte:elaborado pelo autor

3.6 Analises estatisticas

As UFC foram avaliadas em triplicadas, exceto no meio R2A, a média foi calculada

com o software Microsoft Excel, que também foi utilizado para obtencao dos graficos de barra.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Avaliacao da iridescéncia

ApOs trés semanas de crescimento a iridescéncia foi avaliada indicando que a bactéria
AB23 apresenta iridescéncia do tipo Rainbow-diffuse (Figura 4). Esse tipo de iridescéncia
(KIENTZ et al., 2012) ja foi observada em bactérias Gram positivas e negativas utilizando-se
trans-iluminagdo, como realizada no presente trabalho. Dentre as Gram negativas, como as
Acidobacterias, esse tipo de iridescéncia foi observado na bactéria marinha Alcanivorax
balearicus e em bactérias patogénicas Pasteurella mutocida e Haemophilus influenzae

(KIENTZ; MARIE; ROSENFELD, 2012).
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Figura 4. Iridescéncia tipo “Rainbow” observada na Acidobacteria AB23

Fonte: Elaborada pelo autor

Em relacdo ao estresse causado pela luz, a bactéria apresentou iridescéncia apos seu
crescimento na presenca e auséncia de (Figura 5), independentemente do agente solidificante
usado. No entanto, a iridescéncia foi mais facilmente observada nas placas incubadas no escuro,
devido a presenca de pigmentacdo rosa presente no crescimento sob a luz, que atrapalha a
visualizagdo da iridescéncia. Esse pigmento ja foi identificado como carotenoides e é formado
na presenca de luz como resposta ao estresse oxidativo (PINTO et al., 2021), indicando que o
meio R2-A mesmo no escuro pode causar 0 mesmo estresse na bactéria, levando a essa

producdo de carotenoide.

Figura 5: Avaliacao de iridescéncia exibida pela bactéria AB23 em meio VL-55 na presenca ou auséncia de
luz, em diferentes agentes solidificantes. A) agar e luz, B) agar e escuro, C) gelana e luz e D) gelana e escuro.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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A disponibilidade de &4gua alterou a producdo de iridescéncia apenas na maior
concentracdo de agar (2%) (Figura 6), nas demais concentracdes de agar, a iridescéncia foi
observada. Em placas solidificadas com gelana, a iridescéncia foi observada em todas as
concentracdes. No entanto, ndo podemos concluir se a falta de iridescéncia na placa contendo
2% de agar foi mesmo devido a falta de 4gua, pelo fato de que o meio VL-55 nessa concentragio
de agente solidificante ficou opaco e impediu a passagem da luz. O fato do meio VL-55 com
agar ser mais opaco também pode ser visto nas outras concentragdes, ficando evidenciado pela

forma que as contrapartes de gelana mostram cores mais vivas.

Figura 6: Avaliacao de iridescéncia exibida pela bactéria AB23 em meio VL-55 na presenca ou auséncia de
luz, com agar 2%, A) Agar 2% no escuro B) Agar 2% no claro

Fonte: Elaborada pelo autor

Bactérias crescidas em meio R2A (Figura 7) ndo demonstraram iridescéncia, nem no
claro nem no escuro. Esse meio ndo solidificou corretamente quando feito com gelana nas
concentracdes de 0,54 e 0,8%. Além disso, as gotas se espalharam muito pelo meio, ndo
permitindo o indculo de trés gotas na area destinada na placa. Por isso, os experimentos em
R2A foram avaliados com apenas uma gota por dilui¢do. A dificuldade de crescimento da
bactéria AB23 em meio R2A j4 foi demonstrada por (DE CASTRO et al., 2013) e sera melhor

discutida a seguir.
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Figura 7: Avaliacio de iridescéncia exibida pela bactéria AB23 em meio R2-A na presenca ou auséncia de
luz, em diferentes agentes solidificantes A) agar no claro, B) agar no escuro, C) gelana no claro, D) gelana
no escuro.

Fonte: Elaborada pelo autor

4.2 Avaliacao do Crescimento

Além da presenca de iridescéncia, também foi avaliado o crescimento das bactérias em
cada meio, com cada agente solidificante, presenga ou auséncia de luz. Como demonstra a
Figura 8 o crescimento foi em geral melhor em meio VL-55 e nas placas que foram mantidas
no escuro. O maior crescimento em VL-55 comparado ao R2A, tendo em vista quem em VL-
55 cresceu ate a diluigdo 10 e em R2-A apenas em 10 (Figura 8), como ja foi demonstrado
no trabalho de (DE CASTRO et al., 2013). Porém, outras Acidobactérias ja foram analisadas
nesse meio com sucesso (EICHORST; BREZNAK; SCHMIDT, 2007). Embora o meio R2A
seja um meio complexo que possui muitas fontes de carbono e nitrogénio como peptonas e
extrato de levedura era de se esperar que as acidobactérias crescessem melhor, mas a cepa AB23
parece nio encontrar as condi¢des apropriadas. E possivel que a falta de nitrogénio inorganico,
em forma de fon amdnio ou nitrato, no meio R2A tenha prejudicado o crescimento, pois a cepa
AB23 possui preferéncia por nitrogénio inorganico, que ja foi observado no trabalho de DE

MOURA, (2019). Por outro lado, muitos autores adicionam pequenas quantidades de extrato
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de levedura ao meio VL-55 para promover o crescimento de outras Acidobacterias, indicando

que esse composto possa fornecer outra fonte de carbono ou vitaminas (KIELAK et al., 2016).

Figura 8: Avaliacao de crescimento da pela bactéria AB23 em meio VL-55 e R2-A na presenca ou auséncia
de luz, em diferentes agentes solidificantes gelana (Laranja) e agar (Azul). A) VL-55 no escuro, gelana e
agar, B) VL-55 no claro, gelana e agar, C) R2-A no escuro, gelana e agar e D) R2-A no claro, gelana e agar
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observado crescimento (incontavel, mais de 200 coldnias por gota) nas temperaturas 28 e 33 °C
até a diluicdo 107. Na temperatura de 28 teve crescimento, mas com menos de duas coldnias
por gota, na diluigio 10™*. Na temperatura de 37 °C, o crescimento foi incontavel na diluicdo
102 e ndo foram observadas coldonias na diluicdio 107. Nesse periodo de 3 semanas o
crescimento foi baixo comparado aos experimentos anteriores, onde em VL-55 no escuro em 3
semanas a bactéria teve crescimento na diluicdo 10, isso se deve a fatores, como o inéculo
inicial ter um baixo nimero de bactérias e tempo insuficiente para o desenvolvimento das
colonias para serem observadas a olho nu. Mesmo com essas dificuldades, foi observada

iridescéncia em todas as placas (Resultado nao apresentado).

5 CONCLUSAO
A acidobacteria AB23, foi exposta a diferentes formas de estresse, entre elas, a

diminui¢do da disponibilidade de agua, a presenca e auséncia de luz, o tipo de meio e a
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temperatura. Em todos os ambientes a bactéria produziu iridescéncia, exceto no meio R2A e
agar 2%. Analisando os dados ndo podemos dizer que a acidobacteria produz iridescéncia
quando exposta a estresse, uma vez que nas condi¢des mais favoraveis, no escuro em meio VL-
55 ela demonstrou iridescéncia. No experimento de temperatura fica evidenciado o estresse da
bactéria ao compararmos o crescimento, onde a 28 °C ja existia um crescimento em dilui¢cdes
10 enquanto na temperatura 37 °C o crescimento estava em 1072, e ainda assim apresenta
iridescéncia, logo se a bactéria estd produzindo iridescéncia em suas condi¢cdes 6timas nao
podemos dizer que esta € causada por estresse celular.

Uma perspectiva futura consiste em analisar, no genoma da Acidobacteria AB23, os
genes identificados por ZOMER et al. (2024) como determinantes a probabilidade de
ocorréncia da iridescéncia. Também vale buscar estudo para validar a produ¢do de biofilme
pela bactéria, seja de forma prética ou no genoma. Para avaliar a produ¢do de biofilme vérias
técnicas podem ser usadas, uma delas é a demonstrada por ARCIOLA et al., (2002). A técnica
¢ o CRA, ou congo red agar, neste meio as bactérias vao crescer, e se suas colonias forem
vermelhas indica a inabilidade de produzir biofilme, e se forem pretas € um indicativo de
producdo, e quanto maior a intensidade do preto, seria um indicativo mais forte da presenca de

biofilme, além de outros testes como a microscopia eletronica de varredura (MEV).
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