UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
INSTITUTO DE BIOTECNOLOGIA
CURSO DE GRADUACAO EM BIOTECNOLOGIA

GABRIELA ROCHA LOPES

CRESCIMENTO E DESCRICAO MORFOLOGICA DAS ACIDOBACTERIAS AB46
E AB29

PATOS DE MINAS
MARCO DE 2026



GABRIELA ROCHA LOPES

CRESCIMENTO E DESCRICAO MORFOLOGICA DAS ACIDOBACTERIAS AB46
E AB29

Monografia apresentada ao Instituto de
Biotecnologia da Universidade Federal de
Uberlandia como requisito final para a
obtencao do titulo de Bacharel em
Biotecnologia.

PATOS DE MINAS
MARCO DE 2026



GABRIELA ROCHA LOPES

Crescimento e descricao morfologica das Acidobactérias AB46 e AB29

Monografia apresentada ao Instituto de
Biotecnologia da Universidade Federal de
Uberlandia como requisito final para a
obtengdo do titulo de Bacharel em

Biotecnologia.

Banca examinadora:

Profa. Dra. Cristine Chaves Barreto - Universidade Federal de Uberlandia, Patos de Minas
Presidente

Dra. Maria Wanna Figueiredo Sena Macedo - Universidade Catdlica de Brasilia
Membro

Dr. Carlos Emanoel Vieira Flores Soares - Universidade Catdlica de Brasilia
Membro

Os membros da Comissao Examinadora acima assinaram a Ata de Defesa que se encontra no

Sistema Eletronico de Informagdes (SEI) da Universidade Federal de Uberlandia.

PATOS DE MINAS, MARCO DE 2026



AGRADECIMENTOS

Agradeco a minha familia, por me apoiarem e sempre incentivarem a estudar, aos meus
amigos por tornarem minha vida mais feliz.

Ao meu grupo de pesquisa MicroCer, por toda ajuda, durante a realizagao deste trabalho.
Além das técnicas do laboratorio, em especial a Carla, durante toda a graduagdo, sempre
dando dicas e ajudando no que fosse necessario.

E a minha orientadora Cristine, por todas as conversas, planos e ensinamentos que me

aproximou ainda mais da ciéncia e fez esse trabalho possivel.



RESUMO

O Cerrado ¢ o segundo maior bioma do Brasil, com uma grande biodiversidade microbiana,
apresentando diferentes mecanismos de sobrevivéncia. Entre esses microrganismos, tém-se as
acidobactérias, capazes de produzir componentes de interesse industrial. Apesar disso, sdo
bactérias de dificil cultivo, com um ntmero reduzido de espécies cultivaveis e descritas
taxonomicamente. O objetivo do trabalho foi avaliar o crescimento e a morfologia das
acidobactérias AB46 ¢ AB29 em diferentes fontes de carbono e comparar com outras
acidobacterias previamente caracterizadas obtidas de solo de Cerrado. Para isso, foram
descritas as morfologias das células e das colonias e o crescimento foi acompanhado pela
formagdo de unidades formadoras de colonia ao longo de um periodo de 20 dias, em meio VL-
55 adicionado de uma das seguintes fontes de carbono: xilana, xilose, celobiose e lactose. Os
resultados demonstraram que a AB29 ¢ uma bactéria em forma de cocobacilos que forma
colonias brancas e mucosas. O crescimento dessa cepa foi observado em todos os meios
contendo diferentes fontes de carbono com destaque para celobiose nos seis primeiros dias. A
cepa AB46 apresentou coloragdo tipica para Gram positiva, resultado ndo compativel com
todos os demais membros do filo Acidobacteriota e a coloragdo rosa, tipica de acidobacterias
produtoras de carotenoides nao foi observada em todas as placas indicando a contaminagao da
cultura. Dessa forma, as cepas AB29 parecem ser distintas das demais cepas de acidobacteria
j& previamente caracterizadas provenientes de solo do Cerrado e os resultados para a cepa
AB46 foram incompletos devido a contaminagao.

Palavras-chave: Acidobacteriota. Cerrado. Morfofisiologia.



ABSTRACT

The Cerrado is Brazil’s second-largest biome, boasting a rich microbial biodiversity and
exhibiting diverse survival mechanisms. Among these microorganisms are acidobacteria,
which are capable of producing compounds of industrial interest. Despite this, they are difficult
to culture, with only a small number of species that can be cultured and have been
taxonomically described. The objective of this study was to evaluate the growth and
morphology of acidobacteria AB46 and AB29 on different carbon sources and to compare them
with other previously characterized acidobacteria obtained from Cerrado soil. To this end, the
morphologies of the cells and colonies were described, and growth was monitored by the
formation of colony-forming units over a 20-day period in VL-55 medium supplemented with
one of the following carbon sources: xylan, xylose, cellobiose, and lactose. The results
demonstrated that AB29 is a coccobacillus-shaped bacterium that forms white, mucous
colonies. Growth of this strain was observed in all media containing different carbon sources,
with celobiose being particularly prominent during the first six days. Strain AB46 exhibited
typical Gram-positive staining, a result not consistent with all other members of the phylum
Acidobacteriota, furthermore, the pink staining typical of carotenoid-producing acidobacteria
was not observed on all plates, indicating culture contamination. Thus, the AB29 strains appear
to be distinct from the other previously characterized acidobacteria strains from Cerrado soil,
and the results for the AB46 strain were incomplete due to contamination.

Keywords: Acidobacteriota. Cerrado. Morphophysiology.
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1 INTRODUCAO

As bactérias do filo Acidobacteriota apresentam, em geral, preferéncia por solos acidos,
podendo ser encontradas em uma variedade de locais extremos, por exemplo, ambientes frios,
como na tundra (MANNISTO et al., 2012) e ambientes quentes como solos geotermais
(CROWE et al., 2014). Apesar dessa capacidade de adaptacdo, sdo consideradas bactérias de
dificil cultivo, devido a ndo seguir as técnicas convencionais de cultivo, além das condig¢des
ideais de crescimento ainda sao pouco conhecidas. Por outro lado, as acidobactérias ja descritas
tém a capacidade de sintetizar pigmentos, sintetizar enzimas hidroliticas e hé forte indicagao
de que participam no ciclo biogeoquimico do carbono em ambientes terrestres (KIRTI et al.,
2014; WARD et al., 2009; LLADO et al., 2016). Essas caracteristicas sao aplicaveis em areas
distintas com fins farmacéuticos, téxteis, alimenticios, cosméticos e producao de
biocombustiveis.

Entre os diferentes locais que essas bactérias sdo encontradas, o bioma Cerrado se
destaca, como referéncia brasileira. Em um estudo de 2011 (ARAUJ 0, 2011), adotando-se de
bibliotecas do gene do RNAr 16S, a porcentagem do filo Acidobacteriota era superior em
relacdo aos outros filos. As razdes para essa abundancia ainda s3o desconhecidas pois, o
conhecimento sobre o metabolismo, estrutura e organizagdo dessas bactérias ainda ¢é escasso,
sendo necessarios estudos mais aprofundados para orientar esses mecanismos de a¢cdo. Nosso
grupo de pesquisa possui uma cole¢do com oito Acidobactérias isoladas de solo do Cerrado,
sendo que apenas duas foram completamente caracterizadas, as cepas AB23 e AB60. O
presente trabalho buscou compreender a morfofisiologia de outras cepas ainda nao
caracterizadas de Acidobacteriota do Cerrado, a fim de explorar esse potencial biotecnologico,
dessa forma contribuindo no cumprimento do Objetivo de Desenvolvimento Sustentavel 2
(ODS 2) e 15 (ODS 15), proposto pela Organizagdo das Nacdes Unidas na Agenda 2030. Essa
agenda ¢ um plano de agdo, que inclui os 17 Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel.
(Organizagdo das Nacdes Unidas, 2015)

"ODS 2. Fome zero e agricultura sustentdvel - Acabar com a fome, alcancar a seguranga

alimentar e melhoria da nutrigdo e promover a agricultura sustentavel."

"ODS 15. Vida terrestre - Proteger, recuperar e promover o uso sustentavel dos

ecossistemas terrestres, gerir de forma sustentdvel as florestas, combater a

desertificagdo, deter e reverter a degradacdo da Terra e deter a perda da biodiversidade."



1.1 Referencial teorico

1.1.1 As acidobactérias e o bioma Cerrado

O nome do filo veio a partir do seu primeiro organismo, isolado de uma amostra de
drenagem 4cida de mina, nomeado de Acidobacterium capsulatum (espécie referéncia), apesar
do filo Acidobacteria so ter sido proposto, anos depois, em 1997 (KISHIMOTO; TANO, 1987,
KISHIMOTO et al, 1991; LUDWIG et al, 1997). O filo estd dividido em 26 subgrupos
(BARNS et al, 2007), sendo somente 7 subdivisdes (as subdivisodes 1, 3, 4, 6, 8, 10 e 23),
descritos taxonomicamente, dentre as 56 espécies cultivaveis até 2018, tem como
caracteristicas, serem Gram-negativos, ndo formadores de esporos e nutricdo oligotrofica
(DEDYSH; YILMAZ, 2018; VIEIRA et al., 2017, OVERMANN et al., 2017; EICHORST, et
al 2018). Segundo QIU e CAO (2025) esse numero foi atualizado para 62 espécies isoladas,
sendo 12 do género da subdivisdo 1 (Acidobacteriae) e 40 das 62 espécies, pertencentes a
familia Acidobacteriaceae (DEDYSH; YILMAZ, 2018; KIELAK, ef al, 2016). Em 2021, o
International Committee on Systematics of Prokaryotes (ICSP) mudou o nome do filo para
Acidobacteriota (OREN; GARRITY et al, 2021), dessa forma, no presente trabalho o termo
“acidobactéria” serd usado de maneira a se referir a esse grupo informalmente, como se usa por
exemplo o termo: bactérias laticas, bacilos ou cianobactérias.

Como citado anteriormente, as acidobactérias tem a capacidade de sintetizar pigmentos
(KIRTTI et al., 2014) como os carotenoides, segundo Barredo (2012) eles sdo sintetizados, por
duas vias: a via do mevalonato, onde possui o acetil-coA, como substrato inicial ou a via 2-C-
metil-D-eritritol 4-fosfato / 1-desoxi-D-xilulose 5-fosfato (MEP/DOXP) que possui como
substrato inicial o piruvato.

Na natureza, esse pigmento atua como prote¢ao contra radiacdo, por exemplo (KIRTI
et al., 2014). Em termos aplicados, porém, ha interesse industrial, visto que apresentam um
menor risco a sautde humana ao ser comparado com pigmentos sintéticos ndo bioldgicos,
exibindo caracteristicas antioxidantes, como fun¢do médica (YE et al, 2008) e capacidade de
producdo em larga escala de baixo custo (KIRTI et al, 2014). Dentre as acidobactérias do
Cerrado, Occallatibacter savannae AB23 e Telmatobacter sp. AB60 também tiveram sua
producao de carotenoides demonstrada (PINTO et al, 2021; RODRIGUES et al, 2020).

Outro aspecto importante associado a ecofisiologia de acidobactérias ¢ a producdo de

enzimas hidroliticas ou hidrolases. Entre as enzimas descritas, tem-se as celulases, aplicada na
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industria téxtil, para melhorar o acabamento de tecidos, como também na industria alimentar e
de biocombustiveis através da sacarificacdo, transformando a matéria prima em agucares
fermentéaveis (ZHAO, et al 2016). Outra enzima, com destaque nesse cenario, sao as xilanases,
aplicada na industria de papel e celulose, além da indistria alimenticia (BELOVA, et al 2018;
SUBRAMANIYAN; PREMA, 2002; RODRIGUES et al, 2020).

Em estudos anteriores foi obtida uma colecao de acidobactérias de solo nativo do
Cerrado (DO NASCIMENTO, 2013; DE CASTRO et al., 2013), dentre as elas, apenas duas
foram bem estudadas, e tem seu genoma sequenciado, sdo elas as cepas AB23 e AB60 (PINTO
et al, 2021; RODRIGUES et al, 2020). Todas sdo mantidas em meio quimicamente definido
contendo xilana como tnica fonte de carbono e sua atividade xilanolitica ja foi demonstrada.
Algumas cepas sao produtoras de carotenoides, como AB23, AB60 e AB46 e outras parecem
ndo ter essa capacidade.

Essa variedade de espécies foi corroborada pela identificacdo de diferentes géneros,
pela analise inicial da sequéncia do gene do RNAr 16S indicando que pertencem aparentemente
aos géneros: Occallatibacter (AB20, 23 e 158), Telmatobacter (AB60 e 46) e Edaphobacter
(AB29, 39 e 55). Dessa forma, essa colecao contém diferentes acidobactérias, obtidas do

mesmo local do Cerrado que ainda carecem de caracterizagao.

1.1.2 Métodos de estimativa de crescimento bacteriano

Medidas de crescimento bacteriano sdo bem estabelecidas e aplicadas no controle de
qualidade da 4gua potavel, alimentos, medicamentos e até cosméticos, a fim de detectar
contaminagao e prevenir a disseminagdo de doengas (MOTA et al/, 2017; ABIHPEC, 2015).

Os métodos utilizados para estimar o nimero de células bacterianas em uma amostra
podem ser divididos em dois tipos: os métodos diretos e indiretos. Os métodos diretos, estimam
o niimero de células individuais, como por exemplo, a contagem em placas por dilui¢do seriada.
Nesse método, executa-se a inoculagdo das bactérias em um meio s6lido, apos dilui¢do seriada.

Apo6s o tempo e condigdes de incubagdo apropriados, realiza-se a contagem de colonias
para calcular Unidades Formadoras de Colonias por mililitros (UFC/mL) (MCCRADY, 1915;
HALVORSON; ZIEGLER, 1933; MARTINI, et al, 2024), onde cada colonia representa o
crescimento de uma célula bacteriana viavel. Esse método ¢ conhecido por “Contagem de
viaveis” e ¢ amplamente utilizado em analises de qualidade de agua ou alimentos. Outro
método direto € a contagem em microscopio com a camara de Petroff-Hausser, onde a partir

da média de células contadas da suspensdo bacteriana nos quadrantes, calcula-se o numero de


http://a.et/
http://a.et/
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c€lulas por mililitros (células/mL) (PARKER; RIVERS, 1936; RAHMAN; BUTZIN, 2024;
TREUER; HAYDEL, 2011).

Métodos indiretos ndo observam células individuais, mas outros fatores como turbidez
e atividade metabodlica. O método de atividade metabolica, pode ser aplicado a dosagem de luz
emitida pela técnica de bioluminescéncia (PATIL, ef al, 2025; JIANG, et al, 2024) e estimativa
pela biomassa produzida, por exemplo (Mira, et al, 2022). A turbidez, mede a densidade optica
de uma cultura liquida, e para isso pode ser usado um espectrofotdmetro ou da comparagio
com a suspensdo padronizada na escala 0,5 de McFarland (MAHESH, et al, 2025).

O método que utiliza a turbidimetria ¢ considerado de maior facilidade de execucao no
laboratorio e o registro dos dados ao longo do tempo ¢ utilizado para calculo de taxas de
crescimento e observagao das distintas fases de crescimento em meio de batelada. No entanto,
a turbidimetria requer o preenchimento de duas premissas: as células bacterianas estdo em
cultura puras e se distribuem de forma homogénea por todo o caldo da cultura.

Taxas de crescimento de bactérias que formam grumos, ou aglomerados em meio
liquido ndo pode ser corretamente avaliado pelo método de turbidimetria. Esse ¢ o caso de
muitas espécies de acidobactérias, como as estudadas no presente trabalho. Dessa forma, os
métodos diretos de estimativa de crescimento podem ser mais apropriados para comparar a

fisiologia de diferentes acidobactérias (MADIGAN et al, 2016).

1.2 Hipétese

As acidobacterias AB46 ¢ AB29 se assemelham as acidobactérias de solo do Cerrado

ja previamente caracterizadas.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Descrever a morfofisiologia das cepas de acidobactérias AB46 e AB29.
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2.2 Objetivos Especificos

e Descrever a morfologia das células bacterianas e das colonias das cepas estudadas;
e Avaliar o crescimento em meio s6lido VL-55 em xilana como fonte de carbono;
e Comparar o crescimento em meio sélido VL-55 de culturas nas diferentes fontes de

carbono: xilose, celobiose e lactose.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Meio de Cultura

O meio de cultura utilizado foi o0 VL-55, sendo um meio quimicamente definido com o
pH ajustado para 5,5 (SAIT et al, 2002, De CASTRO et al, 2013), por meio da solugdo de
NaOH. Para um litro de meio de cultura preparou-se inicialmente a solugdo de sais: CaClz (0,6
mM), MgSO4 (0,4 mM), (NH4)2HPO4 (0,4 mM). Para cada litro de solugdo de sais, adicionou-
se: 0,2 mL de solucdo de tungstato/selenito (por litro: NaOH, 0,5 g; Na>Se03.5H,0, 3 mg;
NaxWO04.2H>0, 4 mg), 2 mL de solugdo de elementos traco (BALCH et al. 1979) e 2 mL de
solucdo de vitaminas de Wolfe (ATLAS, 2005), o agente gelificante utilizado foi o 4gar nobre
(SIGMA), a 1,5% (m/v). E o meio VL-55 utilizado para manutencdo das bactérias contém
0,05% (m/v) de xilana como tnica fonte de carbono, sendo esse considerado o controle positivo
de crescimento. No presente trabalho, foram testadas outras trés fontes de carbono: celobiose,

a lactose e a xilose, todas as fontes a 0,05% (m/v).

3.2 Cepas Bacterianas

As cepas utilizadas foram as acidobactérias AB46 e AB29, isoladas de amostras do
Cerrado (DO NASCIMENTO, 2013; DE CASTRO et al, 2013) que foram originalmente
isoladas em meio VL-55 contendo quitina coloidal como unica fonte de carbono. Suas
identidades foram previamente obtidas do sequenciamento do gene do RNAr 16S, indicando
que AB46 apresenta maior similaridade com género Telmatobacter sp., enquanto a AB29,

apresenta similaridade ao género Edaphobacter sp. (DO NASCIMENTO, 2013). Essas cepas
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encontram-se depositadas na cole¢cdo de microrganismo da Universidade Catolica de Brasilia
(UCB).

Essas bactérias foram obtidas a partir de estoques fornecidos pela UCB, e o estudo foi
realizado, por meio do repique de outras placas preparadas anteriormente no Laboratério de
Microbiologia da Universidade Federal de Uberlandia - Campus Patos de Minas (MICRO -
UFU), mantidas em meio VL-55 contendo xilana de faia como unica fonte de carbono, como

as demais acidobactérias da colegao.

3.3 Morfologia das células bacterianas e das colonias

A morfologia das células foi determinada pela coloragdo de Gram. A coloracdo foi
realizada da seguinte forma: células foram removidas das colonias com o auxilio de uma alga
de platina e espalhadas em uma lamina de microscopia, as células foram fixadas pelo calor da
chama de um bico de Bunsen. A seguir, foi aplicado sobre a ldmina a solugdo de cristal violeta,
deixando agir por 1 minuto, depois realizou-se uma lavagem com agua destilada, para retirar o
excesso, em seguida, aplicou-se a solugdo de lugol por 1 minuto, realizando novamente uma
lavagem com agua destilada, lavou-se a lamina com 4alcool 70% por 20 segundos e, por fim,
adicionou-se a fucsina fenicada durante 30 segundos. Posteriormente, as laminas foram
observadas em microscopio Optico com um aumento de 100 x, com o auxilio do 6leo de imersao
(SMIBERT; KRIEG, 1994; BRASIL, 1997, MADIGAN et al, 2016).

A morfologia das coldnias foi inicialmente descrita em meio de cultura VL-55 contendo
xilana como fonte de carbono e posteriormente, essa morfologia foi comparada entre os meios
contendo as diferentes fontes de carbono. As colonias foram crescidas inicialmente no escuro
e ao final de duas semanas, foram expostas a luz branca, por uma semana, fotoperiodo 24h/dia,

para verificagdo de produgdo de pigmentos.

3.4 Avaliacio de crescimento em meio solido

Como as acidobactérias formam agregados em meio liquido, tentativas anteriores de
curva de crescimento por espectrofotometria foram inconclusivas. O presente trabalho utilizou
pela primeira vez, estimativas de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) ao longo do periodo
de incubacio.

A inoculagdo foi realizada pelo método de diluicdo seriada. Inicialmente foi obtida uma

suspensao de bactérias a partir de uma placa crescida previamente, adicionando-se 1 mL de
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solucdo de sais de VL-55 (sem os micronutrientes e fonte de carbono) e pipetando suavemente
a solucdo sobre as coldnias até que fossem desprendidas do meio de cultura. Entdo, a solugao
inicial foi adicionada em microtubos e misturada em vortex por 1 minuto, em seguida, as
células foram sedimentadas por centrifugagdo a 5.000 G por 15 minutos, o sobrenadante foi
descartado e foi adicionado 1 mL de solugdo de sais, repetindo-se o uso do vortex.

Esse procedimento de lavagem foi repetido 2 vezes para remogao de restos de fonte de
carbono na suspensao celular. As células foram entdo ressuspendidas em 1 mL de solucdo de
sais, para realizar a diluicdo seriada até 10" como descrito a seguir. Em um microtubo com 900
uL de solugao de sais, foi adicionado 100 puL da solugdo priméria com as células bacterianas e
levado ao vortex, tornando a dilui¢do 10!, em outro microtubo com 900 pL de solugdo de sais,
foi adicionado 100 pL, do volume do primeiro tubo, tornando-se a diluicdo a 1072, essa etapa
foi repetida sucessivamente até a diluigdo 107

As placas contendo o meio VL-55 com cada uma das fontes de carbono foi dividida em
8 partes e o inoculo foi realizado em 3 gotas de 20 pL (triplicata) para cada diluicdo
correspondente. O crescimento foi registrado por fotografia e o nimero de UFC foi tabulado,
aproximadamente a cada dois dias de crescimento a 28 °C em BOD, na auséncia de luz por
duas semanas. Ao final desse periodo, as placas foram incubadas na luz branca, fotoperiodo
24h/dia, para verificacdo de producdo de pigmentacdo para descricdo morfologica das colonias.

Em paralelo as bactérias foram inoculadas pelo método de estriamento em placas em
cada meio de cultura testado, para manutengao e verificacdo da cultura pura. Para cada bactéria,
foram preparadas duas placas de diluigdo seriada e duas placas pelo método de estriamento,
para as quatro fontes de carbono, com excecdo, para o meio de xilana e xilose, que foram
preparadas somente placas de diluicdo seriada, totalizando oito placas para cada bactéria. A
xilana, foi usada como controle positivo ao ser comparada com as outras trés fontes de carbono,

visto o seu desempenho em estudos anteriores (DE OLIVEIRA, 2023).

3.5 Analise Estatistica

O tratamento dos dados foi realizado no Excel. A estimativa de unidades formadoras
de coldnias foi realizada de acordo com o método descrito por Miles et a/ (1938). Apenas as
gotas inoculadas em que o numero de colonias o encontrou no intervalo entre 2 a 20 colonias
foi utilizada para a contagem de colonias nas placas de dilui¢do seriada, dessa maneira foi
possivel obter a média e o desvio padrdo. A andlise das Unidades Formadoras de Colonias

(UFC) veio a partir da multiplicacdo entre a média (contagem de colonias da triplicata) e o
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fator de diluig¢do, dividido pelo volume (em mL), para que os dados sejam expressos em

UFC/mL, a formula geral para esse calculo, ¢ apresentada a seguir:

Numero de colonias x Fator de dilui¢cdo

UFC/mL =
/m Volume (mL)

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Coloraciao de Gram

Ao observar os resultados da coloragdo de Gram (Figura 1), ¢ concluido que AB29 ¢
Gram-negativa, corada de rosa e enquanto a AB46 parece ser Gram-positiva, pois estao coradas
de roxo (TORTORA, et al, 2024). A morfologia da célula da cepa AB29 se assemelha ao
formato entre cocos (esféricas) e cocobacilos, enquanto a AB46 apresenta um formato similar
a bacilos (bastonetes). O resultado da coloragdo difere do que € visto na literatura, em razao
que todas as acidobactérias sdo Gram-negativas, o que sugere que a cepa AB46 esteja
contaminada, com outras bactérias presentes apresentando uma possivel capsula.

Por outro lado, embora a maioria das acidobactérias apresentem forma de bacilos,
outras morfologias podem ser encontradas, por exemplo o género Blastocatella, sendo esferas
moveis a bastonetes com tendéncia a formar cadeias e agregados maiores, fazendo filamentos
(FOESEL et al, 2013), a espécie Acidisarcina polymorpha, com células polimorficas dispostas
em agregados semelhantes a sarcinas ou clusters (BELOVA et al, 2018; BELOVA et al, 2022)
e espécie Acidobacterium capsulatum sendo bacilos encapsuladas (KISHIMOTO et al, 1991;
SABREE et al, 2006).
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Figura 1: Coloragao de Gram para a bactéria (A) AB29 e (B) AB46

A B
; ;|
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Fonte: autora
4.2 Morfologia das colonias

O tamanho das colonias das duas bactérias foi de aproximadamente 1 mm de diametro,
sem mudancas durante o periodo de incubacao, para todas as fontes de carbono, a morfologia
das coldnias, ¢ aquela adotada no momento da inoculacdo das gotas (Figura 2), porém as
colonias da cepa AB29 apresentaram bordas irregulares com aparéncia viscosa, sugerindo a
presenga de biofilme, as colonias sempre apresentaram colora¢do branca, mesmo na presenga
de luz (Figura 2A). A morfologia das colonias se parece com outras ja descritas que nao
possuem pigmentagdo como os géneros Granulicella e Edaphobacter e a espécie
Terracidiphilus gabretensis, como estudadas em PINTO et al (2021).

A cepa AB46 apresentou bordas mais regulares, com elevagdes convexas, margem
inteira, textura seca, com pigmentacdo rosa palido quando incubadas na luz (Figura 2B).
Quando comparado na literatura, a morfologia da AB46 ndo se assemelha ao género
Telmatobacter, com qual apresentou maior similaridade pelo sequenciamento do gene do
RNAr 168, visto que a descricdo em PANKRATOV (2012) eram colonias pequenas, opacas,
com perfil sinuoso, bordas onduladas, consisténcia homogénea, mas sim, as descrigdes das
colonias de Occallatibacter savannae AB23 e Telmatobacter sp. AB60, porém a pigmentacgao
da cepa AB46 ¢ bem menos intensa (PINTO, et al 2017; RODRIGUES, et al, 2020).

Na literatura, aspectos como a textura e cor/pigmentagdo exibem algumas variagoes,
dependendo da cepa, a titulo de exemplo, o género Terriglobus roseus com colonias rosadas e

limosas (EICHORST et al, 2007) e a espécie Telmatobacter bradus que possui colonias no tom
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de branco-leitosa ou bege claro, dependendo das condi¢des de crescimento, onde nao houve

detectagdo de pigmentos (PANKRATOV et al, (2012).

Figura 2: Morfologia das colonias das cepas AB29 (A) e AB46(B).

Fonte: autora

4.3 Avaliacido do crescimento em diferentes fontes de carbono

Crescimento foi observado em todos os meios testados, nas duas acidobactérias (Figura
3). Embora o crescimento tenha sido avaliado por até 20 dias (Apéndice A), no grafico so foi
apresentado até o 10° dia, em virtude de esse dia em diante, os valores permaneceram
constantes (Figura 3).

A estimativa de Unidades Formadoras de Colonias, revelou que essas bactérias sao
capazes de crescer e desenvolver com resultados similares em todas as fontes de carbono, do
8° dia em diante. As acidobactérias AB29 apresentaram crescimento visivel, em destaque, na
fonte de celobiose nos 6 primeiros dias, a celobiose € um dissacarideo, produto da hidrolise da
celulose (polimero abundante), sendo uma fonte de carbono de rapida assimilagdo na natureza,
o que explicaria esse crescimento (LYND, et al, 2002; PEDERSEN, et al, 2023; WARD, et al,

2009) (Figura 3A). J4 se era esperado o crescimento em Xilana e lactose, pois apresentaram um
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bom crescimento, descrito no estudo DE OLIVEIRA (2023). Chama a atengao o crescimento
em poucos dias, devido ao género Edaphobacter modestus, apresentar colOnias visiveis apenas
apos duas semanas de crescimento em meio complexo, R2A (KOCH, et al, 2008), enquanto
que o meio VL-55 ¢ um meio quimicamente definido com apenas uma unica fonte de carbono,
nitrogénio e fosforo disponiveis, apesar disso, supde-se que essas cepas, pertencente a colecao
do grupo de pesquisa das oito acidobactérias isoladas de solo do Cerrado, se adaptaram ao meio
VL-55, apresentando colonias visiveis entre uma e duas semanas.

O crescimento da AB46 foi similar em relagdo as fontes de carbono, porém apresenta
valores superiores de UFC/mL em todas as fontes a partir do segundo dia, em comparagao com
a cepa AB29, além do mais, no quarto dia em diante, os valores sdao constantes.
Comparativamente, a espécie Telmatobacter bradus apresenta coldnias visiveis em sete dias,
em cultura no meio MM, que contém os sais do meio VL-55, mas ¢ suplementado com 0,005
% de extrato de levedura e 0,05% de pectina, no lugar da solug¢do de vitaminas e elementos-
traco presentes no meio VL-55 (PANKRATOV, et al, 2012).

Como as acidobactérias apresentam crescimento lento (RODRIGUES, et a/, 2020; DE
CASTRO, et al, 2013), com periodos de incuba¢do mais longos para formar coldnias visiveis,
esse resultado ndo condiz com estudos anteriores sobre acidobactérias (WARD et al, 2009).
Dessa forma, € possivel que as colonias da AB46 estejam contaminadas com uma outra espécie
de crescimento mais rapido, ndo sendo uma cultura pura. Por isso, o resultado da coloragdo de
Gram, também foi prejudicado, devido a possibilidade de existéncia de outras bactérias no

meio.

Figura 3: Comparagao da xilana e as outras fontes de carbono para as ambas as acidobactérias,
no periodo de 10 dias A) cepa AB29; B) cepa AB 46
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O tom rosado ja era notavel na placas de AB46, no 4° dia, para todas as fontes de
carbono, indicando a presenga dos carotenoides, como visto em outro estudo para
acidobactérias utilizando a cepa AB23 (PINTO, 2017) dado que esses pigmentos bacterianos,
sao amarelados, alaranjados, rosados ou vermelhos (KIRTI ef al., 2014). Durante o periodo de
uma semana exposto a luz, o tom rosado se tornou mais presente, pois sao produzidos em
resposta ao estresse causado pela luz, como um mecanismo de resisténcia (PINTO, 2017).
Apesar da coloragdo das bactérias, duas das oito placas de AB46 continuaram brancas, sendo
o meio de celobiose por estriamento e xilose por dilui¢ao seriada (Apéndice B), o que corrobora
a contaminacao dessas culturas, ademais ¢ importante destacar, que talvez essa pigmentagao
seja na verdade dos organismos contaminantes, ndo sendo possivel determinar se esse
organismos sdo classificados como outras acidobactérias. E incerto se a contaminagao ocorreu
no repique, ou se a placa original ja estava contaminada, mas a coloragcdo nessas duas placas
nao se desenvolveu mesmo apds 2 semanas a mais de exposi¢do. Por outro lado, as
acidobactérias AB29 continuaram brancas, durante todo o periodo de incubagdo, indicando a

falta de operon de sintese de carotenoides.

5 CONCLUSAO

A hipotese inicial proposta foi rejeitada, pois as acidobactérias do estudo ndo
demonstraram tempo de crescimento ¢ nem morfologia similares a outras isoladas de solo do
Cerrado. Os objetivos propostos, porém, foram alcangados, as acidobactérias AB29 foram
capazes de crescer em 3 diferentes fontes de carbono, com desempenho similar ao controle
positivo, apontando que essas fontes de carbono ndo foram limitantes para seu crescimento,
porém a celobiose ganhou destaque, devido ao numero superior de Unidades Formadoras de
Colonias nos seis primeiros dias do experimento como apresentado no grafico. Ademais, de
acordo com as descricdes de morfologia e crescimento descrita nesse estudo, essa cepa se
assemelha ao género Edaphobacter, possivelmente de uma nova espécie, sendo a primeira cepa
do Cerrado a ser caracterizada.

Embora tenha sido observado crescimento nas acidobactérias AB46, em todas as fontes
de carbono, devido a contaminacao, causando interferéncia nas demais analises, tornando seus

resultados inconclusivos. Por outro lado, o0 uso do método de contagem de unidades formadoras
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de colonias apresentou resultado satisfatorio, sendo possivel realizar uma comparagao
semiquantitativa do crescimento nas diferentes condig¢des testadas.

Como perspectivas do presente trabalho, serd preciso isolar novamente as
acidobactérias AB46, a fim de obter culturas puras e prosseguir com sua caracterizacdo, além
da caracterizagdo dos contaminantes que cresceram no meio de cultura e se equiparam as
mesmas ou pertencem a outra classificagdo de bactérias. Em seguida realizar testes
bioquimicos, para aprimorar a caracterizagdo das duas cepas em relagdo ao seu metabolismo,
sintese de enzimas, fermentagdo etc. Por fim, serd interessante realizar o sequenciamento do
genoma dessas cepas, com o proposito de encontrar sua identificagdo em bancos de dados
genomicos, buscando melhorar sua classificagdo em nivel de espécie e, se possivel, com a

descrigdo de novas espécies de Acidobactérias do Cerrado.
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APENDICE A - Crescimento das acidobactérias (A) AB29 e (B) AB46 na fonte de

xilana, durante o periodo de 20 dias

2°dia 4°dia 6°dia 8°dia

20° dia

4° dia 6°dia 8°dia

12° dia 14°dia 18° dia 20° dia
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APENDICE B - Placas AB46 contaminadas que niio apresentaram pigmentacio, fonte
de carbono para celobiose e xilose

Celobiose Xilose




