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1. Introdução

Atualmente verifica-se um crescente interesse no isolamento e
identificação de espécies bacterianas com potencial biotecnológico. Neste
trabalho, foi estudada a estirpe bacteriana 606, pertencente ao grupo dos
actinomicetos, isolada de solo de Mata Atlântica, descrita como pertencente
ao gênero Streptomyces (SACRAMENTO et al., 2004). Os actinomicetos
são bactérias filamentosas, gram-positivas, que contém um alto índice de
guanina e citosina no seu genoma (HEUER et al., 1997). Estes microrga-
nismos têm sido descritos como grandes produtores de substâncias bioativas
de grande importância biotecnológica, tais como antibióticos e enzimas de
aplicação industrial (PARADKAR et al., 2003). Sendo assim, é de grande
importância a busca e a identificação de novas espécies com alto potencial
na produção dessas substâncias. A estirpe 606 foi estudada e reconhecida
com potencial atividade contra fungos, bactérias, leveduras e vírus (SA-
CRAMENTO et al., 2004) sugerindo ser um microrganismo promissor na
produção de antibióticos.

A identificação de novos microrganismos envolve a ciência da
taxonomia e no caso dos actinomicetos é bastante complexa. Para identifi-
car espécies, é necessário o emprego de diferentes técnicas taxonômicas.
A utilização em conjunto de técnicas de taxonomia convencional, taxonomia
numérica, quimiotaxonomia e taxonomia molecular é denominada taxonomia
polifásica. (HOFLING et al., 1997). A taxonomia bacteriana vem passando
por grandes mudanças em decorrência da disponibilidade de novas catego-
rias de informação. Como exemplos, temos a quimiotaxonomia,
seqüenciamento do DNA, hibridização DNA-DNA e ribotipagem. Outros
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fatores importantes foram os avanços recentes em técnicas de análises
filogenéticas. Atualmente, a filogenia molecular é uma base importante na
classificação de bactérias (CANHOS et al., 1999).

A utilização de ferramentas da biologia molecular tem grande
potencial na identificação de bactérias. Através da técnica de PCR (rea-
ção da polimerase em cadeia), é possível amplificar ácidos nucléicos atra-
vés do uso de iniciadores homólogos a regiões conservadas no genoma.
Os ácidos nucléicos podem ser seqüenciados e gerar informações
taxonômicas. Estes dados constituem a base para inferências filogenéticas.
Muitos grupos de actinomicetos têm sido detectados e caracterizados atra-
vés da sua seqüência do gene rrn 16S rDNA (HEUER et al.,1997). A
ampla utilização desse gene se deve principalmente à rapidez de geração
de dados e à facilidade na comparação com as seqüências disponíveis nos
bancos de dados públicos. Através dessas análises, é possível determinar
a posição de muitos organismos em quase todos os níveis taxonômicos
(WANG et al., 1999).

Os dados biológicos obtidos através de técnicas de biologia
molecular são analisados através de ferramentas computacionais da
bioinformática, uma nova disciplina dentro da biologia (CAÑEDO &
ARENCIBIA, 2004). Atualmente, muitos procedimentos como pesquisa em
bancos de dados de seqüências, comparação e análise de seqüências são
práticas comuns em bioinformática (GIBAS, 2001). O presente trabalho
teve como objetivo principal identificar em nível de espécie, a estirpe de
actinomiceto 606, através do seqüenciamento do gene 16S rDNA e análise
dos resultados através das ferramentas de bioinformática.

2. Material e Métodos

A estirpe 606, pertencente ao gênero Streptomyces e isolada de
solo de Mata Atlântica, pertence à Coleção de Actinomicetos do Laborató-
rio de Biotecnologia de Actinomicetos do Instituto de Microbiologia Profes-
sor Paulo de Góes, na Universidade Federal do Rio de Janeiro. Para a con-
firmação de sua pureza, a estirpe foi inoculada, pela técnica de esgotamen-
to, em placa contendo meio de ágar extrato de malte-extrato de levedura
(SHIRLING & GOTTLIEB, 1966) por sete dias em estufa a 28°C. Foram
obtidas colônias isoladas as quais foram inoculadas em caldo extrato de
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malte-extrato de levedura, crescidas a 22°C, por três dias em agitador rota-
tório (120 rpm). A partir deste cultivo em meio líquido foi realizada a extra-
ção do DNA genômico (FRANCO, 2007).

O produto obtido na extração do DNA foi submetido à uma corri-
da de eletroforese em gel de agarose a 1,2% em TBE 0.5X (Tris-Borato
0,5X: 0,045M Tris-Borato, 0,001 M EDTA), a 75 volts, durante uma hora. O
marcador utilizado foi o 1Kb (Invitrogen - 4µl). Em cada poço foram depo-
sitados 4µl de amostra e 1µl do corante azul de bromofenol. Após a corrida,
o gel foi corado por 10 minutos em Brometo de Etídio e observado em
transiluminador ultravioleta UV GEN™ (Bio Rad).

Em seguida foi realizada a amplificação do gene que codifica o
16S rDNA, utilizando-se a técnica de PCR em um termociclador Gene Amp®

PCR System 9700 (Applied Biosystems). Os iniciadores utilizados na rea-
ção de PCR foram: 27F - 5’ AGAGTTTGATC(A/C)TGGCTCAG
3’(HAYASHI et al., 2004) e 1541 R - 5’ AAGGAGGTGATCCAGCCGCA
3’(LÖFFLER et al., 2000). A técnica foi realizada com o uso do KIT GoTaq®

Green Master Mix (Promega Corporation) e o volume total da reação foi de
25 µl. Como controle positivo da reação foi utilizado DNA de Staphylococcus
aureus. Para a purificação do produto obtido na amplificação foi utilizado o
Kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-up System (Promega Corporation).

A reação de seqüenciamento da região 16S rDNA foi realizada
através do uso do Big Dye® Terminator V31 Cycle Sequencing Kit, Part. N°
4336917 (Applied Biosystems), no aparelho ABI PRISMTM 310 Genetic
Analyser, seguindo orientações do fabricante. Foram utilizados os seguintes
iniciadores na reação de seqüenciamento:

519 R - 5’ – G (AT)ATTACCGCGGC(GT)GCTG– 3’, 1100
R - 5’ – GGGTTGCGCTCGTTG – 3’,  530 F 5’ –
GTGCCAGC(AC)GCCGCGG – 3’ e 1114 F - 5’ –
GCAACGAGCGCAACCC – 3’ (KATO et al., 1997), 1392 R
- 5’ – ACGGGCGGTGTGT(AG)C – 3’ (TAL et al.,2006), 357
F – 5’ - CTC CTA CGG GAG GCA GCA G-3’ (SCHWARTZ
et al., 2000) e a precipitação do DNA foi obtida com
Isopropanol/Etanol (FRANCO, 2007).

As seqüências fornecidas pelo seqüenciamento foram anali-
sadas quanto a sua qualidade através do eletroforetograma e editadas
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pelo uso do programa BioEdit versão 7.0.5.3. Através de uma ferra-
menta de alinhamento múltiplo presente neste programa (Clustal W),
foi possível efetuar o alinhamento das seqüências resultantes do
seqüenciamento realizado com cada iniciador, visando à montagem da
seqüência do gene de 16S rDNA. Após o seqüenciamento da região
16S rDNA da estirpe 606, a seqüência obtida foi submetida ao BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool), ferramenta presente no site: http:/
/www.ncbi.nlm.nih.gov/.

Após o seqüenciamento parcial da região 16S rDNA e a utilização
da ferramenta BLAST, a seqüência da estirpe 606 foi alinhada com dez
seqüências similares encontradas no GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
Genbank/index.html), e em seguida foi construída a árvore filogenética uti-
lizando-se  o programa MEGA versão 3.1 (KUMAR et al., 1993). A distân-
cia filogenética foi inferida e corrigida de acordo com o modelo Kimura 2
parâmetros (KIMURA, 1980). A topologia da árvore foi construída usando
Neighbour-Joining (SAITOU & NEI, 1987), com análise de Bootstrap com
1000 repetições.

3. Resultados

O DNA da estirpe 606 foi extraído através do método empregado.
O DNA foi visualizado através da eletroforese em gel de agarose e foi de
pureza suficiente para a amplificação através da técnica de PCR. Com o
uso do KIT GoTaq® Green Master Mix (Promega Corporation) e dos inici-
adores 27 F (HAYASHI et al., 2004)  e 1541R (LÖFFLER et al., 2000), foi
realizada a amplificação do gene 16S rRNA visualizada pela eletroforese
em gel de agarose.

Foram seqüenciadas 1493 pares de base e, após os alinhamen-
tos realizados, destacamos que a seqüência mais parecida foi a de
Streptomyces RCQ1071. Assim sendo, foi realizado um novo alinhamento
entre essas duas seqüências, e das 1465 bases utilizadas foram encontra-
dos sete eventos de inserção ou deleção, e três eventos de substituição.
As relações evolutivas entre a estirpe 606 e dez seqüências similares en-
contradas no BLAST poderão ser observadas na árvore filogenética mos-
trada na Figura 1.
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4. Discussão

Por sua longa história e sua importância na produção de compos-
tos bioativos incluindo antibióticos, antivirais e enzimas hidrolíticas (celulases,
amilases, quitinases, proteases, etc.), a descrição de estirpes de Streptomyces
tem recebido muita atenção desde meados do Século XX. Mais de 500
espécies do gênero Streptomyces foram descritas no último Bergey’s Ma-
nual (MADIGAN et al., 2004), sendo a maioria destas descritas antes da
revolução da Biologia Molecular, onde se iniciou o seqüenciamento de áci-
dos nucléicos.

Durante o desenvolvimento do presente trabalho foram encontra-
das 5859 seqüências de 16S rRNA do gênero Streptomyces no banco de
dados “The Ribosomal Database Project - RDP” (http://rdp.cme.msu.edu).
Comparando os dados, vemos que existem 10 vezes mais seqüências de
Streptomyces do que espécies tipo no Bergey’s Manual (MADIGAN et
al., 2004). Com isso, surge a questão: como identificar com segurança uma
nova espécie dentro do gênero Streptomyces, tendo em vista que muitas
das espécies que já foram descritas não tiveram seu 16S rDNA seqüenciados,
e um grande número de estirpes de Streptomyces tiveram seu 16S rDNA
seqüenciado mas não foram descritas fenotipicamente?

Figura 1 - Árvore filogenética para a estirpe 606. Esta árvore filogenética foi inferida tendo
como base um alinhamento de 1401 bases de 16S rDNA.  A distância evolutiva foi corrigida de
acordo com o modelo Kimura 2 parâmetros (KIMURA, 1980) e a topologia da árvore foi
construída usando Neighbour-Joining (SAITOU & NEI, 1987), com análise de Bootstrap com
1000 repetições.
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A estirpe 606 isolada de solo de Mata Atlântica (RJ), após
seqüenciamento, mostrou-se similar à estirpe Streptomyces RCQ1071, isola-
da de solo de Cerrado (MS) por pesquisadores do Laboratório de Biotecnologia
de Actinomicetos (GOMES et al, 2001). As duas estirpes apresentaram se-
qüências de 16S rDNA altamente similares, entretanto seus fenótipos são
diferentes. A estirpe 606 foi selecionada para estudos mais profundos devido
a sua atividade contra bactérias, fungos, leveduras e vírus. A estirpe RCQ1071
foi selecionada para estudos por sua atividade quitinolítica. O próximo passo
na identificação da estirpe 606 será um teste de hibridização de DNA genômico.
Se as estirpes apresentarem uma similaridade acima de 70%, teremos duas
estirpes com fenótipos diferentes, mas com genótipos da mesma espécie
(STACKEBRANDT & GOEBEL, 1994).

Em conclusão, no presente trabalho, a estirpe estudada (estirpe
Streptomyces sp 606) apresentou seu 16S rDNA com mais de 99.9% de
similaridade com outra estirpe do mesmo gênero, a Streptomyces sp
RCQ1071. No entanto, apesar disso, ambas possuam fenótipos diferentes,
a primeira sendo produtora de substâncias antimicrobianas e a outra apre-
sentando uma alta atividade quitinolítica. A estirpe 606 foi então identificada
como uma provável subespécie da estirpe RCQ 1071, atualmente candidata
para reconhecimento como espécie nova com o nome de Streptomyces
lunalinharesii (SOUZA, 2006). O Brasil abriga uma vasta biodiversidade
e isto é internacionalmente reconhecido. Foi estimado que essa biodiversidade
pode valer em torno de 3 trilhões de reais para o país em biotecnologia nos
próximos vinte anos. Apesar disso, para que toda essa biodiversidade seja
catalogada será necessário muito trabalho. Quando um organismo ainda
não foi descrito, não é possível determinar seu destino e utilidade. Este estu-
do foi um exemplo do trabalho de taxonomistas a descrição e proteção da
biodiversidade através do seu reconhecimento. Os antibióticos da estirpe
606 serão estudados em mais detalhes quanto a sua aplicação para o bene-
fício da sociedade. u
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