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RESUMO 

 

Encontradas em solos, excretas animais, algas, líquens, plantas, oceanos e até ambientes 

extremos, actinobactérias são microrganismos Gram-positivos filamentosos conhecidos por 

produzir diversos metabólitos secundários. Sua capacidade de sintetizar antibióticos, 

imunossupressores, antivirais e exoenzimas como celulase, amilase e xilanase confere a elas 

um grande potencial biotecnológico. Também encontrados no solo, os rizóbios são bactérias 

igualmente importantes econômica e ecologicamente. Responsáveis por transformar nitrogênio 

atmosférico em amônia, estão presentes principalmente em simbiose em nódulos radiculares de 

leguminosas. As condições desfavoráveis enfrentadas pelas plantas no solo do Semiárido as 

tornam dependentes dos microrganismos presentes em sua rizosfera, que são capazes de 

otimizar a atividade biológica do solo facilitando o crescimento vegetal. O objetivo deste 

trabalho foi coinocular cepas de bactérias de dois filos bacterianos isoladas de solos do 

Semiárido nordestino a fim de estudar o potencial das actinobactérias de facilitarem o 

crescimento dos rizóbios. A partir da coleção de culturas do Laboratório de Microbiologia 

Ambiental (LAMAB) da Universidade Federal do Ceará, foram selecionadas 10 cepas de 

actinobactérias com atividade celulolítica, amilolítica e xilanolítica estatisticamente distintas 

das demais e 7 cepas de rizóbios identificadas geneticamente a nível de espécie e sem as 

referidas atividades enzimáticas. Foi realizada uma caracterização da macromorfologia e da 

micromorfologia das actinobactérias, observando suas estruturas via microscopia óptica e 

eletrônica. Foi feita uma coinoculação dos microrganismos em meios de cultura contendo 

amido, xilana e carboximetilcelulose como únicas fontes de carbono, a partir da qual o 

crescimento dos rizóbios foi avaliado. De um total de 70 pares de actinobactérias e rizóbios, 45 

foram positivos no meio com CMC, 47 no meio com xilana e 9 no meio com amido. Assim, 

conclui-se que exoenzimas sintetizadas pelas actinobactérias hidrolisam os substratos em 

açúcares mais simples, permitindo que mesmo que as bactérias diazotróficas utilizadas não 

sejam capazes de metabolizar os substratos complexos, elas consigam crescer nesses meios de 

cultura. Essa interação se apresenta promissora para o desenvolvimento de um novo 

bioinoculante a base da coinoculação dessas duas rizobactérias promotoras do crescimento 

vegetal. 

 

PALAVRAS-CHAVE: actinomicetos; bactérias diazotróficas; coinoculação; facilitação; 

Streptomyces. 



 
 

ABSTRACT 

 

CROSS-FEEDING BETWEEN ACTINOBACTERIA AND RHIZOBIA FROM 
BRAZILIAN NORTHEAST SEMIARID AND THEIR ROLE ON THE 

PROSPECTION OF NOVEL BIOFERTILIZERS 

 

Found in soils, animal excreta, algae, lichens, plants, oceans and even extreme environments, 

actinobacteria are Gram-positive filamentous microorganisms known to produce various 

secondary metabolites. Their ability to synthesize antibiotics, immunosuppressants, antivirals 

and exoenzymes such as cellulase, amylase and xylanase gives them great biotechnological 

potential. Also found in soil, rhizobia are bacteria that are equally important economically and 

ecologically. Responsible for transforming atmospheric nitrogen into ammonia, they are mainly 

present in symbiosis in legume root nodules. The unfavorable conditions faced by plants in the 

semiarid soil make them dependent on the microorganisms present in their rhizosphere, which 

are capable of optimizing the biological activity of the soil, facilitating plant growth. The aim 

of this work was to co-inoculate strains from two bacterial phyla isolated from soils from the 

Brazilian Northeastern semi-arid region in order to study the potential of actinobacteria to 

facilitate rhizobia growth. From the culture collection of the Laboratory of Environmental 

Microbiology (LAMAB) of the Federal University of Ceará, 10 strains of actinobacteria with 

cellulolytic, amylolytic and xylanolytic activity statistically different from the others and 7 

strains of rhizobia genetically identified at the species level and without the aforementioned 

enzymatic activities were selected. A characterization of the macromorphology and 

micromorphology of actinobacteria was carried out, observing their structures via optical and 

electron microscopy. Co-inoculation of microorganisms was performed in culture media 

containing starch, xylan and carboxymethylcellulose (CMC) as the sole carbon sources, from 

which rhizobia growth was evaluated. Of a total of 70 pairs of actinobacteria and rhizobia, 45 

were positive in the medium with CMC, 47 in the medium with xylan and 9 in the medium with 

starch. Thus, it is concluded that exoenzymes synthesized by actinobacteria hydrolyze 

substrates into simpler sugars, allowing that even if the used diazotrophic bacteria are unable 

to metabolize complex substrates, they are able to grow in these culture media. This interaction 

is promising for the development of a new bioinoculant based on the co-inoculation of these 

two rhizobacteria that promote plant growth. 

KEYWORDS: actinomycetes; co-inoculation; cross-feeding; diazotrophic bacteria; 

Streptomyces;  
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1 INTRODUÇÃO 

 

O feijão-caupi é a cultivar mais antiga conhecida pelo homem e tem sido plantado 

por mais de quatro mil anos (OSIPITAN et al., 2021). Esse grão é fonte de boa parte das 

proteínas ingeridas em vários países africanos devido a seu baixo custo e crescimento em solos 

secos e pobres em nutrientes. Isso explica porque essa planta foi a quarta maior fonte de grãos 

secos no mundo dentre as leguminosas de 2008 a 2017 (JI et al., 2019). Pertencente à família 

Fabacea, o feijão-caupi, ou Vigna unguiculata, cresce majoritariamente nos solos secos 

tropicais da América Latina, da África e do sul da Ásia (BOUKAR et al., 2018).  

Essa leguminosa, assim como muitas outras, tem suas raízes associadas a rizóbios, 

principalmente dos gêneros Bradyrhizobium e Rhizobium (GIRIJA et al., 2018). Rizóbios são 

bactérias conhecidas por formarem nódulos simbióticos nas raízes (e, mais raramente, no caule) 

de leguminosas e fixar nitrogênio atmosférico em formas assimiláveis pelas plantas. Esse 

nutriente é um dos elementos essenciais para a manutenção da vida, estando presente em 

aminoácidos, ácidos nucleicos, ATP e NAD em todas as células vivas, além de ser um 

componente importante da clorofila (LINDSTRÖM; MOUSAVI, 2019). A suplementação de 

nitrogênio nas plantações é cara e traz consigo grandes problemas de poluição, como 

eutrofização de corpos aquíferos e liberação de gases de efeito estufa (CLÚA et al., 2018).  

A inoculação de rizóbios, que são bioinoculantes naturais, é uma alternativa ao uso 

desses fertilizantes químicos pela sua capacidade de biodisponibilizar nitrogênio naturalmente 

para as plantas por meio de um processo denominado fixação biológica de nitrogênio (BNF). A 

BNF é responsável por fornecer entre 50 e 70 milhões de toneladas de nitrogênio biodisponível 

por ano mundialmente (SCHULTE et al., 2021). Desde 2020, o Brasil é o principal produtor de 

soja no mundo, e a inoculação dessa leguminosa com cepas elite de Bradyrhizobium atende à 

necessidade de nitrogênio da planta e gera uma economia de US$15 bilhões por ano que seriam 

gastos com fertilização nitrogenada (RODRIGUES et al., 2020).  

Muito se fala de rizóbios para enfatizar sua simbiose com plantas e a fixação de 

nitrogênio, fazendo com que um ponto muito importante passe despercebido: o ambiente 

rizosférico é extremamente hostil para os microrganismos ali presentes, e para ser capaz de 

estabelecer a simbiose com sucesso os rizóbios precisam primeiro sobreviver a competições 

com a microbiota local (POOLE et al., 2018).  

Com uma abundância relativa de aproximadamente 22% e podendo chegar até a 

62% em solos desertificados, o filo Actinobacteria é um dos filos bacterianos mais abundantes 

no solo e, por consequência, interage diretamente com os rizóbios na rizosfera. Essas bactérias 
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são capazes de aumentar a absorção de umidade no solo e estimular o crescimento microbiano 

(ARAUJO et al., 2020).  

Apesar desse estímulo, as actinobactérias são produtoras de grande variedade de 

compostos antimicrobianos. De fato, cerca de dois terços dos antibióticos conhecidos são 

produzidos por actinobactérias, principalmente pelo gênero Streptomyces (TAKAHASHI; 

NAKASHIMA, 2018). Por isso, a compatibilidade entre os rizóbios e as actinobactérias é 

essencial para o estabelecimento da simbiose entre o rizóbio e a planta e, consequentemente, 

para o crescimento e desenvolvimento adequado do vegetal. Partindo dessas definições, 

podemos assumir que a capacidade fixadora de nitrogênio dos rizóbios aliada à variedade de 

metabólitos secundários produzidos pelas actinobactérias pode resultar em um bioinoculante 

promissor para o crescimento e desenvolvimento das plantas.  

Bioinoculantes são microrganismos essenciais no combate a estresses bióticos e 

abióticos nas plantas. Também chamados de “rizobactérias promotoras do crescimento vegetal” 

(PGPR), esses microrganismos são capazes de executar atividades como a hidrólise de 

exsudatos a fim de evitar o estresse osmótico, e a produção de deaminases, ácido indolacético, 

sideróforos, enzimas solubilizadoras de fosfato e enzimas microbiocidas/biostáticas (ENEBE; 

BABALOLA, 2018).  

Segundo Dineshkumar e colaboradores (2017), biofertilizantes são “produtos 

contendo microrganismos vivos ou dormentes (bactérias, actinobactérias, fungos, algas), 

sozinhos ou em combinação, que ajudam a fixar o nitrogênio atmosférico ou solubilizar 

nutrientes do solo”. PGPR também beneficiam a planta por meio da produção e liberação de 

substâncias promotoras de crescimento, capazes de aumentar a produtividade da planta. Alguns 

bioinoculantes podem apresentar atividade biofertilizante aliada a antimicrobiana, como 

algumas espécies de Pseudomonas e Bacillus que estimulam o crescimento vegetal ao passo 

que antagonizam patógenos e estimulam as defesas das plantas (OROZCO-MOSQUEDA et al., 

2021).  

Para que um consórcio microbiano seja capaz de estimular o crescimento de uma 

planta, assume-se que esses microrganismos devem ser, antes de tudo, compatíveis entre si. Por 

isso, é válida a realização de coinoculações in vitro antes de partir para ensaios in vivo em 

associação com plantas. Esses passos são importantes tanto para a exclusão de pares de 

microrganismos antagônicos, quanto para a seleção dos pares que apresentam cooperação 

metabólica. As interações in vitro entre as actinobactérias e os rizóbios foram estudadas mais a 

fundo neste trabalho, dando ênfase no potencial desse consórcio para o desenvolvimento de um 

bioinoculante capaz de estimular o crescimento vegetal. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

Esta seção apresenta alguns tópicos importantes para a compreensão e 

embasamento teórico do trabalho. Foi feita uma revisão de literatura que apresenta o estado da 

arte no que diz respeito a actinobactérias, rizóbios, suas interações no solo e seu potencial como 

bioinoculantes. 

 

2.1 Interações ecológicas bacterianas 

 

Seres vivos em geral interagem quando precisam dividir um mesmo espaço e com 

microrganismos não é diferente. Ao longo do crescimento de uma colônia, as bactérias podem 

se especializar em tarefas diferentes, dividindo e otimizando o trabalho. A constante troca de 

diferentes metabólitos entre as células é fruto de uma maior eficiência metabólica da colônia, o 

que aumenta suas chances de ser bem-sucedida (EVANS et al., 2020).  

Bactérias possuem até 42% de seus genes codificando características envolvidas 

em relações ecológicas (PHELAN et al., 2011). Na natureza, bactérias costumam competir por 

inúmeros fatores limitantes como habitats mais favoráveis, minerais e nutrientes diversos. Por 

isso, esses microrganismos desenvolveram inúmeras estratégias para permitir o crescimento e 

a reprodução sob essas condições, como secreção de toxinas e antibióticos. A produção desses 

metabólitos confere uma vantagem para o crescimento da bactéria que as produziu, em 

detrimento do restante da microbiota local (D’SOUZA et al., 2018).  

De forma geral, relações antagônicas costumam se sobrepor a relações neutras, que 

por sua vez se sobrepõem a relações positivas (LITTLE et al., 2008). Essas relações antagônicas 

interbacterianas costumam tratar da secreção de pequenas moléculas difusíveis (metabólitos 

secundários antibacterianos) e de toxinas proteicas antibacterianas (peptídeos antimicrobianos). 

Quando presentes em um mesmo meio, é bem comum bactérias competirem por nutrientes para 

conseguir crescer (KLEIN et al., 2020). Contudo, interações mais complexas podem ocorrer, 

onde o produto do metabolismo de uma cepa pode ser utilizado para o crescimento de outra. 

Essa relação ecológica positiva é denominada “cross-feeding”, cooperação metabólica ou 

facilitação (SMITH et al., 2019). 

Ao transferir moléculas via difusão, as bactérias ficam sujeitas à perda ou 

degradação dessas moléculas ou até ao consumo por terceiros. Por isso, algumas bactérias 

evoluíram para possuir alguns métodos de entregar as moléculas pretendidas diretamente ao 

destinatário. Métodos como vesículas na membrana externa, canais, nanotubos, pili, ou até 
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mesmo a fusão das membranas com troca de citoplasma podem ser utilizados para viabilizar 

essa troca de metabólitos de forma mais precisa (PANDE et al., 2015). Esses métodos, contudo, 

exigem que as bactérias mantenham um contato físico próximo. Como nem sempre essa 

proximidade é possível, se torna necessária a adoção de outros métodos para que as bactérias 

possam cooperar. 

Smith et al. (2019) dedicaram uma boa parte de sua revisão sobre cross-feeding 

bacteriano classificando e descrevendo diversas formas de cooperação metabólica entre 

bactérias. Em suma, os autores definem quatro classes gerais: cross-feeding de metabólitos, 

cross-feeding de substrato, cross-feeding mútuo e cross-feeding aumentado. O primeiro caso 

refere-se a quando uma bactéria se aproveita dos subprodutos do metabolismo de outra, que se 

alimenta de fontes de carbono complexas. O cross-feeding de substrato ocorre quando uma 

bactéria libera enzimas extracelulares para degradar um determinado substrato. Os produtos 

dessa degradação podem ser aproveitados tanto pela bactéria produtora das exoenzimas quanto 

pela oportunista. Já o cross-feeding mútuo nada mais é do que algum dos exemplos anteriores, 

mas quando ambas as bactérias alimentam e são alimentadas pela outra. Por fim, o cross-feeding 

aumentado é um tipo de cross-feeding mútuo, onde uma bactéria A intensifica o fluxo 

metabólico de síntese do produto aproveitado pela bactéria B, recebendo subprodutos do 

metabolismo de B em troca.  

 

2.2 Cross-feeding no solo 

 

O solo é um ambiente heterogêneo onde é comum fatores bióticos e abióticos 

interagirem e influenciarem um ao outro. Por exemplo, a dinâmica de nutrientes como carbono 

e nitrogênio, assim como o clima, têm efeito direto na diversidade e ecologia dos 

microrganismos do solo (MANDAL et al., 2020). A abundância e diversidade das bactérias e 

fungos edáficos é tamanha que suas atividades metabólicas têm impactos diretos nos ciclos 

biogeoquímicos a nível de biosfera (SHARMA et al., 2020).  

Há uma grande diversidade e complexidade de carboidratos no solo. Como há um 

elevado custo metabólico para produzir e excretar enzimas para hidrolisar essas fontes de 

carbono, às vezes se faz necessário que diferentes espécies de microrganismos cooperem para 

metabolizá-las. Dada a variedade de açúcares no solo, sistemas cooperativos são comuns 

(LARSBRINK; MCKEE, 2020). Há também vias de mão única, onde microrganismos 

“trapaceiros” se aproveitam do produto das reações catalisadas por exoenzimas produzidas por 

outros microrganismos, já que essas moléculas pequenas são capazes de se difundir para longe 
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do produtor das enzimas (VAN TATENHOVE-PEL et al., 2021). 

Um exemplo de cooperação metabólica no solo é a formação de biofilmes 

multiespécies. A heterogeneidade do solo disponibiliza diversas estruturas para a formação de 

biofilmes, dentre as quais superfícies ricas em carbono como raízes, hifas de fungos e matéria 

orgânica em decomposição são as mais utilizadas pelas bactérias. Biofilmes no solo nada mais 

são do que um agregado de diferentes espécies de microrganismos que produzem uma matriz 

de substâncias poliméricas extracelulares (EPS). A proximidade entre os microrganismos 

proporcionada pelo biofilme favorece a troca de metabólitos, mas essa estrutura é mais famosa 

por proteger as bactérias contra estresses ambientais, predação, desidratação e antibióticos, 

assim como melhorar a disponibilidade de nutrientes e oxigênio (CAI et al., 2019).  

De um ponto de vista evolutivo, o estilo de vida séssil proporcionado pelos 

biofilmes garante às diversas espécies de microrganismos que o formam vantagens sobre 

microrganismos de vida livre. Um crescimento melhor durante períodos de desidratação e mais 

oportunidades de transferência horizontal de genes são alguns exemplos. Apesar dos pontos 

positivos dos biofilmes serem bem conhecidos e estudados, algumas características como os 

determinantes ecológicos e biológicos para sua formação, sua influência na atividade 

metabólica microbiana e a estrutura das comunidades formadas ainda são desconhecidos (WU 

et al., 2019). 

Rizobactérias também são capazes de formar biofilmes, sendo os gêneros 

Acetobacter, Alcaligenes, Bacillus, Pseudomonas, Rhizobium, Rhodococcus, Serratia e 

Streptomyces alguns exemplos de bactérias largamente encontradas na rizosfera com essa 

habilidade. No geral, os biofilmes de rizobactérias são os mesmos que os biofilmes normais, 

mas possuem algumas diferenças ecológicas. Rizobactérias convivem naturalmente em 

consórcio, interagindo umas com as outras, mas também influenciam o metabolismo das 

plantas. Biofilmes rizobacterianos multiespécies colonizam as raízes e promovem o 

crescimento vegetal, além de prevenir os ataques de patógenos, sendo assim de fundamental 

importância para a agricultura sustentável (NAYAK et al., 2020). 

 

2.3 Actinobactérias e seu potencial biotecnológico 
 

Presentes majoritariamente no solo, mas também em oceanos, ambientes extremos, 

tecidos vegetais, excretas animais, algas e líquens (SINGH; DUBEY, 2018), o filo 

Actinobacteria é um dos mais antigos do reino Bacteria e teve papel vital na colonização do 

ambiente terrestre (LAW et al., 2020). Esses microrganismos são muito diversos entre si e entre 



20 
 

 

as outras bactérias (LEWIN et al., 2016), o que os levou por muito tempo a serem chamados 

de Actinomycetes devido à sua semelhança morfológica com fungos filamentosos. As 

características em comum entre essas duas classes de microrganismos fizeram com que, por 

muito tempo, actinobactérias fossem consideradas uma transição entre bactérias e fungos. 

Contudo, com o avanço das tecnologias, se observou que a morfologia dos “actinomicetos” era 

muito mais semelhante com a de Procariotos do que com a de Eucariotos, como células 

delgadas, com um cromossomo armazenado em um nucleoide, parede celular de 

peptideoglicano e suscetibilidade a antibacterianos (BARKA et al., 2015).  

Diferente das bactérias em geral, actinobactérias são capazes de formar micélio 

aéreo e reverso (ou de substrato) e de se reproduzir por esporulação (por fragmentação e 

segmentação ou formação de conídios) (ANANDAN et al., 2016). As principais formas de 

diferenciação fenotípica entre esses microrganismos é a presença ou ausência de micélio aéreo 

e reverso, cor do micélio, difusão de pigmentos no meio e a estrutura e aparência de suas cadeias 

de esporos (BARKA et al., 2015). Actinobactérias apresentam-se como Gram-positivas e em 

geral apresentam altos níveis de guanina e citosina (G + C) em seu cromossomo único, podendo 

chegar a até 70% (LEWIN et al., 2016). Frequentemente, as actinobactérias apresentam longos 

plasmídeos lineares, sendo que alguns gêneros como Streptomyces, Actinomyces, 

Amycolatopsis, Actinoplanes, Streptoverticillium e Micromonospora apresentam também 

cromossomo linear (VENTURA et al., 2007).  

Actinobactérias apresentam uma abundância relativa de 22% no solo, que é um de 

seus principais habitats. Solos desertificados podem apresentar uma abundância de até 62% 

desses microrganismos (ARAUJO et al., 2020), onde desempenham papéis  vitais como 

estabilizar partículas de argila e matéria orgânica, aliviar estresse biótico e abiótico das plantas, 

fixar nitrogênio, solubilizar fontes de fósforo, decompor resíduos vegetais (SOLANS et al., 

2021), hidrolisar polímeros complexos e recalcitrantes (como lignocelulose, queratina e 

quitina) e solubilizar cutículas de insetos, conchas de crustáceos e a parede celular de fungos e 

plantas (LACOMBE-HARVEY, 2018).  

Em ambientes hostis como o Semiárido, onde é comum se observar solos em 

processo de desertificação, a sobrevivência das plantas depende em boa parte da comunidade 

de microrganismos a ela associados, seja na rizosfera ou em simbiose. Nesse solo pobre em 

água, os microrganismos são essenciais para modificar a estrutura do solo de forma a otimizar 

a atividade biológica, por exemplo, retendo água (SOLANS et al., 2021). O cheiro característico 

de “terra molhada” é proveniente também das actinobactérias, que produzem um terpeno 

chamado geosmina, que é o que confere esse odor (SALWAN; SHARMA, 2020).  
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Algumas actinobactérias inclusive atuam como endofíticos, principalmente de 

plantas medicinais e em florestas tropicais. As raízes da planta hospedeira liberam exsudatos 

que impactam diretamente a microbiota presente na rizosfera (TANVIR et al., 2018). Quando 

em simbiose com plantas (mais comumente nas raízes), as actinobactérias atuam 

principalmente produzindo fitormônios ou outros fatores de crescimento, aumentando a 

resistência a estresses bióticos e abióticos, a insetos, a pestes e a patógenos em troca de 

nutrientes e abrigo na planta hospedeira (SINGH et al., 2018). As actinobactérias são capazes 

também de suprimir competidores pela síntese de antibióticos (BAO et al., 2021). Essa diversa 

produção de metabólitos secundários justifica atualmente cerca de 45% dos 22.500 compostos 

conhecidos com atividade biológica serem extraídos de actinobactérias. Ademais, esses 

microrganismos produzem 80% dos antibióticos conhecidos, com destaque para os gêneros 

Streptomyces e Micromonospora (MAJIDZADEH et al., 2021).  

É inegável o valor biotecnológico do filo Actinobacteria. Esses microrganismos são 

famosos por sintetizar e excretar metabólitos secundários de alto interesse industrial, como 

imunossupressores, compostos anticâncer, antivirais, antifúngicos, antiparasitários, 

antihelmínticos e, como já mencionado, antibacterianos (GOODFELLOW et al., 2018; 

MAJIDZADEH et al., 2021; VAN BERGEIJK, 2020). Actinobactérias também sintetizam 

enzimas extracelulares como amilases, celulases e xilanases (SATRIA et al., 2020; 

FATMAWATI et al., 2018).  

Amilases são enzimas com potencial de aplicação em diversos campos, como 

médico, têxtil e produção de etanol, assim como no tratamento de frutas como bananas, mangas 

e frutas cítricas, lavagem de biorreatores da indústria de alimentos, escarificação de amido e 

indústrias de fermentação e destilação (AL-AGAMY et al., 2021).  

Já celulases são enzimas capazes de hidrolisar celulose em glicose devido a suas 

subunidades exoglucanase, endoglucanase e beta-glucosidase. Essa capacidade da celulase a 

torna relevante em processos industriais têxteis, alimentícios, melhoramento de rações animais, 

produção de detergentes, indústria de polpa e papel, extração de componentes de chá verde e 

produção de bioetanol a partir de biomassa lignocelulósica (ISLAM; ROY, 2019; BHATI et al., 

2020). A lignocelulose, maior fonte de biomassa vegetal do mundo, é formada majoritariamente 

por celulose (35-50%) e por hemicelulose (20-35%). A maior parte da hemicelulose é formada 

por xilana, sendo este o segundo componente mais abundante após a celulose (PUTRI; 

SETIAWAN, 2019).  

A xilanase é responsável por converter xilana em xilose, dessa forma, degradando 

a hemicelulose, componente essencial das paredes celulares vegetais e disponibilizando esses 



22 
 

 

nutrientes para microrganismos presentes em fontes vegetais (ÇIÇEKLER, 2022). A 

degradação de lignocelulose proveniente de resíduos vegetais é a principal aplicação industrial 

das xilanases, onde são utilizadas na produção de biocombustíveis, redução da viscosidade de 

sucos e rações e na indústria de papel, como branqueador da polpa da madeira para produção 

de papel de melhor qualidade (KAUSHAL et al., 2021).  

O gênero que mais se destaca na produção dessas exoenzimas de interesse industrial 

é o Streptomyces (RACHMANIA et al., 2020; KUMAR et al., 2020; MIHAJLOVSKI et al., 

2020). Esse gênero é o mais abundante dentre as actinobactérias, e também é dele que se 

extraem os antibióticos estreptomicina, gentamicina, rifamicina, cloranfenicol e eritromicina 

(AL-SHAIBANI et al., 2021). O gênero Streptomyces possui 1134 espécies e 71 subespécies 

(PARTE et al., 2020). Sua importância é tamanha que actinobactérias pertencentes a outros 

gêneros são chamadas de “actinobactérias raras” (YIN et al., 2018). Esse termo, contudo, parece 

ser impróprio, alguns autores como por exemplo Jose et al. (2019) sugerem classificar esses 

microrganismos como “actinobactérias não-Streptomyces”, que melhor define actinobactérias 

menos abundantes, mas ainda destaca a importância do gênero dominante. 

Streptomyces têm um ciclo de vida multicelular onde passam por diversas mudanças 

morfológicas e fisiológicas. Após a germinação do esporo, a bactéria cresce por extensão das 

extremidades e vai formando uma rede de hifas conhecidas como micélio reverso ou de 

substrato. A maturação da colônia leva à diferenciação de um micélio aéreo a partir de divisão 

celular e geração de esporos monoploides. É nessa etapa de diferenciação que os famosos 

metabólitos secundários são produzidos, com o objetivo de permitir a sobrevivência do 

indivíduo mesmo em ambientes desfavoráveis (LAW et al., 2019). 

Por conter vários grupos de genes biosintéticos (BGC, biosynthetic gene clusters), 

actinobactérias têm a flexibilidade metabólica necessária para se tornarem alvos promissores 

de engenharia metabólica para produção de metabólitos secundários de alto valor agregado 

(AL-SHAIBANI et al., 2021). BGCs são regiões genômicas que contêm três ou mais genes não 

homólogos que codificam enzimas biosintéticas. Os genes presentes em BGCs geralmente 

formam uma rota biosintética específica e costumam ser expressos simultaneamente 

(POLTURAK et al., 2022). 

 

2.4 Rizóbios 
 

Outro grupo de bactérias presentes no solo, mais especificamente nas raízes de 

leguminosas, são os rizóbios. O termo “rizóbio” é um termo guarda-chuva para definir bactérias 
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de oito famílias, sendo sete α-Proteobacterias (Rhizobiaceae, Phyllobacteriaceae, 

Nitrobacteriaceae, Methylobacteriaceae, Brucellaceae, Hyphomicrobiaceae e 

Xanthobacteriaceae), mais comuns, e uma β-Proteobacteria (Burkholderiaceae). Atualmente, 

são conhecidas 226 espécies de rizóbios distribuídas em 19 gêneros: Agrobacterium, 

Allorhizobium, Ensifer (Sinorhizobium), Neorhizobium, Pararhizobium, Rhizobium, Shinella, 

Aminobacter, Phyllobacterium, Mesorhizobium, Bradyrhizobium, Microviga, 

Methylobacterium, Brucella (Ochrobactrum), Devosia, Azorhizobium, Cupriavidus, 

Paraburkholderia e Trinickia (HELENE et al., 2022).  

Rizóbios são bactérias aeróbicas Gram-negativas móveis (têm de um a seis flagelos 

peritríquios) em forma de bastão, não formadoras de esporos, com colônias mucosas e convexas 

variando de branca a bege, e de brilhante a opaca (KUYKENDALL et al., 2015). Em geral, 

rizóbios são classificados quanto ao seu tempo de crescimento (rápido ou lento) e efeito no pH 

do meio de cultura YMA (ágar-extrato de levedura-manitol). Espécies de crescimento rápido 

costumam acidificar o pH do meio, enquanto espécies de crescimento lento não costumam 

alterar o pH desse meio (SADOWSKI et al., 1983).  

A importância desses microrganismos se dá pela sua capacidade de estabelecer uma 

relação simbiótica com as raízes de leguminosas e induzir a formação de nódulos, onde irão 

realizar a fixação biológica de nitrogênio (BNF). Apesar do nitrogênio ser o gás mais abundante 

na atmosfera, ele não está biodisponível para as plantas. Em busca do nitrogênio, as 

leguminosas liberam flavonoides pelas suas raízes, atraindo os rizóbios para a rizosfera, onde 

irão secretar os fatores de nodulação (YANG et al., 2021). Os rizóbios se prendem às raízes, 

formando um bolso de infecção, e secretam celulases para conseguir penetrar nas raízes. Assim, 

a planta irá dar origem a um meristema nodulífero, que irá se desenvolver e atrair as células 

bacterianas para seu interior. Por fim, as bactérias são aprisionadas em estruturas semelhantes 

a organelas denominadas simbiossomos, onde irão se diferenciar em bacterióides e terminar a 

maturação dos nódulos. Dentro do ambiente microaerófilo desses nódulos maduros, os rizóbios 

estão prontos para reduzir o nitrogênio atmosférico (N2) em amônia por meio das enzimas 

nitrogenases (POOLE et al., 2018). 

O complexo enzimático nitrogenase é onde ocorre a fixação de nitrogênio em todos 

os organismos diazotróficos conhecidos. Rizóbios possuem em seu genoma os genes nif, 

responsáveis pela síntese do complexo nitrogenase e de várias enzimas regulatórias da fixação 

de nitrogênio, que também podem ser codificadas pelos genes fix (LINDSTRÖM; MOUSAVI, 

2019). O complexo nitrogenase é composto por duas proteínas: uma delas, a dinitrogenase 

redutase (ferroproteína), possui um cluster Fe4S4, e a outra, dinitrogenase (molibdênio-
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ferroproteína), tem clusters Fe8S7 e cofatores FeMo (MoFe7S9C-homocitrato). Por isso, a 

síntese da nitrogenase e consequentemente a fixação de nitrogênio são dependentes de enxofre, 

e sua presença no solo está diretamente ligada à relação simbiótica rizóbio-planta 

(SCHNEIDER et al., 2018). 

A forma final do nitrogênio fixado pelo rizóbio irá depender da leguminosa a qual 

está associado. Em plantas de ambientes temperados, a amônia é convertida em glutamina e 

asparagina, e em ambientes tropicais, em ureides como alantoina e ácido alantoico. O nitrogênio 

é biodisponibilizado às plantas via xilema, que em troca fornecem fontes de carbono e energia 

em uma das mais famosas relações simbióticas da natureza (BOSSE et al., 2021). A diversidade 

de formas finais do nitrogênio acompanha a diversidade de leguminosas colonizadas por 

rizóbios, que consiste em 750 gêneros de plantas (RAJKUMARI et al., 2022).  

A nodulação é controlada principalmente pelo vegetal, que pode, até mesmo, 

impedir a permanência de nódulos colonizados por rizóbios com baixa eficiência de fixação de 

nitrogênio. Por isso, alguns rizóbios podem desenvolver mecanismos e estratégias para 

melhorar sua capacidade de nodulação e de fixação de nitrogênio em uma dada planta 

(BASILE; LEPEK, 2021). A BNF é o meio mais eficiente de fornecer nitrogênio para as plantas. 

Além de permitir a economia dos bilhões de dólares gastos anualmente em fertilizantes 

nitrogenados industrializados, que são poluentes e originários de fontes fósseis (não 

renováveis), o uso de rizóbios como disponibilizadores de nitrogênio para as plantas é uma 

alternativa bem mais acessível para fazendeiros de subsistência (DICENZO et al., 2018). 

 

2.5 Bioinoculantes 

 

A Revolução Verde consistiu em um conjunto de iniciativas adotadas mundialmente 

para melhorar as produções agrícolas, principalmente em países em desenvolvimento. Isso foi 

alcançado pela melhoria na irrigação, uso de grandes quantidades de nutrientes químicos e 

plantio de cultivares de alta produtividade. Contudo, essas estratégias ocasionaram graves 

problemas ambientais, como a diminuição da saúde biológica e físico-química do solo, perda 

da biodiversidade, erosão genética, desbalanço ecológico, diminuição da tolerância a estresse 

das plantas, dentre outros (MAITRA et al., 2021). Uma estratégia para diminuir o uso de 

agroquímicos sintéticos e combater essa deterioração do solo seria o aproveitamento do 

potencial genético e biológico das cultivares e dos microrganismos associados às plantas 

(BASU et al., 2021).  

Microrganismos endofíticos são aqueles que colonizam os tecidos vegetais sem 
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causar doenças e estabelecem uma relação benéfica com sua hospedeira, produzindo 

fitormônios, enzimas, antagonizando patógenos, estimulando a fitorremediação e 

biodisponibilizando nutrientes (ALKAHTANI et al., 2020; CHAUDHARY et al., 2020). Essas 

rizobactérias benéficas incluem rizóbios, algumas actinobactérias, fungos micorrízicos e 

bactérias de vida livre (DUTTA; PODILE, 2010).  

As bactérias que vivem na rizosfera e estimulam o crescimento da planta através de 

um ou mais mecanismos, mesmo na presença de competidores, são chamadas de “rizobactérias 

promotoras do crescimento vegetal” (PGPR) e representam de 2 a 5% da microbiota rizosférica 

(OO et al., 2020). PGPR podem ser extracelulares (ePGPR), vivendo na rizosfera, no rizoplano, 

ou nos espaços entre as células do córtex vegetal. Alguns exemplos de ePGPR são bactérias do 

gênero Agrobacterium, Arthrobacter, Bacillus, Burkholderia, Erwinia, Micrococcus, 

Pseudomonas e Serratia. Já as PGPR intracelulares (iPGPR) colonizam geralmente estruturas 

especializadas (nódulos) nas raízes e costumam ser dos gêneros Allorhizobium, 

Bradyrhizobium, Mesorhizobium, Rhizobium, dentre outros (PRASAD et al., 2019).  

Actinobactérias são capazes de agir como PGPR de forma direta e indireta. O 

método direto inclui produção de sideróforos e fitocromos, solubilização de fosfato e fixação 

de nitrogênio, enquanto o indireto inclui a síntese de exoenzimas líticas, antibióticos, compostos 

voláteis e competindo com patógenos por nutrientes (HAYAT et al., 2020). Actinobactérias dos 

gêneros Streptomyces, Thermobifida, Frankia, Nocardia, Kitasatospora, Micromonospora, 

Actinomadura, Streptosporangium, Actinoplanes foram reportados como PGPR com as mais 

variadas aplicações (FRANCO-CORREA; CHAVARRO-ANZOLA, 2016). 

Todos os microrganismos citados até agora neste trabalho podem ser considerados 

exemplos de bioinoculantes. Por definição, bioinoculantes são microrganismos que estimulam 

o crescimento vegetal ao colonizar seu sistema radicular. De forma geral, esses microrganismos 

agem na absorção de nutrientes e proteção contra doenças, mas podem ser aplicados até mesmo 

em biorremediação de poluentes. O efeito dos bioinoculantes na saúde da planta também está 

relacionado com o mecanismo de resistência sistêmica induzida (ISR), que é ativado pelas rotas 

JA/ET (ácido jasmônico/etileno) e ácido salicílico (CHAUDHARY; SHUKLA, 2019). É por 

todos esses benefícios que se torna evidente que formulações a base de PGPR são uma 

alternativa promissora para minimizar o uso de fertilizantes sintéticos e agroquímicos na 

agricultura, que a longo prazo podem causar acidificação do solo e redução da absorção de 

nutrientes pelas raízes (LAU et al., 2020). 

Um aspecto negativo do uso de bioinoculantes na agricultura vem do ponto de vista 

ecológico, uma vez que a inoculação de PGPR pode afetar a microbiota nativa. Essas interações 
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podem ser positivas ou negativas, e irão depender das características físicas e químicas do solo 

e demais condições abióticas. Mudanças na população de microrganismos daquela área pode 

afetar a qualidade e fertilidade do solo, por isso é de interesse da indústria um melhor 

entendimento das interações entre os bioinoculantes e os microrganismos nativos a fim de 

potencializar sua eficácia (MANFREDINI et al., 2021). 

A semântica dos termos bioinoculante, biofertilizante e biopesticida varia muito na 

literatura, muitas vezes sendo tidos como sinônimos (PHATAK; KUMAR, 2016). Contudo, 

bioinoculantes são um termo geral para tratar dos microrganismos benéficos para as plantas, e 

os mesmos podem ser classificados quanto à sua ação em biofertilizantes, se melhorarem a 

biodisponibilidade de nutrientes no solo, e em biopesticidas, se antagonizarem fitopatógenos. 

No Quadro 1 é possível observar alguns bioinoculantes conhecidos na agricultura.  

 
QUADRO 1 – Relação de alguns bioinoculantes conhecidos e suas respectivas aplicações  

Biofertilizantes 
Função Tipo Nome 

Fixadores de nitrogênio 

Bactérias 

Rhizobium, Azotobacter, Azospirillum, Frankia 

Solubilizadores de zinco 
Bacillus sp., Pseudomonas sp., Enterobacter sp., 
Mycobacterium sp. 

Solubilizadores de 
fosfato 

Bacillus megaterium, Pseudomonas sp., 
Rhodococcus, Serratia, Micrococcus 

Solubilizadores de 
fosfato 

Fungos 

Micorrizas arbusculares, Penicillium, 

Piriformospora indica 
Mobilizadores de 
micronutrientes 

Micorrizas arbusculares 

Biopesticidas 
Nome Tipo Alvos 

Bacillus sp. 

Bactérias 

Fusarium, Verticillium, Ascochyta, Alternaria, 

Xanthomonas, Erwinia  

Bacillus thuringiensis Lagartas, carunchos, cigarrinhas, insetos 
 
 

Serratia sp. Sclerotium 
 
 

Pseudomonas sp. Penicillium, Botrytis cinerea, Mucor, Pythium 
 
 

Gliocladium sp. 

Fungos 

Penicillium, Aspergillus, Fusarium 
 
 

Trichoderma sp. Fusarium, Macrophomina, Ascochyta, Cercospora 
 
 

Verticillium lecanii Tripes, moscas brancas, pulgões, cochonilhas 
 
 

Vírus da poliedrose 
nuclear (NPV) 

Vírus Lagartas, minhocas, mariposas, broca-do-milho 
 
 

Fonte: KUMAR, 2018 
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O uso de rizóbios como biofertilizantes de leguminosas é uma tecnologia bem 

estabelecida, devido à capacidade dessas bactérias de reduzirem a necessidade de adubação 

nitrogenada fruto do aumento da absorção de nitrogênio pelas plantas promovido pela SNF 

(LADAN et al., 2022). As relações simbióticas entre os rizóbios e as plantas já são bem 

estudadas, desde o quorum-sensing para a formação dos nódulos, até a evolução dirigida dos 

rizóbios em simbiose na direção do mutualismo com a planta. Hoje, se sabe que o crescimento 

vegetal estimulado por PGPR em geral não se dá pela fixação de nitrogênio diretamente, e sim 

pela produção de fitormônios (MIA; SHAMSUDDIN, 2010).  

As leguminosas são conhecidas há séculos como tendo um efeito positivo na 

fertilidade do solo, e só mais tarde foi descoberto que esse efeito era na realidade fruto da ação 

biofertilizante dos rizóbios (PALAI et al., 2021). O avanço dos estudos nessa área levou a, em 

1896, o depósito da primeira patente de um biofertilizante a base de Rhizobium, que levou o 

nome de Nitragin (NOBBE; HILTNER, 1896). O uso de bioinoculantes mistos de rizóbios com 

outras PGPR são considerados os “inoculantes supremos”, devido a seu potencial para o 

desenvolvimento de novos produtos comerciais. Contudo, ainda há certa hesitação para o uso 

de bioinoculantes por parte dos agricultores. Isso ocorre porque muitas vezes as formulações 

comerciais são estabelecidas sem muito rigor científico, levando a produtos com pouco impacto 

na fertilidade do solo e no rendimento da colheita. Apesar disso, é consenso na comunidade 

científica que biofertilizantes são produtos baratos, sustentáveis e efetivos que remediam os 

impactos negativos causados pela fertilização química (ATIENO et al., 2020). 

É possível encontrar na literatura diversos exemplos de sucesso de coinoculação de 

rizóbios e outras PGPR. Bradyrhizobium, por exemplo, apresentam resultados positivos no 

crescimento e desenvolvimento da planta quando coinoculados com Pseudomonas 

oryzihabitans, Pseudomonas putida, Bacillus megaterium, Bacillus pumillus, micorrizas 

(Glomus clarum, Glomus mosseae, Gigaspora margarita) (KUMAWAT et al., 2022; 

MILJAKOVIĆ et al., 2022; JABBOROVA et al., 2021; SHETEIWY et al., 2021), dentre 

outros.  

Actinobactérias têm efeito positivo na nodulação e crescimento de leguminosas, 

como a coinoculação de soja com Bradyrhizobium japonicum e Streptomyces sp. e Nocardia 

sp., e de alfafa com Sinorhizobium meliloti e Micromonospora spp. ou Frankia, que estimula a 

nodulação até mesmo em solos com altos níveis de nitrogênio, condição que costuma inibir a 

nodulação (SAIDI et al., 2021). A prospecção de bioinoculantes a base de actinobactérias e 

rizóbios, mais especificamente entre os gêneros Streptomyces e Bradyrhizobium, é bem 

documentada na literatura (HTWE et al., 2019; SOE; YAMAKAWA, 2013; HTWE et al., 2018; 
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HTWE; YAMAKAWA, 2016). Diante disso, é evidente que esses dois gêneros se destacam 

quando se fala na prospecção de novas PGPR com potencial bioinoculante. A variedade de 

plantas e sua respectiva microbiota edáfica observada ao redor do mundo torna necessário o 

uso de bioinoculantes mais adequados para cada local e condições climáticas. Por exemplo, 

microrganismos isolados de zonas Semiáridas são mais adequados para aplicação 

biotecnológica em cultivares utilizadas nesse clima, por isso é preciso estudar a coinoculação 

de microrganismos a nível local. 
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3 OBJETIVOS 

 

Os objetivos geral e específicos da pesquisa são apresentados a seguir. 

 

3.1 Objetivo geral 
 

Coinocular cepas de actinobactérias e rizóbios a fim de prospectar um novo 

bioinoculante para uso na agricultura, por meio da avaliação da capacidade de cooperação 

metabólica entre esses dois filos bacterianos diferentes isolados de solos de zonas Semiáridas 

brasileiras. 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

a) Escolher isolados de actinobactérias com elevada atividade celulolítica, amilolítica e 

xilanolítica significativamente distintas; 

b) Selecionar cepas de rizóbios sem atividade celulolítica, amilolítica e xilanolítica; 

c) Caracterizar a macromorfologia das actinobactérias quanto à cor dos micélios aéreo e 

reverso, forma da colônia e produção de pigmentos; 

d) Caracterizar a micromorfologia das actinobactérias quanto à forma das cadeias de 

esporos; 

e) Inferir o gênero das actinobactérias a partir da estrutura das hifas e dos esporos; 

f) Coinocular actinobactérias e rizóbios in vitro; 

g) Escolher as cepas de actinobactérias e rizóbios mais compatíveis, visando futuros testes 

in vivo. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

A fim de se atingir os objetivos estabelecidos, foram adotadas metodologias para 

obtenção das amostras, caracterização e coinoculação dos microrganismos e análise estatística. 

Essas estratégias são detalhadas nesta seção. 

 

4.1 Escolha das cepas  
 

Os microrganismos utilizados no presente trabalho foram obtidos da coleção de 

culturas do Laboratório de Microbiologia Ambiental (LAMAB) da Universidade Federal do 

Ceará. Estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa avaliaram a atividade amilolítica, 

celulolítica e xilanolítica das actinobactérias e dos rizóbios da coleção de culturas (resultados 

não publicados). Para escolha das cepas a serem utilizadas, os índices enzimáticos de 313 cepas 

dessa coleção de culturas foram submetidos a uma análise de normalidade e de variância 

ANOVA multivariada (MANOVA) com auxílio do software SPSS (IBM Corp. Released 2011). 

Para verificação das hipóteses dos testes estatísticos utilizados, os índices enzimáticos das 

actinobactérias foram submetidos ao teste de Qui-quadrado. A normalidade dos dados foi 

analisada pelos testes de Kolmogorov-Smirnov e Shapiro-Wilk. A homogeneidade das 

variâncias foi feita pelo teste de Levene. Para verificar se há diferença em relação aos modelos, 

os índices enzimáticos foram submetidos a um teste de T de Student para dados não pareados. 

A comparação das médias das enzimas de cada cepa foi feita por uma análise de variâncias por 

meio do teste de Tukey HSD. Todos os testes estatísticos foram realizados com significância de 

0,05. 

Para esse trabalho, foram escolhidas 10 cepas de actinobactérias com atividade 

enzimática estatisticamente distinta (A108, A109, A125, A136, A139, A143, A144, A145, 

A146, A148) a partir de um universo de 313 cepas, e 7 rizóbios sem atividade enzimática para 

as enzimas em questão (L1, L4, L9, L13, L15, L24, L27) a partir de um universo de 150 cepas. 

As referidas cepas de rizóbios foram previamente identificadas por sequenciamento da 

molécula 16s rRNA por Silva (2020) (Quadro 2). 
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QUADRO 2 – Cepas de rizóbios do Semiárido brasileiro 
pertencentes à coleção de culturas do Laboratório de 
Microbiologia Ambiental (LAMAB) e selecionadas para 
os testes de coinoculação. 

Cepa Espécie 

L1 Bradyrhizobium elkanii 

L4 Bradyrhizobium elkanii 

L9 Rhizobium tropici 

L13 Bradyrhizobium kavangense 

L15 Bradyrhizobium japonicum 

L24 Bradyrhizobium yuanmingense 

L27 Bradyrhizobium iriomotense 

Fonte: Silva (2020). 

 

As amostras de solo que originaram as actinobactérias utilizadas neste trabalho 

foram coletadas conforme projeto de pesquisa aceito pelo Edital CNPq/ICMBio/FAP’s 

nº18/2017, processo 421350/2017.21. A108, A109 e A125 foram obtidas de solos de áreas 

preservadas da Estação Ecológica de Aiuaba - CE (A108 e A109 em 6º 07’S, 40º 2’W; A125 

em 6º 75’S, 40º 2’W). A136 e A139 são provenientes de solos de áreas preservadas do Parque 

Nacional de Ubajara - CE (3º 5’S, 40º 5’W). A143, A144, A145 e A146 foram isoladas de solos 

de áreas preservadas do Parque Nacional de Sete Cidades - PI (8º 2’S, 42º 4’W). A148 foi obtida 

de solos de áreas secundárias também do Parque Nacional de Sete Cidades - PI (8º 2’S, 42º 

4’W).  

 

4.1.1 Repique das cepas escolhidas 

 

As cepas escolhidas foram repicadas da coleção para uso. As cepas de 

actinobactérias foram inoculadas por esgotamento em meio CDA (caseína-dextrose-ágar) e em 

caldo CD (caseína-dextrose) e incubadas em estufa tipo B.O.D. a 28ºC por 7 dias. As cepas de 

rizóbios foram inoculadas por esgotamento em meio YMA (extrato de levedura-manitol-ágar) 

 
1 Responsável pelo material biológico: MSc. Leonardo Lima Bandeira 
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e em caldo YM (extrato de levedura-manitol) e incubadas nas mesmas condições e tempo. A 

composição dos meios de cultura está descrita no Quadro 3. 

 

QUADRO 3 – Detalhamento dos componentes e pH ideal dos meios de cultura utilizados 
na pesquisa 

Meio de cultura Componentes pH 

CDA 
0,5 g.L-1 de K2HPO4, 0,2 g.L-1 de MgSO4, 2 g.L-1 de 
glucose, 0,01 g.L-1 de FeSO4, 0,2 g.L-1 de caseína, 15 
g.L-1 de ágar, 2 mL.L-1 de nistatina 100.000 UI.mL-1 

6,6 

CD 
0,5 g.L-1 de K2HPO4, 0,2 g.L-1 de MgSO4, 2 g.L-1 de 

glucose, 0,01 g.L-1 de FeSO4, 0,2 g.L-1 de caseína 
6,6 

YMA 

10 g.L-1 de manitol, 0,5 g.L-1 de K2HPO4, 0,2 g.L-1 de 
MgSO4, 0,1 g.L-1 de NaCl, 0,5 g.L-1 de extrato de 

levedura, 5 mL.L-1 de azul de bromotimol 0,5% em 
KOH 0,2N, 15g.L-1 de ágar,  2 mL.L-1 de nistatina 

100.000 UI.mL-1 

6,8 

YM 

10 g.L-1 de manitol, 0,5 g.L-1 de K2HPO4, 0,2 g.L-1 de 
MgSO4, 0,1 g.L-1 de NaCl, 0,5 g.L-1 de extrato de 

levedura, 5 mL.L-1 de azul de bromotimol 0,5% em 
KOH 0,2N 

6,8 

CMC 

5 g.L-1 de carboximetilcelulose, 0,5 g.L-1 de MgSO4, 0,5 
g.L-1 de KCl, 3 g.L-1  de NaNO3, 0,01 g.L-1 de FeSO4, 1 
g.L-1 de K2HPO4, 15 g.L-1 de ágar, 2 mL.L-1 de nistatina 

100.000 UI.mL-1 

6 

AM 
10 g.L-1 de peptona, 3 g.L-1 de extrato de carne, 5 g.L-1 

de NaCl, 2 g.L-1 de amido, 15 g.L-1 de ágar. 2 mL.L-1 de 
nistatina 100.000 UI.mL-1 

6,8 ± 0,3 

XY 

1 g.L-1 de xilano obtido de madeira, 0,5 g.L-1 de MgSO4, 
1 g.L-1 de extrato de levedura, 0,5 g.L-1 de NaNO3, 0,01 
g.L-1 de FeSO4, 1 g.L-1 de K2HPO4, 15 g.L-1 de ágar, 2 

mL.L-1 de nistatina 100.000 UI.mL-1 

6,5 

ISP 2 
4 g.L-1 de extrato de levedura, 10  g.L-1 de extrato de 

malte, 4  g.L-1 de dextrose, 20  g.L-1 de ágar, 2 mL.L-1 
de nistatina 100.000 UI.mL-1 

7,0 ± 0,2 

  Fonte: o autor 
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4.2 Caracterização das cepas 

 

As cepas de actinobactérias foram caracterizadas quanto à natureza de sua parede 

celular pela Coloração de Gram. Foi feita também uma caracterização macro e 

micromorfológica, cujos protocolos estão detalhados a seguir. 

 

4.2.1 Coloração de Gram 

 

A fim de se observar a morfologia filamentosa, assim como avaliar a pureza dos 

inóculos e de se obter uma confirmação preliminar se, de fato, a bactéria é uma actinobactéria, 

foi realizada uma Coloração de Gram (Êxodo Científica®, Sumaré-SP) seguindo as instruções 

do fabricante. Com o auxílio de uma alça de inoculação estéril, foi feito um esfregaço em 

solução salina de uma colônia isolada previamente cultivada em meio CDA. Esse esfregaço foi 

submetido a 1 minuto em violeta genciana, 1 minuto em lugol, lavado com álcool acetona e 

então 30 segundos em fucsina de Gram. Por fim, a lâmina foi observada por meio de um 

microscópio óptico Leica® DM750 com aumento de 1000x. 

 

4.2.2 Caracterização cultural macromorfológica 

 

As cepas passaram por uma caracterização cultural de sua macromorfologia. Foi 

realizada a inoculação por spots das cepas de actinobactérias em meio CDA (Quadro 3), a partir 

da qual foram observadas as cores do micélio aéreo e reverso das colônias (que foram então 

classificadas de acordo com a tabela de cores RAL) (SANTOS et al., 2019a), o aspecto das 

colônias (SILVA et al., 2019b), e a produção de pigmentos difusíveis (RAMOS et al., 2015).  

 

4.2.3 Caracterização micromorfológica 

 

Para identificação da morfologia das cadeias de esporos das actinobactérias, foi 

realizada uma caracterização micromorfológica (microcultivo) segundo Santos et al. (2019b) 

com modificações. Um cubo de meio CDA com aproximadamente 1 cm de lado foi transferido 

para uma lâmina abrigada dentro de uma placa de Petri estéril. As cepas foram inoculadas nas 

laterais desse cubo, que foi então coberto por uma lamínula. A fim de se preservar a umidade 

no interior da placa, foram colocados dois pedaços de algodão umedecidos com água destilada 

estéril. As placas foram incubadas em estufa tipo B.O.D. a 28ºC por 10 dias, então as lamínulas 
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contendo a impressão digital das hifas foram transferidas para uma nova lâmina estéril e corada 

com lactofenol de Amann (Êxodo Científica®, Sumaré-SP). As cadeias de esporos foram 

observadas por meio de um microscópio óptico Leica® DM750 com aumento de 1000x e 

comparadas com as estruturas descritas por Dornelas et al. (2017) para identificação da 

microestrutura. O gênero das actinobactérias foi inferido de acordo com The Society For 

Actinomycetes Japan (1997). 

   
4.3 Facilitação in vitro  

 

Foi realizada uma coinoculação in vitro para investigar a capacidade de cooperação 

metabólica (facilitação) entre as cepas de actinobactérias e rizóbios de acordo com a 

metodologia de Silva et al. (2019a) modificada por Mesquita et al. (2022). Para isso foram 

utilizados três meios de cultura, cada um contendo uma única fonte de carbono: 

carboximetilcelulose (CMC), amido (AM) e xilana (XY) conforme Quadro 3. Primeiramente, 

as actinobactérias foram inoculadas por spot em duplicata nos meios de cultura mencionados, 

e incubadas por 7 dias em estufa do tipo B.O.D. a 28ºC. Ao fim dos 7 dias, as placas foram 

avaliadas para observar a presença de contaminação e de crescimento adequado. As placas 

contaminadas ou sem crescimento foram descartadas e repetidas.  

Os rizóbios foram então purificados para inoculação. Foi transferido 1 mL de cada 

rizóbio em caldo YM (Quadro 3) para um microtubo estéril e centrifugado em centrífuga 

Marconi MA 1800 a 9261 x g (10500 RPM) por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o 

pellet ressuspenso em 1 mL de água destilada e homogeneizado em agitador tipo vórtex modelo 

Phoenix AP56. Esse processo foi repetido duas vezes, em triplicata, até a obtenção dos rizóbios 

purificados suspensos em água destilada.  

Imediatamente após a purificação dos rizóbios foi feita a coinoculação 

propriamente dita, onde 10 µL dos rizóbios purificados foram inoculados próximo aos spots 

das actinobactérias. O crescimento foi reavaliado após mais 7 dias de incubação em estufa tipo 

B.O.D. a 28ºC. O crescimento das colônias de rizóbio caracterizou resultado positivo.  

O índice de compatibilidade (IC) foi calculado a partir da razão entre o número de 

pares compatíveis e o número de pares possíveis. ICA seria o índice das actinobactérias, e ICR, 

dos rizóbios. O índice de antagonismo (IA) foi calculado a partir da razão entre o número de 

pares antagônicos e o número de pares possíveis. IAA seria o índice das actinobactérias, e IAR, 

dos rizóbios. 
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4.4 Seleção das cepas mais promissoras 

 

A partir dos índices de compatibilidade e de antagonismo (IC e IA, 

respectivamente), foram feitos testes estatísticos com auxílio do software SPSS (IBM Corp. 

Released 2011) para determinação das cepas mais promissoras para futuros ensaios in vivo. Para 

verificação das hipóteses dos testes estatísticos utilizados, IC e IA foram analisados por um 

teste de Qui-quadrado utilizando uma matriz binária, e depois por um teste de Kruskal-Wallis 

para amostras independentes. Foi feito um teste de k-médias de IC e IA a partir do qual os dados 

foram divididos em 3 clusters, sendo então plotado um dendrograma. As duas actinobactérias 

com maior semelhança entre si e o maior índice de IC foram escolhidas para os futuros ensaios 

in vivo. Todos os testes estatísticos foram realizados com significância de 0,05. 

 

4.5 Microscopia eletrônica de varredura 

 

Microscopia eletrônica de varredura (MEV) foi realizada a fim de se observar com 

mais detalhes a microestrutura das hifas e dos esporos. Apenas as cepas com maior potencial 

para testes in vivo foram observadas por MEV. As amostras foram preparadas segundo a 

metodologia de Balagurunathan et al. (2020). Stubs de alumínio estéreis foram inseridos em 

um ângulo de aproximadamente 45º em uma placa com meio sólido ISP 2 (Quadro 3) até 

aproximadamente metade do stub ficar dentro do meio. O mesmo procedimento foi feito com 

lamínulas de vidro. As placas foram então incubadas por 24h em estufa tipo B.O.D. a 37ºC para 

checar a presença de contaminação. Após esse tempo, as actinobactérias foram inoculadas com 

uma alça estéril ao longo da linha onde o stub e as lamínulas encontram o meio. As placas foram 

então incubadas por cerca de 10 dias a 28ºC em estufa tipo B.O.D.  

As lamínulas foram preparadas para visualização via microscopia óptica seguindo 

a mesma metodologia do microcultivo. Esse passo serve para se observar a maturidade dos 

esporos, que devem estar completamente desenvolvidos para ser feita a MEV. Quando os 

esporos atingiram um nível satisfatório de maturidade, os stubs foram removidos 

cuidadosamente do meio e enviados para a Central Analítica da Universidade Federal do Ceará, 

pois fazem parte do projeto aprovado “Morfologia de cepas de actinobactérias oriundas do 

semiárido nordestino”. Na Central Analítica foi feita a fixação e metalização das amostras, 

assim como a microscopia eletrônica propriamente dita em equipamento modelo QUANTA™ 

450 FEG nas amplificações de 5.000, 10.000 e 70.000 vezes. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Os resultados obtidos por meio desta pesquisa são apresentados e discutidos nesta 

seção, ressaltando o potencial da coinoculação de actinobactérias e rizóbios como 

bioinoculantes. 

 

5.1 Caracterização das cepas 

 

As cepas utilizadas neste trabalho foram caracterizadas quanto a sua macro e 

micromorfologia, assim como foi realizada uma coloração de Gram para análise da pureza dos 

inóculos. Os resultados obtidos são apresentados neste item. 

 

5.1.1 Coloração de Gram 

 

Actinobactérias apresentam uma relevante diferenciação morfológica entre as 

outras bactérias dessa classe, mas as mais comuns são as filamentosas (HAZARIKA; 

THAKUR, 2020). A maior parte das actinobactérias possui uma membrana celular com uma 

grossa camada de peptideoglicano, o que as caracteriza como Gram-positivas (RAHLWES et 

al., 2019). Todas as cepas mantiveram a cor do cristal violeta (Figura 1), confirmando que os 

inóculos estão puros e que as bactérias são de fato Gram-positivas. 

 

FIGURA 1 – Coloração de Gram das cepas de actinobactérias sob ampliação de 1000x em 
microscópio óptico. 

 
Fonte: o autor. 
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O método da Coloração de Gram foi desenvolvido em 1884 por Hans Christian 

Gram e inovou o ramo da microbiologia pela possibilidade de se observar bactérias coradas via 

microscopia óptica (GRAM, 1884). Nesse método, que diferencia as bactérias quanto à sua 

parede celular, as bactérias Gram-positivas apresentam-se roxas, enquando as Gram-negativas 

costumam variar entre rosa e avermelhado (ROHDE, 2019). Até hoje, quase 140 anos depois 

do desenvolvimento da técnica, a coloração de Gram ainda é considerada o padrão de ouro para 

a classificação de bactérias quanto às propriedades físicas da parede celular (KWON et al., 

2019). 

 
 

5.1.2 Caracterização cultural macromorfológica 
 

Devido à diversidade entre as cores na mesma colônia (Figura 2), as cepas foram 

caracterizadas quanto às cores das bordas e das extremidades de cada colônia. Os resultados 

encontram-se sumarizados na Tabela 1. Quanto à produção de pigmentos difusíveis no meio, 

nenhuma das cepas apresentou essa capacidade quando cultivadas no meio CDA. O Gráfico 1 

resume os resultados obtidos em relação ao aspecto das colônias. 

 

FIGURA 2 – Diversidade de cores do micélio aéreo das actinobactérias 

 
Fonte: o autor. 
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 TABELA 1 – Características culturais macromorfológicas das cepas de actinobactérias 

Cepas 
Micélio Aéreo Micélio reverso Aspecto da 

colônia Centro Borda Centro Borda 

A108 
RAL 9003    

Signal white 
RAL 7044      
Silk grey 

RAL 9010     
Pure white 

RAL 9018 
Papyrus white 

Concêntrica 

A109 
RAL 8001   

Ochre brown 
RAL 9003    

Signal white 
RAL 8023  

Orange brown 
RAL 9003   

Signal white 
Radial com 

sulcos 

A125 
RAL 9001  

Cream 
RAL 9003    

Signal white 
RAL 1002     

Sand yellow 
RAL 9003   

Signal white 
Radial com 

sulcos 

A136 
RAL 1002     

Sand yellow 
RAL 1000   

Green beige 
RAL 9010     
Pure white 

RAL 9003   
Signal white 

Concêntrica 

A139 
RAL 3012                               
Beige red 

RAL 3022                             
Salmon pink 

Umbonada 

A143 
RAL 8001   

Ochre brown 
RAL 9010     
Pure white 

RAL 8029     
Pearl copper 

RAL 9003    
Signal white 

Aveludada 

A144 
RAL 7044      
Silk grey 

RAL 9002     
Grey white 

RAL 1002     
Sand yellow 

RAL 7038   
Agate grey 

Concêntrica 

A145 
RAL 1034    

Pastel yellow 
RAL 1013  

Oyster white 
RAL 7044      
Silk grey 

RAL 7035     
Light grey 

Concêntrica 

A146 
RAL 8001   

Ochre brown 
RAL 9010     
Pure white 

RAL 8029     
Pearl copper 

RAL 9003    
Signal white 

Aveludada 

A148 
RAL 9002                                
Grey white 

RAL 7047                                
Telegrey 4 

Concêntrica 

Fonte: o autor. 
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GRÁFICO 1 – Aspecto das colônias de actinobactérias. 

 
  Fonte: SILVA et al., 2019b; o autor. 
 

Actinobactérias são capazes de produzir pigmentos extra e intracelulares (por 

exemplo, no micélio e esporos). Quando cultivados pelo tempo necessário, esses 

microrganismos formam colônias com micélios aéreo e reverso que podem apresentar cores 

variadas (AXENOV-GIBANOV et al., 2016). Essas características, contudo, não dependem 

apenas do potencial genético de cada cepa, mas são diretamente influenciados pelas condições 

de incubação e composição nutricional do meio de cultura na qual estão crescendo. O meio de 

cultura ISP2 é o mais utilizado para caracterização cultural de actinobactérias (BEHIE et al., 

2017). Apesar disso, a caracterização foi realizada no meio CDA, que pelos resultados obtidos 

por nosso grupo de pesquisa é mais adequado para o crescimento de actinobactérias do 

Semiárido brasileiro.  

Os pigmentos produzidos por actinobactérias podem ser hidrossolúveis ou 

lipossolúveis. Os hidrossolúveis colorem o meio com sua respectiva cor, enquanto os 

lipossolúveis tingem a colônia em si com sua cor. Além disso, a cor desses pigmentos pode 

variar entre branco, marrom, preto, vermelho, amarelo e laranja (HAZARIKA; THAKUR, 

2020). A partir disso, é possível afirmar que as cepas utilizadas são capazes de produzir uma 

diversidade de pigmentos lipossolúveis quando cultivadas em meio CDA, com suas cores 
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predominantemente brancas, marrons e amarelas condizendo com o descrito na literatura. A 

presença de pigmentos cinza podem ser características de actinobactérias isoladas do 

Semiárido, como as cepas caracterizadas por Medeiros et al. (2018), Lima et al. (2017) e Ramos 

et al. (2015). 

 

5.1.3 Caracterização micromorfológica 
 

Uma das principais características utilizadas para se estudar a taxonomia de 

actinobactérias a nível de gênero e espécie é sua micromorfologia. Em relação aos esporos, 

esses podem ser formados tanto no micélio aéreo quanto no reverso, em células únicas 

(Micromonospora) ou grandes cadeias que podem ter centenas de esporos (Streptomyces). 

Alguns gêneros podem formar vesículas especializadas (esporângios), que são basicamente 

bolsas de esporos (Frankia) (BARKA et al., 2015). A Figura 3 sumariza as estruturas 

observadas no microcultivo, que são majoritariamente as cadeias de esporos.  

 

FIGURA 3 – Esporos das cepas de actinobactérias 

Fonte: o autor. 
 

A partir dessas estruturas, foram determinados o tipo das cadeias de esporos e o gênero de 

cada cepa foi inferido (Tabela 2). A diversidade dos tipos de cadeias de esporos e dos gêneros 

está representada visualmente nos Gráficos 2 e 3, respectivamente. 
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TABELA 2 – Caracterização micromorfológica das cepas de actinobactérias 

Cepas 
Tipo das cadeias de 

esporos 
Provável gênero 

 

A108 Espirais Streptomyces  

A109 Flexível Nocardia  

A125 Espirais abertos Nocardia  

A136 Espirais Streptomyces  

A139 Espirais Streptosporangium  

A143 Reto Micromonospora  

A144 Espirais Streptosporangium  

A145 Espirais abertos Streptomyces  

A146 Espirais Streptosporangium  

A148 Espirais abertos Streptomyces  

 Fonte: o autor. 

 

   GRÁFICO 2 – Diversidade dos gêneros das cepas de actinobactérias 

 
Fonte: o autor. 

 



42 
 

 

 GRÁFICO 3 – Diversidade das cadeias de esporos das actinobactérias 

 
 Fonte: DORNELAS et al. (2017); o autor. 
 

As cadeias de esporos podem ser divididas morfologicamente quanto à quantidade 

de esporos: bisporos para dois esporos, oligósporos com poucos esporos e polísporos com 

vários esporos. Os grupos que produzem apenas um esporo por “cadeia” são chamados de 

monósporos e seus principais representantes são os gêneros Micromonospora (como na cepa 

A143), Thermomonospora, Saccharomonospora e Thermoactinomyces (LI et al., 2016). 

A presença de esporângios foi observada nas cepas A144 e A146, sendo 

classificadas como Streptosporangium. Essas estruturas são responsáveis por desenvolver e 

liberar os esporos e variam muito quanto a sua forma e tamanho, podendo ser formadas tanto 

no micélio aéreo quanto no reverso. Os esporângios de Streptosporangium costumam ser 

esféricos com uma cadeia de esporos espiralada e sem ramificações, e assim como na maioria 

das actinobactérias formadoras de esporângio, planósporos, apesar de existirem exceções 

(HAMEDI; POORINMOHAMMAD, 2017; KURTBÖKE et al., 2020). 

A morfologia típica do gênero Nocardia consiste em células filamentosas e 

ramificadas. Muitas vezes, apenas células semelhantes a “contas”, ou “miçangas”, são visíveis, 

com essas estruturas organizadas ao longo de filamentos ramificados (BROWN-ELLIOT et al., 

2015). Essas características foram observadas no microcultivo das cepas A109 e A125, 

permitindo classifica-las como pertencentes ao gênero Nocardia. 
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O gênero Streptomyces é conhecido por seu ciclo de vida complexo, desde a 

germinação dos esporos até a formação dos micélios vegetativo e aéreo, e as novas cadeias de 

esporos (esporulação) (PACIOS-MICHELENA et al., 2021). Actinobactérias desse gênero 

apresentam polísporos (artrósporos) que formam longas cadeias que ultrapassam os 50 esporos. 

Esses esporos são formados pela septação e desarticulação de hifas pré-existentes. (LI et al., 

2016). Segundo Zhuang et al. (2020), uma característica clássica de bactérias do gênero 

Streptomyces são as cadeias de esporos em espiral, como foi observado no microcultivo das 

cepas A108, A136, A139, A145 e A148.  

Das 53 actinobactérias que Parihar et al. (2022) isolaram do deserto de Thar, na 

Índia, 34 (64%) são Streptomyces. Outros estudos envolvendo caracterização micromorfológica 

de actinobactérias de solos do Semiárido nordestino observaram abundâncias diferentes das 

observadas no presente estudo. Santos et al. (2019b), por exemplo, encontraram 37% de 

abundância de Streptomyces e 13% de Nocardia em áreas abertas, e 75% de Streptomyces e 

25% de Nocardia em áreas fechadas na microrregião do Médio Jaguaribe. Das 14 cepas de 

actinobactérias que Lima et al. (2017) isolaram da Estação Ecológica de Aiuaba, 13 pertenciam 

ao gênero Streptomyces e uma ao gênero Saccharothryx. Apesar de se observarem outros 

gêneros, é evidente que Streptomyces é o gênero de actinobactérias dominante em solos 

Semiáridos (HAMID et al., 2020). 

Este estudo obteve 50% de Streptomyces, 20% de Streptosporangium, 20% de 

Nocardia e 10% de Micromonospora. Isso se dá principalmente pelo tamanho extremamente 

reduzido do espaço amostral utilizado aqui. Não é possível se estudar diversidade microbiana 

com precisão com apenas 10 cepas, e esse não é o foco desse estudo. A caracterização 

micromorfológica foi realizada apenas para se observar mais características das cepas e inferir 

os seus gêneros de acordo com a estrutura de seus esporos. 

 

5.2 Facilitação in vitro  
 

Alguns pares, como a actinobactéria A146 e rizóbio L4 no meio com CMC (Figura 

4) apresentaram resultado semelhante a uma relação antagônica, onde a actinobactéria produziu 

um halo de inibição do crescimento do rizóbio. Esses resultados foram tabulados como 

negativos. 
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FIGURA 4 – Exemplo de interação antagônica entre as cepas de rizóbio L4 
(esquerda) e de actinobactéria A146 (direita) no meio com CMC.  

 
A seta verde, à esquerda, indica o crescimento do rizóbio. A seta laranja, à direita, indica o 
crescimento da actinobactéria. O tracejado azul destaca o halo de inibição do crescimento do rizóbio 
produzido pela actinobactéria.  
Fonte: o autor. 

 

Na natureza, bactérias costumam competir por inúmeros fatores limitantes como 

habitats mais favoráveis, minerais e nutrientes diversos. Por isso, esses microrganismos 

desenvolveram inúmeras estratégias para permitir o crescimento e a reprodução sob essas 

condições, como secreção de toxinas e de antibióticos, que conferem uma vantagem para o 

crescimento da bactéria que as produziu (D’SOUZA et al., 2018). De forma geral, essas relações 

antagônicas costumam se sobrepor a relações neutras, que por sua vez se sobrepõem a relações 

positivas como o cross-feeding (LITTLE et al., 2008). 

Segundo Klein et al. (2020), um dos modos de ação do antagonismo interbacteriano 

trata da secreção de pequenas moléculas difusíveis (metabólitos secundários antibacterianos) e 

de toxinas proteicas antibacterianas (peptídeos antimicrobianos). As actinobactérias A136, 

A139, A145, A148 (Streptomyces sp.), A146 (Streptosporangium sp.), e A143 

(Micromonospora sp.) apresentaram antagonismo com pelo menos um dos rizóbios testados.  

Os compostos extraídos de actinobactérias são responsáveis pela produção de 90% 

dos antibióticos de uso comercial conhecidos. O gênero Streptomyces, além de ser o maior 
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gênero de actinobactérias, é também o mais famoso produtor de compostos com atividade 

antibiótica. (DAS et al., 2018; NOFIANI; RIZKY; BRILLIANTORO, 2021). Entretanto, 

actinobactérias raras como aquelas dos gêneros Micromonospora (GEORGE et al., 2012) e 

Streptosporangium (VERMA et al., 2008) também apresentam atividade antibacteriana, o que 

condiz com os resultados obtidos neste trabalho. 

A Figura 5 mostra a interação positiva entre a cepa de actinobactéria A143 com o 

rizóbio L27 no meio com xilana, enquanto a Figura 6 exibe um resultado negativo entre cepa 

de actinobactéria A145 com rizóbio L27 no meio com amido. 

            
FIGURA 5 – Interação positiva entre as cepas de rizóbio L27 (esquerda) e de actinobactéria 
A143 (direita) no meio com xilana. Exemplo de resultado positivo. 

 
A seta verde, à esquerda, indica o crescimento do rizóbio. A seta laranja, à direita, indica o crescimento da 
actinobactéria.  
Fonte: o autor.  
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FIGURA 6 – Ausência de interação entre as cepas de rizóbio L27 (inoculado no lado esquerdo 
da imagem, onde não há crescimento) e de actinobactéria A145 (direita) no meio com amido. 
Exemplo de resultado negativo. 

 
O tracejado verde, à esquerda, indica onde o rizóbio foi inoculado, destacando a ausência de crescimento. A seta 
laranja, à direita, indica o crescimento da actinobactéria. Fonte: o autor. 
 

No meio com CMC, A144 e A148 apresentaram resultado positivo com todos os 

rizóbios testados (ICA = 1). A108, A139 e A145 apresentaram ICA de 0,857, apresentando 

resultado positivo com 6 das 7 cepas de rizóbios testados. A cepa L1 apresentou crescimento 

com 9 dentre as 10 actinobactérias testadas (ICR = 0,9) (Tabela 3). 

 
TABELA 3 - Facilitação in vitro entre cepas de actinobactérias e rizóbios do Semiárido 
brasileiro no meio com CMC. 

Rizóbio 
Actinobactéria 

ICR IAR 
A108 A109 A125 A136 A139 A143 A144 A145 A146 A148 

L1 + + + + + + + + - + 0,9 0 

L4 + - + A + + + + A + 0,7 0,2 

L9 - - - - A - + A - + 0,2 0,2 

L13 + - - - + - + + - + 0,5 0 

L15 + + + A + - + + A + 0,7 0,2 

L24 + - - + + - + + + + 0,7 0 

L27 + - - + + + + + + + 0,8 0 

ICA 0,857 0,286 0,429 0,429 0,857 0,429 1 0,857 0,286 1   

IAA 0 0 0 0,286 0,143 0 0 0,143 0,286 0   

(+) presença de facilitação (resultado positivo). (-) ausência de facilitação (resultado negativo). (A) interação 
antagônica, considerada também resultado negativo.  
Fonte: o autor. 
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No meio com xilana, A109, A139 e A145 apresentaram resultado positivo com 

todos os rizóbios testados (ICA = 1). As cepas A125 e A143 apresentaram ICA de 0,857, 

apresentando resultado positivo com 6 das 7 cepas de rizóbio. A cepa de rizóbio L4 apresentou 

crescimento com 9 dentre as 10 actinobactérias testadas (ICR = 0,9) (Tabela 4). 

 
TABELA 4 - Facilitação in vitro entre cepas de actinobactérias e rizóbios do Semiárido 
brasileiro no meio com xilana. 

Rizóbio 
Actinobactéria 

ICR IAR 
A108 A109 A125 A136 A139 A143 A144 A145 A146 A148 

L1 + + + A + + + + A + 0,8 0,2 

L4 + + + + + + + + + A 0,9 0,1 

L9 - + - - + + + + - - 0,5 0 

L13 - + + A + A + + A - 0,5 0,3 

L15 - + + A + + - + A A 0,5 0,3 

L24 + + + + + + - + A + 0,8 0,1 

L27 + + + + + + - + A A 0,7 0,2 

ICA 0,571 1 0,857 0,429 1 0,857 0,571 1 0,143 0,286   

IAA 0 0 0 0,429 0 0,149 0 0 0,714 0,429   

(+) presença de facilitação (resultado positivo). (-) ausência de facilitação (resultado negativo). (A) interação 
antagônica, considerada também resultado negativo.  
Fonte: o autor. 

O meio com amido se mostrou um ambiente menos favorável para o crescimento 

dos rizóbios, uma vez que apenas nove resultados dentre os setenta possíveis foram positivos, 

com destaque para a actinobactéria A148, com 3 resultados positivos (ICA = 0,429) e o rizóbio 

L1, com 4 resultados positivos (ICR = 0,4) (Tabela 5).  

 
TABELA 5 - Facilitação in vitro entre cepas de actinobactérias e rizóbios do Semiárido 
brasileiro no meio com amido. 

Rizóbio 
Actinobactéria 

ICR IAR 
A108 A109 A125 A136 A139 A143 A144 A145 A146 A148 

L1 - - - - - + - + + + 0,4 0 

L4 - - - - + - - - - + 0,2 0 

L9 - - - - - - - - - - 0 0 

L13 - - - - - - - -  - - 0 0 

L15 - - - - + - - - - - 0,1 0 

L24 - - - - - - - - - - 0 0 

L27 - - + - - - - - - + 0,2 0 

ICA 0 0 0,143 0 0,286 0,143 0 0,143 0,143 0,429   

IAA 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0   

(+) presença de facilitação (resultado positivo). (-) ausência de facilitação (resultado negativo).  

Fonte: o autor. 
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A SNF é um processo energeticamente oneroso, e depende de resíduos vegetais 

ricos em celulose para obter essa energia. Além disso, o rizóbio precisa romper a parede celular 

vegetal para conseguir colonizar a planta e nodular. Contudo, rizóbios, como os sete utilizados 

nesse estudo, não costumam apresentar uma elevada atividade celulolítica e não utilizam 

celulose como fonte de carbono (SILVA et al., 2019a). Dada a composição mista da 

lignocelulose, maior constituinte das paredes celulares vegetais, que é rica em celulose e 

hemicelulose (WU et al., 2019), e a incapacidade destas bactérias de degradar esses 

carboidratos, se torna evidente que rizóbios necessitam de auxílio para colonizar as raízes. Nós 

propomos o uso de actinobactérias isoladas do mesmo local dos rizóbios para realizar essa 

pesquisa sobre cross-feeding, uma vez que estudos utilizando bactérias isoladas do mesmo 

ambiente têm uma maior semelhança com a comunidade natural, como ressaltado pelo trabalho 

de Stadie et al. (2013). Assim, essa escolha representa mais fielmente as interações que 

aconteceriam in situ. 

Interações de cooperação metabólica entre diferentes filos bacterianos são 

onipresentes na natureza e desempenham papéis críticos na determinação da estrutura e função 

das comunidades microbianas (PONOMAROVA; PATIL, 2015). No entanto, apesar dos 

diversos trabalhos sobre a temática, as regras que regem o estabelecimento dessas interações 

ainda não são totalmente compreendidas.  

Em seu trabalho sobre cooperação metabólica em espécies bacterianas, Giri et al. 

(2021) identificaram que a dissimilaridade metabólica entre o genótipo do doador e do receptor 

é o principal determinante para a estabelecimento dessas interações cruzadas entre duas cepas 

de bactéria, e que o crescimento do receptor depende da produção de aminoácidos pelo doador. 

A família Rhizobiaceae, que abriga os rizóbios, é constituída por bactérias Gram-negativas com 

formato de bastão. Sua principal característica é a formação de nódulos simbióticos com 

leguminosas, onde realizam a fixação biológica de nitrogênio (KUYKENDALL, 2015; 

WHEATLEY et al., 2020). Já actinobactérias são microrganismos filamentosos, Gram-

positivos, capazes de formar micélio aéreo e de substrato e de esporular (JOSE et al., 2021). A 

diferenciação desse filo dos outros filos bacterianos é tão antiga que não é possível, atualmente, 

especificar seus grupos mais proximamente relacionados (GOBALAKRISHNAN, 2022). A 

presença de facilitação entre actinobactérias e rizóbios evidenciada por este trabalho corrobora 

com os resultados de Giri et al. (2021), dada a disparidade fisiológica, morfológica e 

filogenética entre esses organismos.  

Enquanto essas inferências podem ser corroboradas pelo nosso trabalho, onde 

principalmente nas coculturas em meios com carboximetilcelulose e xilana apresentaram 
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resultados positivos para cooperação metabólica, os resultados em meio amido abrem margem 

para alguns questionamentos. O principal deles é tentar entender como em um meio tendo como 

fonte de carbono um homopolissacarídeo, de cadeia relativamente mais simples que a celulose 

e a xilana (ABE et al. 2022), foram observados resultados preponderantemente negativos para 

cooperação metabólica.   

Neste sentido, a pesquisa de Zheng et al. (2021), que relaciona a presença e 

intensificação de fluorosurfactantes e amilase em bactérias do solo, traz conclusões pertinentes 

aos resultados de coinoculação em meio amido. Segundo os autores, a presença de α-amilase 

influencia fortemente as estratégias de adaptação do metabolismo das bactérias, além da 

produção de fatores de sinal metabólicos (como ácido acético), resultando em mudanças em 

propriedades físico-químicas como hidrofobicidade e carga superficial da superfície bacteriana 

e consequentemente na interação microbiana. Como todas as cepas de actinobactéria nesse 

estudo são produtoras de amilase e os rizóbios não, a produção dessa enzima pelas 

actinobactérias pode ter influenciado a produção de outros metabólitos que impediram o 

crescimento dos rizóbios. As exceções podem ser explicadas pela produção de metabólitos 

secundários da própria actinobactéria (BOUBEKRI et al., 2022) ou pelo aparato bioquímico do 

rizóbio (FANG et al., 2020).  

Uma baixa proximidade filogenética entre dois grupos em cocultura, como 

actinobactérias e rizóbios utilizados neste trabalho, pressupõe uma menor probabilidade desses 

microrganismos apresentarem requisitos de crescimento sobrepostos. Consequentemente, o 

baixo parentesco entre doador e receptor diminui, mas não elimina, a extensão da competição 

por recursos entre as bactérias coinoculadas. Dessa forma, ocorre a facilitação do crescimento 

do grupo pretendido (MITRI; FOSTER, 2013).  

Uma forma de duas bactérias cooperarem é a síntese de public goods. Essas 

moléculas são metabólitos cuja síntese é muito dispendiosa para a célula, mas que são liberadas 

(ativa ou passivamente) no meio, a partir de onde outros microrganismos (“trapaceiros”) podem 

se aproveitar. Esses metabólitos variam desde sideróforos, biossurfactantes, toxinas, ou 

exoenzimas capazes de degradar polímeros em fragmentos menores absorvíveis por outras 

bactérias (SMITH; SCHUSTER, 2019; BRUCE; WEST; GRIFFIN, 2019). Ao recorrermos à 

classificação de Smith et al. (2019), esse último caso descreve perfeitamente um exemplo de 

cross-feeding de substrato, onde uma cepa se alimenta dos produtos metabólicos extracelulares 

de outra. O cross-feeding de substrato parece ser exatamente o que ocorreu em nosso trabalho. 

As exoenzimas, principalmente celulase e xilanase, que são public goods produzidas pelas 

actinobactérias, foram capazes de hidrolisar os respectivos substratos em açúcares mais simples 
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que serviram de fonte de carbono para o crescimento dos rizóbios. Contudo, segundo D’Souza 

et al. (2018), o compartilhamento de public goods ocorre principalmente entre indivíduos 

genealogicamente próximos, devido à possibilidade de o produtor desses metabólitos propagar 

seus genes indiretamente. Dadas as já destacadas dissimilaridades morfológicas, fisiológicas e 

taxonômicas entre actinobactérias e rizóbios, o compartilhamento de public goods entre esses 

microrganismos é um resultado no mínimo intrigante.  

 

5.3 Seleção das cepas mais promissoras 

 

A partir dos ICs, as actinobactérias foram distribuídas em 7 grupos quanto à sua 

similaridade. Desses grupos, aquele contendo as actinobactérias A139 e A145 apresentaram um 

IC maior do que as demais. Esse resultado é ilustrado pela Figura 7, onde o dendrograma 

resultante das análises estatísticas é apresentado junto a um heatmap plotado a partir de seus 

índices de compatibilidade. O heatmap permite uma melhor observação dos ICs de cada cepa 

em cada meio de cultura, ilustrado pela tonalidade das cores. 

FIGURA 7 – Heatmap do índice de compatibilidade das actinobactérias (ICA) em relação 
aos rizóbios do Semiárido nordestino associado a análise de agrupamento 

 
À esquerda da imagem, é possível observar o heatmap com os índices de compatibilidade das actinobactérias. No 
eixo x, encontram-se as cepas de actinobactérias utilizadas, e no eixo y os meios de cultura. Já à direita, observa-
se o dendrograma obtido a partir da análise de agrupamento dos índices de compatibilidade e de antagonismo. As 
actinobactérias foram divididas em 7 grupos a partir de sua semelhança.  
Fonte: o autor 
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Bioinoculantes na agricultura têm várias funções, dentre elas inibição do 

crescimento de fitopatógenos, produção de sideróforos, fixação de nitrogênio, produção de 

fitormônios e solubilização de fosfato. Além disso, esses inoculantes são capazes também de 

diminuir os danos de fertilizantes químicos (CHAUDHARY; SHUKLA, 2020). Vários 

microrganismos já são utilizados como biofertilizantes, como dos gêneros Pseudomonas, 

Bacillus, Phyllobacterium e Rhodococcus, além de rizóbios como Azorhizobium, 

Sinorhizobium e Bradyrhizobium, e actinobactérias como Mycobacterium, Frankia, 

Arthrobacter e Streptomyces (MAHANTY et al., 2016).  

 

FIGURA 8 – Heatmap dos índices de compatibilidade dos rizóbios 
(ICR) em relação às actinobactérias do Semiárido nordestino. 

 
No eixo x, encontram-se as cepas de rizóbios utilizadas, e no eixo y os meios de 
cultura.  
Fonte: o autor 

 

A pesquisa conduzida por Htwe et al. (2019) mostrou que um biofertilizante a base 

de Bradyrhizobium japonicum SAY3-7, Bradyrhizobium elkanii BLY3-8 e Streptomyces 

griseoflavus P4 apresentou efeitos positivos no crescimento de feijão-mungo, feijão-caupi e 

soja. Principalmente quando inoculado junto ao feijão-mungo e à soja, esse bioinoculante 

melhorou o crescimento, nodulação, fixação de nitrogênio, absorção de NPK e rendimento de 

sementes em experimento executado em casa de vegetação. Considerando a compatibilidade 

metabólica apresentada in vitro entre as cepas A139 e A145 (Streptomyces sp.), e L1 
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(Bradyrhizobium elkanii), é evidente que uma coinoculação in vivo se faz necessária para 

avançar na prospecção desse bioinoculante. É possível dizer, contudo, que uma coinoculação 

in vitro é um passo importante para eliminar possíveis pares antagônicos antes de se proceder 

para experimentos in vivo. Além disso, a pesquisa aqui conduzida entre Rizobactérias 

Promotoras de Crescimento isoladas do Semiárido proporcionou um panorama das interações 

entre esses microrganismos do ponto de vista ecológico. 

A partir do índice de antagonismo (IA) entre as cepas, foram também plotados dois 

heatmaps para ilustração desses dados. Para os IC, as cores variavam do vermelho (menor IC) 

até o azul (maior IC), já que para nós um IC mais próximo de 1 era desejado. Contudo, para os 

IA isso se inverte. Como é desejado um IA mais próximo do 0, as cores nesses heatmaps 

variaram do azul (menor IA) para o vermelho (maior IA). 

 
FIGURA 9 – Heatmaps dos índices de antagonismo das actinobactérias (A) e dos rizóbios (B) 

 
No eixo x, encontram-se as cepas de actinobactérias (A) e de rizóbios (B) utilizadas, e no eixo y os meios de 
cultura.  
Fonte: o autor. 

 

Apesar da compreensão limitada dos mecanismos de ação de diversas bactérias, 

estudos indicam que a aplicação de diferentes microrganismos em conjunto permite um melhor 

crescimento e uma proteção eficaz das plantas. A prospecção desses microrganismos deve ser 

multicomponente devido à considerável variabilidade do ambiente para produzir graus ótimos 

de cooperação do microrganismo e o efeito final desejado a planta. A combinação de cepas 

bacterianas em uma fórmula única melhora a eficácia e a confiabilidade, permitindo maior 

especificidade da cultura é altamente promissora (ZARDAK et al., 2018; KOUR et al., 2022). 
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Embora a produção de exoenzimas ser necessária para colonizar as raízes de 

leguminosas e realizar a SNF, não é comum que rizóbios apresentem esse aparato metabólico, 

evidenciando a importância de um microrganismo que facilite seu crescimento na presença de 

fontes de carbono as quais o rizóbio não consegue assimilar. A coinoculação com uma 

actinobactéria do gênero Streptomyces é altamente promissora para o crescimento bem sucedido 

de rizóbios nessas circunstâncias e consequentemente uma maior eficiência de fixação de 

nitrogênio, reduzindo a demanda por adubações nitrogenadas. 

 
5.4 Microscopia eletrônica de varredura 
 

Dentre as bactérias Gram-positivas, as actinobactérias apresentam a maior 

diferenciação morfológica. Esses microrganismos filamentosos formam hifas de 0,4 a 1,2 µm 

e esporos de 1 a 2 µm de espessura, tornando essas estruturas facilmente observáveis via MEV. 

As cepas que foram submetidas à MEV (A139 e A145) apresentaram características 

morfológicas semelhantes, com cadeias de esporos espiraladas (Spira) e esporos com superfície 

rugosa irregular. As imagens obtidas pela MEV (Figura 10) associadas à caracterização 

micromorfológica são evidência suficiente para inferir com certa segurança que essas cepas 

pertencem ao gênero Streptomyces (LI et al., 2016). 
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 FIGURA 10 – Microscopia eletrônica de varredura (MEV) das cepas A139 e A145. 

 
À esquerda, estão imagens da actinobactéria A139, e à direita, a A145. A primeira linha mostra as imagens na 
magnificação de 5.000 X, a segunda, 10.000 X e a terceira 70.000 X. São destacados os espirais característicos 
das actinobactérias do gênero Streptomyces.  
Fonte: o autor 
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A microscopia eletrônica de varredura funciona, como o nome sugere, pela 

varredura de elétrons de alta energia sobre a superfície de uma determinada amostra. Por ter um 

comprimento de onda muito menor que a luz, os elétrons utilizados na MEV são capazes de 

“diferenciar” muito mais detalhes e características do que um microscópio óptico, podendo 

apresentar resoluções melhores que 1nm e magnificações de 200.000 até 1.000.000X para 

modelos mais modernos e poderosos (UL-HAMID, 2018). A MEV é realizada em uma câmara 

de vácuo, e consegue capturar diversos sinais que revelam informações como morfologia e 

composição da amostra analisada (AID et al., 2020). 

Actinobactérias isoladas de regiões áridas e semiáridas já foram bem estudadas e 

apresentaram grande potencial biotecnológico, como o controle de fitopatógenos, produção de 

biosurfactantes, e produção de enzimas (CASTAÑEDA-CISNEROS et al., 2020). Segundo 

Parihar et al. (2022), a exploração de ambientes extremos pouco estudados é interessante pela 

possibilidade de se obter novas biomoléculas e novas espécies de actinobactérias. Contudo, 

quando se fala de gêneros, a natureza é mais restrita. Em seu estudo sobre diversidade de 

actinobactérias isoladas de bacias salinas no Deserto de Thar, na Índia, esses autores 

encontraram uma abundância de 64% de Streptomyces. Isso não é surpreendente, uma vez que 

esse gênero realmente é o dominante não apenas em abundância, mas também em importância 

biotecnológica (OLANREWAJU; BABALOLA, 2018). No Semiárido nordestino 

especificamente, a situação é a mesma: Streptomyces é o gênero de actinobactérias mais 

abundante (BRITO et al., 2015; SANTOS et al., 2019b). 
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6 CONCLUSÃO 

As actinobactérias foram capazes de estimular o crescimento de rizóbios em meios 

de cultura não específicos para as bactérias diazotróficas. As cepas A139 e A145 (Streptomyces 

sp.) apresentaram a maior compatibilidade com os rizóbios nos meios testados. A cepa de 

rizóbio L1 (Bradyrhizobium elkanii) apresentou o melhor crescimento quando coinoculada com 

as actinobactérias utilizando carboximetilcelulose, amido e xilana como fontes de carbono, 

mesmo sem produzir o aparato enzimático necessário para degradar esses carboidratos.  

Relações cooperativas entre bactérias são comuns na natureza, e o uso dessas 

interações para melhorar a qualidade de vida e a segurança alimentar da população por meio da 

biotecnologia é algo promissor. Já existem bioinoculantes sendo prospectados a partir de 

coinoculações de Streptomyces e Bradyrhizobium, mas devido à diversidade e complexidade 

das bactérias, das plantas, e dos fatores bióticos e abióticos aos quais estão submetidos, é 

necessária uma bioprospecção multifatorial de potencial genético a nível local. Os resultados 

obtidos nesse estudo são um passo importante em direção ao desenvolvimento de um 

biofertilizante adaptado para solos semiáridos, ao mesmo tempo que valoriza a diversidade 

microbiana local. 
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7 PERSPECTIVAS FUTURAS 

 

Estudos in vivo utilizando combinações das cepas de actinobactérias A139 e A145 com 

a cepa de rizóbio L1 seriam importantes para validar os resultados quando associados a plantas. 

Por ser um organismo de maior complexidade, há chances de que a planta medie as interações 

entre os microrganismos e que se obtenham resultados novos e inesperados. É evidente, porém, 

que que uma coinoculação de Streptomyces e Bradyrhizobium apresenta grande potencial para 

o desenvolvimento de um biofertilizante. 
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Abstract 
Plant growth-promoting rhizobacteria (PGPR) are microorganisms that act in the production of 

metabolites that confer advantages for the growth and development of the plant, receiving in 

exchange sources of carbon and energy. Two classic examples of PGPR are rhizobia, which act in the 

bioavailability of nitrogen, and actinobacteria, which perform numerous functions such as production 

of phytohormones, antibiotics, and solubilization of phosphate and potassium. To establish this 

microbiota, the plant releases carbohydrate-rich exudates that not only serve as a carbon source for 

microorganisms, but also determine which microorganisms can colonize its rhizosphere. This study 

evaluated how amylase-producing actinobacteria are able to allow rhizobia growth without this 

enzymatic activity when co-inoculated in a culture medium that has starch as the sole carbon source. 

Since starch is a carbohydrate like those released in exudates, it is inferred that this ability to facilitate 

growth in vitro would be important in stimulating rhizobia growth in the rhizosphere and, 

consequently, nitrogen fixation. Ten actinobacteria and seven rhizobia were used, of which we 

obtained 12.86% of positive results. This cooperation exemplifies another case of substrate cross-

feeding, paving the way to further in vitro and in vivo studies of interbacterial interactions, as well as 

to the prospect of biofertilizers. 
 

Keywords: Bacterial ecological interactions; Bioinoculant; Cross-Feeding; PGPR; Streptomyces. 

 

1. Introduction 

Microorganisms play numerous ecological roles in soil, such as changing the spatial 

distribution and bioavailability of nutrients [1]. Bacteria beneficial to plants are traditionally 

known as plant growth promoting rhizobacteria (PGPR) and act in the mobilization of 

nutrients in the soil, production of growth regulators, phytohormones, solubilization of 

phosphate and potassium, and protection against phytopathogens [2]. 

Plant growth, productivity, and health rely on the microbial community associated with it, so 

the plant shapes the composition of the rhizospheric microbiota via rhizosphere feedback. 

Exudates are rich in carbohydrates, amino acids, organic acids, flavonoids, growth factors, 

enzymes, among others, which vary from plant to plant due to genetic and environmental 

factors, and are capable of selecting and stimulating microbial growth [3, 4, 5]. In association 

with factors such as soil type and pH, exudates determine the nature of the local microbiota 
[6]. 

The release of flavonoids from roots attracts bacteria known as rhizobia. These bacteria are 

the most classic example of PGPR due to its capacity of forming symbiotic nodules in the 

roots of legumes. There, they perform biological nitrogen fixation, which is a process 

responsible for making this nutrient bioavailable to the plant [7]. 

Exudates also attract other PGPRs such as actinobacteria. These bacteria stimulate plant 

growth, antagonize phytopathogens, improve nutrient availability, and produce 

phytohormones such as auxins and gibberellins [8]. Outside the rhizospheric environment, 

actinobacteria also show great biotechnological value for the production of antibiotics, 

insecticides, herbicides, immunomodulators, and enzymes such as cellulases, xylanases, 

pectinases, proteases, chitinases and amylases [9].
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In this study, we evaluated the ability of actinobacteria with 

amylolytic activity to facilitate the growth of rhizobia 

without this enzymatic activity when grown in solid media 

with starch as sole carbon source. Microorganisms in the 

rhizosphere are fed by plant exudates and among the 

carbon sources present in this compound are carbohydrates, 

such as starch. Therefore, the ability of rhizobacteria such 

as actinobacteria to allow the growth of PGPR as rhizobia 

in the presence of this sugar constitutes an important 

ecological relationship and is the focus of this research. 

 

2. Materials and methods 

The microorganisms studied in this work were selected 

based on their extracellular amylolytic activity from the 

culture collection of the Laboratory of Environmental 

Microbiology of the Federal University of Ceará. We used 

ten strains of actinobacteria with extracellular amylolytic 

activity statistically different from the others, and 7 strains 

of rhizobia without this enzymatic activity. The 

actinobacteria genus was identified by Ribeiro et al. [10], 

and the species of rhizobia by Silva [11]. This information is 

shown in Table 1. 
 

Table 1: Strains of actinobacteria and Rhizobia from the Semi-arid used in this work. 
 

Actinobacteria Rhizobia 

Strain Genus Strain Species 

A108 Streptomyces L1 Bradyrhizobium elkanii 

A109 Nocardia L4 Bradyrhizobium elkanii 

A125 Streptomyces L9 Rhizobium tropici 

A136 Streptomyces L13 Bradyrhizobium kavangense 

A139 Streptomyces L15 Bradyrhizobium japonicum 

A143 Streptomyces L24 Bradyrhizobium yuanmingense 

A144 Streptosporangium L27 Bradyrhizobium iriomotense 

A145 Streptomyces - - 

A146 Streptosporangium - - 

A148 Streptomyces - - 
 

Source: Ribeiro et al. (2022); Silva (2020). 

 

Co-inoculation was performed according to Silva et al. [12] 

with modifications. The actinobacteria were inoculated by 

spots in duplicate in a culture medium containing starch as 

the sole carbon source. The plates were then incubated in a 

B.O.D. incubator for 7 days at 28°C. 

At the end of the actinobacterial incubation period, 1 ml of 

rhizobia cultured in YM broth (yeast extract-mannitol) was 

transferred to sterile microtubes in triplicate. The 

microtubes were centrifuged at 9261 x g for 10 minutes. 

The supernatant was discarded and the pellet resuspended 3 

times in sterile distilled water. 10 µL of purified rhizobia 

were then transferred to the plates containing the 

actinobacteria grown in starch medium, approximately 1 

cm from the actinobacteria colony. The plates were then 

incubated in a B.O.D. incubator at 28ºC for another 7 days. 

Rhizobium growth characterized a positive result, while the 

absence of growth characterized a negative result. The 

compatibility index (CI) of actinobacteria and rhizobia was 

calculated by the ratio between the number of positive pairs 

and the number of possible pairs for each strain. 

 

3. Results & Discussion 

Among the 70 possible pairs, 9 presented a positive result, 

which represents 12.86% of positive pairs. Actinobacteria 

A148 stood out from the others, presenting a compatibility 

index of 0.429. Rhizobia L1 showed a compatibility index 

of 0.4, the highest among all rhizobia studied, and was 

compatible even with actinobacteria A148. Therefore, it is 

concluded that the pair A148+L1 is the most promising. 

The results are summarized in Table 2. Some examples of 

positive pairs are illustrated in Figure 1. 

 

 

Table 2: In vitro co-inoculation between Semiarid actinobacteria and rhizobia in medium with starch. 
 

Rhizobia 
Actinobacteria 

RCI 
A108 A109 A125 A136 A139 A143 A144 A145 A146 A148 

L1 - - - - - + - + + + 0,4 

L4 - - - - + - - - - + 0,2 

L9 - - - - - - - - - - 0 

L13 - - - - - - - - - - 0 

L15 - - - - + - - - - - 0,1 

L24 - - - - - - - - - - 0 

L27 - - + - - - - - - + 0,2 

ACI 0 0 0,143 0 0,286 0,143 0 0,143 0,143 0,429  

 

(+) presence of facilitation (positive result). (-) absence of facilitation (negative result). (ACI) actinobacterial compatibility index. (RCI) 

rhizobia compatibility index. Source: the author. 
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Fig. 1: Examples of positive pairs from in vitro coinoculation. The blue arrows indicate rhizobia colonies. Red arrows indicate 

actinobacterial colonies. The images of A148 actinobacterium present a yellow background, as the intense production of pigments by the 

strain colored the entire medium. Source: the author. 

 

Even though bacteria commonly compete for nutrients with 

each other, more complex relationships can be established. 

One of them is substrate cross-feeding, an interaction in 

which a strain feeds on molecules produced by the 

metabolic apparatus of another strain. These molecules can 

usually be exploited by both strains. An example would be 

the partial degradation of oligofructose or inulin by 

Bacteroides thetaiotaomicron in coculture with 

bifidobacteria. Single-chain sugars resulting from this 

extracellular degradation serve as a carbon source for both 

strains [13]. 

There is also evidence that the production of LdhA lactate 

dehydrogenase by Pseudomonas aeruginosa, which 

reduces pyruvate to D-lactate under anaerobic conditions, 

enables cross-feeding in biofilms in cystic fibrosis patients. 

This enzyme would be responsible for producing D-lactate 

in the anaerobic zone of the biofilm, which would be used 

as a substrate in the aerobic zone. This cooperation is one 

of the reasons why it is so complicated to treat patients with 

this type of lung infection [14]. We co-inoculated amylolytic 

actinobacteria and non-amylolytic rhizobia in culture 

medium containing starch as the sole carbon source. 

Extracellular degradation of starch by actinobacteria, 

mainly by the A148 strain, allowed the growth of rhizobia 

in this culture medium in a new example of substrate cross-

feeding. 

According to Zheng et al. [15], the presence of α-amylase 

strongly influences the adaptation strategies of bacterial 

metabolism and stimulates the production of metabolic 

signals such as acetic acid. This acid induces numerous 

changes in the physicochemical properties of the bacterial 

surface, such as hydrophobicity and surface charge, which 

directly affects the interactions that these bacteria are able 

to establish. This may explain why only 12.86% of our 

pairs were positive. As all strains of actinobacteria in this 

study are amylase producers and the rhizobia are not, the 

production of this enzyme by the actinobacteria may have 

influenced the production of other metabolites that 

inhibited the rhizobia growth. This makes the presence of 

positive results even more surprising, which can be 

explained by the production of secondary metabolites by 

the actinobacteria itself [16] or by the biochemical apparatus 

of rhizobia [17]. 

 

4. Conclusions 

The actinobacteria allowing the growth of non-amylase-

producing rhizobia in the medium containing starch is an  

 

interaction that exhibits great biotechnological potential for 

the creation of new biofertilizers, as well as for a better 

understanding of the ecological relationships that occur in 

the soil of the Brazilian semiarid region. 
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