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Bactérias do filo Actinobacteria estdo distribuidas de forma abundante em ambientes terrestres e
aquaticos e sdo de grande interesse cientifico dada sua vasta producdo de compostos
biologicamente ativos. A identificacdo destes organismos, durante muito tempo, foi realizada
apenas seguindo caracteristicas morfologicas e fisiologicas. Entretanto, os recentes avangos em
técnicas de biologia molecular vém permitindo a identificacdo a partir de comparagdes existentes
em bancos de dados genomicos. Este trabalho teve como objetivo avaliar a diversidade de 88
isolados de actinobactérias, presentes no Laboratorio de Microbiologia Ambiental ICBS/UFRGS
com auxilio das técnicas de URP-PCR (Universal Rice Primer) ¢ BOX-PCR. A partir de 473
isolados, foi possivel a recuperagdo de 88 destes para os ensaios de biologia molecular. Para
todos os experimentos, foi utilizado como controle cepas de referéncia Streptomyces rimosus
3082/CIFER-1836 e Streptomuces rochei ATCC 10739, oriundas da Coleg¢dao de Microrganismos
de Referéncia da Fundagcdao Oswaldo Cruz — Instituto Nacional de Controle de Qualidade em
Satde (INCQS). A extragdo do DNA foi realizada seguindo o protocolo de fenol-cloroféormio.
Nove oligonucleotideos iniciadores descritos por Kang et al.(2002) foram utilizados para a
amplificacdo do DNA pela técnica URP-PCR. Para a amplificagdo utilizando BOX-PCR foi
utilizado o oligonucleotideo iniciador BOX-PCR 1AR (5° - CTA CGG CAA GGC GAC GCT
GAC G - 3’). Os produtos obtidos nas reagdes de URP-PCR ¢ BOX-PCR foram analisados,
respectivamente, em gel de agarose 1,5% e 2%, para posteriormente serem visualizados em um
fotodocumentador. Os oligonucleotideos iniciadores URP e BOXIAR produziram padrdes
distintos de amplificacdo nos isolados estudados. Na técnica de BOX-PCR foram obtidos 73
fragmentos distintos, sendo que 23% encontram-se acima de 2000 pb, 39% entre 2000 pb e 1000
pb, 21% entre 999 pb e 500 pb e 18% abaixo de 500 pb. Um fragmento de 210 pb repetiu-se em
45% dos isolados. Um dendograma foi construido, onde 12 agrupamentos distintos foram
formados. Para URP-PCR foram utilizados os oligonucleotideos 1F, 2F, 2R, 9F, 13R, 17R, 25F,
32F, 38F, URP 2R, gerou o maior nimero de padrdes distintos entre os isolados e foi capaz de
amplificar 93,2% dos isolados. Os oligonucleotideos 17R e 9F apresentaram a maior abrangéncia
de amplificacdo, pois amplificaram 98,9% das amostras isoladas. Como resultado, foi possivel
observar que a técnica de BOX-PCR gerou um maior nimero de fragmentos do que o URP-PCR.
Ademais, tanto o BOX-PCR quanto URP-PCR mostraram uma grande diversidade entre os
isolados utilizados. Também foi possivel a padronizagao de um protocolo de amplificagao de
URP-PCR BOX-PCR para esse grupo bacteriano, ¢ deste modo possibilitando o estudo da
diversidade desses microrganismos no ambiente.



