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RESUMO

SILVA, Luana Cassia Borges. ldentificagdo de actinobactérias e
Thermoactinomyces spp. isolados do processo de compostagem para a
producdo de Agaricus brasiliensis. 2010. 70p. Dissertacdo (Mestrado em
Microbiologia Agricola) — Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG."

Diferentes grupos microbianos termofilicos se desenvolvem durante o
processo de compostagem para a produgdo de cogumelos, em especial durante a
fase II. Além dos fungos, bactérias e actinobactérias desempenham um
importante papel no processo, garantindo a qualidade do produto final, que ¢ o
composto de cultivo do cogumelo. Os objetivos desse trabalho foram identificar
actinobactérias e Thermoactinomyces spp. isolados da fase II da compostagem
preparada para o cultivo de Agaricus brasiliensis, avaliando a diversidade e os
géneros predominantes que atuaram nas etapas desse processo. Obedecendo a
um intervalo de dois dias e se iniciando a partir do primeiro dia da fase II, foram
coletadas cinco amostras em diferentes pontos da pilha do composto, onde cada
uma foi suspendida em &4gua peptonada 0,1%. Diluigdes em série foram
preparadas, sendo que a de 107 foi plaqueada com uma aliquota de 0,1 mL em
meio Aaronson, em triplicata. As placas foram incubadas a 45°C em incubadora
umida, e a contagem de colonias foi realizada apds 48-72 horas. Foram isolados
219 procariotos com a presenga de micélio aéreo e/ou sobre o substrato, ¢ 13
morfotipos foram catalogados. Cinqlienta isolados foram selecionados
proporcionalmente, com base nos diferentes morfotipos, e identificados em nivel
de género por testes morfoldgicos, bioquimicos e fisiologicos. Em seguida foi
realizada a amplificagdo do gene 16S do rDNA com os oligonucleotideos
iniciadores especificos para actinobactérias F243 e R513, com o objetivo de
confirmar a identificagdo morfologica. A populacdo variou em funcdo da
temperatura, atingindo maior densidade na quarta amostra (26° dia), a 60,5°C,
com 2,25 x 10’ UFC/g de composto. Na amostra 2 (22° dia), a 70°C, observou-se
a menor populagdo, 1,01 x 10’ UFC/g. Dentre os 50 microrganismos
identificados, Thermoactinomyces spp. e Streptomyces spp. predominaram nas
cinco amostras do composto, com 25 e 18 isolados, respectivamente, indicando a
sua habilidade na degradacdo de polimeros presentes no bagaco de cana e no
capim Coast-cross, como a celulose ¢ a lignina. Membros do género Nocardia
tiveram baixa expressdo, estando presentes nas amostras 1, 2, 3 e 4, com 6
isolados no total.

Comité orientador: Eustaquio Souza Dias - UFLA (orientador)*, Sueli Teresinha
Van Der Sand - UFRGS



Foi identificado um Streptosporangium na amostra 4. A analise molecular da
regido V3 do 16S rDNA confirmou a identificagdo morfologica dos isolados
pertencentes ao filo Actinobacteria, de forma que foram detectados somente
produtos de amplificacdo desses microrganismos.

Palavras-chave: Compostagem, Actinobactéria, Thermoactinomyces
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ABSTRACT

SILVA, Luana Céssia Borges. ldentification of actinobacteria and
Thermoactinomyces spp. isolated from composting process for the
production of Agaricus brasiliensis. 2010. 70p. Dissertation (Masters degree in
Agricultural Microbiology) — Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.*

Different thermophilic microbial groups develop during mushroom
composting process, especially during phase II. Not only fungi play an important
role in the process, but bacteria and actinobacteria as well, ensuring the quality
of the final product, which is the compost for mushroom cultivation. The
objectives of this study was to identify actinobacteria and Thermoactinomyces
spp. isolated during phase II of the composting process for Agaricus brasiliensis
cultivation, and to evaluate the diversity and predominant genera involved. After
a two-day interval, starting from the first day of phase II, five samples were
collected from different points of the compost pile and suspended in peptone
water 0.1%. Serial dilutions were made, and the 10°® was plated on Aaronson
medium with a rate of 0.1 mL, in triplicate. The plates were incubated at 45°C in
humid incubator, and counting of colonies was performed after 48-72 hours. 219
isolated prokaryotes showed aerial mycelium and/or mycelium throughout the
substrate, and 13 morphotypes were cataloged. Fifty isolates were selected
proportionally, based on different morphotypes, and identified at the genus level
through morphological, biochemical and physiological tests. Then the
amplification of the 16S rDNA was carried out using specific primers for
actinobacteria F243 and R513, in order to confirm the morphological
identification. The population varied according to temperature, reaching highest
density in sample 4 (26th day) at 60.5°C, with 2.25 x 10’ CFU/g of compost. In
sample 2 (22th day), at 70°C, there was the smallest population, with 1.01 x 10’
CFU/g. Among all 50 identified microorganisms, Thermoactinomyces spp. and
Streptomyces spp. prevailed in five samples of the compost, with 25 and 18
isolates, respectively, indicating its ability to degrade polymers present in
sugarcane bagasse and Coast-cross grass, such as cellulose and lignin. Members
of the genus Nocardia had low expression, being present in samples 1, 2, 3 and
4, with 6 isolates in total.

Guidance Committee : Eustaquio Souza Dias - UFLA (advisor)*, Sueli
Teresinha Van Der Sand - UFRGS
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A Streptosporangium was identified in sample 4. Molecular analysis of the V3
region of 16S rDNA confirmed the morphological identification of isolates from
phylum Actinobacteria, so, as a result, only amplification products of these
microorganisms were detected.

Key words: Composting, Actinobacteria, Thermoactinomyces
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1 INTRODUCAO

A importancia da compostagem vem aumentando, no ambito biologico e
ecoldgico, uma vez que ela pode ser utilizada para a eliminagao de residuos
urbanos e agricolas, que sdo potenciais contaminantes ambientais. O produto
final da compostagem (o composto) pode ter diversas finalidades. O composto ¢é
a base para a producdo de cogumelos comestiveis e, além disso, ¢ muito 1til na
agricultura como fertilizante, na cobertura e no estabelecimento de vegetagdo em
acostamentos de estradas, na biorremedia¢do e como biofiltro.

A compostagem ¢ definida como a degradacdo do material orgénico,
originando CO,, calor e o composto propriamente dito. Além disso, ocorre na
presenca de oxigénio, sendo realizado espontaneamente por uma populacao
diversificada de microrganismos, como bactérias, actinobactérias e fungos, que
vao se sucedendo nas diferentes etapas, em funcdo das mudancas fisicas e
quimicas (Bari & Koening, 2001; Déportes et al., 1995; Liang et al., 2003;
Pereira Neto, 1996). Os microrganismos desempenham papel fundamental na
preparagdo de produto estavel para o cultivo dos cogumelos. Além da
degrada¢do da matéria, eliminam os residuos toxicos de amonia e sintetizam
proteinas que sdo importantes na nutri¢do do fungo cultivado (Chang & Miles,
2004; Colak, 2004; Straatsma, Banson & Olijnsma, 1994).

Actinobactérias termofilicas sdo freqiientemente citadas pela sua
presenca na compostagem, em especial para a produgdo de cogumelos, e
desempenham importantes fungdes na decomposicdo da matéria organica,
possuindo habilidade de degradar moléculas complexas e recalcitrantes, como
celulose, lignina e lignocelulose (Lacey, 1997; Unaogu, Gugnani & Lacey,
1994). Variados géneros, como Streptomyces, Thermoactinomyces, Nocardia,

Thermomonospora, Actinobifida, Saccharomonospora, Saccharopolyspora,



Thermobifida, entre outros, foram encontrados em compostos para a produgdo
de cogumelos (Lacey, 1997).

Thermoactinomyces ¢ um género de microrganismos interessantes, visto
que produzem micélio aéreo e vegetativo bem desenvolvido, se assemelhando
muito as actinobactérias, porém, ndo pertencem a esse grupo, estando
classificado atualmente na ordem Bacillaceae. Tem grande importdncia no
processo de compostagem, sendo, geralmente, selecionado nas amostras como
um membro do grupo das actinobactérias, e diferenciado destas apenas pela sua
micromorfologia.

Portanto, o objetivo deste trabalho foi identificar actinobactérias e
Thermoactinomyces spp. da fase II da compostagem voltada para a produgéo de
cogumelos (Agaricus brasiliensis), avaliando a diversidade e os géneros

predominantes que atuaram nas etapas desse processo.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Compostagem

A compostagem ¢ praticada desde a Antiguidade, em diferentes
formulagdes e com diferentes finalidades. Na atualidade, tem importancia
bioldgica e ecoldgica, uma vez que utiliza matéria orgédnica resultante das
atividades industriais e agroindustriais, reduzindo a poluicdo dos ambientes e
produzindo fertilizantes organicos. Além disso, também pode ser utilizada para a
obtencdo de substrato para o cultivo de diferentes espécies de cogumelos
comestiveis.

A compostagem ¢ um processo bioldgico natural, aerébio, realizado
espontaneamente por uma populacdo diversificada de microrganismos que
promovem a transformag¢do do material organico em CO,, calor e um produto
final estabilizado (Bari & Koening, 2001; Déportes et al., 1995; Liang et al.,
2003; Pereira Neto, 1996). Esse produto final, denominado composto, tem
coloracao escura devido a mineralizagdo e a humificag@o parcial dos compostos
organicos (Melo et al., 2007).

A capacidade dos microrganismos de assimilar o material organico do
substrato, cujos principais componentes sdao carboidratos, proteinas e lipidios,
vai depender da sua habilidade para produzir as enzimas necessdrias para a
degradag@o dessas moléculas. Quanto mais complexo o substrato, mais amplo e
complexo ¢ o sistema enzimatico requerido. Por meio da acdo sinergistica de
microrganismos, compostos organicos complexos sdo degradados a pequenas
moléculas, as quais podem ser utilizadas pelas células microbianas (Tuomela et
al.,2000).

Para o cultivo de cogumelos comestiveis, a producdo do composto
ocorre em duas etapas, denominadas fase I e fase II. A fase I, de

condicionamento, acontece em ambiente aberto, durando, em média, 14 dias.



Inicialmente, em temperatura ambiente, os microrganismos degradam os
compostos soluveis de facil assimilagdo, como monossacarideos, amido e
lipideos e, por meio do seu metabolismo exotérmico, proporcionam um aumento
gradual da temperatura no interior das leiras (Kiehl,1985; Pereira Neto, 1996).
Em seguida, se inicia uma etapa mesoéfila, em que a atividade metabdlica
continua com a transformacao do material organico em acidos, acarretando uma
reducdo do pH. Os valores da temperatura incrementam até atingir a fase
termofilica, promovendo, assim, o desenvolvimento de microrganismos
termofilos (Hassen et al., 2001), como fungos e actinobactérias que degradam os
residuos mais complexos, como proteinas, resultando na liberagdo de amonio e
no aumento do pH. Posteriormente fontes de carbono, como celulose,
hemicelulose e lignina, sdo degradadas. Neste periodo ocorre também a
eliminagdo de microrganismos patogénicos nao esporulados (Tuomela et al.,
2000).

Durante o processo de compostagem ¢ possivel encontrar grande
variedade de microrganismos. Mantendo-se as condi¢des aerdbias, a temperatura
¢ o fator determinante da popula¢do microbiana. Espécies de fungos, bactérias e
actinobactérias vdo se sucedendo durante a compostagem, variando de acordo
com as condi¢cdes fisicas e quimicas do composto. A ag@o desses
microrganismos resulta em elevacdo da temperatura, em fungdo da
biodegradagdo, favorecendo determinados grupos termofilicos e eliminando
populacdes patogénicas (Ryckeboer et al., 2003).

A fase II ¢ realizada em ambiente controlado (tunel de pasteurizacao),
sendo a etapa na qual ocorre a eliminagdo de microrganismos indesejaveis,
nematoides e ovos de larvas de insetos. Nesse ambiente, a pasteurizacdo ocorre
com o aumento da temperatura para, aproximadamente, 60°C por, no minimo, 8

horas. Em seguida, o condicionamento final, que é importante por favorecer a



assimilacdo de amonia, ocorre por 7 a 8 dias, na temperatura aproximada de
45°C, com aeragao constante (Braga et al., 1998).

Todo esse processo foi desenvolvido, principalmente, para o cultivo de
A. bisporus, a partir do século XVII, iniciando com um sistema bastante
rudimentar, até chegar ao processo descrito anteriormente. A partir da década de
1990, uma nova espécie de cogumelo, A. brasiliensis, voltou a despertar
interesse no Brasil.

O estudo da microbiota da compostagem voltada para o cultivo de A.
brasiliensis ¢ ainda bastante insipiente. O Unico trabalho publicado refere-se a
microbiota da fase I da compostagem (Silva et al., 2009). Este foi um trabalho
pioneiro, mostrando os diferentes grupos de microrganismos presentes nesse
processo, relatando a identificacdo de bactérias, actinobactérias, leveduras e
fungos filamentosos. Apesar de sua grande importancia, foi um trabalho ainda
incompleto, por nao ter abordado as duas fases do processo. Por isso, o trabalho
deixou ainda em aberto a necessidade de estudar a fase II da compostagem.
Entretanto, um estudo adequado dessa microbiota requer que os diferentes
grupos sejam analisados separadamente, de forma a permitir o isolamento, a
identificacdo e a analise de espécies ou grupos predominantes no processo.

Guimardes et al. (2009) fizeram um trabalho de isolamento e
identificagdo de fungos durante a fase II da compostagem, mas identificaram
apenas espécies esporulantes de crescimento rapido, como as do género
Penicillium e Aspergillus.

Além dos fungos que desempenham importante papel na degradagao de
celulose e lignina, os procariotos também sdo muito importantes para garantir a
obtengdo de um composto de qualidade. Além de atividade enzimatica, esses
microrganismos podem ser muito importantes por sua capacidade de utilizar
amonia como fonte de nitrogénio, evitando que a mesma permanega livre no

composto em concentragdes que possam inibir o crescimento micelial do



cogumelo, durante a fase de colonizagdo. De modo geral, a literatura aponta as
actinobactérias como sendo os microrganismos mais importantes na assimilagao

de amdnia, razdo pela qual serdo abordados neste trabalho.

2.2 Agaricus brasiliensis

Agaricus brasiliensis foi inicialmente identificado como Agaricus blazei
e sua nomenclatura cientifica continua a ser discutida (Dias et al., 2008). A
espécie pertence ao reino Fungi, filo Basidiomycota, classe Hymenomycetes,
ordem Agaricales, familia Agaricaceae, género Agaricus. Originaria do Brasil, a
espécie foi descoberta na década de 1960, na cidade de Piedade, estado de Sao
Paulo, pelo agricultor e pesquisador Furumoto. Por se tratar de uma espécie
diferente e que chamava a aten¢ao, o agricultor enviou amostras desse cogumelo
ao Instituto de Cogumelos no Japdo, com a finalidade de identifica-lo, o que
também levou ao descobrimento de suas atividades antitumorais (Mizuno,
1995).

Com a morte do Sr. Furumoto, o cultivo de Agaricus brasiliensis foi
abandonado e, s6 em 1990 foi retomado, como resultado do interesse de alguns
empresarios japoneses que trouxeram cepas de Agaricus brasiliensis de volta do
Japdo, onde tinham sido utilizados em estudos de atividade antitumoral
(Fujimiya et al., 1999; Kawagishi et al., 1989; Osaki et al., 1994; Itoh et al.,
1994; Tto et al., 1997).

Devido ao interesse do mercado japonés, uma nova fase no cultivo de
cogumelos foi iniciada no Brasil, em que Agaricus brasiliensis tinha o status de
um produto de exportacdo, com precos mais elevados em comparacdo a outros
cogumelos. Como os estudos cientificos com essa espécie ainda eram escassos,
o seu cultivo baseou-se nas técnicas utilizadas para o cogumelo Agaricus

bisporus (Dias et al., 2004).



Por pertencerem ao mesmo género, o comportamento de A. bisporus e A.
brasiliensis ¢ bastante parecido, sendo a principal diferenca a temperatura de
inducdo de frutificagdo (19°C para A. bisporus e 25°C para A. brasiliensis).
Portanto, as duas espécies crescem bem em composto produzido da mesma
forma e a inducdo da frutificagdo requer a cobertura do composto colonizado
com uma camada de terra, turfa ou outro material apropriado (Dias et al., 2004).

Entretanto, experiéncias de cultivo tém demonstrado que, nem sempre, o
composto produzido para Agaricus brasiliensis é bem colonizado por A.
bisporus, o que indica certa diferenca entre as duas espécies, que pode
corresponder a diferengas de atividade enzimatica ou, até mesmo, diferengas de
sensibilidade a amodnia presente no composto. Em fungdo disso, ¢ muito
importante estudar o processo de compostagem visando ao cultivo do cogumelo
A. brasiliensis, uma vez que sua produtividade e regularidade de produgio ainda
sdo muito inferiores aquelas obtidas por A. bisporus. Neste contexto,
considerando que a compostagem depende da atividade microbiana que acontece
durante todo o processo, o conhecimento dessa microbiota é necessario para que
se possa aperfeigoar o processo na busca de um composto de melhor qualidade.
Além disso, o isolamento e a identificagdo desses microrganismos podem abrir

novas possibilidades de aplicagdes biotecnologicas.

2.3 Actinobactérias

As actinobactérias sdo um grupo heterogéneo de bactérias filamentosas
que, filogeneticamente, incluem-se no ramo das bactérias gram-positivas com
alto teor de G+C (guanina e citosina) em seu DNA, podendo exceder 70% do
total de bases nucleotideas (Aratijo, 1998). Estas desenvolvem hifas
morfologicamente semelhantes as dos fungos, porém, com didmetros bem
menores, de 0,5 a 1,0 um e, fisiologicamente, se assemelham a bactérias (Sultan

et al., 2002). O filo Actinobacteria compreende a classe Actinobacteria,



subclasse Actinobacterideae, 6 ordens (Actinomycetales, Bifidobacteriales,
Acidimicrobiales, Sphaerobacterales e Rubrobacterales), 39 familias, 139
géneros ¢ centenas de espécies.

As actinobactérias exibem grande variedade de formas morfologicas, se
estendendo de cocos ou bacilos formados a partir da fragmentagdo de hifas a um
micélio altamente diferenciado e ramificado (Piepersberg, 1993). A superficie
das colonias pode ser livre ou coberta pelo micélio (possuindo aparéncia
pulverulenta), baixa ou elevada e, ainda, lisa ou enrugada. Algumas espécies
formam ainda col6nias com anéis concéntricos ao redor da colonia, que sdo
constituidos de esporos (Sathi et al., 2001; Mutitu et al., 2008). O micélio
colorido ¢ explicado pela producdo de pigmentos, como fenazinas,
fenoxazinonas e prodigininas (Rahman et al., 2000). Na Figura 1 mostram-se

algumas dessas caracteristicas.

FIGURA 1 Coldnias cobertas pelo micélio aéreo (aspecto pulverulento) cinza
(A) e branco (B), apresentando anéis concéntricos

Esses microrganismos estdo entre os mais amplamente distribuidos no
ambiente, podendo ser isolados de humanos, animais, plantas, aguas residuais,
alimentos, rochas e, principalmente, no solo (Groth et al., 1999). De acordo com
Goodfellow & Simpson (1987), as actinobactérias sdo abundantes em todos os
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tipos de solos, cultivados ou ndo cultivados, férteis ou inférteis e em varias
regides do mundo, compreendendo mais de 30% da populagdo total de
microrganismos. Elas estdo adaptadas para crescer sobre substratos solidos e,
segundo McCarthy & Willians (1992), os substratos insoluveis e poliméricos sdo
as fontes primarias de carbono no solo. Dessa forma, elas necessitam da
secrecdo de uma variedade de enzimas extracelulares e hifas penetrando e
colonizando o substrato.

Segundo Kennedy (1999), as actinobactérias sdo, principalmente,
aerobias, mas alguns géneros sdo facultativos ou anaerdbios obrigatorios. Estas
representam um grupo diverso metabolicamente, podendo ser autotroficas,
heterotroficas, quimiotroficas ou fototroficas. Devido a essa diversidade
metabdlica, sua principal fung@o consiste na decomposi¢do de residuos de
plantas e animais (Williams & Vickers, 1988), tendo, assim, importante papel na
ciclagem de nutrientes do solo (Lechevalier & Lechevalier, 1970).

Incluem-se na classe Actinobacteria géneros com diferentes
caracteristicas ~ morfologicas, como  Micrococus,  Arthrobacter e
Corynebacterium, que se reproduzem por fissdo binaria e Mycobacterium,
Nocardia e Rhodococcus, denominados actinobactérias nocardiformes,
apresentam o micélio do substrato rudimentar seguido de fragmentacdo. Do
outro lado estd o grupo das esporoactinobactérias, abrangendo Streptomyces,
Actinoplanes e Streptosporangium, que exibem uma rede de micélio aéreo bem
desenvolvido e diferenciado em estruturas especializadas, como artrésporos em
cadeia, observados em Streptomyces e esporos em vesiculas, como em
Actinoplanes e em Streptosporangium (Araujo, 1998).

Os microrganismos da ordem Actinomycetales, o maior grupo das
actinobactérias, sdo responsaveis pela produgdo de cerca de 70% de todos os
antibidticos que ocorrem naturalmente (Hongjuan et al., 2006), além de grandes

quantidades de enzimas com potencial uso industrial. Segundo Kennedy (1999),



produzem também vitaminas como tiamina, riboflavina, flavoproteinas e
vitamina B12, além de varias porfirinas, compostos contendo ferro e coenzimas
que podem promover ou inibir o crescimento de outros organismos.

As actinobactérias s3o, ainda, importantes na rizosfera, agindo contra
fungos e bactérias patogénicas por meio da produg¢do de seus metabolitos,
podendo, assim, serem utilizadas no controle bioldgico. Além disso, sdo
importantes degradadoras de pesticidas, como organoclorados, triazinas
simétricas, triazinonas, carbamatos, sulfonilireas e acetanilidas, utilizando esses
compostos como fontes de carbono ou para o cometabolismo (Schrijver & Mot,
1999), mostrando, dessa forma, potencial para a biorremediacdo de solos
contaminados.

Enfim, esses microrganismos desempenham papel crucial na
decomposi¢do de compostos organicos e poluentes ativos na natureza (Groth et
al., 1999). Eles sao ativos na decomposicdo de materiais organicos no solo,
incluindo lignina e outros polimeros recalcitrantes e podem degradar residuos
agricolas e urbanos, sendo, dessa forma, importantes na compostagem agricola

ou doméstica (Heuer et al., 1997).

2.4 Streptomyces

O género Streptomyces pertence a familia Streptomycetaceae, subordem
Streptomycineae, ordem Actinomycetales, classe e filo Actinobacteria. E o grupo
mais conhecido das actinobactérias e ¢ uma das bactérias mais comumente
isoladas do solo, como também de composto, sendo estes seus habitats
principais (Williams, 1989). E amplamente distribuido na natureza e também
encontrado em diferentes ambientes aquaticos, como pantanos e folhagens em
decomposigio (Aratjo, 1998).

As hifas vegetativas produzem um extenso micélio ramificado que

raramente se fragmenta. Nas extremidades dos filamentos aéreos maduros, sdo
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formadas cadeias de trés ou mais conidios, que podem se dispor de forma
simples ou verticilada, variando conforme a espécie. Dessa forma, as
caracteristicas morfologicas desempenham papel de grande importancia na
distingdo dos membros do género Streptomyces das demais actinobactérias
formadoras de esporos (Williams et al., 1989).

Membros do género Streptomyces produzem uma variedade de
pigmentos responsaveis pela cor do micélio aéreo e vegetativo, como também
pigmentos coloridos difusiveis no meio de cultura podem ser formados. Dessa
forma, a cor da massa de esporos tem sido largamente utilizada para distinguir as
espécies em ‘se¢des’ ou ‘séries’ (branco, vermelho, cinza, azul, rosa, verde,
amarelo ou violeta), sendo um critério muito 1til, porém, podendo apresentar
problemas como influéncia do meio de cultura, regime de crescimento, idade da
cultura. As vezes, a coloragdo ndo classifica o microrganismo em nenhuma
categoria (Williams et al., 1989).

Sdo organismos aerdbicos obrigatérios que utilizam uma variedade de
compostos orgdnicos como fontes de carbono e energia para o crescimento. A
temperatura 6tima de desenvolvimento esta na faixa de 25°-35°C, porém, com

algumas espécies psicrofilas e termofilicas (Williams et al., 1989).

2.5 Thermoactinomyces

As espécies pertencentes ao género Thermoactinomyces formam um
grupo taxonomicamente interessante. As suas propriedades morfoldgicas, como
a formacdo do micélio aéreo e do substrato, inicialmente, as levaram a serem
classificadas como actinobactérias. Entretanto, dados taxonOmicos, como a
habilidade de produzirem enddsporos contendo acido-dipicolinico, baixo teor de
G + C (52%-54,8%), menaquinonas insaturadas e as sequéncias das regides 5S e

16S do rDNA sugeriram que a familia Thermoactinomycetaceae ndo mais
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deveria pertencer a ordem Actinomycetales, mas, sim, reclassificadas na ordem
Bacillales, classe Bacilli, filo Firmicutes (Lacey, 1989).

Assim como as actinobactérias, os membros de Thermocatinomyces
produzem um micélio bem desenvolvido. A disposi¢do dos esporos, crescendo
ao longo das hifas (Figura 2), ¢ morfologicamente semelhante aos membros de
Thermomonospora (actinobactéria). O micélio aéreo é produzido por todas as
espécies, sendo amarelo em Thermoactinomyces dichotomicus e branco nas
demais. Todas as espécies s@o aerdbicas e saprofitas e a maioria, termofilicas,
crescendo de 30°-60°C. Somente T. peptonophilus é mesofilica, crescendo
abaixo de 45°C (Lacey, 1989).

FIGURA 2 Esporos de Thermoactinomyces ao longo da hifa. Microscopia
de contraste de fase (Fonte: Hatayama et al., 2005)

Os esporos de Thermoactinomyces sdo verdadeiros enddsporos, com o0s
mesmos estagios de desenvolvimento, resisténcia ao aquecimento e outras
propriedades dos enddsporos de Bacillus spp. Seu habitat é o solo, as plantas em
decomposicdo e os compostos, geralmente com aquecimento espontaneo (Lacey,

1989).

12



2.6 Actinobactérias no processo de compostagem

Actinobactérias  termofilicas sdo numerosas no processo de
compostagem e desempenham importantes fun¢des na decomposi¢do do
material organico, bem como na assimilacdo de amdnia. A degradagdo do
material orgénico esta relacionada com a habilidade desses microrganismos em
degradar moléculas complexas e recalcitrantes, como celulose, lignina e
lignocelulose (Ouhdouch et al., 2001). O desenvolvimento de actinobactérias
nesse processo € dependente de condi¢des aerdbicas, temperatura e teor de agua,
embora a inter-relacdo desses fatores e a ocorréncia de diferentes taxa nao tem
sido estudado em composto (Lacey, 1997).

A maioria dos estudos com actinobactérias nos processos de
compostagem tem sido realizada em composto para o cultivo de cogumelos
(basidiomicetos), em que o processo ¢ dividido em duas etapas distintas, sendo a
fase I e a fase II (pasteurizacdo e condicionamento final). Neste tipo de
compostagem, as actinobactérias atuam sobre substratos ricos em manano,
xilano, hemicelulose, celulose e lignina (Lacey, 1997).

Antes do inicio da fase I, o material orgénico utilizado para a preparago
do composto pode conter espécies de actinobactérias, como Saccharopolyspora
rectivirgula, Saccharomonospora spp., Streptomyces albus, Streptomyces
griseus e Streptomyces spp. (série cinza). Durante a fase I, as elevadas
temperaturas constituem fator limitante para o crescimento de actinobactérias,
exceto nas bordas das pilhas e no final dessa fase (Lacey, 1997). Entretanto,
Waksman et al. (1939) mostraram que actinobactérias termofilicas cresceram na
fase I, em composto preparado com estrume de animais, sendo que apos 10 dias
a uma temperatura de 50°C, foi obtida uma populagdo de 12 x 10° UFC/g de
composto, isolando espécies de Streptomyces, Thermoactinomyces e
Thermomonospora. A populag@o diminuiu a 65°C, e o crescimento foi inibido

em temperaturas inferiores a 28°C e superiores a 75°C.
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Durante a fase II, actinobactérias termofilicas crescem extensivamente e,
muitas vezes, sdo evidentes macroscopicamente pelos halos brancos ou
acinzentados de micélio no composto (Figura 3). Além da degradacdo do
material organico, esses microrganismos tranformam a amonia livre (que ¢
prejudicial ao crescimento do micélio de cogumelos) em proteinas disponiveis.
Muitas das espécies sdo termofilicas, com temperatura 6tima em torno de 55°C.
Nessa fase, a termogénese dentro das pilhas de composto ¢ essencial para
proporcionar  temperaturas adequadas para o crescimento  desses
microrganismos. Uma variedade de géneros, como  Streptomyces,
Thermoactinomyces, Nocardia, Thermomonospora, Pseudonocardia,
Saccharomonospora e Saccharopolyspora, entre outros, foi encontrada em
compostos para cogumelos na fase II (Lacey, 1997). O género
Thermoactinomyces ¢ incluido por apresentar grande importincia no processo de
compostagem, apesar de ndo pertencer ao grupo das actinobactérias, sendo mais

proximamente relacionado as espécies do género Bacillus.

FIGURA 3 Pilha de composto, mostrando o halo acinzentado
das actinobactérias (Fonte: Guimarées, 2006)
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Existem poucos trabalhos sobre o desenvolvimento de actinobactérias
em compostagem de residuos domésticos, mas a sua presenca ¢ demonstrada
pela abundancia de esporos aéreos, quando o composto ¢ revolvido. Os residuos
domésticos frescos contém poucas actinobactérias (Lacey, 1997), contudo, os
nimeros aumentam rapidamente com a evolugdo do processo (Dees & Ghiorse,
2001). Os géneros descritos nesse processo incluem Saccharomonospora,
Saccharopolyspora, Streptomyces, Thermoactinomyces e Thermomonospora
(Lacey, 1997).

A microbiologia da compostagem com residuos ‘verdes’ (grama, palha
de aveia, caules de milho) também ¢é pouco estudada. O aumento da populagdo
de actinobactérias ocorre durante um aquecimento espontineo. Resultados de
pesquisas mostraram dados incompletos, embora suficientes para mostrar que
muitas actinobactérias sdo liberadas do composto quando ele ¢ revirado. Dentre

os géneros encontrados no residuo fresco e durante a compostagem estdo

Micromonospora, Streptomyces, Streptomyces (série cinza),
Saccharomonospora, Saccharopolyspora, Thermoactinomyces e
Thermomonospora.

Os esporos de actinobactérias sdo facilmente dispersos no ar durante o
processo de revolvimento das leiras. A concentragdo pode ser superior a 2x10’
esporos/m’, no ambiente de compostagem para cogumelos e superior a 7,4x10"
esporos/m’, proximo as leiras em revolvimento. Na compostagem de residuos
domésticos e de residuos verdes, esses valores alcancam uma concentragao

maxima de 10° UFC/m’ (Lacey, 1997).

2.7 ldentificacéo de actinobactérias
A identificacdo das actinobactérias, bem como de Thermoactinomyces
spp., envolve, principalmente, suas caracteristicas morfoldgicas e culturais,

sendo também suportada por provas bioquimicas e andlises moleculares. Os
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critérios morfologicos incluem observacdo da ramificacdo do micélio sobre o
substrato, formag@o de micélio aéreo e sua fragmentagao ou produgao de esporos
(Williams et al., 1989). Neste ultimo caso, observam-se também o tipo e o
numero de esporos, bem como o seu arranjo. Dessa forma, os esporos podem ser
unicos, como os encontrados em Micromonospora, em pares longitudinais
caracteristicos de Microbispora, em cadeias de esporos como Streptomyces ou
contidos dentro de um esporangio, como em Actinoplanes e Streptosporangium.
Em relagdo ao arranjo, a cadeia dos esporos pode ser simples ou verticilada,
podendo a primeira ser em formato de cadeias de esporos erctas (Figura 4a),
flexiveis (Figura 4b), retinaculum-apertum (RA) (Figura 4c) ou espirais (Figura
4d); o segundo caso se caracteriza por um verticilo verdadeiro com um eixo
principal maior do que as hifas ramificadas e com espaco uniforme entre os
verticilos, podendo produzir monoverticilos (Figura 5a), monoverticilos espirais
(Figura 5b), biverticilos (Figura 5¢) ou biverticilos espirais (Figura 5d) (Shirling
& Gottlieb, 1996). Além disso, a analise da superficie dos esporos com o auxilio
do microscopio eletrénico pode conferir informacgdes adicionais importantes,
podendo ser lisa, enrugada, espinhosa ou felpuda (Williams et al., 1989).

A coloragdo da massa de esporos, do micélio do substrato e a producao
de pigmentos sob diferentes meios de cultura sdo caracteristicas culturais e
coloniais de grande valor na taxonomia desses microrganismos, sendo apoiados
pelos testes bioquimicos, como a utilizagdo de fontes de carbono e nitrogénio, a
degradagdo de diversas substancias, a producdo de antibidticos, além de testes
fisioloégicos, da composi¢do de agucares e lipidios da parede celular, que

também auxiliam na identificagdo (Williams et al., 1989).
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FIGURA 4 Tipos de arranjo da cadeia simples de esporos: (4a) cadeia
reta; (4b) cadeia flexivel; (4¢c) cadeia “retinaculum-apertum”;
(4d) cadeia em espiral (Fonte: Shirling & Gottlieb, 1966).

FIGURA 5 Tipos de arranjo das cadeias verticiladas: (5a) monoverticilo;
(5b) monoverticilo espiral; (5c) biverticilo; (5d) biverticilo
espiral (Fonte: Shirling & Gottlieb, 1966).
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A regido 16S do rDNA ¢ altamente conservada, codificando a pequena
subunidade do RNA ribossomal (SSU rRNA) em procariotos. Devido a
importancia dos ribossomos, cuja funcdo basica ¢ traduzir o mRNA em
peptideos e proteinas, a regido 16S do rDNA ¢ alvo de andlises filogenéticas
para a distingdo de organismos (Lewin, 2000). Entretanto, apesar de altamente
conservada entre os procariotos, essa sequéncia contém regioes variaveis (Figura
6), que sdo adequadas para discriminar os diferentes taxa. As mais empregadas
para a construgdo de oligonucleotideos iniciadores incluem as regides V1 a V9.
As regides V4-V5 dos genes 16S rDNA sdo utilizadas para eubactérias e a
regido V3, para actinobactérias. Dessa forma, a amplificagdo do 16S rDNA
completo, ou de regides varidveis, como no caso da V3 para actinobactérias,
constitui uma ferramenta molecular de grande utilidade para detectar e distinguir
esses microrganismos dos demais em uma amostra (Heuer et al., 1997), além de

confirmar as identificacdes morfoldgicas e bioquimicas.
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FIGURA 6 Modelo da estrutura secundaria para a pequena subunidade do rRNA
de procariotos. Os sitios sdo divididos em 5 categorias de aumento
de variabilidade, sendo representados por circulos com didmetro
proporcional a esta variagdo. Os sitios invariaveis sdo representados
por pontos preenchidos. Areas contendo os sitios mais variaveis sio
denominadas V1 a V9 (Fonte: Neefs et al., 1993)
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Substrato e coleta das amostras

A pilha do composto, com dimensdes aproximadas de 1 m de largura,
1,5 m de altura e 5 m de comprimento, foi constituida por 1.000 kg de bagaco de
cana (Saccharum officinarum L.), 1.000 kg de capim-coast-cross [Cynodon
dactylon (L.) Pers.] e, no quarto dia, suplementada com farelo de trigo (154 kg),
calcario (30 kg), gesso agricola (30 kg) e uréia (26 kg). O composto foi
revolvido manualmente, a cada dois dias e sua umidade avaliada, adicionando-se
agua sempre que necessario para manté-la entre 65% e 70%. Esta etapa,
denominada fase I, teve duragdo de 19 dias. Posteriormente, o composto foi
transferido para um pasteurizador, no qual foi submetido a pasteurizagdo e ao
condicionamento por mais 9 dias (totalizando 28 dias), periodo denominado fase
II. A temperatura maxima alcancada durante a fase II foi de 70°C e o pH do
produto final, 6,68.

A compostagem e o isolamento dos microrganismos foram conduzidos
nas instalagdes do Laboratério de Cogumelos Comestiveis (Setor de
Microbiologia Agricola, Departamento de Biologia) da Universidade Federal de
Lavras, em Lavras, MG, Brasil. O material para a produ¢do do composto foi
obtido na regido de Lavras e a montagem e o desenvolvimento da compostagem
foram conduzidos nos meses de novembro e dezembro de 2008.

As analises de isolamento e identificacdo dos microrganismos foram
realizadas somente na fase II da compostagem. Foram cinco dias amostrais,
iniciando a partir do 20° dia do processo, ¢ as coletas realizadas obedecendo a
um intervalo de dois dias (20°, 22°, 24°, 26° e 28° dias). A pilha do composto foi
dividida em cinco partes iguais, onde foi retirada de cada uma delas uma
amostra composta (a coleta foi feita em cinco pontos aleatdrios de cada parte),

que foram nomeadas de acordo com o dia coletado (1.1 — amostra coletada no
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20° dia e na primeira parte da pilha do composto; 1.2 — amostra coletada no 20°
dia e na segunda parte da pilha do composto; 1.3 — amostra coletada no 20° dia e
na terceira parte da pilha do composto; 1.4 — amostra coletada no 20° dia e na
quarta parte da pilha do composto; 1.5 — amostra coletada no 20° dia e na quinta
parte da pilha do composto; 2.1 — amostra coletada no 22° dia e na primeira parte

da pilha do composto; 2.2, 2.3, 2.4, 2.5; ... 5.5).

3.2 Isolamento dos microrganismos

Dez gramas de cada amostra coletada do composto foi suspendida em
180 mL de agua peptonada 0,1%, e agitadas por 2 min. Diluigdes seriadas de
cada amostra foram preparadas, sendo até 10°, e uma aliquota de 0,1 mL foi
espalhada sobre a superficie do meio Aaronson (Anexo 1A), em triplicata. As
placas foram incubadas a 45°C, em incubadora iimida e o nimero de coldnias foi
determinado, apds 2 a 3 dias. Os microrganismos que produziram micélio aéreo
e/ou sobre o substrato, bem como colora¢des distintas, foram separados de
acordo com os diferentes morfotipos e a frequéncia de cada um foi estipulada
por amostra. Em seguida, foram feitas a purificag@o e a estocagem dos isolados
em meio agar nutriente (Anexo 2A). A nomenclatura dos isolados baseou-se na
numeragdo estipulada para os morfotipos identificados, seguida por uma barra,
depois da qual vem a identificacdo da do dia de amostragem e da parte da pilha
do composto de origem do microrganismo (isolado UFLA 25/1.3 — morfotipo 25

que foi isolado na amostra 1 e na terceira parte do composto).

3.3 Local das identificagfes dos microrganismos

As identificagdes dos microrganismos foram realizadas no Laboratorio
de Microbiologia Aplicada, no Departamento de Microbiologia, Imunologia e
Parasitologia, Instituto de Ciéncias Basicas da Saude, da Universidade Federal

do Rio Grande do Sul, em Porto Alegre, RS, Brasil.
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3.4 Microcultivo e microscopia eletrénica de varredura

A caracterizagdo morfologica para a identificagdo dos géneros foi
realizada pelo método do microcultivo em blocos de dgar nutriente (Anexo 2A),
de acordo com a metodologia de Holt et al. (1994). A incubagdo foi feita em
estufa umida, a 45°C, por dois dias ou até o desenvolvimento do micélio e das
estruturas de esporulagdo. A observagdo foi realizada em microscopio Optico
(Olympus CX40) com o aumento de 400X, sendo observadas caracteristicas
como ramificagdo do micélio sobre o substrato, formagdo do micélio aéreo, bem
como a sua fragmentacdo, estruturas de esporulacdo e producdo e arranjo de
esporos.

Apos a identificagcdo dos géneros, um isolado de Streptomyces e um de
Thermoactinomyces foram selecionados para a observagdo em microscopio
eletrénico de varredura. Laminas de microcultivo foram preparadas para a
visualizagdo, de acordo com a metodologia modificada de Ciftcioglu &
Kajander (1998). Essa técnica foi utilizada para verificar, principalmente, a
superficie dos esporos, tendo-se observado também o formato de cadeias ¢ a

fragmentacdo de hifas.

3.5 Analise estatistica

Os tratamentos consistiram de cinco dias de amostragem apos o inicio da
fase II da compostagem (20°, 23°, 25° 27° e 29° dias), dispostos em blocos
casualizados, com cinco repeti¢des. Apos a tabulacao dos dados, foi realizada a
analise de variancia das popula¢des e quando o valor de F foi significativo,

procedeu-se a comparagdo de médias pelo teste de Scott-Knott, a 5% de

probabilidade.

22



3.6 ldentificacdo bioquimica e fisioldgica

As caracteristicas observadas nos microcultivos permitiram diferenciar
os isolados em géneros distintos. Dessa forma, procedeu-se a identificagdo
bioquimica (avaliacdo da producdo de melanina, coloragdo do micélio aéreo,
coloragdo do micélio sobre o substrato e utilizagdo de fontes de carbono e
nitrogénio), conforme a bibliografia recomendada para a identificacdo de
actinobactérias (Willians et al., 1989; Willians et al., 1983a; Willians et al.,
1983b; Shirling & Gottlieb, 1966). Os demais testes foram realizados segundo a
bibliografia utilizada para a identificagdo de outros grupos bacterianos, seguindo
MacFaddin (2000). Os resultados obtidos foram comparados com as chaves de

identificagdo (Willians et al., 1989; Holt et al., 1994; Goodfellow et al., 1987).

3.6.1 Pigmentacao

Os microrganismos foram cultivados em meio de cultura dgar tirosina
(ISP7) (Anexo 3A) para a avaliagdo da produgdo de melanina, cujo resultado
positivo era caracterizado pelo escurecimento do meio, com tonalidade marrom
ou vermelha. A coloragdo da massa de esporos foi verificada em meio agar
amido sais minerais (ISP4) (Anexo 4A) e a cor do micélio do substrato nos
meios agar glicerol asparagina (ISP5) (Anexo 5A) e agar extrato de levedura-
extrato de malte (ISP2) (Anexo 6A). A incubagdo foi a 45°C, por 10 dias ou até
o desenvolvimento da colonia. A observagdo foi feita sob condigdes padrdes, no

mesmo horario, local e sob um fundo claro (Shirling & Gottlieb, 1966).

3.6.2 Crescimento sobre Gnica fonte de carbono e nitrogénio

A habilidade dos microrganismos para a utilizacdo de treze fontes de
carbono foi examinada no meio para utilizagdo de fontes de carbono (ISP9)
(Anexo 7A), por 10 dias a 45°C. Os isolados também foram inoculados em meio
basal mineral sem fonte de carbono como controle negativo, e sobre este meio

suplementado com glicose 1% como controle positivo. O resultado foi
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considerado positivo quando o crescimento sobre a fonte de carbono testada foi
maior que o controle negativo, e igual ou maior que o controle positivo (Shirling
& Gottlieb, 1966). As fontes de carbono testadas foram: Acetato de sodio, L-
Arabinose, L-Raminose, Salicina, D-Galactose, meso-Inositol, D-Xilose, D-
Frutose, D-Manose, D-Lactose, Adonitol e Sacarose.

De forma semelhante, a capacidade dos microrganismos para utilizar
nove compostos como fontes de nitrogénio foi testada, porém, somente com os
isolados do género Streptomyces. O crescimento foi avaliado apds 10 dias, por
comparagdo com o controle positivo (meio basal suplementado com L-
Asparagina 0,1%) (Anexo 8A) e negativo (meio basal sem fonte de nitrogénio),
sendo o resultado considerado positivo quando o crescimento sobre a fonte de
nitrogénio testada era maior que o controle negativo, ¢ igual ou maior que o
controle positivo (Williams et al., 1983b). As fontes de nitrogénio testadas
foram: Nitrato de potéssio, L-Fenilalanina, L-Histidina, L-Cisteina, L-Valina, L-

Treonina, L-Serina, L-Metionina e L-Arginina.

3.6.3 Reducao do nitrato

A reducdo do nitrato foi avaliada em 2 mL de caldo nitrato (Anexo 9A),
com 3 dias de incubagdo, a 45°C. A revelagdo foi feita adicionando-se os
reagentes A (N-N-dimetil-a-naftalamina) e B (acido sulfanilico 0,8%). Os tubos
foram agitados e a formagao da coloracdo vermelha indicou resultado positivo.
Nos tubos com reacdo negativa, adicionou-se p6 de zinco e os que apresentaram
coloracao vermelha confirmaram a presenca do nitrato (resultado negativo), e os
que permaneceram com a cor inalterada indicaram que o nitrato foi reduzido a

produtos volateis, como o 6xido nitroso ou N, sendo o resultado positivo.
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3.6.4 Testes de degradacdo: xantina, tirosina, caseina, esculina, amido e
gelatina

A degradagdo da xantina (0,05%) e da tirosina (0,04%) foi detectada em
meio basal agar nutriente (Anexos 10A e 11A), apos trés dias e o resultado foi
considerado positivo com o desaparecimento dos granulos desses compostos.

A degradagdo da caseina foi avaliada em meio para a degradagdo da
caseina (Anexo 12A), e com trés dias de crescimento, uma zona clara ao redor
da coldnia indicou resultado positivo. E para a esculina, o teste foi realizado em
meio agar esculina (Anexo 13A), sendo que com trés dias de crescimento a
degradagdo foi verificada pelo escurecimento do meio ao redor da coldnia
(resultado positivo).

O teste de degradacdo do amido (0,1%) foi realizado em meio para a
degradagdo do amido (Anexo 14A) e a leitura feita apos trés dias, com a adigao
de lugol nas placas, tendo uma zona clara ao redor da coldnia sido considerada
resultado positivo.

A degradagdo da gelatina foi avaliada em meio gelatina nutriente (Anexo
15A) e, decorridos cinco dias de incubagdo, os tubos foram colocados, por 4
horas, a 4°C, para observar se, apds esse periodo, o meio permanecia liquido
(resultado positivo) ou ndo (resultado negativo).

Todos os testes foram avaliados a 45°C.

3.6.5 Crescimento em diferentes concentracoes de NaCl
A capacidade dos isolados de crescerem em meio BHI contendo NaCl
(1,7,10 e 13%) (Anexo 16A) foi avaliada ap6s 10 dias de incubagdo a 45°C, em

que foram considerados positivos os tubos que apresentaram crescimento.
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3.6.6 Resisténcia a fervura

A resisténcia ao aquecimento foi testada para os géneros
Thermoactinomyces e Nocardia, em caldo nutriente (Anexo 17A); os tubos
contendo a cultura desenvolvida foram colocados em banho-maria, a 100°C, por
30 minutos e, em seguida, realizou-se a inoculacdo das culturas em meio agar
nutriente (Anexo 2A), com incubacdo a 45°C, por trés dias ou até que se
observasse crescimento dos microrganismos. O crescimento das colonias
indicou a presenga de enddsporo (o isolado pertence ao género

Thermoactinomyces).

3.6.7 Motilidade e coloracao alcool-acido resistente

O isolado de Streptosporangium sp. foi submetido ao teste de motilidade
celular para a confirmac¢do de género, tendo a inoculagdo sido feita em meio
SIM (Anexo 18A), a 45°C, por 5 dias e, apoés esse periodo, foi verificado o
padrdo de crescimento do microrganismo.

A coloracdo alcool-acido resistente foi realizada para os isolados de
Nocardia e a visualiza¢do feita em microscopio optico (Olympus CX40) em um
aumento de 1000X, verificando-se a cor das células. As bactérias acido
resistentes retém o primeiro corante, permanecendo com a coloragdo rosa € as

ndo acido resistentes ficam azuis.

3.7 Extracdo do DNA cromossomal

O DNA cromossomal das actinobactérias e dos isolados de
Thermoactinomyces foi extraido seguindo o protocolo descrito por Hopwood et
al. (2000), com modificagdes. Para o isolamento do DNA gendmico, os isolados
foram inoculados em 10 mL de caldo nutriente (Anexo 17A) e incubados a
temperatura de 45°C, por 24 horas. As células foram obtidas apos centrifugagio

a 13.000 rpm, por 4 minutos e, entdo, ressuspendidas em tampao SET (NaCl 75
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mM, EDTA 25 mM pH&8.0, Tris-HC1 20 mM pH 7,5) (Anexo 19A). Adicionou-
se lisozima a uma concentracdo final de Img/mL (Anexo 20A), seguida de
incubagdo em banho de agua, a 37°C, por uma hora. Apos este periodo, foram
adicionados SDS (Anexo 21A) & concentracdo final de 1% e solugdo de
proteinase K (Anexo 22A) a concentragdo final de 0,5mg/mL. A mistura foi
incubada a temperatura de 55°C, por 2 horas. Apos este periodo, uma solugdo de
NaCl 5M (concentragdo final de 1,25 mM) (Anexo 23A) foi adicionada a
mistura e esta foi homogeneizada por inversdo. Depois, um volume de
cloroférmio foi adicionado e novamente misturado por inversao, por 30 minutos.
A solugdo foi centrifugada, por 20 minutos, a 13.000 rpm. O sobrenadante foi
transferido para um tubo limpo e extraido uma vez com fenol, duas vezes com
fenol/cloroférmio/alcool isoamilico (24:24:1) (Anexo 24A) e duas vezes com
cloroférmio/alcool isoamilico (24:1) (Anexo 25A). Retirou-se sobrenadante e o
DNA foi precipitado com 0,6 volumes de isopropanol e incubado, por 18 horas,
a -20°C. Apds este periodo, o material foi centrifugado por 20 minutos, o
sobrenadante retirado ¢ o DNA lavado com NaCl 1M e deixado secar em
temperatura ambiente. O DNA foi ressuspendido em 200 pul de TE (Anexo
26A).

3.8 Reacdo em cadeia da polimerase
3.8.1 Oligonucleotideos iniciadores

Os oligonucleotideos iniciadores F243 e R513 foram utilizados para
amplificar um fragmento de DNA da regido 16S do DNAr dos isolados.
Sequéncia dos primers:
F243: Actinomycetes (226-243): 5’ GGATGAGCCCGCGGCCTA3’
R513: (513-528): 5’CGGCCGCGGCTGCTGGCACGTA3’
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3.8.2 Amplificacao e eletroforese em gel de agarose

Para a PCR, foi utilizada a seguinte mistura de reagdo: DNA molde
(50ng), 2,5mM de MgCI2, tampdo de reagdo 1X, 158 nM de oligonucleotideos
iniciadores (GibcoBRL), 0,3 mM de cada um dos desoxinucleotideos
(Amersham Pharmacia Biotech) (Anexo 27A), 1 unidade da enzima DNA Taq
polimerase (Invitrogen) e 4gua MiliQ estéril para completar o volume de 25 pl.

As condigoes de amplifica¢do foram: 5 minutos de desnaturagdo inicial a
94°C, 1 minuto de desnatura¢do a 94°C, 2 minutos de anelamento a 61°C, 2
minutos de extensdo a 72°C e 10 minutos de extensdo final a 72°C, total de 35
ciclos. Um isolado de Streptomyces sp. (cole¢do de cultura da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul) foi utilizado como controle positivo.

Os fragmentos obtidos por meio da técnica da PCR foram observados em
gel de agarose 0,8% (Anexo 28A), corados com brometo de etideo (Anexo
29A). O gel foi submetido a voltagem de 70 Volts em tampao TAE 1X (Anexo
30A), por 30 minutos e os fragmentos foram visualizados por meio de

transluminador com luz ultravioleta.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Isolamento dos microrganismos

A populagdo de actinobactérias nas cinco amostras coletadas a cada dois
dias na fase II do processo de compostagem esta descrita na tabela 1. Observa-se
uma variacao nessa populacao no decorrer dessa etapa da compostagem, em que
no 22° dia ocorreu uma redugdo (1,01 x 10’ UFC/g de composto), aumentando a
partir do 24° dia (1,41 x 10’ UFC/g) e atingindo a populagdo maxima no 26° dia
(2,24 x 10" UFC/g).

Também foram constatadas variacdes na temperatura do composto,
sendo um fator que afetou diretamente a densidade populacional. No 26° e no
28° dia da fase II da compostagem, quando a populagdo atingiu as maiores
densidades, foram verificadas temperaturas de 60,5°C e 39°C, respectivamente.
As temperaturas entre 40°-60°C caracterizam a fase termofilica, na qual ha um
aumento do nimero de microrganismos termofilicos e/ou termotolerantes, como
bactérias, actinobactérias e fungos (Beffa et al.,, 1996). Quando o composto
atingiu no terceiro dia, a temperatura de 70°C, a populacdo de actinobacterias foi
reduzida. Em temperaturas superiores a 60°C, o ambiente 6timo para a maioria
dos termofilicos ¢ atingido e o proprio sistema comega a se tornar limitante,

devido a atividade inibitoria das altas temperaturas (McKinley & Vestal, 1984).
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TABELA 1 Populagao de actinobactérias no composto preparado a partir de
bagago de cana e capim Coast-Cross, e variagdo de temperaturas
(°C) e pH na fase II da compostagem

20° dia - 22° dia - 24° dia - 26° dia - 280 dia -
Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 Amostra 4 Amostra 5
Actinobactérias
(UFC/g de 1,40 x 10 1,01 x 107 141x107 | 224x107 1,89 x 107
composto)
Temperatura (°C) 54°C 70°C 45°C 60,5° 39°
pH 6.8 6.53 6.68 6.55 7.48

O pH, nas cinco amostras do composto (Tabela 1), variou de uma faixa
acida a neutra, de 6,53-7,48. Thambirajah et al., (1995) afirmam que o pH 6timo
de actinobactérias esta situado entre 7 e 8, ndo significando, entretanto, que
esses microrganismos nao possam tolerar um potencial hidrogenidnico inferior
ou superior a essa faixa descrita, como observado no presente trabalho, em que o
pH apresentou valores pouco abaixo da faixa ideal. No inicio da fase II da
compostagem (fase termofilica), os microrganismos metabolizam proteinas, o
que aumenta a amonia livre e causa um aumento no pH que, de 4,5-5,0, na fase
mesofilica, passa para a faixa de 7,0-8,0 na fase termofilica (Ryckeboer et al.,
2003).

A figura 7 mostra que as amostras 1, 2 e 3 ndo apresentaram diferenca
significativa entre as populacdes de actinobactérias e os valores encontrados
(UFC/g de composto) foram inferiores aqueles verificados nas amostras 4 e 5,

que também ndo diferiram entre si.
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FIGURA 7 Médias das populacdes de actinobactérias observadas em
cada amostra. Médias seguidas pela mesma letra ndo
diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade.

A Figura 8 mostra a relacdo da populagdo com a temperatura nas cinco
amostras do composto. Apesar de ndo ter sido observada diferenga estatistica
entre as amostras 1, 2 e 3, verificou-se que quando a temperatura estava mais
elevada (70°C), houve uma tendéncia de queda da populacdo de actinobactérias
(amostra 2). As temperaturas elevadas nesse processo devem-se, provavelmente,
as reagdes exotérmicas de liberagdo de calor pelo metabolismo das bactérias e
actinobactérias termofilicas (Ryckeboer et al., 2003). O calor pode inibir
organismos (por meio de inativacdo enzimadtica) ou limitar o fornecimento de
oxigénio, diminuindo, dessa forma, a biodiversidade funcional e dificultando a
degradagdo de nutrientes. (Ryckeboer et al., 2003). Observa-se, entretanto, que,
no 24° dia da fase II da compostagem, a 45°C, a populacdo de actinobactérias

voltou a crescer. Cross (1968) afirma que, sob condi¢des adversas, as
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actinobactérias podem sobreviver na forma de esporos, fato que pode esclarecer

a diminui¢do da populagdo a 70°C, seguida pelo aumento desta a 45°C.
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FIGURA 8 Variagdo da populacdo de actinobactérias em fungéo da oscilacdo de
temperatura durante a fase I da compostagem

O plaqueamento das cinco amostras no meio de cultura Aaronson
possibilitou o isolamento de 219 isolados de bactérias com presenca do micélio
aéreo ¢ do substrato e, dentre estes, foram catalogados 13 morfotipos, de acordo
com os diferentes formatos de coldnias.

Foram realizadas as purificagdes dos 219 isolados e, logo apds, uma
amostra de 50 microrganismos foi selecionada proporcionalmente, com base nos

diferentes morfotipos (Tabela 2).
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TABELA 2 Percentual de isolados selecionados para a identificagdo, de
acordo com cada morfotipo.

Morfotipos | Quantidade isolada | Percentual (%) | Amostra identificada
17 47 10,73 10
18 38 8,675 8
19 9 2,05 2
20 1 0,225 1
21 17 3,88 4
23 1 0,225 1
24 11 2,51 2
25 43 9,815 9
26 3 0,68 1
27 12 3,195 3
29 1 0,225 1
42 6 1,365 1
43 28 6,39 7

Total 219 100% 50

Os 50 isolados selecionados foram identificados por padrdes
morfoldgicos e bioquimicos, em que 25 microrganismos representaram o género
Thermoactinomyces (50%) dentro da ordem Bacillales e os demais foram
relacionados a 3 géneros da ordem Actinomycetales, sendo Streptomyces (18
isolados - 36%), Nocardia (6 isolados - 12%) e Streptosporangium (1 isolado -
2%). A baixa diversidade de gé€neros encontrada pode estar relacionada ao tipo
de material utilizado na compostagem (bagaco de cana e o capim Coast-Cross).
Kleyn & Wetzler (1981) observaram resultados semelhantes em relagdo a

diversidade do composto montado a partir de esterco de cavalo e palha, do qual

33



foram isolados o género Thermoactinomyces (ordem Bacillales) e dois géneros
de actinobactérias, Streptomyces e Thermomonospora. Entretanto, Song et al.
(2001) avaliaram a comunidade de microrganismos em cinco compostos
diferentes, preparados com feno, algoddo, feno com algoddo, serragem com
farelo de trigo e feno com solo, relatando o género Thermoactinomyces e cinco
géneros de actinobactéria, Pseudonocardia, Saccharomonospora,
Saccharopolyspora, Streptomyces e Thermobifida.

A figura 9 retrata a relagdo percentual de géneros encontrados em cada
dia amostrado na fase II. Constata-se que os isolados de Thermoactinomyces
predominaram em todas as amostras, exceto na quinta amostra, onde houve um
equilibrio com o género Streptomyces. Entretanto, Streptomyces também se
destacou, estando presente em todas as amostras. Song et al. (2001) analisaram a
diversidade de 41 microrganismos termofilicos isolados de amostras de
compostos preparados para a produgdo de cogumelos, e a partir da andlise
filogenética da sequéncia 16S do rDNA mostraram a predominancia de

Thermoactinomyces (39%) e Streptomyces (41%).
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FIGURA 9 Frequéncia dos géneros de actinobactérias e Thermoactinomyces
encontrados nas 5 amostras do composto na fase II. As frequéncias
foram calculadas com base nos 50 isolados identificados

Os membros do género Nocardia spp. (Figura 2) foram detectados até a
quarta amostra, sendo que na amostra 3 sua populagdo foi superior a
Streptomyces, e na amostra 5, ndo houve representantes. Fergus (1964) relatou
alguns géneros em composto preparado para a producdo de cogumelos, dentre
eles Nocardia, além de Streptomyces, Thermomonospora, Pseudonocardia,
Saccharomonospora e Saccharopolyspora.

Streptosporangium sp. (Figura 9) foi isolado na amostra 4 (26° dia), com
apenas um representante do gé€nero. Peters et al. (2000) realizaram estudos da

sucessdo microbiana durante a fase termofilica da compostagem preparada com
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plantas de milho e palha de cama de cavalo, em que a homologia de sequéncias
de produtos da regido V3 do 16S rDNA relatou as espécies Streptomyces
nodosus, Streptomyces thermodiastaticus e Streptosporangium vulgare, durante
todo o processo de compostagem.

A predominincia de Thermoactinomyces e Streptomyces nas leiras da
compostagem mostrou o grande potencial desses microrganismos na
decomposicdo de celulose e lignina presente no bagago de cana e no capim-
coast-cross. Essas fontes de carbono sdo insoluveis e poliméricas, necessitando
da secrecdo de uma gama de enzimas extracelulares para degrada-las. Dessa
forma, actinobactérias e Thermoactinomyces spp. que se desenvolvem no
composto, em especial aqueles preparados para o cultivo de cogumelos
(McCarthy & Williams, 1992), desempenham importante papel na
decomposi¢do natural de polimeros insoluveis e colonizam a matéria orgénica
apods as bactérias e os fungos terem consumido facilmente fragdes degradaveis

(Ryckeboer et al., 2003).

4.2 ldentificacdo dos microrganismos
4.2.1 Thermoactinomyces spp.

Os 25 isolados identificados como Thermoactinomyces spp. se
desenvolveram bem no meio de cultura agar nutriente, formando o micélio do
substrato, bem como o micélio aéreo abundante de coloracdo branca ¢ com o
aspecto pulverulento (Figura 10), indicando que as colonias estavam em fase de

maturagdo de esporos.
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FIGURA 10 Cultura de um isolado de Thermoactinomyces spp. (UFLA
27G/4.2), apresentando micélio aéreo branco

Observagdes feitas no microscopio oOptico sob o aumento de 400 x
permitiram visualizar a presenga de esporos produzidos isoladamente ao longo
das hifas (Figura 11), estrutura que caracteriza o género Thermoactinomyces,
segundo Lacey (1989).

FIGURA 11 Microscopia optica mostrando os esporos ao longo da
hifa de Thermoactinomyces sp. (UFLA 43A/1.1),
indicados pelas setas
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A microscopia eletronica de varredura do isolado de Thermoactinomyces
UFLA 43D/1.5 mostrou que os esporos desse microrganismo sdo esféricos e
com cerca de 1 um de comprimento (Figura 12). De acordo com Lacey (1989), o

género em questao possui esporos esferoidais e com didmetro de 0,5-1,5 pm.

FIGURA 12 Microscopia eletronica de varredura, exibindo os
esporos com menos de 1 um de Thermoactinomyces sp.
(UFLA 43A/1.1).

Dois isolados de Thermoactinomyces spp. (UFLA 25B/2.1 e UFLA
20/1.5), apresentaram, nas extremidades de algumas hifas, estruturas ndo
descritas para o género, aparentando-se com pequenos esporangios. Dessa
forma, algumas provas bioquimicas nao foram realizadas para esses isolados,
pelo fato de essa morfologia diferente, inicialmente, deixar dividas quanto ao
género a que pertenciam. Entretanto, o teste de resisténcia a fervura dos
enddsporos foi realizado (Tabela 3) e, somando-se ao fato de que possuem
esporos dispostos singularmente ao longo das hifas, esses microrganismos

permaneceram classificados no género Thermoactinomyces.
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Provas bioquimicas e fisiologicas foram realizadas para a identificagdo

da espécie e os resultados encontram-se nas Tabelas 3 e 4.

TABELA 3 Resultados dos testes bioquimicos e fisioldgicos realizados para
a identificacdo das espécies de Thermoactinomyces:
crescimento em NaCl 1%, tolerancia dos enddsporos a fervura,
crescimento em diferentes temperaturas

Crescimento
30°C 55°C

Resisténcia
a fervura

Crescimento

Isolados em NaCl 1%

UFLA 17A/1.1
UFLA 17A/1.5
UFLA 17B/2.3
UFLA 17A/3.4
UFLA 17B/4.1
UFLA 17B/4.5
UFLA 17A/5.2
UFLA 17C/5.4

e i S
e

UFLA 20/1.5

UFLA 23B/4.5
UFLA 25B/2.1
UFLA 25/2.3

UFLA 25/2.5

UFLA 25A/3.2
UFLA 25D/5.1
UFLA 25A/5.5
UFLA 27G/4.2
UFLA 29/1.3

UFLA 43A/1.1
UFLA 43D/1.1
UFLA 43A/1.2
UFLA 43A/1.3
UFLA 43A/3.3
UFLA 43B/3.3
UFLA 43/5.1

Z
t3

Z
—

i i e A

+

1
e

NT: ndo testado
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TABELA 4 Resultados dos testes realizados para a identificagdo das
espécies de Thermoactinomyces: degradagdo — Caseina (CS),
Gelatina (GL), Xantina (XT), Tirosina (TR), Esculina (ES);
crescimento em fontes de carbono — D-Frutose (FR), Manitol
(MT), Sacarose (SC)

Degradacao Fontes de carbono

Isolados CS|GL [XT|TR| ES | FR | MT SC
UFLA 17A/1.1 + + + + - - - +
UFLA 17A/1.5 + + + + - - - -
UFLA 17B/2.3 + - + + - - - +
UFLA 17A/3.4 + - + |+ - - - -
UFLA 17B/4.1 + - + + - - + +
UFLA 17B/4.5 + - + + - - + -
UFLA 17A/5.2 + + + + - - + +
UFLA 17C/5.4 + - + + - - + -
UFLA 20/1.5 + NT NT + - NT - -
UFLA 23B/4.5 + + + + - - + -
UFLA 25B/2.1 NT | NT | NT + - NT -
UFLA 25/2.3 + - + + - - - -
UFLA 25/2.5 + + + + - - + -
UFLA 25A/3.2 + + + + - - + +
UFLA 25D/5.1 + - + + - + - +
UFLA 25A/5.5 + + + + - - - -
UFLA 27G/4.2 + + + + - - + -
UFLA 29/1.3 + - + + - - - -
UFLA 43A/1.1 + - + + - - - -
UFLA 43D/1.1 + - + + - -
UFLA 43A/1.2 + + + + - - - -
UFLA 43A/1.3 + - + + - - - -
UFLA 43A/3.3 + + + + - - + +
UFLA 43B/3.3 + + + + - - + -
UFLA 43/5.1 + - + + - - + +

NT: ndo testado

As estruturas observadas na identificacdo morfologica para
Thermoactinomyces spp. foram consistentes com as dos membros da familia
Thermoactinomycetaceae. Os testes bioquimicos e fisiologicos realizados
permitiram aproximar os microrganismos da espécie Thermoactinomyces

putidus, de acordo com a chave de identificagdo do Manual de Bergey de
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Bacteriologia e Sistematica (Williams, 1989). Contudo, apenas o isolado de
Thermoactinomyces UFLA 17A/1.1 apresentou todos os resultados consistentes
com T. putidus, tendo os demais variado de uma a trés caracteristicas.
Microrganismos isolados de material vegetal podem se deparar com escassez de
nutrientes no ambiente, podendo haver uma alteragdo na expressdo génica e,
consequentemente, na sua diversidade metabolica, se diferenciando, dessa forma,
dos padroes descritos para uma espécie. No entanto, o solo ¢ habitado por uma
grande diversidade de microrganismos, das quais muitas espécies estdo ainda por
serem descritas, o que leva a possibilidade de os isolados de Thermoactinomyces

pertencerem a novas espécies.

4.2.2 Streptomyces spp.

Os 18 isolados de Streptomyces spp. formaram o micélio aéreo
abundante e de coloracdo cinza nos meios agar nutriente e agar amido sais
minerais (ISP4), o que permitiu agrupa-los na série cinza (Figura 13) (Williams

et al., 1989).

FIGURA 13 Cultura de um isolado de Streptomyces (UFLA 18B/2.3)
em meio sélido, apresentando micélio aéreo cinza
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A partir da microscopia Optica, observou-se que os isolados de
Streptomyces spp. apresentam cadeia de esporos simples (Figura 14), onde o
isolado UFLA 181/4.4 possui padrdo flexuoso, enquanto que o UFLA 21/4.5
possui o padrdo reto a flexuoso, e nos demais a disposi¢ao de cadeia simples

ocorre em formato retinaculum-apertum.

FIGURA 14 Microscopia 6ptica mostrando a cadeia simples de Streptomyces sp.
(UFLA 21C/5.4)

A microscopia eletronica de varredura do isolado UFLA 18B/4.4
confirmou a cadeia retinaculum-apertum, como também se pode visualizar a
cadeia de esporos do micélio aéreo (Figura 15). Essa técnica também mostrou

que a superficie dos esporos desse isolado ¢ espinhosa (Figura 16).
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FIGURA 15 Microscopia eletronica de varredura exibindo cadeia de
esporos simples em formato retinaculum-apertum (setas) de
Streptomyces sp. (UFLA 18B/4.4).

iaky

FIGURA 16 Microscopia eletronica de varredura exibindo a superficie
espinhosa de Streptomyces sp. (UFLA 18B/4.4).
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As provas bioquimicas, morfologicas e fisiologicas que foram realizadas

para a identificagdo da espécie se encontram nas Tabelas 5, 6, 7 e 8.

TABELA 5 Resultados dos testes realizados para a identificacdo das
espécies de Streptomyces: de coloracdo do micélio do
substrato, producdo de melanina e formato da cadeia de
esporos (Streptomyces spp.)

Cor do Formato da cadeia de esporos
micélio Producéo Reta a Retinaculum | Flexuosa
Isolado substrato — de flexuosa apertum

(1SP2, melanina

I1SP5) (ISP7)
UFLA 18A/1.1 bege claro - - + -
UFLA 18A/1.2 | bege claro - - + -
UFLA 18I/1.2 bege claro - - - +
UFLA 18B/2.3 bege claro - - + -
UFLA 18C/2.3 bege claro - - + -
UFLA 18/3.3 bege claro - - + -
UFLA 18B/4.4 bege claro - - + -
UFLA 18E/5.2 bege claro - - + -
UFLA 19/1.2 bege claro - - + -
UFLA 19/5.4 bege claro - - + -
UFLA 21/4.5 bege claro - + - -
UFLA 21A/5.2 bege claro - - + -
UFLA 21C/5.4 bege claro - - + -
UFLA 24B/1.4 bege claro - - + -
UFLA 26B/1.1 bege claro - - + -
UFLA 27B/4.3 bege claro - - + -
UFLA 27E/5.2 bege claro - - + -
UFLA 42/1.3 bege claro - - + -
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TABELA 6 Fontes de carbono testadas para a identificacdo das espécies de
Streptomyces: glicose — controle positivo (GL), Acetato de sodio
(AS), L-Arabinose (AR), L-Raminose (RM), Salicina (SL), D-
Galactose (GL), meso-Inositol (MI), D-Xilose (X), D-Frutose (F),
D-Manose (M), D-Lactose (L), Adonitol (AD), Sacarose (S),
controle negativo (CN)

Fontes de Carbono

Isolado X | F

<
-
%)

UFLA 18A/1.1
UFLA 18A/1.2
UFLA 181/1.2
UFLA 18B/2.3
UFLA 18C/2.3
UFLA 18/3.3
UFLA 18B/4.4
UFLA 18E/5.2
UFLA 19/1.2
UFLA 19/5.4
UFLA 21/4.5
UFLA 21A/5.2
UFLA 21C/5.4
UFLA 24B/1.4
UFLA 26B/1.1
UFLA 27B/4.3
UFLA 27E/5.2
UFLA 42/1.3

++ 4+ o+ O

++++++++ 4+ +H[OOD>
+ 4+ 4+ +++++

o
I e

+

++++++++++++++++++¢|Q
+++++++++++++++++ T
+++++++++F++H 4+ FHIZD
++++++ A FHCO
R S S e S S S S S S i S S I i o P
+++++++++++++++ 4+ ++[(O0O>
+++++++++++++++++ 420

e o o S S S S S
I T T T T e i S S S R
T Tk T T i i e S S S S R
A+ FF

T

+
+

45



TABELA 7 Fontes de nitrogénio testadas para a identificacdo das espécies
de Streptomyces: L-Asparagina — controle positivo (AP),
Nitrato de potassio (NP), L-Fenilalanina (FN), L-Histidina
(HT), L-Cisteina (CT), L-Valina (VL), L-Treonina (TN), L-
Serina (SR), L-Metionina (MT), L-Arginina (AR), controle
negativo (CN)

Fontes de nitrogénio

Isolado AP [N[F|[H|C[V][T[S [M[A]C

) PIN|T|[T|L |[N|R|T]|R|N

UFLA 18A/1.1 + + + + + | + + + + + -
UFLA 18A/1.2 + + - + - + + + - + -
UFLA 18I/1.2 + + + + + | + + + + + -
UFLA 18B/2.3 + + + + - |+ + + + + -
UFLA 18C/2.3 + + + + + | + + + + + -
UFLA 18/3.3 + + + + + | + + + + + -
UFLA 18B/4.4 + + + + + | + + + + + -
UFLA 18E/5.2 + + + + + | + + + + + -
UFLA 19/1.2 + + + - - - + - + + _
UFLA 19/5.4 + + + - + | + + + + + -
UFLA 21/4.5 + + - - - + + - + + -
UFLA 21A/5.2 + + + + - + - + + + -
UFLA 21C/5.4 + - + + - |+ + + + + -
UFLA 24B/1.4 + + + + + | + + + + + -
UFLA 26B/1.1 + + + + + | + + + + + -
UFLA 27B/4.3 + + |+ [+ + |+ + o+ ] -
UFLA 27E/5.2 + + + - - + + + - + -
UFLA 42/1.3 + - - + - + + + - + -
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TABELA 8 Testes realizados para a identificagdo das espécies de Streptomyces:
degradacdo - Caseina (CS), Amido (AM), Gelatina (GL), Xantina
(XT), Tirosina (TR), Esculina (ES), crescimento em diferentes
concentragdes de NaCl e capacidade de reducdo do nitrato (RN).

Isolados Degradagao NaCl Redugéo
CS | AM GL XT TR ES 7% 10% | 13% | do nitrato
UFLA 18A/1.1 + + + + + - + - - +
UFLA 18A/1.2 + + + + + - + - - +
UFLA 181/1.2 + + + + + - + + - +
UFLA 18B/2.3 + + + + + - + - - +
UFLA 18C/2.3 + + + + + - + - - +
UFLA 18/3.3 + + + + + - + - - +
UFLA 18B/4.4 + + + + + - + - - +
UFLA 18E/52 | + + - + + . + . . n
UFLA 19/1.2 + + + + + - ¥ . . n
UFLA 19/5.4 + + + + + - + - - +
UFLA 21/4.5 + + - + + - + - - +
UFLA21A/52 | + + ; + + . + . . "
UFLA 21C/5.4 + + - + + - + - - +
UFLA 24B/1.4 + + - + + - + - - -
UFLA 26B/1.1 + + + + + - + - - +
UFLA 27B/4.3 + + - + + - + - - +
UFLA 27E/5.2 + + + + + - + - - +
UFLA 42/1.3 + + + + + - + - - +

De acordo com a classificagdo numérica de Streptomyces termofilicos
(Goodfellow et al., 1987) e com a classificagdo numérica de Streptomyces e
géneros relacionados (Williams et al., 1982), os isolados de Streptomyces mais
se aproximaram dos membros do grupo A, cluster 36, com o representante
Streptomyces thermovulgaris. Entretanto, houve algumas variagdes nos
resultados, comparados com as chaves de identificagdo usadas.

Goodfellow et al. (1987) realizaram um estudo para montar uma

classificagdo numérica com cinquenta isolados de Streptomyces termofilicos,
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concluindo que todas as linhagens produziram esporos no micélio aéreo, bem
como degradaram o Tween 80 e a caseina. Nenhum dos microrganismos
produziu cadeia de esporos verticilada, micélio aéreo violeta, micélio do
substrato azul, verde ou violeta, pigmentos verdes ou violeta ou melanina sobre
os meios agar peptona-extrato de levedura-ferro ou agar tirosina. Ainda, nenhum
isolado testado mostrou fragmentacdo ou esporos no micélio do substrato, ou
degradou quitina, guanina, xantina, testosterona ou alantoina. Nesse mesmo
estudo, concluiu-se que todos os microrganismos do cluster de Streptomyces
thermovulgaris e de Streptomyces thermoviolaceus se posicionaram na série
cinza, de acordo com a coloracdo da massa aérea de esporos. Todos esses
resultados foram consistentes com as caracteristicas dos isolados de

Streptomyces spp. do presente trabalho.

4.2.3 Nocardia spp.

Os dados bioquimicos para Nocardia estdo descritos nas Tabelas 9 ¢ 10.
Os seis isolados de Nocardia apresentaram micélio aéreo branco em meio agar
nutriente e, microscopicamente, formaram hifas extensas e ramificadas, e
exibiram pouca fragmentagdo em formato de bacilos. Além dessas
caracteristicas, nenhum conidio ou estrutura de reprodugdo esteve presente
nesses microrganismos. Nenhum isolado foi capaz de crescer a 55°C ou de
resistir a fervura, dados que auxiliaram na eliminagdo da hipotese de esses
microrganismos pertencerem ao género Thermoactinomyces. Todos os isolados
foram negativos na coloragdo de alcool-acido-resistente, o que demonstrou que

nao possuem acido micdlico na parede celular.
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TABELA 9 Fontes de carbono testadas para a identificagdo de espécies de
Nocardia

Fontes de Carbono

Isolado L- L- D- meso- D-

Adonitol | Arabinose | Raminose | Galactose | Inositol Manose Manitol

UFLA 25A/3.1 - + : n " ¥ "
UFLA 21E/1.4 + + + + + v .
UFLA 17C/3.5 - - ; ; . ; )
UFLA 25B/4.4 - - - + + . N
UFLA 24C/4.2 + + + + + + +

UFLA 17D/2.2 - - - - - - -

TABELA 10 Testes realizados para a identificagdo de espécies de Nocardia:
degradacdo (Amido, Tirosina ¢ Esculina), reducdo do nitrato,
crescimento em diferentes temperaturas e resisténcia a fervura

Isolado Degradacéo Reducéo Crescimento Resisténcia
Amido Tirosina Esculina do nitrato 30°C 55°C afervura
UFLA 25A/3.1 - + - - + - -
UFLA 21E/1.4 - + - - + - -
UFLA 17C/3.5 - + - - - - -
UFLA 25B/4.4 - + - + + - -
UFLA 24C/4.2 - + - - + - -
UFLA 17D/2.2 - + - - - - -

Com o auxilio do Manual de Bergey de Bacteriologia Sistematica
(Williams et al., 1989), a espécie em que os dados dos seis isolados mais se
aproximaram foi Nocardia orientalis, porém, variando de duas a cinco

caracteristicas bioquimicas em relagdo a chave de identificagdo utilizada.
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4.2.4 Streptosporangium sp.

O isolado de Streptosporangium sp. (UFLA 25A/4.2) exibiu muitos

esporangios, sendo um em cada extremidade de hifa (Figura 17).

FIGURA 17 Esporangios do isolado UFLA 25A/4.2 identificado como

As caracteristicas referentes ao microrganismo encontram-se na tabela 6.
Seu micélio aéreo possui coloragdo bege, enquanto que o micélio do substrato
apresenta coloragdo bege claro, ambos em Agar Nutriente. Além disso, os

esporos ndo exibiram motilidade, descartando a possibilidade de pertencer a

outros géneros com esporangios.

Streptosporangium sp.

TABELA 11 Testes bioquimicos realizados para a identificacdo de espécie do

isolado de Streptosporangium sp.: crescimento em fontes de
carbono (meso-Inositol e L-Raminose), degradagdo do Amido e
da Gelatina, reducdo do nitrato e motilidade

Isolado Fontes de carbono Degradacdo Redugdo Motilidade
Meso- L- Amido | Gelatina do nitrato
Inositol Raminose
UFLA 25A/4.2 + + + -
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De acordo com essas caracteristicas, o isolado mais se assemelhou as
espécies Streptosporangium albidum e S. nondiastaticum. Porém, ha algumas
divergéncias em relagdo a chave de identificacdo do Manual de Bergey de
Bacteriologia Sistematica (Williams et al., 1989), visto que a primeira espécie
citada ndo se desenvolve em temperaturas de 42° e 50°C, e a segunda nao
liquefaz a gelatina. Além disso, ndo foi possivel testar a cor da massa de esporos
no meio recomendado e a coloracdo bege no meio 4gar nutriente ndo foi

observada em nenhuma espécie, ndo podendo comparar esse parametro.

4.3 Caracterizagdo molecular

A reacdo em cadeia da polimerase foi realizada com cinco isolados do
género Thermoactinomyces, cinco de Streptomyces, dois de Nocardia e um
Streptosporangium, sendo estes escolhidos de acordo com o perfil morfologico e
bioquimico.

Os produtos de amplificacdo dos primers F243 e R513 podem ser
observados na Figura 18. Todas as actinobactérias (canaletas 7, 8, 10, 11, 12, 14
e 15), com excecdo de uma Nocardia (canaleta 13), apresentaram bandas. O
primer F242 ¢é especifico para a regido 16s do rDNA de actinobactérias e o
oligonucleotideo iniciador R513 se anela a uma regido conservada desse gene,
sendo mais especifica de bactérias gram-positivas e 3- proteobactérias. Este par
de primers se liga na regido V3 varidvel do 16S rDNA, sendo, dessa forma,
homologo somente ao DNA das actinobactérias e produzindo um fragmento de
302 pb (Heuer, 1997).

As amostras de Thermoactinomyces (canaletas 3, 4, 5, 6 ¢ 9) ndo
apresentaram nenhum produto de amplificacdo, o que confirmou que estes nao

pertencem a classe Actinobacteria.
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FIGURA 18 Resultado da eletroforese em gel de agarose 1% dos produtos de
amplificagdo da regido 16S do rDNA com os oligonucleotideos
F243 ¢ R513. 1- Branco; 2- Controle positivo (Streptomyces sp.);
3-  Thermoactinomyces sp. (UFLA 17A/1.1); 4-
Thermoactinomyces sp. (UFLA 17B/4.5); 5- Thermoactinomyces
sp. (UFLA 43A/3.3); 6- Thermoactinomyces sp. (UFLA 43A/1.3);
7- Streptomyces sp.(27B/4.3); 8- Streptomyces sp. (UFLA 42/1.3);
9- Thermoactinomyces sp. (UFLA 43/5.1); 10- Streptomyces sp.
(UFLA 18B/2.3); 11- Streptomyces sp.(UFLA 21/4.5); 12-
Streptomyces sp.(UFLA 18E/5.2); 13- Nocardia sp. (UFLA
17C/3.5); 14- Nocardia sp. (UFLA 25A/3.1); 15-
Streptosporangium sp. (UFLA 25A/4.2)
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5 CONCLUSOES

Os géneros Thermoactinomyces e Streptomyces predominaram durante a
fase II da compostagem.

As variagdes de temperatura influenciaram na densidade populacional. O
crescimento foi favorecido quando a temperatura foi elevada de 45°C para 60°C.

Entretanto, a 70°C o crescimento da populagdo ficou restrito.
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ANEXO 1A Meio Aaronson g/l

KNO;
Caseina
NaCl
K,HPO,
MgS04.H,0
CaCO;
FeS0O,.7H,0
Agar

20¢g
0,8 ¢g
20g
20¢g

50,0 mg
20,0 mg
40,0 mg

150¢g

ANEXO 2A Agar nutriente g/l

Extrato de carne
Peptona

Agar

ANEXO 3A Agar tirosina g/l

Glicerol
L-tirosina
L-asparagina
K2HPO4
MgS04.7H20
NaCl
FeSO4.7H20
Solucdo trago
Agar
*Solucado traco g/100ml
FeS0O4.7H20
MnClI2.4H20

30g
50¢g
150 ¢

(ISP7)
150¢g
0,5¢g
1,0g
0,5¢g
05¢g
0,5¢g
0,01g
1,0 ml
150¢g

0,11g
0,79 g
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ZnS0O4.7H20

0,15¢g

ANEXO 4A Agar amido sais minerais (ISP4)

Amido
(NH4),S04
CaCO;
K,HPO,
NaCl

Agar

10,0g
2,0g
2,0g
1,0g
1,0g
15,0g

ANEXO 5A Agar glicerol asparagina g/l (ISP5)

Glicerol
L-asparagina
K2HPO4
Solucdo trago

Agar

100 g
1,0g
1,0g
1,0 ml
150¢g

ANEXO 6A Agar extrato de levedura-extrato de malte g/l (ISP2)

Extrato de levedura
Extrato de malte
Dextrose

Agar

40¢g
10,0 g
40¢g
150¢g

ANEXO 7A Meio base para a utilizac&o de fontes de carbono g/l (ISP9)

Solucéo basal
(NH4)2504
KH2PO4
K2HPO4

2,64 ¢
238¢g
565¢g
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MgSO4 10g
Solugdo I 1,0 ml
Agar 150¢g

*Solucdo I - solucéo de Pridham and Gottlied g/100ml

CuS04.5H20 0,64 g
FeSO4.7H20 0,11g
MnCI2.4H20 0,79 g
ZnS04.7H20 0,15 ¢

- Controle positivo: adiciona-se 1 ml de uma solucdo de glicose 10%
(concentragdo final 1%).

- Controle negativo: nenhuma fonte de carbono ¢ adicionada.

- Fonte de carbono a ser testada: adiciona-se 1 ml de uma solugdo 10%

(concentracdo final de 1%).

ANEXO 8A Meio base para utilizacao de fontes de nitrogénio g/l

Glicose 1,0g
MgSO04.7H20 0,05¢
NaCl 0,05 ¢g
FeSO4.7H20 0,001 g
K2HPO4 0,lg
Agar 150¢g

- Controle positivo: adiciona-se 0,1 g de l-asparagina ou prolina.
- Controle negativo: nenhuma fonte de nitrogénio ¢ testada.

- Fonte de nitrogénio de nitrogénio a ser testada: adiciona-se 0,1 g
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ANEXO 9A Caldo nitrato g/l

Extrato de carne 30g
Peptona 5,0g
Nitrato de potassio 1,0g

ANEXO 10A Meio para degradacgado da xantina g/l

Meio basal:

Extrato de carne 30g
Peptona 50¢g
Agar 150¢g
Agua destilada 900,0 ml
Suspensao:

Xantina 0,5¢g
Agua destilada 100,0 ml

* Misturar o meio basal e a solugdo depois de autoclavar.

ANEXO 11A Meio para degradacéo da tirosina g/l

Meio basal:

Extrato de carne 30g
Peptona 50¢g
Agar 15,0 ¢g
Agua destilada 900,0 ml
Suspensao:

Xantina 0,4¢g
Agua destilada 100,0 ml

* Misturar o meio basal e a solucdo depois de autoclavar.
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ANEXO 12A Meio para degradacéo da caseina g/200ml
Solucéo A:

Leite em p6 desnatado 10,0 g
Agua 90,0 ml
Solucéo B:

Agar 30g
Agua 97,0 ml

* Apo6s autoclavar, misturam-se as duas solugdes

ANEXO 13A éagar esculina g/100ml

Extrato de carne 30g
Peptona 50¢g
Esculina 0,1g
Citrato férrico amoniacal 0,5¢g
Agar 145¢

ANEXO 14A Meio para degradacio do amido g/l

Amido 1,0g
Peptona 50g
Extrato de carne 30g
NaCl 0,5¢
Agar 18,0 g

ANEXO 15A Gelatina nutriente g/l

Extrato de carne 30g
Peptona 5,0g
Gelatina 120,0 g
Agua destilada 1.000 mL
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ANEXO 16A Caldo BHI (Himedia, Mumbai, india) — Infusdo de cérebro e
coragdo — com NacCl

Meio comercial: pesar e hidratar o meio conforme instru¢des do fabricante
* Preparar caldo BHI adicionando NaCl nas seguintes concentragdes: 1%, 7%,

10% e 13%.

ANEXO 17A Caldo nutriente

Extrato de carne 30g
Peptona 50¢g
Agua destilada 1.000,0 ml

ANEXO 18A Meio SIM (Himedia, Mumbai, india) -
(Sulfato/Indol/Motilidade &gar)

Meio comercial: pesar e hidratar o meio conforme instrugoes do fabricante

* Preparar o meio SIM, distribuindo 3 mL em tubos de ensaio, sendo que a

solidificag¢@o deve ser no sentido vertical.

ANEXO 19A Tampéo SET (75mM NaCl, 25mM EDTA, 20mM Tris, pH 7.5)
NaCl IM 7,5 mL

EDTA0.5M 5,0mL
Tris IM 2,0 mL
Agua 85,5 mL
*EDTA 0,5 M:

EDTA 18,6 g
Agua 100,0 mL
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*Tris 1M
Tris 12,1 g
Agua 100,0 mL

ANEXO 20A Lisozima (10 mg/mL)
Lisozima 0,01g
Agua 1,0mL

ANEXO 21A SDS (10%)
SDS 10,0g
Agua 100,0 mL

ANEXO 22A Proteinase K (20 mg/mL)
Proteinase K 0,02 ¢
Agua 1,0 mL

ANEXO 23A NaCl 5M
NaCl 2922 ¢
Agua 100 mL

ANEXO 24A Fenol/cloroférmio/alcool isoamilico (24:24:1)

Fenol 48,0 mL
Cloroférmio 48,0 mL
Alcool isoamilico 2,0 mL

ANEXO 25A Cloroférmio/alcool isoamilico (24:1)
Cloroférmio 96,0 mL

Alcool isoamlico 4,0mL
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ANEXO 26A TE (10 MM Tris, 1 mM EDTA, pH 8)

Tris 1.,0 mL
EDTA 0,2 mL
Agua 98,8 mL

ANEXO 27A Desoxinucleotideos

dATP 5,0 ul
dTTP 5,0 ul
dCTP 5,0 ul
dGTP 5,0 ul
Agua MiliQ 180,0 ul

ANEXO 28A Gel de agarose 0,8%

Agarose 0,8 g
TAE 1X 100mL
Brometo de etideo SuL
*TAE 1X

TAE 50X 20,0 mL
Agua 980,0 mL
*TAE 50 X

Tris 240,0 g
Acido acético glacial 57,1 mL
EDTA 0.5M 100,0 mL
Agua para completar 1000,0 mL

ANEXO 29A Brometo de etideo
Brometo de etideo 0,50 mg
Alcool etilico 1000,0 mL
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