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RESUMO

Atualmente, o isolamento e a caracterizacdo de actinomicetos tem recebido
atencdo especial, pois, juntamente com os fungos, eles sdo o0s principais
responsaveis pela degradacdo de substancias de dificil decomposicdo durante o
processo de compostagem. Portanto este trabalho tem por objetivo identificar os
actinomicetos isolados durante o processo de compostagem através de métodos
de microbiologia classica e pela amplificacdo do 16S DNAr. Para a realizagcdo
deste trabalho foram realizadas seis coletas na Central de Triagem e
Compostagem de Residuos Sodlidos de Sapiranga (CETRISA) e trés numa
composteira da UFRGS. Para o isolamento dos actinomicetos foi utilizada a
diluicdo de 10° da amostra e a mesma foi semeada nos meios Jaunsen, 72C e
Agar Amido Caseina e incubada nas temperaturas de 37°C, 50°C e a temperatura
ambiente por um periodo de 10 a 14 dias. A identificagédo foi realizada através de
analise taxonémica dos microcultivos dos isolados e de provas bioquimicas.
Foram isolados 153 actinomicetos, destes 73 foram isolados da CETRISA e 80 da
composteira da UFRGS. Na primeira, houve o predominio do género Nocardia e
na segunda, do género Streptomyces. Apés a identificacdo dos actinomicetos o
trabalho teve prosseguimento com a amplificagdo da regido 16S do DNAr e
digestdo dos produtos obtidos com endonucleases de restricdo. Foram testadas
oito endonucleases de restricdo, porém somente a Mspl e a Hinfl produziram
resultados favoraveis que puderam separar os isolados em nivel de género.

1 Dissertacdo de Mestrado em Microbiologia Agricola e do Ambiente, Faculdade de Agronomia,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Porto Alegre — RS, Brasil.
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ABSTRACT

Actinomycetes together with fungi are the main responsible for the degradation of
complex molecules during the composting process. The aim of this work was to
isolate and identify actinomycetes present in a composting process using classic
microbiology and by the amplification of 16S rDNA fragment. Six samples were
collected at Central de Triagem e compostagem de Sapiranga (CETRISA) and
three at a composting environment at Faculdade de Agronomia (UFRGS). The
samples were seeded in plates with Jaunsen agar, 72C agar and starch casein
agar and incubated at 50°C, 37°C and room temperature for 14 days. The
identification proceeded trough taxonomic analysis and ciochemical tests. As a
result 153 actinomycetes have been identified, where 73 were from CETRISA
compost with the prevalence of Nocardia genus and 80 from UFRGS where
mostly were from Streptomyces genus. All samples were submitted to PCR assay
and from them 31 were selected for the PCR-RFLP assay. The results showed
that with the enzymes Mspl and Hinfl it was possible to group most of the isolates
by the genus.

1 Master of Science’s Degree Disseratation in Agricultural and Environmental Microbiology,
Faculdade de agronomia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Porto Alegre. Margo, 2003.
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1. INTRODUCAO

Um dos maiores problemas das grandes cidades € o destino final dos
residuos solidos urbanos. No Brasil, a maioria destes residuos néo é aproveitada
e vai para grandes aterros a céu aberto, causando prejuizos ao meio ambiente e a
sociedade.

A contaminacé&o do solo, do ar, da agua e a ocupagao de grandes areas
sdo alguns pontos negativos do destino final dos residuos solidos urbanos. Desta
maneira nem os lixdes, nem os aterros podem ser considerados os métodos mais
adequados para eliminar os residuos soélidos urbanos, uma vez que nao sao
eficazes nem ambiental, nem economicamente.

Os residuos organicos depositados em aterro sdo responsaveis pela
formacéao de lixiviados e biogas, ou seja, poluicdo e propagagao de maus cheiros
e também pela propagacgao de vetores de doengas como ratos e insetos.

Desta maneira estratégias mais adequadas para melhorar o manejo dos
residuos solidos urbanos tém sido implantadas, e isto inclui a minimizacdo da
quantidade de residuos solidos gerados e a maximizagdo da ciclagem e
recuperagao destes residuos. Esta ultima estratégia inclui a compostagem, uma

técnica que nao é recente, para atenuar o problema dos residuos soélidos, dando



um destino util aos residuos organicos. A compostagem é um processo natural de
decomposicao biolégica, que além de evitar o acumulo de residuos solidos
urbanos em aterros, devolve a terra os nutrientes dos quais ela necessita. Este
processo é realizado por bactérias, actinomicetos e fungos, e tem como resultado
final um produto suficientemente estavel, o composto, que pode ser aplicado no
solo com varias vantagens sobre os fertilizantes minerais.

Os actinomicetos sédo bactérias Gram positivas, predominantemente
filamentosas e com alto teor de citosina e guanina no seu DNA. No processo de
compostagem, eles desempenham importantes fungdes, pois, conseguem
degradar compostos de dificil decomposi¢do como lignocelulose, lignina, celulose
e outros materiais recalcitrantes. Além disto muitos actinomicetos também
conseguem decompor compostos quimicos ambientalmente prejudiciais.

Devido a importancia da atividade dos actinomicetos durante o processo
de compostagem este trabalho tem como objetivo geral identificar e caracterizar
os actinomicetos isolados do processo de compostagem; e como objetivos
especificos realizar a identificacdo destes microrganismos através da observacéao
das suas caracteristicas morfolégicas e provas bioquimicas, caracteriza-los
através do emprego da Reacdo em Cadeia da Polimerase e clivagem com
endonucleases de restricdo e analisar a similaridade entre os actinomicetos

isolados da CETRISA e os da composteira da UFRGS.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Compostagem

A compostagem trata-se de um processo bioldgico, aerébio, controlado
e desenvolvido por uma populagdo diversificada de microrganismos, que
promovem a transformac¢ao da matéria organica em um produto final estavel (Bari
and Koening, 2001; Déportes et al., 1995; Liang et al., 2003; and Pereira Neto,
1996). Desta maneira, o componente ativo, mediando a biodegradagédo e o
processo de conversdo da matéria organica, € a comunidade microbiana residente
no residuo organico (Peters et al., 1999). Segundo Barrington et al. (2001) a
compostagem € um dos poucos processos naturais capazes de estabilizar
residuos organicos. O processo de estabilizagdo elimina a maioria dos parasitas,
patdgenos e virus contidos no residuo, reduz consideravelmente a emisséo de
odor, através da redugdo dos niveis de hidrocarbonetos biodegradaveis, e a
secagem do residuo o torna nao atrativo para insetos.

Os microrganismos transformam a matéria organica em CO,, biomassa,
calor e um produto final semelhante a humus. Os principais componentes da
matéria organica sao carboidratos, proteinas, lipideos e lignina. A capacidade dos

microrganismos para assimilar matéria organica depende da sua habilidade para



produzir as enzimas necessarias para a degradagao do substrato. Quanto mais
complexo o substrato, mais amplo e complexo é o sistema enzimatico requerido.
Através da agao sinergistica de microrganismos, compostos organicos complexos
sdao degradados a pequenas moléculas, as quais podem ser utilizadas pelas
células microbianas (Tuomela et al.,2000).

O processo é desenvolvido em duas fases distintas: a fase de
degradacao ativa, necessariamente termofilica, e a fase de maturagdo (Pereira
Neto, 1996). A primeira fase corresponde a fase de fermentagcdo na qual a
matéria organica alcanga a bioestabilizagdo, obtendo-se o chamado composto cru.
A segunda fase é o estagio no qual a matéria atinge a humificagdo, neste estagio
ocorre produgao do composto curado, o qual é recomendado para ser utilizado na
agricultura sem envolver quaisquer niveis de concorréncia entre a atividade
microbioldgica e as plantas que receberam o composto (Lima, 1995)

A avaliagdo da maturidade do composto de residuos sélidos urbanos
tem sido reconhecida como um dos mais importantes problemas relacionados ao
processo de compostagem e utilizagdo agricola do produto final. Sabe-se que a
aplicagdo de composto imaturo ao solo, além de poder causar imobilizagao
microbioldgica de nitrogénio, pode ainda provocar decréscimo na concentracédo de
oxigénio no solo, criando um ambiente redutor capaz de aumentar a solubilidade
de metais pesados. Composto imaturo gera mau cheiro, inibe a germinagéo de
sementes e interfere negativamente no desenvolvimento de plantas (Johnson and
Crawford, 1993). Bernal et al. (1998) consideram a estabilidade e a maturidade os

principais requisitos para o composto ser usado com seguranc¢a no solo. Segundo



os autores, a maturidade esta associada com o potencial de crescimento da planta
ou fitotoxidade, enquanto que a estabilidade esta relacionada com a atividade
microbiana do composto. Estabilidade e maturidade andam lado a lado, visto que
compostos fitotoxicos sdo produzidos por microrganismos em compostos
instaveis.

Durante o processo de compostagem € possivel encontrar uma grande
variedade de microrganismos. Mantendo-se as condi¢des aerdbias, a temperatura
é o fator determinante da populagdo microbiana durante a compostagem e pode
apresentar quatro fases distintas: psicréfila, mesdéfila, termofila e de maturacgéo.

Na fase psicréfila, que dura em média 1 ou 2 dias, os microrganismos
digerem os compostos soluveis de facil degradagao e através do seu metabolismo
exotérmico, proporcionam um aumento gradual da temperatura no interior das
leiras (Kiel,1985; Pereira Neto, 1996). Na mesdfila continua a atividade metabdlica
com transformacg&o da matéria organica em acidos o que acarreta uma redugao do
pH, a temperatura permanece subindo até atingir a fase termdfila. Nesta etapa a
temperatura excede o limite de tolerancia dos microrganismos mesofilicos e
promove o desenvolvimento de microrganismos termofilos (Hassen et al., 2001).
Esta fase caracteriza-se pela presenca de fungos e actinomicetos que degradam
os residuos mais complexos, neste periodo ocorre também a eliminacdo de
microrganismos patogénicos ndo esporulados. Terminada a fase termdfila, inicia-
se a de maturagdo na qual ocorre um decréscimo da taxa de decomposicao e da
temperatura, sendo o material novamente colonizado por microrganismos

mesofilicos (Lima,1995). O tamanho das fases da compostagem depende da



natureza da matéria organica a ser compostada e da eficiéncia do processo, que é
determinada pelo grau de aeragdo. No inicio da compostagem a massa esta a
temperatura ambiente e normalmente, ligeiramente acida. Fontes de carbono
soluveis e facilmente degradaveis, como monossacarideos, amido e lipideos, séo
utilizados pelos microrganismos no estagio inicial da compostagem, com
decorrente diminuigdo do pH devido aos acidos orgéanicos resultantes da
degradacao destes compostos. Com o decorrer do processo 0s microrganismos
comegam a degradar proteinas, resultando na liberagdo de aménio e no aumento
do pH. Posteriormente fontes de carbono como celulose, hemicelulose e lignina
sao degradadas (Tuomela et al., 2000).

A compostagem é um processo dinamico realizado por uma rapida
sucessao de populagbes microbianas. Os principais grupos de microrganismos
envolvidos sdo bactérias, actinomicetos e fungos. O numero total de
microrganismos nao varia significantemente durante a compostagem, porém a
diversidade microbiana varia durante as fases do processo. A natureza precisa da
sucessdo e 0 numero de microrganismos envolvidos em cada fase da
compostagem € dependente do substrato e dos microrganismos da sucessao
anterior (Tuomela et al., 2000).

A compostagem de residuos organicos € influenciada por diversos
fatores, tais como:

a) Temperatura: €& uma variavel determinante no processo de
compostagem. O metabolismo microbiano e a dinamica das populagdes de

microrganismos (composicdo e densidade) sao altamente influenciados pela



temperatura. Elevagdo da temperatura na compostagem € uma fungcédo da
temperatura inicial, da evolugao do calor metabdlico e da conservacao do calor. A
obtencdo de uma temperatura minima € essencial para um processo de
compostagem efetivo e contribui substancialmente para as altas taxas de
decomposig¢ao obtidas durante o processo (Liang et al., 2003). Segundo Hassen
et al. (2001), em termos biolégicos as temperaturas de operagdo podem
apresentar uma variagdo como a seguir: a temperaturas superiores a 55°C ocorre
a maxima sanitizagao, entre 45-55°C a maxima taxa de biodegradacgao e entre 35-
40°C a maxima diversidade microbiana. Porém, a faixa de temperatura étima para
processar a compostagem esta entre 23-60°C. Temperaturas abaixo de 23°C
tornam o processo muito lento e ndo eliminam sementes e ovos viaveis presentes
na massa. Temperaturas acima de 60°C podem inibir o processo ou cessa-lo
rapidamente (Lima,1995), isto pode estar relacionado com o fato da diversidade
bacteriana diminuir em temperaturas acima de 60°C (Schwab et al., 1994).

b) Aeragdo: € o principal mecanismo capaz de evitar altas
temperaturas durante o processo, aumentar a velocidade de oxidagao do material
organico e diminuir a emanagao de odores (ABEAS, 1999). Considera-se que o
conteudo minimo de oxigénio no interior da leira seja de 5% (Lima,1995). A
aeracao pode ser conseguida através de revolvimentos da leira (método
Windrow), por inje¢do e/ou sucgao de oxigénio (Mandelli et al.,1991).

c) Umidade: o conteudo de umidade da mistura de compostagem é
uma variavel ambiental importante. Ele representa um meio de transporte para

nutrientes dissolvidos, necessarios para as atividades metabdlicas e fisiolégicas



dos microrganismos. O baixo conteudo de umidade pode causar desidratagao
durante a compostagem, o que poderia interromper o processo, resultando num
composto biologicamente instavel. Por outro lado, muita umidade produz
condigdes anaerdbias que poderdao prevenir ou parar o processo (Liang et al.,
2003). Desta maneira, o conteudo de umidade precisa ser alto o bastante para a
manutencao da atividade biolégica, mas sem reduzir o fornecimento de oxigénio
necessario para os microrganismos aerobios (Madejon et al.,, 2002). A matéria
organica a ser decomposta deve ter umidade o6tima entre 40 a 60%. Valores
elevados de umidade, acima de 65%, podem causar anaerobiose do sistema e
valores muito baixos, inferiores a 40% inibem a atividade microbioldgica,
diminuindo a velocidade de estabilizagdo do composto (Lima,1995; ABEAS,1999).

d) Dimensao das particulas: segundo Kiel (1985) recomenda-se que
devam ser usadas particulas com tamanho em torno de 1 a 5 cm. A diminui¢ao do
didametro facilita o ataque pelo microrganismos e favorece a homogeneizagao do
material em termos de densidade, composicdo e temperatura. No entanto,
particulas muito pequenas podem prejudicar a difusdo de oxigénio e a circulagao
de agua, devido a compactagado da massa.

e) Relagao C/N: serve como indicador da etapa na qual o processo se
encontra. No inicio da compostagem esta relagcao € alta, na ordem de 30:1 e
diminui no final para 10:1 (Lima, 1995). Microrganismos requerem fonte de
carbono, nitrogénio, fésforo e potassio, e outros elementos tragcos para seu
crescimento. O carbono serve, primariamente como fonte de energia para os

microrganismos, enquanto uma pequena fracdo de carbono € incorporada em



suas células. Parte da energia formada € usada para o metabolismo microbiano e
o resto é liberado como calor. O nitrogénio € um elemento critico para os
microrganismos, porque ele é um dos componentes das proteinas, acidos
nucleicos, aminoacidos, enzimas e coenzimas necessarios para o crescimento e
funcionamento celular. Se o nitrogénio € um fator limitante durante o processo de
compostagem, o processo de degradacado podera ser lento. Em contraste, se ha
nitrogénio em excesso, ele frequentemente é perdido do sistema como gas
amoOnia ou outro composto nitrogenado (Tuomela et al., 2000).

A compostagem pode ser usada para estabilizar e diminuir o lodo de
esgoto, os residuos industriais, agricolas e municipais e também pode ser
aplicada para o tratamento de residuos perigosos como explosivos e residuos de
petréleo (Thassitou and Arvanitoyannis, 2001). Outras vantagens relacionadas a
este método sao: evita os aspectos estéticos desagradaveis e a emissédo de odor,
constitui-se num processo de conservagao de macro e micronutrientes, evita a
producao de fitotoxinas durante a decomposi¢cdo da matéria organica “in natura”
no solo, gera um produto final humificado que elimina e controla os patégenos de
plantas, retém a umidade necessaria para as plantas, regula o pH de solos acidos,
elimina a poluicdo das aguas superficiais e subterraneas e retém as
caracteristicas quimicas e biolégicas do solo (ABEAS, 1999). Apesar de todas
vantagens acima citadas, precaugdes devem ser tomadas durante a aplicagéo do
composto no solo, pois a utilizacdo de um composto imaturo podera causar
deficiéncia de nitrogénio para as plantas, visto que ele podera utilizar o nitrogénio

pré-existente no solo para completar sua humificagdo, além disso um composto
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imaturo podera conter microrganismos patogénicos, transformando-se desta forma
num risco para a saude publica.

Indicadores de contaminagao fecal podem ser utilizados para monitorar
0 processo de compostagem. Destes os mais utilizados sdo: as bactérias do grupo
coliforme e os enterococos fecais. Porém outros indicadores de qualidade
sanitaria podem ser utilizados, estes incluem: os Staphylococcus, os quais sao
importantes causadores de infecgbes cutaneas o que representa um risco para a
saude das pessoas que trabalham com o composto, e a presenga de Shigella e
Salmonella (Hassen et al., 2001). Segundo Déportes et al. (1995), os valores
padrdes propostos para a qualidade microbiana do composto utilizando
indicadores de contaminacdo sdo os seguintes: 5x10° Enterococcus faecalis /g,
5x10? enterobactérias/g, auséncia de Salmonella em 100g e auséncia de ovos de
parasitas.

Outro fator importante a ser considerado € a presengca de metais
pesados. Segundo Hassen et al., (2001) a quantidade destes elementos no
composto ndo podera alcangar um limiar que prejudique a fertilidade do solo e a
cadeia alimentar. Pois isto poderia ocasionar um efeito toxico contra
microrganismos, inibicdo da mineralizagcdo e da humificagdo, pertubagdo dos
ciclos biogeoquimicos e absorg¢ao pelas plantas, homens e animais.

A compostagem sozinha ndo ira resolver os problemas do destino final
do lixo urbano, mas se for utilizada em conjunto com a coleta seletiva, onde a
matéria organica € separada da inorganica, podera diminuir a quantidade de

residuos finais destinados aos aterros sanitarios. Segundo Sayago (1998) a
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compostagem e a reciclagem além de reduzir a necessidade de expansado dos
aterros, ainda aumenta a oferta de matéria-prima reciclada, atenuando a demanda

por recursos naturais.

2.2. Actinomicetos — Caracteristicas Gerais

Os actinomicetos sédo bactérias Gram positivas, com alto conteudo de
G+C no seu DNA (Monciardini et al., 2002). Estes caracterizam-se pela sua
diversidade morfologica e de metabdlitos. Um exemplo destes s&o os antibidticos
produzidos principalmente, como metabdlitos secundarios no final da fase
exponencial do ciclo de crescimento. Eles também sao notdérios na produgédo de
pigmentos, enzimas extracelulares e compostos terpenodides que dao o odor
caracteristico do solo. A diversidade morfoldégica dos actinomicetos pode ser
exemplificada, primariamente, pelas suas estratégias reprodutivas que levam a
formacdo de uma variedade de estruturas de esporos, como: artrésporos,
caracteristicos de Streptomyces; enddsporos, dos Thermoactinomyces;
aleuriosporos, das Micromonospora e 0s zoosporos moéveis dos membros dos
Actinoplanaceae, assim como Oerskovia, Geodermatophilus e Kitasatoa (Ensign,
1978).

Os esporos de Streptomyces ndo sao resistentes ao calor e séo
metabolicamente menos ativos do que as células vegetativas, mas possuem
algumas enzimas e metabolizam substratos enddégenos e exdgenos. Os esporos
de Streptomyces streptomycini, por exemplo, contém varias enzimas envolvidas

no metabolismo central do carbono, nitrogénio e compostos contendo fésforo. As
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atividades especificas de algumas enzimas catalizando reagdes de
desidrogenacao, sdo maiores em esporos do que no micélio vegetativo jovem.
Atividade de catalase nos esporos de S. streptomycini € varias vezes maior do que
no micélio vegetativo. Esporos de varios estreptomicetos contém citrocomos a, b e
c. Os esporos de estreptomicetos sao similares aos esporos de fungos e diferente
dos esporos de Bacillus, por serem permeaveis a pequenas moléculas (Ensign,
1978).

Os endodsporos dos Thermoactinomyces assemelham-se morfologica e
estruturalmente aos esporos dos Bacillus. Eles contém grande quantidade de ions
calcio e magnésio e acido diaminopimélico. Estudos respirométricos nao
detectaram metabolismo enddgeno e esta caréncia de respiragdo pode estar
relacionada com o baixo conteudo de citocromo a. Os esporos de
Thermoactinomyces sobrevivem a fervura por periodos de tempo equivalente aos
esporos de Bacillus e Clostridium. Estes enddsporos sido constitutivamente
dormentes, isto significa que eles sé germinam apds terem sido ativados (Ensign,
1978).

Os membros da familia Actinoplanaceae possuem esporos, que na
maioria das espécies, sdo moveis e ficam dentro de um esporangio. Esta familia
divide-se em dois grupos: o primeiro, caracteriza-se por um esporangio esférico ou
cilindrico, contendo milhares de esporos, é representado pelos seguintes géneros:
Actinoplanes, Spirillospora, Streptosporangium, Amorphosporangium,
Ampullariella e Pilimelia. O segundo grupo, é caracterizado por organismos que

produzem 3 ou 4 esporos dentro de um esporangio semelhante a dedos, os
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membros deste grupo sao: Planobispora, Dactylosporangium e Kitasatoa. Os
esporos da maioria dos actinoplanace possuem flagelos e sdo desta maneira
zoodsporos. Os flagelos séo feitos de 5 a 6 subfibrilas que surgem de um disco
basal localizado na membrana interna. O numero de flagelos varia de 1 a 40 e a
maioria forma tufos num dos polos do esporo. Dentro do esporangio os esporos
nao sao flagelados, tornam-se depois de serem liberados. Desta forma, o flagelo
dos zodsporos funciona somente por um curto periodo durante o ciclo de vida,
sugerindo desta forma, que a proteina do flagelo é diferente da flagelina das
demais bactérias. Dactylosporangium, destaca-se por produzir dois tipos de
esporos: 0s zodsporos, que nao sao dormentes e aparecem inicialmente no
crescimento, tém como fungdo garantir a disseminagdo do organismo; e os
aleuridsporos, os quais sao constitutivamente dormentes e tém como funcéao
proporcionar sobrevivéncia por periodos com falta de “alimento” e dissecagcao
(Ensign, 1978).

Segundo Reponen et al., (1998) os esporos de actinomicetos sé&o
conhecidos por serem contaminantes do ar em ambientes de trabalho, tais como:
instalacbes agricolas e usinas de compostagem de residuos. Eles também sao
encontrados com frequéncia em construcdes com problemas de umidade e mofo e
por este motivo sdo utilizados como indicadores de mofo em construgdes. Além
disso, os esporos de algumas espécies de actinomicetos, como por exemplo:
Thermoactinomyces vulgaris, Streptomyces albus e Micropolyspora faeni, estao
relacionadas com alta incidéncia de alveolite alérgica e outros problemas de

saude.
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Os actinomicetos possuem uma grande diversidade de habitats. Eles
podem ser isolados de humanos, animais, plantas, aguas residuais, produtos
alimenticios, pedras, construgcdes e obras de arte, mas o seu habitat principal é o
solo (Groth et al.,, 1999). Segundo Kennedy (1999), os actinomicetos
compreendem mais de 30% da populagao total de microrganismos no solo. Eles
estdo adaptados para crescer sobre substratos solidos. Segundo McCarthy and
Willians (1992), os substratos insoluveis e poliméricos sdo as fontes primarias de
carbono no solo, desta forma eles necessitam da secre¢gao de uma variedade de
enzimas extracelulares e hifas penetrando e colonizando o substrato. A ocorréncia
de actinomicetos em ambientes aquaticos pode estar relacionada com a lixiviagao
do solo e conforme Araujo (1998), esta hipotese deve-se ao fato da diversidade
taxondmica de actinomicetos do solo ser a mesma do ambiente aquatico.

Estes microrganismos sdo metabolicamente diversos e sdo capazes de
utilizar fontes variadas de carbono e energia. Desta maneira eles podem ser
autotroficos, heterotroficos, quimiotroficos ou fototréficos (Kennedy,1999). A
maioria € aerdbia, mas existem alguns actinomicetos anaerdébios ou anaerdbios
facultativos, eles crescem, preferencialmente, em solos de pH neutro a alcalino,
embora muitos actinomicetos cresgam em solos acidos (Araujo, 1998). A sua
dispersao na natureza ocorre, principalmente, por meio de esporos hidrofobicos,
adaptados a dispersao aérea, contudo os actinomicetos formadores de esporangio
e as micromonosporas, que nao formam hifas aéreas, sao hidrofilicos e séo

dispersos pelo movimento da agua através do solo (McCarthy and Willians, 1992).
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Os actinomicetos desempenham um papel crucial na decomposicéo de
compostos organicos e poluentes ativos na natureza (Groth et al., 1999). Eles séao
ativos na decomposigcdo de materiais organicos no solo, incluindo lignina e outros
polimeros recalcitrantes e podem degradar residuos agricolas e urbanos (Heuer et
al., 1997). Em Streptomyces e outros géneros de actinomicetos, a degradagao da
lignina ocorre durante o crescimento primario e presume-se ser o resultado da
atividade metabdlica primaria (Ramachandra et al.,1988). Nestes organismos a
mineralizacdo da lignina a CO, é baixa, porém a sua solubilizagcéo é alta e esta
associada a formac&o de humus em solos e sedimentos (Ball et al.,1990). Em
Streptomyces viridosporus T7A, um dos actinomicetos onde a degradacao da
lignina tem sido mais estudada, observou-se a oxidagdo, despolimerizacéo e
solubilizagado da lignina com produgao de uma ligninina modificada, a ligninina
polimérica precipitavel em acido (APPL), como o maior produto da degradagao da
ligninina (Thomas and Crawford, 1998). Diferente do que ocorre com os fungos, a
degradacéo da lignina ndo é inibida em altas concentragdes de nitrogénio organico
e inorganico e a produgao de peroxidase, uma enzima envolvida no catabolismo
inicial da lignina, também nao € inibida por altos niveis de nitrogénio, porém esta
sujeita a repressao catabolica da glicose (Ramachandra et al., 1988).

A capacidade celulolitica de actinomicetos também ja foi verificada e
envolve a agao sinergistica de varias enzimas, como: endoglucalase,
exoglucanase e [3-glucosidase. A primeira possui a habilidade de clivar substitutos
derivados da celulose, tais como o carboximetil celulose; a segunda, libera

unidades de celobiose de cadeias finais ndo reduzidas de celulose microcristalina
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(Avicel); e a terceira catalisa a hidrélise de celobiose e celooligossacaridios a
glicose (Wachinger et al., 1989). Micromonospora bispora parece ser o
actinomiceto termofilico mais fortemente celulotitico. Ele possui uma estratégia
similar a utilizada por fungos, que € a secrecdo de multiplas enzimas, incluindo
celobiohidrolase, que agem de forma sinérgica para afetar a degradacgao e permitir
a ramificagdo das hifas sobre o substrato (McCarthy and Willians, 1992). A
celulase pode ser identificada na forma extracelular ou associada ao micélio, e a
sua producgdo parece ser controlada por repressdo catabolica. Wachinger et al.
(1989) observou uma forte inibicdo da producdo de enzimas na presenca da
glicose.

Os actinomicetos sado qualitativa e quantitativamente importantes na
rizosfera. Segundo Crawford et al. (1993), eles podem influenciar o crescimento de
plantas e podem proteger as raizes da invasao de fungos patogénicos, podendo
desta maneira, serem utilizados no controle biolégico de doengas em plantagdes.
Actinomicetos também atuam como um grupo antagonista de fungos e micrébios
colonizadores de raizes e podem desempenhar fungdes na colonizagdo e
formacao de micorrizas, alguns parecem ser hiper-parasitas de fungos, odsporos
ou esclerotia de fungos, outros produzem compostos herbicidas e inseticidas.
Pandhare and Deshpande (2002), verificaram a produgdo de inibidores de
protease alcalina por Streptomyces sp. Este fato € bastante importante porque
estas proteinas sdo essenciais para o ciclo de vida de muitos organismos
fitopatogénicos. Podendo, desta forma, os actinomicetos inibidores de proteases

serem utilizados no biocontrole em plantas.



17

Os actinomicetos também produzem produtos quimicos como a tiamina,
riboflavina, flavoproteinas, vitamina Bq,, varias porfirinas, compostos contendo
ferro e coenzimas que podem promover ou inibir o crescimento de outros
organismos (Kennedy, 1999).

Estes microrganismos sao importantes degradadores de pesticidas e
esta capacidade de degradagdao nao esta restrita a um género ou familia em
particular. Os actinomicetos degradadores de pesticidas pertencem aos genéros
das subordens: Micrococcineae (Artrobacter, Brevibacterium, Clavibacter),
Corynebacterineae (Corynebacterium, Nocardia, Rhodococcus),
Micromonosporineae (Micromonospora), Propionibacterineae (Nocardioides) e
Streptomycineae (Streptomyces). Estes actinomicetos podem degradar diversos
pesticidas, tais como: organoclorados, triazinas simétricas, triazinonas,
carbamatos, sulfonilireas e acetanilidas. A degradagdo destes pesticidas pode
ocorrer através da utilizacdo destes compostos como unica fonte de carbono e
energia ou pelo cometabolismo (Schrijver and Mot,1999). Esposito et al. (1998)
observaram em seu trabalho que Streptomyces sp. apresentavam bom potencial
de bioremediacdo de solos contaminados com Diuron, um dos herbicidas mais
utilizados no Brasil, sem a producdo de metabdlitos secundarios.

Os Streptomyces possuem a capacidade de produzir grandes
quantidades de enzimas com variada potencialidade de uso industrial. Os
principais grupos de enzimas s&o: oxidoredutases, transferases, hidrolases, liases,
isomerases e sintases. Na natureza eles desempenham um papel importante na

formacgao do humus, especialmente pela producédo de enzimas extracelulares com
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capacidade de degradar compostos celuloliticos (Padilha, 1998). Além disto sao
importantes produtores de antibiéticos.

Membros do género Frankia fixam nitrogénio em nodulos de plantas ndo
leguminosas (Heuer et al., 1997). Por esta razdo sdo bastante importantes para o
balango mundial do nitrogénio (Araujo, 1998).

Nocardia e Rhodococcus sédo importantes componentes da microflora do
solo e estdo envolvidos na degradagao da matéria organica e sao capazes de
decompor compostos quimicos, ambientalmente prejudiciais (Groth et al., 1999).

Os Rhodococcus desempenham papel importante em processos de
bioremediagao e biodegradagéo. Estes microrganismos podem estar naturalmente
presentes em ambientes contaminados com hidrocarbonetos e outros produtos
quimicos, podem persistir nestes solos por periodos longos e podem degradar os
poluentes mesmo na presenca de fontes de carbono mais facilmente assimilaveis.
Estas bactérias conseguem degradar poluentes hidrofobicos por que as suas
células conseguem se aderir a interface agua/dleo, e esta capacidade é
decorrente do fato destes microrganismos possuirem cadeias alifaticas de acidos
micdlicos na sua parede celular, o que lhes conferem natureza hidrofébica. Além
disto, eles também possuem um papel importante na imobilizacdo de metais
pesados e na producdo de surfactantes, floculantes, amidos e polimeros (Bell et

al. 1998).
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2.3. Actinomicetos em processo de compostagem

Actinomicetos sado numerosos no processo de compostagem e
desempenham importantes fungdes na sua decomposicéo. Esta importancia esta
relacionada com a sua habilidade de degradar moléculas complexas e
recalcitrantes, como celulose, lignina e lignocelulose (Ouhdouch et al. 2001).
Muitas das espécies sdo termofilicas, com temperatura 6tima em torno de 55°C. A
termogénese dentro das pilhas de composto é essencial para proporcionar
temperaturas adequadas para crescimento destes microrganismos (Lacey, 1997).

A maioria dos estudos com actinomicetos em processos de
compostagem tem sido realizada em compostos de cogumelos e tém mostrado a
predominancia de Streptomyces sp. com micélio aéreo cinza, Micromonospora sp.
e ocasionalmente Thermoactinomyces, Thermomonospora e Actinobifida sp..
Neste tipo de material os actinomicetos decompdem ativamente manano e xilano
em hemicelulose, celulose e lignina e também podem degradar muitos outros
materiais organicos (Lacey, 1997). Neste tipo de compostagem podem ser
encontrados em torno de 1,2x10' cfu/g de actinomicetos depois de 10 dias a
50°C. A populagdo costuma diminuir ligeiramente, em temperaturas de 65°C,
porém crescimento costuma ser inibido em temperaturas inferiores a 28°C e
superiores a 75°C (Lacey, 1997).

Ha poucos estudos sobre desenvolvimento de actinomicetos em
compostagem de residuos domésticos, mas a sua abundancia € demonstrada
pelo grande numero de esporos aéreos quando o composto é manejado.

Residuos domésticos frescos contém poucos actinomicetos (Lacey, 1997).
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Contudo, os numeros aumentam rapidamente com a evolugédo do processo (Dees
and Ghiorse, 2001). Eles aparecem, predominantemente, durante a fase
termofilica assim como na fase de esfriamento e maturacdo da compostagem, e
podem ocasionalmente, tornarem-se tdo numerosos que podem ser visiveis na
superficie do composto (Tuomela et al., 2000). Jang et al. (2002) também
observaram no seu trabalho que a quantidade de actinomicetos isolados durante o
processo de compostagem de residuos alimentares aumentou com o decorrer do
processo. Este aumento durante as fases termofilica, esfriamento e maturagao foi
em torno de 102 quando comparado com a fase inicial do processo. O autor
atribuiu este crescimento ao fato dos actinomicetos crescerem mais facilmente
sobre lignina e celulose residual do que os fungos e demais bactérias.

Os genéros de actinomicetos predominantemente isolados da
compostagem de residuos solidos urbanos incluem Nocardia, Streptomyces,
Thermoactinomyces e Micromonospora (Tuomela et al., 2000).

Os esporos de actinomicetos séo facilmente dispersos no ar durante o
processo de revolvimento das leiras. A concentracdo pode ser superior a 2x10’
esporos de actinomicetos/m*® no ambiente de compostagem para cogumelos e
superior a 7,4x10% préximo as leiras em revolvimento. Durante o processo de
compostagem de residuos domeésticos estes valores alcangam uma concentragao
maxima de 10° cfu/m® (Lacey, 1997). Segundo McCarthy and Willians (1992), os
actinomicetos que degradam celulose e lignocelulose preferem pH neutro a

alcalino, por isto populagbes grandes destes actinomicetos costumam se



21

desenvolver em compostagem para o cultivo de cogumelos, por que nestes
processos as condicdes costumam ser alcalinas.

Apesar da importancia dos actinomicetos para o processo de
compostagem, eles constituem um risco respiratério potencial para os
trabalhadores. Segundo Déportes et al. (1995), estes microrganismos estao
ligados a poeira produzida pelo composto, especialmente durante o revolvimento
das leiras e uma exposicdo a 10° células/m® destas bactérias podem iniciar a

sensibilizagao e reacgdo alérgica.

2.4. ldentificacdo e classificagcdo dos actinomicetos

A sua filogenia e sistematica tém sido alvo de grandes estudos e estes
envolvem analises morfolégicas, propriedades quimiotaxonbémicas e técnicas
moleculares, entre outros. De acordo com Embley (1994) varios estudos ja foram
feitos tentando construir arvores filogenéticas destes microrganismos. Em 1936 e
1941, respectivamente, Kluvyer & Van Niel e Stanier & Van Niel foram um dos
primeiros a proporem arvores filogenéticas incluindo os actinomicetos. De acordo
com seus esquemas, as formas morfologicamente complexas, como o0s
actinomicetos, evoluiram de formas esféricas simples, e os actinomicetos
formadores de micélio deram origem aos proactinomicetos, as micobactérias e as
corinebactérias, e as formas ramificadas deram origem as bactérias acido latico e
acido propidnico. Por outro lado, no ano de 1945, Krassil'nikov propés uma origem
polifilética de varias linhas bacterianas individuais, das quais a classe

Actinomycetes evoluiu de um ancestral que também deu origem aos fungos. Ele
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também considerou que a ponte entre as micobactérias e as bactérias acido latico
e acido propiénico eram as bifidobactérias. Prauser (1975) usou a morfologia
para descrever as tendéncias evolucionarias e propds que os nocardioformes
formadores de micélio representavam o estagio intermediario entre os
corineformes pleomorficos e o0s actinomicetos morfologicamente complexos
formadores de esporos.

Stanley et al. (1989) colocaram os actinomicetos dentro da classe
Tallobacteria da divisdo Firmicutes, porém esta classe agrupava organismos
muitos distintos como as bactérias Gram positivas “simples” e os actinomicetos.
Desta forma Stackebrandt et al. (1997) propuseram uma nova classe, a
Actinobacteria. Isto foi feito levando-se em consideracao trés fatores: primeiro, o
estabelecimento de propriedades quimiotaxondmicas que detectam diferencas na
composigdo quimica dos constituintes da célula, tais como peptideoglicano,
lipideos polares, acidos graxos, quinonas isoprendis, citocromos e composi¢cao de
bases do DNA; segundo, a introducdo de experimentos de re-associacdo DNA-
DNA, que mediam, de modo geral, as similaridades entre DNA fita unica de
espécies proximamente relacionadas; terceiro, a determinagdo de similaridades de
sequéncias 16S RNAr e DNAr entre linhagens de todos os niveis de
relacionamento. Segundo a classificagdo proposta por Stackebrandt et al.(1997) a
classe Actinobacteria possui 6 subclasses, 6 ordens e 34 familias (Figura 1).
Entretanto um ancestral comum entre os actinomicetos e a segunda divisdo de
bactérias Gram positivas (definidos por Clostridium, Bacillus e seus relacionados)

ainda ndo foi demonstrado de forma convincente pela analise do 16S RNAr.
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Figura 1. Dendrograma da classe Actinobacteria mostrando a
presenca de seis ordens, assim como as 10 subordens da ordem Actinomycetales
baseada na comparacgao de sequéncias do 16S DNAr/RNAr (Fonte: Stackebrandt,

1997).

Porém andlise de sequéncias da glutamina sintetase, glutamato desidrogenase e

proteina do choque térmico (HSP70) revelaram um ancestral comum entre as

bactérias Gram positivas (Stackebrandt et al., 1997).

ORDERS

Actinomycetales

Bifidobacteriales
Acidimicrobiales
Coriobacteriales
Sphaerobacterales
Rubrobacterales



24

As caracteristicas morfologicas, tais como: ramificagdo do micélio sobre
0 substrato, formacdo de micélio aéreo e sua fragmentagdo ou producdo de
esporos sao fatores que auxiliam na identificagado dos actinomicetos.

Nos actinomicetos formadores de esporos, observa-se também o tipo e
numero de esporos, bem com o seu arranjo. Desta maneira os esporos podem ser
unicos, como os encontrados em Micromonospora e Thermomonospora, em pares
longitudinais caracteristicos de Microbispora, em cadeias de esporos como
Nocardia e Streptomyces ou contidos dentro de um esporangio como em
Actinoplanes e Streptosporangio. Em relagdo ao arranjo eles podem ser simples
ou verticilado. O primeiro poderia produzir cadeias de esporos eretas (Figura 2a),
flexiveis (Figura 2b), “Retinaculum-Apertum”-RA (Figura 2c) ou espirais (Figura
2d), e o segundo, o qual caracteriza-se por um verticilo verdadeiro com um eixo
principal maior do que as hifas ramificadas e com espago uniforme entre os
verticilos, pode produzir monoverticilos (Figura 3a), monoverticilos espirais (Figura
3b), biverticilos (Figura 3c) ou biverticilos espirais (Figura 3d).

A utilizacdo do microscopio eletrbnico pode oferecer algumas
informacdes adicionais sobre a superficie dos esporos, pois através dele pode-se
verificar se o esporo possui uma superficie lisa (Figura 4a), enrugada (Figura 4b),
espinhosa (Figura 4c) ou felpuda (Figura 4d).

Desta forma os actinomicetos representam um grupo diversificado de
microrganismos que podem ser classificados taxonomicamente através da
composicao e estrutura do peptideoglicano, morfologia e coloragdo do micélio e

esporangio, caracteristica da superficie e arranjo dos conididésporos, porcentagem



G+C, sequéncia de 16S rDNA, composicéo fosfolipidica da membrana

resisténcia dos esporos ao calor (Prescott, 1993).
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celular e

2d

Figura 2: Tipos de arranjo da cadeia simples de esporos (2a), cadeias
retas; (2b), cadeias flexiveis; (2c), cadeias “reticulum-apertum”; (2d), cadeias em

espirais (Fonte: Shirling and Gottlieb, 1966).
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Figura 3: Tipos de arranjo das cadeias verticiladas. (3a), monoverticilo;
(3b), monoverticilo espiral; (3c), biverticilo; (3d), biverticilo espiral (Fonte: Shirling
and Gottlieb, 1966).
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4c
Figura 4: Tipos de superficies dos esporos. (4a), superficie lisa; (4b),

superficie rugosa; (4c), superficie espinhosa; (4d), superficie felpuda. (Fonte:
Willians et al., 1989a).

2.5. DNA/RNA ribossomal

Ribossomos possuem a fungéo basica de traduzir mRNA em peptideos
e proteinas. Desta forma, genes que codificam para RNAs ribossomais estao
distribuidos universalmente em sistemas vivos, em numero repetido de codpias.
Cada repeticdo dos genes para rRNA é constituida por uma unidade transcricional
€ uma regiao espagadora, chamada IGS. A unidade transcricional € composta por

subunidades: 16S e 23S, em bactérias. A regido 16S interage diretamente com o
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anticondon do RNAt enquanto que a subunidade 23S interage com o sinalizador
terminal CCA do RNAt-peptidil (Lewin, 2000).

As subunidades sido separadas por espagadores internos, os ITSs. As
subunidades sdo altamente conservadas, enquanto que os ITSs e os IGSs séo
mais variaveis. Desta maneira o DNAr é constituido por regides que evoluiram
com velocidades diferentes. Por esta razdo o RNAr serve como uma fonte valiosa
para o delineamento de relacionamentos filogenéticos e para a identificagdo de
taxon. As regides mais conservadas sdo a base para a analise filogenética e para
o desenho de sondas de oligonucleotideos universais e oligonucleotideos
iniciadores usados para a identificagdo e amplificacdo do DNAr de membros de
taxa superiores (Stackebrandt et al., 1991; Schmalenberger et al., 2001).

Por outro lado, o sequenciamento, a analise de restricdo e a tipificacédo
molecular de regides 16S-23S tém mostrado ser util para estudos sobre
relacionamentos filogenéticos entre organismos proximamente relacionados (Yoon
et al., 1998).

A sequéncia de espacadores internos 16S-23S tem alta frequéncia de
insercao e delecdo, resultando num alto indice de evolugdo. O numero de
insercoes e delecbes em sequéncias 16S-23S podem constituir importantes
diferengas entre organismos (Yoon et al., 1998). Desta forma fragmentos de DNA
contendo regides conservadas, assim como regides intergénicas variaveis entre
0s genes 23S e 16S podem ser usadas para distinguir linhagens de diferentes

niveis taxondémicos.
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A maioria dos organismos possuem multiplas cépias de genes RNAr.
Todas as copias dos genes RNAr de um organismo sdo idénticas ou quase
idénticas em sequéncia de nucleotideos, esta homogeneidade ocorre pela
evolugdo combinada dos genes repetidos e pela alta pressao seletiva sobre a
sequéncia primaria das moléculas, para manter as interacbes precisas com o0s
componentes do complexo maquinario de sintese protéica (Wang et al., 1997;
Ueda et al.,1999).

No dominio Bacteria os genes codificando 5S, 16S e 23S RNAr sao
tipicamente organizados dentro de um operon. O numero de cépias de operons no
genoma bacteriano é variavel e esta relacionado com a taxa de crescimento do
organismo. Geralmente, assume-se que coépias multiplas de operons RNAr em
organismos procarioticos sao requeridas para se obter altas taxas de crescimento,
e isto compreende uma estratégia de resposta a disponibilidade de recursos
(Klappenbach et al., 2000).

A presenca de dois tipos distintos de genes da subunidade RNAr num
unico genoma tem sido relatada em organismos pertencendo aos dominios
Eucarya e Archaea. A origem de tipos distintos de um gene RNAr num unico
genoma tem sido explicado por evolugédo divergente seguida pela duplicagdo do
gene ou por transferéncia lateral de genes (Wang et al.,1997).

A anadlise de diferentes conjuntos de genes também revelou que nem
todos sdo igualmente suscetiveis ha transferéncia lateral. Quando os genes estéo
agrupados de acordo com fungdes bioldgicas envolvidas na transcri¢do, tradugao

e duplicacdo do DNA eles raramente s&o identificados como produto de
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transferéncia lateral. O fato do sucesso da transferéncia de um gene estar
inversamente relacionado com a complexidade de interagées dos seus produtos
com outros componentes celulares chama-se: hipotese da complexidade. Os
genes RNAr podem estar entre aqueles raramente transferidos lateralmente, isto
porque, os RNAr precisam interagir de maneira altamente coordenada com mais
de 100 produtos de genes, para formar os ribossomos e realizar a sintese de
polipeptideos. Porém sugere-se a transferéncia de partes dos genes de maneira
que este processo pode ocorrer repetidamente, envolvendo diferentes partes de
um gene e levando a mudangas graduais da sequéncia nucleotidica, isto chama-
se hipétese da complexidade simplificada (Wang and Zhang, 2000). Segundo
estes autores os niveis de heterogeneidade ndo possuem sérios problemas no
estabelecimento de relacionamentos relativamente distantes, porém devem ser
considerados na determinacdo de relacionamentos em nivel de espécie ou
subespécie.

Técnicas de biologia molecular tém se mostrado uma ferramenta
importante para a analise da estrutura e composi¢cédo das espécies da comunidade
microbiana. Entre estas, destaca-se a analise de sequéncias RNAr, que tem sido
explorada para inferir relacionamentos filogenéticos entre microrganismos, para o
desenvolvimento de sondas de nucleotideos, para a deteccéo de taxa microbianos
individuais, para a determinacdo da diversidade genética das comunidades
microbianas e para a identificagdo de microrganismos ainda ndo cultivaveis
(Muyzer et al., 1993). Além disto o isolamento de genes RNAr para analise

filogenética pode ser menos seletivo e proporcionar uma visdo mais representativa
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da estrutura da comunidade microbiana do que as técnicas classicas (Reysenbach
et al.,1992). Levando-se em consideragdo as vantagens anteriormente citadas o
emprego da regido 16S DNAr, como um marcador molecular para analise de
microrganismos presentes no processo de compostagem, vem crescendo
gradualmente. Blanc et al. (1999), utilizaram oligonucleotideos iniciadores
universais para amplificar seletivamente o 16S RNAr e posteriormente clivou os
produtos obtidos com endonucleases de restricdo para avaliar a diversidade
microbiana durante o processo. Peters et al. (2000), também utilizaram
oligonucleotideos iniciadores especificos para as regides V4-V5 dos genes 16S
DNAr de eubactérias, a regiao V3 dos genes 16S DNAr de actinomicetos e a
regiao V8-V9 dos genes 18S DNAr de fungos, posteriormente os autores
submeteram os produtos do PCR com a analise do polimorfismo da conformacéao

da fita unica (SSPC) para detectar a sucessao de espécies durante o processo.

2.6. Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Ferramentas moleculares tornaram-se um grande potencial para auxiliar
a detecgao de bactérias ainda nao cultivaveis ou de dificil cultivo. Uma dessas
ferramentas moleculares é a amplificagao por PCR de regides variaveis de genes
codificando 16SrRNA (16S rDNA) pelo uso de oligonucleotideos homodlogos a
regides conservadas do gene (Heuer et al., 1997). O 16S DNAr completo pode ser
amplificado diretamente ou depois da transcrigdo do RNAr com um conjunto de
oligonucleotideos iniciadores ligados as regides conservadas do 16S RNAr/DNAr

(Wintzingerode et al., 1997).
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PCR é uma técnica que permite a amplificagao in vitro de segmentos do
DNA, usando dois oligonucleotideos iniciadores (primers) que hibridizam com fitas
opostas, em regides que flanqueiam o segmento a ser amplificado. Ela consiste de
ciclos repetitivos de desnaturagdo do DNA, anelamento dos oligonucleotideos
iniciadores e extensao pela DNA polimerase (Bua and Porcel, 1994).

Um parametro critico para o sucesso do PCR é o desenho correto dos
oligonucleotideos iniciadores. A sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores
selecionados determina o tamanho e a localizagdo do produto PCR, assim como
define a Tm da regido amplificada, um parametro fisico importante na formag¢ao do
produto (Dieffenbach et al., 1995). A especificidade de um oligonucleotideo
iniciador para anelar a uma unica sequéncia € obtida pela homologia ao sitio alvo,
o seu comprimento e conteudo G+C. Apds o anelamento ter ocorrido, a extensao
dos oligonucleotideos iniciadores é o préximo passo sensivel ao mal pareamento
oligonucleotideo/alvo (Heuer et al., 1997). A especificidade e a eficiéncia do PCR
sao dois parametros importantes para medir a eficacia do PCR. Um PCR
altamente especifico gera somente um produto, que corresponde a sequéncia alvo
pretendida. Por outro lado, a eficacia de uma amplificagdo corresponde a
formacao de mais produtos com poucos ciclos.

Segundo Dees and Ghiorse (2001), estudos sobre estrutura e
diversidade da comunidade microbiana no composto que utilizam somente
técnicas de cultivo tém falhado para detectar e identificar apropriadamente uma
significante porgdo da microflora do composto. Desta forma, técnicas

independente de cultivo para perfil genético do PCR amplificando genes da
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pequena subunidade rRNA tem surgido para caracterizar a diversidade e
sucessdao de comunidades microbianas durante compostagem de substrato
organico. Sessitsch et al. (2002), em seu trabalho para analisar a populagdo de
eubactérias e actinomicetos endoéfitos de batata, utilizaram a reagdo em cadeia da
polimerase para amplificar a regidao 16S DNAr utilizando oligonucleotideos
iniciadores universais para eubactérias, posteriormente os autores submeteram o
produto obtido, a um segundo PCR utilizando oligonucleotideos especificos para
actinomicetos e depois utilizaram estes produtos para clonagem e analise através
do DGGE. Monciardini et al. (2002) desenvolveram seis pares de
oligonucleotideos iniciadores para a amplificacdo especifica da regido 16S DNAr
de diferentes grupos de actinomicetos. Xu et al. (2002), desenharam
oligonucleotideos iniciadores abrangendo regides conservadas e hipervariaveis do
16S DNAr de Thermoactinomyces, o que permitiu a identificagcdo de todos os
isolados deste género associados com a “mushroom work’s lung”, uma alveolite
alérgica causada pela inalagdo de varios organismos termdfilos envolvidos no
processo de compostagem. Wilson et al. (1998) utilizaram a PCR-analise do
modelo de enzimas de restricdo (PRA) para a identificagdo de actinomicetos
aerdbios de isolados clinicos. Os autores amplificaram um segmento de 439 pb
dos genes da proteina do choque térmico e depois clivaram o produto obtido com
cinco endonucleases de digestdo. Dees and Ghiorse (2001) avaliaram a
diversidade microbiana no composto empregando a técnica da PCR, para isto

utilizaram oligonucleotideos iniciadores especificos para os dominios Bacteria e
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Archaea e também para actinomicetos e fungos. Posteriormente clonaram,
sequenciaram e digeriram os produtos com endonucleases de restri¢cao.

Desta maneira os métodos baseados em PCR tém afetado
enormemente o0 entendimento global da diversidade microbiana porque tem
contribuido para a rapida diferenciagdo e identificagdo de microrganismos
cultivados e o0 acesso a maioria dos microrganismos que ainda nao foram

cultivados em laboratério (Scmalenberger et al., 2001).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1.Coleta das amostras

Para a realizacio deste trabalho foram realizadas seis coletas em leiras de
compostagem de lixo urbano da Central de Triagem e Compostagem de Residuos
Sdlidos de Sapiranga (CETRISA) e trés coletas numa pilha de compostagem da
Faculdade de Agronomia - Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS).

A CETRISA esta localizada em Sapiranga, uma cidade a 61 Km de Porto
Alegre e ocupa uma area de 4,5 hectares. A central de triagem € composta por 16
leitos de compostagem, onde cada um contém uma leira com as seguintes
dimensdes: 22 metros de comprimento, 2,6 metros de largura e 70 centimetros de
altura. As leiras possuem um sistema de aeracgao forgcada e sdo alimentadas com os
residuos solidos urbanos, os quais sofrem um processo de triagem através de
catagao manual e peneiramento.

A pilha de compostagem da UFRGS esta localizada na Faculdade de
Agronomia e é formada por esterco animal, poda de arvores, grama, e cama de
animais.

As coletas foram efetuadas na pilha e nas leiras que estivessem na fase de

maturagdo do processo. Pequenas aliquotas do material foram coletadas em
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diferentes pontos e profundidades para depois serem reunidas num saco plastico
para juntas formarem uma amostra de aproximadamente 3 Kg. Apds a coleta, as
amostras foram conduzidas para o Laboratério de Microbiologia da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul para ser realizado o cultivo e o isolamento dos

actinomicetos.

3.2. Isolamento dos Actinomicetos

As amostras coletadas foram processadas de trés maneiras diferentes
(Tabela 1), isto foi realizado com o objetivo de melhorar as condigbes de isolamento
dos actinomicetos. A primeira amostra coletada na CETRISA (maio/2001), foi
homogeneizada ao chegar no laboratério e posteriormente foi retirada uma aliquota
de 10 gramas, a qual foi adicionada a 90 ml de agua peptonada estéril 0,1%,
obtendo-se, desta maneira, a diluicdo 10"'. A partir desta diluicdo foram feitas as
diluicdes 102 e 10. Posteriormente foram semeados 100pl, em duplicata, através da
técnica de espalhamento em superficie (Antunes, 1995) em placas contendo agar
Jaunsen (Anexo 1.1.1). Estas placas foram incubadas a 37°C e a temperatura
ambiente por 14 dias.

A amostra proveniente da 2% coleta (CETRISA-julho/2001) foi
homogeneizada e diluida da mesma forma como foi descrito anteriormente, porém
somente a diluicdo 10 foi utilizada. Foram semeados 100 pl desta diluicdo em
placas contendo agar Jaunsen e o agar 72C (Anexo [.1.2) (Gerhardt, 1981) e

incubadas a 37°C e a temperatura ambiente por 14 dias.
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As amostras obtidas a partir da 3% coleta da CETRISA (agosto/2001) e
todas da composteira da Agronomia foram processadas da seguinte forma: as
amostras foram homogeneizadas e posteriormente 3 aliquotas, cada uma contendo
10 gramas da amostra, foram retiradas e adicionadas em trés enlenmeyers contendo
90 ml de agua peptona estéril. As diluicdes obtidas foram processadas da seguinte
maneira: a primeira foi colocada na estufa com agitagdo (Certomat®8S1) a uma
temperatura de 50°C e velocidade de 100 rpm por um periodo de 10 minutos; a
segunda foi submetida a uma temperatura de 37°C, com agitagdo de 100 rpm e por
um periodo de 10 minutos; a terceira aliquota foi submetida a uma temperatura de
45°C, com agitagdo de 100 rpm por um periodo de 16 horas. Transcorridos os
tempos de incubacao, foram feitas a diluicdes 102 e 10>, Foram semeados 100
da diluicdo 10 , em triplicata, através da técnica de espalhamento, em placas
contendo agar caseina amido (ACA) (Anexo 1.1.3) (Frighetto & Valarini, 2000). Apés,
as placas foram incubadas a 37°C, 50°C e a temperatura ambiente por um periodo

de 14 dias.

3.3. Coloracéao de Gram

Apo6s o periodo de incubacdo, colbnias caracteristicas de actinomicetos,
obtidas da pilha da UFRGS e as obtidas da 2% 3% e 4% coletas da CETRISA foram
selecionadas e semeadas nos meios Jaunsen e 72C (2% coleta) e ACA (demais
coletas) através da técnica de esgotamento (Antunes, 1995). Posteriormente foi
realizada a coloragcdo de Gram para verificar a pureza da cultura e se os

microrganismos eram Gram positivos ou Gram variaveis e ainda se 0os mesmos
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apresentavam uma forma filamentosa ou se fragmentavam em bacilos, cocos ou

cocobacilos.

3.4. Identificagcdo morfolégica

Uma vez tendo sido feito a coloragdo de Gram das amostras, as mesmas
foram submetidas a analise das caracteristicas morfolégicas microscépias. Para a
analise destas caracteristicas foi realizado um microcultivo de cada um dos isolados
conforme descrito por Holt et al.(1989). O microcultivo foi montado em placas de
Petri contendo no seu interior dois palitos sobre os quais foi depositada uma lamina
de microscopio e ao seu lado um pedago de algodao de aproximadamente 2cm x
2cm. Cada conjunto foi embalado e esterelizado por duas horas no forno de Pasteur.
Depois com o auxilio de uma micropipeta foram adicionados, sobre a lamina, 700 pl
de agar nutriente 1,8% a uma temperatura de aproximadamente 45°C. Apds a
solidificagdo do meio uma aliquota do isolado foi semeada com o auxilio de uma
alca, num arisco transversal a lamina e posteriormente foi adicionado 1ml de agua
estéril sobre o algoddo. Feito isto, as placas foram fechadas e incubadas em uma
estufa a 37°C por um periodo de 10 dias ou até que o micélio estivesse bem
desenvolvido.

Apos o periodo de incubagdo foram observadas caracteristicas como
ramificagdo do micélio sobre o substrato, formacao do micélio aéreo bem como a sua
fragmentacdo ou producédo de esporos. Esta observacéo foi feita no microscépio

optico (Olympus CX40) com o aumento de 400X.
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3.5. Identificac&o bioquimica

A identificacdo bioquimica dos actinomicetos foi realizada através de 34
provas bioquimicas. As provas bioquimicas para avaliar a utilizacdo de fontes de
carbono e nitrogénio bem como a observagao da produgdo de melanina, coloragcao
do micélio, aéreo ou sobre o substrato, foram realizados sobre meio sélido e de
acordo com a bibliografia recomendada para a identificagado de actinomicetos (Holt et
al.,1989; Willians et al., 1983 a; Willians et al., 1983b e Shirling and Gottlieb, 1966).
Os demais testes foram realizados segundo a bibliografia utilizada para a
identificagdo das demais bactérias MacFaddin (2000). Os resultados obtidos foram
comparados com as grades de identificacao (Holt et al., 1989; Willians et al.; 1983a e

Willians et al., 1983 b).

3.5.1. Crescimento sobre uma unica fonte de carbono:

Neste experimento foram utilizadas as seguintes fontes de carbono: I-
arabionose, rafinose, d-manose, manitol, d-xilose, d-frutose, acetato de sddio, d-
melezitose, d-galactose, meso-inisitol, I-raminose, lactose, salicina, trealose, d-xilose
e celobiose.

Para verificar se os microrganismos utilizavam ou nado as fontes de
carbono acima citadas, foi preparado um sistema contendo trés placas: uma placa
continha a fonte de carbono a ser testada, a outra, o controle positivo, e a terceira
continha o controle negativo.

O meio para utilizacdo de fonte de carbono consistia de agar basal de sais

minerais (Anexo 1.1.4). Este meio era preparado em triplicata e posteriormente
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esterilizado na autoclave a 121°C por 15 minutos. Também foi preparada uma
solugéo de glicose 10%, bem como as fontes de carbono a serem testadas e estas
eram esterilizadas na autoclave a 121°C por 10 minutos. Apods a esterilizagdo, os
meios eram deixados para esfriar e quando o agar basal atingia uma temperatura de
aproximadamente 60°C adicionava-se a solugdo de glicose ao meio que
corresponderia ao controle positivo, ao meio correspondente ao controle negativo
nao era acrescentada nenhuma fonte de carbono, e no terceiro agar basal
adicionava-se a solugdo contendo a fonte de carbono que seria testada (Shirling and
Gottlieb, 1966). Depois estes meios eram vertidos em placas de Petri estéreis.

Cada placa do sistema foi dividida em seis quadrantes e em cada um
destes foi inoculado um isolado de actinomiceto. A semeadura foi realizada com o
auxilio de uma algca e na forma de estrias. Posteriormente, as placas foram
incubadas a temperatura de 37°C por 14 dias e ap0os foi verificada a utilizagdo ou ndo
da fonte de carbono, comparando o crescimento da bactéria nas diferentes placas do
sistema. O resultado era considerado positivo quando o crescimento sobre a fonte de
carbono a ser testada era maior do que sobre o controle negativo e igual ou maior do

que sobre o controle positivo.

3.5.2. Crescimento sobre Unica fonte de nitrogénio:

Neste experimento foram testadas as seguintes fontes de nitrogénio:
nitrato de potassio, I|-cisteina, I-fenilalanina, I-histidina e arginina. O meio para
utilizacdo das fontes de nitrogénio (Anexo 1.1.5) segue a referéncia de Willians,

(1983a). Da mesma forma como para as fontes de carbono, trés sistemas foram
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preparados: controle negativo, somente o meio basal; controle positivo, meio basal
acrescentado de 1% de l-asparagina; meio basal com a fonte de nitrogénio a ser
testada. Preparados os trés sistemas, estes eram autoclavados por 15 minutos a
121°C e posteriormente quando atingiam uma temperatura de aproximadamente
50°C eram vertidos nas placas de Petri estéreis.

Procedimento para a realizacao destes testes foi semelhante ao utilizado
para as fontes de carbono, ou seja, consistia em comparar as placas contendo a

fonte de nitrogénio a ser testada com o controle positivo e o negativo.

3.5.3. Reducéo do nitrato:

Foi estudada em tubos contendo 2ml de caldo nitrato (Anexo 1.1.6). Depois
de 14 dias de incubacéo a 37°C a redugéo do nitrato foi verificada adicionando 500 pl
do reagente A (N-N-Dimetil-a-Naftalamina) e 500 ul do reagente B (Acido Sulfanilico
0,8%). Os tubos foram agitados e a formagao de uma coloragéo vermelha (resultado
+) foi observada. Nos tubos com reacdo negativa foi adicionado zinco. O
desenvolvimento de uma coloragdo vermelha confirmou a presenca do nitrato
(resultado negativo) e os tubos que permaneceram com a cor inalterada indicaram
que o nitrato foi reduzido a produtos volateis como o 6xido nitroso ou N, portanto

eram positivos.

3.5.4. Degradacao da caseina:
As placas contendo meio caseina (Anexo 1|.1.7) foram divididas em 5

quadrantes e com o auxilio de uma agulha, em cada um foi semeado um isolado
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diferente. Apos 14 dias de incubacgéo a 37°C, a formagao de uma zona clara ao redor

do crescimento indicou o resultado positivo.

3.5.5. Degradacao do amido:

As placas de meio amido (Anexo 1.1.8) foram divididas em 5 quadrantes e
em cada um deles foi semeado, em picada, um microrganismo diferente. Depois de
14 dias de incubagao a 37°C, 200 pl de lugol foram adicionados sobre as coldnias. A
formacado de uma zona clara em torno da colbénia foi considerada positiva para o

teste de degradagao do amido.

3.5.6. Degradacéo da gelatina:

A degradagao da gelatina foi estudada semeando os actinomicetos em
tubos de ensaio contendo 2ml de gelatina nutriente. Apds 14 dias de incubagéao a
37°C os tubos foram colocados por 20 minutos na geladeira, apos este periodo
observou-se se o meio permanecia liquido (resultado positivo) ou ndo (resultado

negativo).

3.5.7. Degradacéo da xantina:

As placas contendo meio xantina (Anexo 1.1.9) foram divididas em cinco
quadrantes e em cada um foi feita a semeadura, em estrias, de diferentes
actinomicetos. Apds um periodo de incubagéo de 14 dias a 37°C o desaparecimento
dos granulos de xantina, inicialmente presentes no meio, foi interpretado como

resultado positivo.
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3.5.8. Degradacéo datirosina:

As placas contendo este meio (Anexo 1.1.10) foram divididas em cinco
quadrantes e em cada um deles foi semeado, em estrias, um actinomiceto diferente.
As placas foram incubadas a 37°C por 14 dias. Apds este periodo a capacidade do
organismo degradar ou nao a tirosina foi avaliada observando se os granulos de
tirosina haviam desaparecido (resultado positivo) ou ndo (resultado negativo) do

meio.

3.5.9. Degradacéo da esculina:

As placas contendo agar esculina (Anexo 1.1.14) foram divididas em cinco
quadrantes e em cada um deles foi semeado, em picada, um actinomiceto diferente.
Apds um periodo de 14 dias de incubagdo a 37°C a degradagdo da esculina foi

observada através do escurecimento do meio.

3.5.10. Crescimento em diferentes concentragdes de NaCl:

A capacidade dos actinomicetos crescerem em diferentes concentracdes
de NaCl foi estudada semeando estes microrganismos em 2ml de caldo nutriente
contendo NaCl (Anexo [.1.11) nas seguintes concentrac¢des: 7, 10 e 13%. Apos 14
dias de incubacéo a 37°C foram considerados positivos os tubos que apresentaram

crescimento.
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3.5.11. Pigmentacéao

3.5.11.1. Cor da massa de esporos:

A coloracdo dos esporos foi determinada semeando actinomicetos sobre
placas de meio Amido /Sais Minerais (Anexo 1.1.12) incubadas por 14 dias a 37°C.
Apos este periodo a coloracdo da massa de esporos foi observada sob condi¢des
padrdes, ou seja, sempre no mesmo local, horario e sobre um fundo claro (Williams

et al., 1983b).

3.5.11.2. Cor do micélio sobre o substrato:

Este parametro foi determinado usando culturas com crescimento de 14
dias sobre o agar Glicerol-asparagina (Anexo 1.1.13). Apds o periodo de incubagao
as placas foram invertidas e, sob condigdes padrdes, a cor do micélio sobre o

substrato foi observada (Williams et al., 1983b).

3.5.12.Produc¢éo de melanina:

Para verificar se o actinomiceto era capaz ou nao de produzir melanina,
uma aliquota do mesmo foi semeada em estrias no meio agar tirosina (Anexo 1.1.15).
Apos um periodo de 14 dias de incubagéo a 37°C, as placas foram analisadas para
verificar se o meio havia mudado sua coloracdo para uma tonalidade escura

(resultado positivo) (Shirling and Gottlieb, 1966).
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3.6. Caracterizacdo Molecular

Apos a identificacdo bioquimica dos isolados o trabalho teve
prosseguimento com a identificagdo molecular utilizando oligonucleotideos
iniciadores para a amplificacdo do fragmento do DNAr 16S dos isolados. Foi
empregada a técnica da Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e a posterior
digestdo dos produtos obtidos com endonucleases de restricdo. Para a digestdo com
as endonucleases de restricao foram selecionados trés isolados de cada espécie

identificada bioquimicamente.

3.6.1. Extracdo do DNA cromossomal dos actinomicetos:

O DNA cromossomal dos actinomicetos foi extraido, segundo o protocolo
descrito por Hopwood et al. (2000), com modificagdes. Para o isolamento do DNA
gendmico, os actinomicetos foram inoculados em 25 ml de caldo BHI (Anexo 1.1.17)
e incubados a temperatura de 37°C, agitagdo de 100 rpm por um periodo de 24-48
horas. As células foram obtidas apds centrifugacdo a 13000 rpm (Centrifuga Sigma
Laborzentrifugen 2K 15) por 4 minutos e depois foram ressuspendidas em tampao
SET (75mM NaCL, 25mM EDTA pH 8.0, 20mM Tris-HCI pH 7.5) (Anexo 1.2.1).
Lisozima (Anexo 1.2.2) a uma concentragao final de 1mg/ml foi adicionada a mistura
e esta foi incubada em banho de agua a 37°C por uma hora. Apds este periodo,
foram adicionados SDS (Anexo 1.2.3) a uma concentragéo final 1% e uma solucao de
proteinase K (Anexo 1.2.4) a uma concentragao final 0,5 mg/ml. A mistura foi
incubada, a uma temperatura de 55° por 2 horas. Apds este periodo, uma solugdo

NaCl 5M, a uma concentragao final de 1,25mM foi adicionado a mistura e esta foi
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homogeneizada por inversao. Apds, 1 volume de cloroférmio foi adicionado e
novamente misturado por inversdo por 30 minutos e depois a solugdo foi
centrifugada por mais 20 minutos a 13000 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 1.2.5) e duas vezes com
cloroférmio/alcool isoamilico (24:1) (Anexo 1.2.6). O sobrenadante foi retirado e o
DNA foi precipitado com 0,6 volumes de isopropanol e incubado por 18 horas a —
20°C. Apos este periodo o material foi centrifugado por 20 minutos, o sobrenadante
foi retirado e o DNA foi lavado com NaCl 1M (Anexo Item 27) e deixado secar a

temperatura ambiente. O DNA foi ressuspendido em 200 pl de TE (Anexo 1.2.7).

3.6.2. Extracdo do DNA cromossomal das bactérias controle:

Para a extragdo do DNA cromossomal das bactérias utilizadas como
controle negativo, ou seja, ndo actinomicetos, foi utilizado o protocolo descrito por
Sambrook et al. (1989). Desta maneira 20ml de caldo BHI foi inoculado, com as
bactérias de interesse, e incubado a 37°C, com agitagdo de 100rpm por um periodo
de 16 horas. Posteriormente as células bacterianas foram coletadas, centrifugando
2ml da cultura por 1 minuto a 13000rpm em um tubo eppendorf. O sobrenadante foi
retirado e o “pellet” foi lavado uma vez com NaCl 1M e ressuspendido em TE 1X
(Anexo 1.2.8). SDS, lisozima e RNAse foram adicionados, respectivamente, nas
seguintes concentragdes finais: 0,6%, 0,2mg/ml e 0,3mg/ml e a mistura foi incubada
a 37°C por uma hora em banho de agua. Apds este periodo, foi adicionada

proteinase K a uma concentragéo final de 0,6mg/ml e a mistura foi incubada, a 56°C
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por 15 minutos. Transcorrido este periodo de incubacado, 1 volume de fenol foi
adicionado a mistura e esta foi homogeneizada e entao centrifugada por 10 minutos
a 13000rpm. O sobrenadante foi transferido para outro tubo de microcentrifuga e a
extracdo com fenol foi repetida. Posteriormente, foi realizada uma extracdo com
fenol/cloroférmio/alcool isoamilico (24:1:24) e duas extragdes com cloroférmio/alcool
isoamilico (24:1) repetindo-se os tempos de centrifugagao anterior. Ao sobrenadante
resultante foi adicionado 0,7 volumes de isopropanol, a mistura foi deixada a —20°C
por 16 horas e depois centrifugada por 20 minutos a 13000rpm. O isopropanol foi
desprezado e o DNA foi deixado para secar a temperatura ambiente e

posteriormente ressuspendido em 50ul de TE (10mM TRIS, 1mM EDTA, pH 8.0).

3.6.3.Quantificacdo do DNA por comparacao da intensidade de banda:
A quantificacdo do DNA dos actinomicetos por comparacao da intensidade
de banda foi realizada em um gel de agarose 0,8% (Anexo 1.2.9) contendo brometo
de etideo (Anexo 1.2.10). Sobre este gel foi colocado 1ul do DNA lambda (Invitrogen)
nas seguintes concentragdes: 0,05, 0,25, 0,1 e 0,5ug/ul e 1ul do DNA extraido.
Posteriormente o gel foi levado ao transluminador de UV e a intensidade de banda

do DNA extraido foi comparada com as concentragdes conhecidas do DNA lambda.

3.6.4. Quantificacdo do DNA atraves de espectrofotometria:
O DNA extraido também foi quantificado pelo espectrofotométro (Metrolab
1700). Para a quantificagdo, 5ul do DNA extraido foi diluido em 995ul de agua

destilada estéril. Como controle foram utilizados amostras de DNA lamda nas
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seguintes concentragbes 1 e 2ug/ml. A leitura foi realizada nos comprimentos de
onda de 260 e 280 nm. O calculo da concentragdo de DNA foi realizado multiplicando
o resultado obtido no comprimento de onda de 260nm por 50, valor correspondente a
uma OD, e posteriormente dividindo o valor obtido por 5. Uma vez que o volume de
DNA usado foi 5ul. Dividindo-se o resultado obtido no comprimento de 260 nm pelo

de 280 nm pode-se também verificar a pureza do DNA extraido.

3.6.5. Oligonucleotideos Iniciadores:

Os oligonucleotideos iniciadores F243 e R513 foram utilizados para
amplificar um fragmento de DNA da regido 16S do DNAr dos actinomicetos. O
primeiro foi desenhado por Heuer et al. (1997) e é especifico para a regidao 16S do
DNAr dos actinomicetos. O segundo, anela a um dominio universalmente
conservado, porém o fato de possuir uma base adenina na extremidade 3’, faz com
que ele anele preferencialmente com bactérias Gram positivas e B-proteobactérias.
Este par de oligonucleotideos iniciadores anela na regiao V3 variavel do 16S DNAr e
produz um fragmento de 302 pares de base.

Sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores séo:

F243: Actinomycetes (226-243) - 5’GGATGAGCCCGCGGCCTA3’

R513: Actinomycetes e outros (513-528) -» 5CGGCCGCGGCTGCTGG

CACGTA3’
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3.6.6. Condicdes de amplificacao:

As condi¢cdes de amplificacdo descritas por Heuer et al. (1997), foram
utilizadas neste trabalho com modificagdes. PCR foi realizado em um aparelho
termociclador (Minicycler™MJ Research). Para amplificacdo especifica do fragmento
16S DNAr dos actinomicetos foi utilizada a seguinte mistura de reagdo: DNA molde
(50ng), 2,5mM de MgCl,;, tampédo de reagao 1X, 158nM de oligonucleotideos
iniciadores (GibcoBRL), 0,3mM de cada um dos desoxinucleotideos (Amersham
Pharmacia Biotech) ( Anexo 1.2.11), 100ng de albumina de soro bovino (BSA)
(Amersham Pharmacia Biotech), 1 unidade da enzima DNA Taq polimerase
(Invitrogen) e agua MiliQ estéril para completar o volume de 25ul. Antes de ser
levada ao termociclador, a mistura foi coberta com 20ul de 6leo mineral estéril para
evitar a evaporacao do material.

Os controles negativos e positivos utilizados na reagdo de PCR com o
objetivo de avaliar a especificidade da reagao encontram-se na tabela 1. As misturas
de reacédo e as temperaturas de anelamento testadas encontram-se respectivamente
nas tabelas 2 e 3.

As condi¢bes de amplificacdo foram as seguintes:

- 5 minutos de desnaturagao inicial a 94°C.

- 35 ciclos: 1 minuto de desnaturagéo a 94°C
1 minuto de anelamento a 63°C
2 minutos de extensdo a 72°.C

- 2 minutos extensao final a 72°C
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Tabela 1: Controles negativos e controle positivo utilizados para avaliar a

especificidade dos oligonucleotideos iniciadores utilizados.

Controle positivo Controle negativo

Streptomyces rochei INCQS 00320  Proteus mirabilis ATCC 15290
Salmonella enteretidis ATCC 13076
Escherichia coli ATCC11105
Proteus vulgaris ATCC 00106
Salmonella paratyphi IAL 1207
Alcaligenes faecalis ATCC 9750
Micrococcus luteus ATCC 7468
Paenebacillus alvei ATCC 6344
Bacillus subtillis ATCC 6633
Bacillus licheniformis
Bacillus cereus

Bacillus polymyxa

INCQS: Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude — FIOCRUZ; ATCC:
American Type Culture Collection; IAL: Instituto Adolfo Lutz

3.6.7. Eletroforese em gel de agarose:

Os fragmentos obtidos através da técnica do PCR foram observados em
gel de agarose 0,8%, corado com brometo de etideo (5ul/100ml de gel). O gel foi
submetido a uma voltagem de 75Volts (Eletroforesis Power Supply EPS301-

Amersham Pharmacia Biotech) em tampao TAE 1X (Anexo |.2.12), por um periodo
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de 45 minutos e foram visualizados através do transluminador de luz ultra violeta e

fotografados pelo programa Kodak 1D.

Tabela 2: Sistemas testados para a amplificacdo de um fragmento da

regidao 16S do DNAr dos actinomicetos.

| Il 11l v \% VI VI VI IX X XI
Tampao 1X 1X 1X 1X 1X 1X 1X 1X 1X 1X 1X
MgCl, 2,5mM |2,5mM | 2,5mM | 2,5mM | 2,5mM | 2,5mM | 2,5mM | 2,5mM | 2,5mM | 2,5mM | 2,5mM
F243 158uM | 158uM | 158uM | 316nM | 474nM | 158nM | 632nM | 474nM | 474nM | 316nM | 158nM
R513 158uM | 158uM | 158uM | 316nM | 474nM | 158nM | 632nM | 474nM | 474nM | 316nM | 158nM
DNTPs 0,6mM | 0,6mM | 0,6mM | 0,6mM | 0,6mM | 0,6mM | 0,6mM | 0,6mM | 0,3mM | 0,3mM | 0,3mM
Enzima 1U 1U 1U 1U 1U 1U 1U 1U 1U 1U 1U
BSA 200ng | 100ng |200ng |200ng |200ng |200ng |[100ng |100ng | 100ng | 100ng | 100ng
DNA 30ng |[50ng |50ng |50ng |50ng |50ng |50ng |[50ng |[50ng |[50ng |50ng

3.6.8. Digestdo com endonucleases de restricao

Para a realizagdo da clivagem com as endonucleases de restricdo a
mistura de PCR foi preparada com um volume final de 50ul. 10yl do produto
amplificado por PCR foram submetidos a clivagem com as seguintes endonucleases
de restricdo: Hinfl, Mspl, Xhol, Narl, Banll, Mlul, Pvu e Smal. As concentragcdes dos
tampdes, a temperatura e o tempo de incubagéo utilizados foram os recomendados

pelo fabricante.



52

Tabela 3: Temperaturas de anelamento testadas, utilizando o sistema XI,

para a amplificagdo especifica do fragmento 16S DNAr de actinomicetos.

Linhagens padrao

51°C 52°C 55°C 60°C 63°C

Streptomyces rochei INCQS 00320
Proteus mirabilis ATCC 15290
Proteus vulgaris ATCC 00106
Salmonella entereditis ARCC 13076
Salmonella paratyphi IAL1207
Escherichia coli ATCC 11105
Alcaligenes faecalis ATCC 9750
Paenebacillus alvei ATCC 6344
Bacillus subtillis ATCC 6633
Bacillus licheniformis

Bacillus cereus

Bacillus polymyxa

+

+

+

+

+

+

+ + +

INCQS: Instituto Nacional de Controle de Qualidade em

American Type Collection; IAL: Instituto Adolf Lutz;

+: amostras que amplificaram

-: amostras que nao amplificaram

Saude — FIOCRUZ/ ATCC:

Os fragmentos obtidos através da digestdo com enzimas de restricao

foram resolvidos em gel de agarose 2,5% e submetidos a uma voltagem de 75Volts

por um periodo de trés horas em TBE 0,5X (Anexo 1.2.13). Para a visualizagdo da

corrida destes fragmentos nos géis foi utilizado o tampado de amostra azul de

bromofenol (Anexo 1.2.14). Os fragmentos puderam ser visualizados através do
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transluminador de luz ultravioleta. Os géis foram fotografados pelo programa Kodak
1D e o peso molecular das bandas foi analisado pelo programa KodaK 1D versao

3.5.2.

3.6.9. Marcadores Moleculares:

O marcador Ladder 50bp (Invitrogen) foi utilizado como marcador
molecular para verificar se o peso molecular do fragmento amplificado através do
PCR estava de acordo com o esperado (302 bp) e também para avaliar o tamanho

dos fragmentos obtidos com a ag&o das endonucleases de restrigao.

3.7. Andlise estatistica

Para verificar se a diferenca entre as espécies encontradas nas leiras da
CETRISA e as encontradas na composteira da Faculdade de Agronomia era
significativa ou nao, foi realizada a analise de variangca ANOVA através do programa
Excel. Valores de p-critico inferior a 0,05 informam que as diferengcas sao
significativas, por outro lado valores superiores revelam uma diferenga

estatisticamente nao significativa.

3.8. Microscopia eletronica

A microscopia eletrénica foi utilizada para verificar, principalmente, a
superficie dos esporos. Inicialmente, foi realizada a técnica do microcultivo, apés o
tempo de incubacédo adequado, a amostra foi preparada para a visualizagao através

de microscopia eletrénica utilizando o protocolo descrito por Ciftcioglu and Kajander
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(1998), com modificagdes. As amostras foram cobertas com glutaraldeido por um
periodo de 18 horas, apos foram submetidas a diferentes concentragées de alcool
(50 e 100%) e posteriormente a acetona 100%. Posteriormente as amostras foram

metalizadas no Departamento de Engenharia da UFRGS.

3.9. Andlise Filogenética

A anadlise filogenética dos 31 isolados, submetidos a clivagem com
endonucleases de restricdo e também das provas bioquimicas destes isolados foi
realizada através do programa Statistical Package for the Social Sciences 22 ed
(SPSS). A andlise foi realizada utilizando o coeficiente de similaridade de Dice para a
formagao dos grupos de similaridade e construidos os dendrogramas das distancias
genéticas entre os isolados.

Foram considerados “1” ou “0” para a presenga ou auséncia de um
determinado fragmento resultante da restricdo, bem como para a resposta das
provas bioquimicas. Os agrupamentos hierarquicos foram feitos por UPGMA -
“Unweighted pair Group Method with Arithmetical Averages “ (Sneath and Sokal,
1973), que consiste em considerar todos os caracteres com a mesma importancia

para a formagao do agrupamento dos microrganismos analisados.



55

4. Resultados e Discusséo

4.1. Isolamento dos actinomicetos:

Para a realizagao deste trabalho foram realizadas 9 coletas de residuos
em processo de compostagem (Tabela 4). Destas, seis foram realizadas na Central
de Triagem e Compostagem de Residuos Sdlidos de Sapiranga (CETRISA) e as
outras trés, numa pilha de compostagem da Faculdade de Agronomia da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS).

A primeira coleta foi realizada, na CETRISA, numa leira na fase de
maturagdo do processo e foi realizada com o objetivo de estabelecer as melhores
condi¢gdes de isolamento para os actinomicetos. As diluicbes da amostra foram
semeadas em meio Jaunsen, no entanto, os resultados nao foram satisfatorios, pois,
predominantemente no meio, houve o crescimento de fungos e de bactérias cuja
morfologia sugeria pertencerem ao género Bacillus. O crescimento destes
microrganismos foi bastante grande e sobrep0s ao dos actinomicetos. Algumas
colénias de actinomicetos que haviam crescido juntamente com os fungos, foram
semeadas em placas de agar Jaunsen contendo cicloheximida (50ug/ml), na
tentativa de isola-los, porém isto n&o foi possivel e desta forma nenhum actinomiceto

foi isolado desta amostra.
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Tabela 4. Condigdes de isolamento empregadas durante as coletas

realizadas na CETRISA e na UFRGS.

Local da Coleta Etapa do Meio e N° de isolados
processo temperatura de obtidos
isolamento

12 CETRISA 150 dias Jaunsen, 37°C 0
maturacao

22 CETRISA 180 dias Jaunsen e 72C, 12
maturacao 37°C

32 CETRISA 60 dias ACA, 37°C, 50°C 30
maturagao e ambiente

42 CETRISA 60 dias ACA, 37°C, 50°C 30
maturagao e ambiente

52 CETRISA 30 dias ACA, 37°C, 50°C 0
termofilica e ambiente

62 CETRISA 30 dias ACA, 37°C, 50°C 0
termofilica e ambiente

7@ UFGRS 180 dias ACA, 37°C, 50°C 30
termofilica e ambiente

82 UFGRS 90 dias ACA, 37°C, 50°C 30
maturagao e ambiente

92 UFGRS 120 dias ACA, 37°C, 50°C 30
maturagao e ambiente

A segunda coleta, na CETRISA, também foi realizada numa leira na fase

de maturacdo do processo. Nesta amostra foi utilizada somente a diluicdo 102 e

também foi testado um novo meio de cultura, o 72C (Gerhard, 1981). O meio

Jaunsen novamente ndo se mostrou eficiente para o isolamento de actinomicetos,
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pois como anteriormente, houve o predominio de fungos e de Bacillus. No meio 72C
o crescimento destes microrganismos nao ocorreu de forma tdo acentuada como no
meio Jaunsen. O meio 72C é pobre em fontes de carbono e consequentemente o
numero de microrganismos (fungos e bactérias) competidores foi bem menor.
Entretanto, apesar de diminuir a contaminagao por outros microrganismos, este meio
ainda ndo se mostrou muito eficaz para o isolamento dos actinomicetos, pois
somente 12 col6nias foram isoladas desta amostra, desta forma uma nova
metodologia foi testada.

A terceira e a quarta coletas da CETRISA e as realizadas na pilha de
compostagem da Faculdade de Agronomia foram realizadas durante a fase de
maturagao do processo, porém um novo meio de cultura foi utilizado, o agar Amido
Caseina (ACA), e novas condigbes de incubagado para as placas semeadas foram
testadas. Este meio mostrou-se bastante adequado para o isolamento dos
actinomicetos, visto que o mesmo favoreceu o crescimento de actinomicetos em
detrimento dos demais microrganismos. As temperaturas de incubacao testadas,
37°C, 50°C e temperatura ambiente mostraram-se igualmente boas para o
isolamento dos actinomicetos mesofilicos e termofilicos existentes no processo de
compostagem. De cada uma destas coletas foram escolhidos, aleatoriamente, 30
isolados, os quais foram posteriormente identificados. Assim, 153 isolados foram
identificados neste trabalho.

A quinta e a sexta coleta realizadas na CETRISA foram realizadas em
leiras no estagio inicial da fase termofilica. Isto ocorreu porque a quantidade de

residuo urbano recolhida diariamente na cidade de Sapiranga aumentou muito,
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enquanto que as instalagbes onde o processo de compostagem ocorre
permaneceram as mesmas, consequentemente a alternativa escolhida pela
prefeitura municipal foi a redu¢cdo no tempo de compostagem. O material que
inicialmente ficava nas leiras por um periodo de aproximadamente 120 dias, até
alcancgar a maturacao e desta forma ter um composto final estabilizado préprio para o
uso, passou a ficar por um prazo maximo de 30 dias. Desta maneira o processo
passou a ser interrompido na etapa inicial da fase termofilica, o que corresponde um
risco para a saude e para o0 meio ambiente.

Nestas duas coletas o isolamento dos actinomicetos nao foi favorecido e
isto pode estar relacionado com o estagio no qual as coletas foram realizadas.
Durante a fase termofilica ocorre a eliminagéo ou inativagdo de um grande numero
de microrganismos, consequentemente o crescimento dos actinomicetos torna-se
favorecido. Como estas coletas foram realizadas no inicio deste estagio esta
inativacao ou eliminagcdo nao foi suficiente para proporcionar o crescimento dos
actinomicetos, os quais sdo maus competidores. Outro fator que pode ter
influenciado € o pH, que provavelmente deveria ainda estar acido, dificultando desta
maneira o crescimento dos actinomicetos que tem a sua atuagédo fortemente
influenciada por esta variavel. Segundo McCarthy and Willians (1992), os
actinomicetos preferem pH neutro a alcalino. No inicio do processo de compostagem
de residuo doméstico, o pH pode atingir valores proximos a 4,8 e isto deve-se aos
produtos da fermentacao dos residuos, mas com desenvolvimento do processo, o pH
pode alcangar valores em torno de 9,0 devido a amonificagdo dos componentes

nitrogenados no composto (Jang et al., 2002).
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Resultados semelhantes foram encontrados por Peters et al. (2000), Jang
et al. (2002) e Dees and Ghiorse (2001), os autores observaram que a quantidade e
a diversidade dos actinomicetos aumentava nos estagios termofilicos e de
maturagédo. Jang et al. (2002) atribuiram este aumento ao fato dos actinomicetos
crescerem mais facilmente sobre lignina residual ou celulose do que as demais
bactérias e fungos. Segundo McCarthy and Willians (1992), os actinomicetos sao
capazes de tolerar temperaturas e pH mais elevados do que os fungos, desta forma
crescem melhor em pH alcalino. Dees and Ghiorse (2001), no seu trabalho sobre
diversidade microbiana no composto, observaram que os actinomicetos estavam
presentes em todas a amostras de composto entre 50°C e 74°C, enquanto que
fungos foram detectados somente nas amostras de 50°C.

Os actinomicetos apresentam uma grande variedade nas caracteristicas
morfoldgicas, o que possibilitou diferencia-los facilmente das demais bactérias. Entre
estas caracteristicas encontram-se a producdo de micélio, o que Ihes proporciona
uma aparéncia pulvurulenta caracteristica (Figura 5), producdo de hifas filamentosas

e ramificadas (Figura 6) e produgao de pigmentos.
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Figura 5: Streptomyces griseoviridis sobre agar amido caseina

Figura 6: Streptomyces sp. sobre meio agar amido caseina
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4.2. Identificacdo dos actinomicetos

4.2.1. ldentificacdo morfologica dos actinomicetos

Durante a realizagdo deste trabalho foram isolados e identificados 153
actinomicetos. A identificagéo teve inicio com a coloragdo de Gram e prosseguiu com
a observagao das caracteristicas morfolégicas, o que possibilitou classifica-los em
nivel de género, e com o emprego de provas bioquimicas, os actinomicetos puderam
ser classificados em nivel de espécie.

O emprego da coloragao de Gram teve como objetivo verificar a pureza da
cultura e a forma predominante como os actinomicetos se apresentavam, ou seja, se
eles possuiam uma forma filamentosa ou se fragmentavam em bacilos, cocos ou
cocobacilos. Neste estagio do trabalho, ja se pode verificar a diversidade de formas
existentes neste grupo de microrganismos, pois puderam ser observadas desde
formas totalmente fragmentadas observadas no género Nocardia (Figura 7) até
formas filamentosas observadas no género Streptomyces (Figura 8). Esta variedade
de formas morfologicas ja havia sido mencionada por Connell (2001). No seu
trabalho a autora considera os actinomicetos um grupo de microrganismos com
caracteristicas morfolodgicas variadas, que compreende bactérias que se dividem por
fissdo binaria, tais como Corynebacterium, espécies com envelope celular e
ramificagdes como Mycobacterium e Nocardia, até espécies amplamente ramificadas
e filamentosas como os Streptomyces.

Apés a coloragdo de Gram foram realizados microcultivos de todas as
amostras. A técnica do microcultivo descrita por Stanley et al. (1989) possibilitou a

observagao de varias caracteristicas morfoldgicas, tais como: ramificagdo do micélio
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sobre o substrato, formagao de micélio aéreo e sua fragmentagdo ou produgéo de
esporos. Nos actinomicetos formadores de esporos observou-se também a
organizacgao dos esporos em cadeias como nos géneros Nocardia e Streptomyces.

A observacao destas caracteristicas possibilitou a classificagdo em nivel
de género. Neste estudo analisando as caracteristicas morfolégicas observou-se o
predominio dos géneros Streptomyces e Nocardia, resultados semelhantes foram
encontrados por Lacey (1997). No seu trabalho sobre actinomicetos em processo de
compostagem o autor observou que os géneros predominantes eram: Streptomyces
e Nocadia, seguidos de Thermoactinomyces, Thermomonosporas e
Micromonospora.

Os estreptomicetos identificados possuiam micélio aéreo bem
desenvolvido e a maioria possuia esporos em cadeias espirais (Figura 9), com
alguns apresentando cadeias flexiveis (Figura 10). A maioria das nocardias
observadas, possuiam micélio aéreo e sobre o substrato bastante ramificado e
fragmentado (Figura 11). O género Terrabacter caracterizou-se pela auséncia de
micélio aéreo e por um micélio sobre o substrato bastante fragmentado, formando
bacilos e cocobacilos. O Micromonospora caracterizou-se pela auséncia de micélio
aéreo e pela produgdo de esporos unicos no micélio sobre o substrato.
Thermomonospora possuia esporos em grupos sobre o micélio aéreo e foi
diferenciada de Thermoactinomyces pelo aquecimento a 90°C por 30 minutos.
Streptoverticillum apresentou esporos em cadeias formando monoverticilos.
Nocardiopsis possuia hifas aéreas formando cadeias longas, ramificadas e em zigue-

zague.
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Figura 9: Esporos de Streptomyces sp. em cadeias espirais observados no
microscopio 6ptico com aumento de 400 vezes.
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Figura 10: Esporos de Streptomyces sp. em cadeias flexiveis observados
no microscopio optico com aumento de 400 vezes.
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Figura 11: Hifas ramificadas de um microcultivo de Nocardia sp.
observadas sobre microscopio éptico com aumento de 400 vezes.

Um dos Streptomyces foi observado através de microscoépio eletrénico de
varredura e teve seu micélio sobre o substrato e a superficie dos esporos analisados.
O primeiro apresentou-se como um emaranhado de hifas (Figura 12) e o segundo

como esporos espinhosos (Figura 13).
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Figura 12: Microscopia eletronica de varredura de hifas de Streptomyces sp.
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Figura 13: Microscopia eletrbnica de varredura de esporos de
Streptomyces sp.

As caracteristicas de coloracdo do micélio aéreo e do micélio sobre o
substrato também foram utilizadas para auxiliar na identificacdo dos actinomicetos.
Porém, estas caracteristicas foram empregadas, juntamente com as provas
bioquimicas, para a classificagdo em nivel de espécie. Os actinomicetos
apresentavam uma variedade bastante grande de cores de micélio, principalmente o
micélio aéreo, que apresentou coloracbes de branco, cinza, azul, rosa, marrom e
creme. A produgao destes pigmentos, frequientemente, nao ficava restrita ao micélio,
ela se difundia no meio, alterando, desta maneira, a coloracdo do meio. A variedade
de cores refletiu a diversidade de espécies e também a capacidade destes

microrganismos produzirem pigmentos diversos.
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4.2.2. Identificacdo Bioquimica dos Actinomicetos

A identificagdo bioquimica dos isolados foi realizada empregando 34
provas bioquimicas, incluindo a coloracdo do micélio aéreo e sobre o substrato. As
provas para avaliar a utilizacdo de fontes de carbono e nitrogénio tiveram que ser
realizadas sobre meio sdlido e especifico para actinomicetos.

As provas para verificar a utilizacdo de fontes de carbono foram repetidas
trés vezes, utilizando o protocolo descrito por MacFaddin (2000). O indicador de pH,
purpura de bromofenol, foi utilizado duas vezes e o indicador vermelho de fenol, uma
vez, poréem os resultados obtidos foram sempre negativos. Este resultado ndo era
esperado, visto que estes microrganismos sdo conhecidos pela sua capacidade de
utilizar diferentes fontes de carbono. Desta maneira, os testes foram repetidos sobre
meio solido especifico (Holt et al., 1989) e a maioria dos resultados que,
anteriormente, haviam sido negativos, passaram a dar resultados positivos. Uma das
possibilidades para os resultados negativos quando da utilizagdo do meio de cultura
com indicadores de pH, pode ser que a produgao de acidos decorrentes da utilizagcao
dos carboidratos néo tenha sido suficiente para ser detectada pelo indicador de pH.
Holt et al. (1989), utilizaram meios sélidos especificos para a classificagdo dos
actinomicetos. Porém, neste trabalho ndo houve nenhuma referéncia do porqué da
utilizacdo dos meios sodlidos especificos. O principal diferencial do meio utilizado
como base para prova dos carboidratos € a presenca de diferentes sais e isto
também é uma caracteristica da maioria dos meios empregados para o isolamento

dos actinomicetos. Nestes meios de cultura a interpretagdo é realizada comparando



68

o crescimento do microrganismo nas placas com fonte de carbono controle e sem
fonte de carbono.

As provas para verificar a utilizagcdo da arginina, I-cisteina, I-histidina e I-
fenilalanina foram repetidas trés vezes utilizando o protocolo descrito por MacFaddin
(2000) para aminoacidos. Porém, as amostras testadas n&o puderam ser
consideradas nem positivas, nem negativas, pois os dois tubos, o controle e o
contendo a fonte de nitrogénio a ser testada, permaneceram inalterados. Desta
maneira, as provas tiveram que ser realizadas sobre o meio solido para a utilizagao
de fontes de nitrogénio descrito para actinomicetos (Holt et al., 1989). Na maioria das
vezes, 0s resultados passaram a ser positivos. Sendo a interpretagao feita de forma
semelhante a da fonte de carbono.

A produgao do pigmento melanina foi verificada empregando o meio agar
tirosina, mas também pode ser observada muitas vezes no caldo BHI, através do
escurecimento do meio. Apesar da producao de melanina ser visualizada no caldo
BHI, este meio ndo € o mais utilizado por que outros pigmentos podem ser
produzidos neste meio, resultando num falso positivo. Desta maneira, os meios
empregados para a produ¢do de melanina sdo: o agar tirosina e o agar ferro extrato
de levedura e peptona.

As demais provas bioquimicas seguiram os protocolos utilizados para a
identificagado das demais bactérias (MaCFadin, 2000; Holt et al., 1994).

Os 153 actinomicetos identificados ficaram distribuidos em 8 géneros e 24
espécies (Tabela 5). Os géneros predominantes foram Streptomyces sp. (n=61),

Nocardia sp. (n=60) e Terrabacter sp. (n=21). A alta incidéncia de Streptomyces
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pode estar relacionada com o fato deste microrganismo ter crescimento mais rapido
do que os demais actinomicetos. Segundo Araujo (1998) a maioria dos actinomicetos
tem um ciclo celular de 2 a 3 dias. Enquanto que o dos Streptomyces é de 1,7 dias.
Além disto os Streptomyces produzem compostos que controlam o crescimento de
outras bactérias e fungos, o que os torna melhores competidores (Suutari et al.,
2001). Por outro lado, o freqlente aparecimento do género Nocardia pode ser devido
a sua ampla distribuicdo no ambiente. Lacey (1997) observou o predominio de
Streptomyces e Nocardia no seu trabalho sobre actinomicetos em processo de
compostagem. O género Terrabacter comumente ndo é citado como um género
predominante durante o processo de compostagem. No entanto, isto pode estar
relacionado com o tipo de material presente nas leiras, visto que, a diversidade das
populagdes microbianas €& grandemente influenciada pelo tipo de material a ser
decomposto, e também pode refletir a falta de trabalhos publicados nesta area, pois
certamente muitos microrganismos presentes durante o processo ainda nao foram
cultivados e identificados. Dees and Ghiorse (2001) no seu trabalho sobre
diversidade bacteriana em composto, utilizaram sequéncias 16S DNAr para a
identificagdo de microrganismos durante o processo de compostagem e observaram
que havia sequéncias relacionadas a microrganismos que ainda n&o haviam sido
isolados e identificados durante o processo.

Nas leiras de compostagem da CETRISA ocorreu o predominio do género
Nocardia sp. (Figural4), enquanto que na pilha da Faculdade de Agronomia
predominou o género Streptomyces sp. (Figura 15). Apesar do predominio dos

géneros Nocardia e Streptomyces nas pilhas da CETRISA e Agronomia,
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respectivamente, a diversidade das espécies nos dois pontos nao foi significativa.
Utilizando a analise de varianca ANOVA foi possivel constatar-se que a distribuicao
das espécies de Streptomyces, Nocardia e Micromonospora presentes na CETRISA
nao eram significativamente diferentes daquelas encontradas na pilha de
compostagem da Faculdade de Agronomia. Para todas as espécies analisadas o
valor de p-critico foi menor do que 0,05 (Tabela 6), apesar do material utilizado como
substrato para o processo de compostagem ter origens bastante diferentes. As leiras
da CETRISA, recebiam residuos solidos urbanos, enquanto a pilha da UFRGS
recebia material proveniente de podas, esterco e cama de animais e desta maneira
esperava-se encontrar uma diversidade maior entre os dois processos. O género
Terrabacter também foi submetido a analise de varianga ANOVA, porém como havia

somente uma espécie, nao foi possivel a aplicagcao do teste.
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Tabela 5: Espécies de actinomicetos isolados de pilhas de compostagem

da Faculdade de Agronomia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul e de

leiras da Central de Triagem e Compostagem de Residuos Sdélidos de Sapiranga

(CETRISA)

Agronomia CETRISA Total
Streptomyces griseoviridis 12 17
Streptomyces Grupo C 10
Straptomyces cyaneus 11

Streptomyces lavendulae
Streptomyces violaceus
Streptomyces diastaticus
Streptomyces rochei
Streptomyces rimosus
Streptomyces antibioticus
Streptomyces fulvissimus
Nocardia brasiliensis
Nocardia otitidiscaviarum
Nocardia vaccinii

Nocardia autotrophica
Nocardia amarae

Nocardia asteroides
Nocardia nova
Micromonospora carbonacea
Micromonospora echinospora
Nocardiopsis dassonvillei
Terrabacter tumescenes
Thermomonospora
chromogena
Streptoverticillum verticullum
Rhodococcus rhodochrous
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ONocardia sp.

W Streptomyces sp.
OTerrabacter sp.

O Streptoverticillum sp.
B Micromonospora sp.
O Nocardiopsis sp.

B Thermomonospora sp.

Figura 14: Géneros bacterianos isoladosde leiras de compostagem da CETRISA

(n=73)

1

Géneros de actinomicetos

B Streptomyces sp.

B Nocardia sp

O Terrabacter sp

B Micromonospora sp.
E Rhodococcus sp.

O Nocardiopsis sp.

O Streptoverticillum sp.

Figura 15: Géneros de actinomicetos isolados e identificados de uma pilha de

compostagem da Faculdade de Agronomia da UFRGS (n=80)
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Tabela 6: Valores de p-critico encontrados para a analise de varianca
ANOVA para as espécies de Nocardia, Streptomyces e Micromonospora
encontradas nas leiras de compostagem da CETRISA e na pilha de compostagem da

Faculdade de Agronomia.

p-critico F F-critico
Nocardia sp. 0,71 0,14 7,74
Streptomyces sp. 0,36 0,87 4,49
Micromonospora sp. 0,42 1 18,5

O trabalho de identificacdo de actinomicetos em processo de
compostagem é dificultado pela falta de dados para comparagao dos resultados
encontrados. A maioria dos trabalhos sobre o processo de compostagem visa avaliar
as variaveis fisicas do processo e os trabalhos envolvendo identificacdo estao
relacionados, principalmente, com a identificagcdo de microrganismos indicadores de
contaminacdo. A maioria dos trabalhos com actinomicetos em processo de
compostagem utilizam técnicas moleculares para constatar a presenga ou auséncia
destes microrganismos, pouco tem sido feito em relagcdo a identificacédo deles

durante o processo, resultando desta maneira na falta de dados comparativos.
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4.3. Caracterizacdo Molecular

4.3.1. Extragcdo do DNA cromossomal dos actinomicetos

O protocolo inicialmente utilizado para a extragdo do DNA cromossomal
dos actinomicetos, foi o descrito por Sambrook et al. (1989). Porém a quantidade de
DNA obtida com este protocolo foi muito pequena, provavelmente isto deve ter
ocorrido por que o numero de células lisadas foi pequeno. Podia-se visualizar, apos o
periodo de incubagao com lisozima e proteinase K, que a grande maioria das células
permaneciam agrupadas formando grumos, caracteristico do crescimento de
actinomicetos em meio liquido.

Desta forma o protocolo descrito por Hopwood et al., (2000) passou a ser
utilizado, com uma producdo satisfatéria de DNA. Este protocolo foi descrito para
Streptomyces, mas funcionou igualmente bem para todos os actinomicetos. Ele
difere do protocolo descrito por Sambrook et al., (1989) principalmente, por aumentar
a concentragdo de lisozima, que passou de 0,2mg/ml para 1mg/ml, e também por
aumentar o tempo de incubagao com lisozima e proteinase K de uma hora para duas

horas.

4.3.2. Condicdes de amplificacéo

A Reacdo em Cadeia da Polimerase foi a técnica empregada para
amplificar a regido 16S DNAr dos actinomicetos. O par de oligonucleotideos
iniciadores utilizado foi o F243/R513 desenhado por Heuer et al (1997). Este par de

oligonucleotideos iniciadores anela na regido variavel V3 do 16S e produz um
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fragmento de 302 pares de base. Sua especificidade deve-se principalmente as
ultimas trés bases do oligonucleotideo F243 que € especifica para actinomicetos.

Vérias condi¢cdes de amplificagdo foram testadas (Tabela 2) com um
controle positivo e um negativo com o objetivo de avaliar a especificidade da reacgao.
Apos varios testes, o melhor sistema encontrado foi o Xl. Estabelecida a melhor
mistura de reacdo, estabeleceu-se a melhor temperatura de anelamento para
amplificacédo especifica de actinomicetos (Tabela 3).

Os resultados obtidos na tabela 3, demonstram que a temperatura de
anelamento adequada para amplificar especificamente a regido 16S DNAr de
actinomicetos foi a de 63°C (Figura 16). Esta temperatura estad 3°C acima da
temperatura 6tima de anelamento calculada para o par de oligonucleotideos
utilizados, mas foi este aumento na temperatura que garantiu a especificidade do
produto de amplificacdao (Figura 17). Heuer et al., (997) também utilizaram a
temperatura de 63°C para amplificagdo de actinomicetos e sugeriram que a mesma
poderia ser aumentada até 68°C, para aumentar a sua especificidade. Porém, neste
trabalho a temperatura de 63°C foi suficiente para amplificar somente o DNA de
actinomicetos. O DNA dos 153 actinomicetos identificados através das
caracteristicas morfoldgicas e dos testes bioquimicos foi submetido a amplificagao e
todos obtiveram resultados positivos. Resultados semelhantes foram encontrados
por Dees and Ghiorse (2001), os quais conseguiram amplificar especificamente a
regido 16S DNAr dos actinomicetos, com este par de oligonucleotideos iniciadores,

utilizando a temperatura de anelamento de 63°C
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Embora o par de oligonucleotideos utilizado seja especifico para
actinomicetos, algumas amplificacbes inespecificas podem ocorrer. Heuer et al.
(1997) testaram, este par de oligonucleotideos iniciadores, com 2270 sequéncias de
16S DNAr de culturas puras de ndo actinomicetos e obtiveram um numero de 13
amplificagdes inespecificas. Porém, quando o par de oligonucleotideos iniciadores
F243/R513 foi utilizado para a analise de comunidades de solo e de rizosfera, os
autores observaram que as amplificacdes inespecificas desapareceram quando os
actinomicetos estavam presentes, mesmo quando estes estavam numa
concentragao 100 vezes menor. Isto deve-se ao fato deste par de oligonucleotideos
possuir maior afinidade com o DNA dos actinomicetos devido a especificidade da
extremidade 3’° do F243 e desta maneira, a presenca de actinomicetos inibe a

amplificacdo do DNA de nao actinomicetos.

4.3.3. Digestdo com endonucleases de restri¢cao

O produto obtido com a amplificacdo da regido 16S do DNAr dos
actinomicetos foi submetido a clivagem com endonucleases de restricdo. Isto foi
realizado com o objetivo de tentar classificar os actinomicetos em nivel de género e
se possivel em espécie, através dos perfis obtidos com as endonucleases e também
para verificar se os resultados obtidos com a metodologia classica eram semelhantes
aos encontrados com a molecular.

Para a realizagdo da digestdo com as endonucleases de restricdo foram
selecionados 31 dos isolados identificados através das provas bioquimicas,

representando os géneros Nocardia (10 isolados), Streptomyces (18 isolados),
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Figura 16: Eletroforese em gel de agarose 1,5% corado com brometo de
etideo para avisualizagao da amplificacédo do fragmento de 302pb do 16S DNAr de
actinomicetos. Canaleta (1) marcador de peso molecular 50pb Ladder; (2) N.
dassonvilei; (3) M. echinospora; (4) N. asterdéides; (5) T. chromogena; (6) N. nova,; (7)
N. otitidiscaviarium; (8) S. cyaneus e (9) controle positivo.
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Figura 17: Eletroforese em gel de agarose 1,5% corado com brometo de
etideo para verificar a especificidade do par de oligonucleotideos iniciadores
F243/R513. Canaleta (1) marcador de peso molecular Eco/Hindlll; (2) mistura de
PCR; (3) S. rochei; (4) S. griseoviridis; (5) A. faecalis; (6) B. polymyxa; (7) B. subtilis;
(8) B. licheniformis, (9) B. cereus e (10) B. polymyxa, (11) E. coli.
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Micromonospora (1 isolado), Streptoverticillum (1 isolado) e Thermomonospora (1
isolado). As espécies de Streptomyces griseoviridis, Streptomyces cyaneus,
Nocardia otitidiscaviarium e Nocardia brasiliensis tiveram varios isolados
selecionados e isto foi feito com o objetivo de verificar possiveis variagdes
intraespecificas no DNA destes microrganismos utilizando endonucleases de
restricdo. Martin et al. (2000) utilizaram o polimorfismo do DNA amplificado
randomicamente (RAPD) para avaliar diferengas inter e intraespecifica em
Streptomyces. Os autores observaram que havia diferengas intraespecificas em
Streptomyces e sugeriram que estas variagbes devem-se, principalmente, as
instabilidades genéticas destes microrganismos.

Para a realizagdo da clivagem com endonucleases de restricdo, o produto
obtido com PCR foi processado de trés maneiras diferentes: primeira, o produto foi
digerido sem ser purificado; segunda, o produto foi purificado com acetato de sédio
3M; a terceira, o produto foi submetido a uma extragdo com fenol/cloroférmio/alcool
isoamilico e cloroférmio/alcool isoamilico. Porém nao houve diferenga entre as trés
metodologias aplicadas e desta forma o material a ser digerido com as
endonucleases de restricdo passou a ser usado sem ser purificado, apds a
amplificacao por PCR.

O fragmento de 302 pares de base obtido com o PCR foi submetido a
clivagem com as seguintes endonucleases de restricdo: Hinfl, Mspl, Xhol, Narl,
Banll, Mlul, Pvul e Smal com concentragdes da endonucleases variando de 1U a

2,5U. A escolha destas endonucleases de restricdo foi realizada baseando-se em
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trabalhos anteriores com actinomicetos isolados de amostras clinicas, porém
utilizando outros oligonucleotideos iniciadores.

A maioria dos trabalhos empregando endonucleases de restrigao,
utilizaram o produto amplificado do gene da proteina do choque térmico. Wilson et al.
(1998), o seu trabalho sobre analise do modelo de enzimas de restricdo para
identificacdo de actinomicetos, utilizaram 8 endonucleases de restricido para a
analise do fragmento amplificado do gene da proteina do choque térmico e obtiveram
o reconhecimento de 274 dos 293 actinomicetos analisados. Com o emprego destas
endonucleases, os autores conseguiram distinguir até mesmo, espécies de Nocardia
morfologicamente ndo distinguiveis. Steingrube et al. (1998) no seu trabalho sobre
identificacdo de actinomicetos de importdncia clinica, também utilizaram
endonucleases de restricdo, mas novamente foi para o produto obtido da
amplificacédo do gene da proteina do choque térmico. Neste trabalho, os autores
testaram 28 endonucleases de restricdo, mas somente a Mspl e a Hinfl produziram
produtos que diferenciaram satisfatoriamente os isolados testados.

Resultados semelhantes aos de Steingrube et al. (1998) foram
encontrados neste trabalho, pois das endonucleases testadas somente a Hinfl (figura

18 a Mspl (Figura 19) encontraram sitio de reconhecimento no produto amplificado.
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Figura 18: Eletroforese em gel de agarose 2,5% corado com brometo de
etideo para analisar os fragmentos obtidos através da digestdo com Hinfi. Canaleta
(1) marcador de peso molecular 50pb Ladder; (2) produto nao digerido; (3) S.
griseoviridis; (4) S. griseoviridis; (5) S. rochei; (6) S. antibioticus; (7) S. antibioticus;
(8) S. griseoviridis e (9) Strept. verticillum.

ERRRR IR bR RRRERRRI LR RR M LR RN kR R LD

Figura 19: Eletroforese em gel de agarose 2,5% corado com brometo de
etideo para analisar os fragmentos obtidos através da digestdo com Mspi. Canaleta
(1) marcador de peso molecular 50pb Ladder; (2) S. cyaneus; (3) S. griseoviridis; (4)
Strept. verticillum; (5) N. brasiliensis; (6) S. do grupo C; (7) N. amarae; (8) S.
griseoviridis, (9) S. griseoviridis e (10) N. autotrophica.
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A razdo de somente duas das enzimas testadas, terem encontrado sitios
alvo no fragmento amplificado, deve-se ao fato de n&o se ter conhecimento prévio da
sequéncia de nucleotideos do fragmento amplificado de nenhuma espécie de
actinomiceto. A maioria dos trabalhos realizados com o par de oligonucleotideos
iniciadores F243/R513 fazem a analise dos fragmentos através do Gel de
Eletroforese com Gradiente de Desnaturagao (DGGE).

Heuer et al. (1997), analisaram a comunidade de actinomicetos através da
amplificacdo do 16S DNAr utilizando os oligonucleotideos iniciadores F213/R513 e
separaram os fragmentos através do DGGE. Com o emprego desta técnica os
autores conseguiram diferenciar os isolados em nivel de género e muitos em nivel de
espécie. Dees and Ghiorse (2001), no seu trabalho sobre diversidade microbiana no
composto foram os unicos a utilizar o modelo de analise de restricdo do DNAr
amplificado, neste trabalho os autores utilizaram o par de oligonucleotideos
F243/R513 e as enzimas Haelll e Hhal e conseguiram, através desta técnica
diferenciar os actinomicetos encontrados em nivel de género.

Desta forma mais enzimas deveriam ter sido utilizadas, ou deveria ter sido
realizado o sequenciamento de alguns dos produtos amplificados para que se

pudesse escolher enzimas que gerassem padrdes melhores de RFLP.

4.4. Andlise Filogenética
A analise filogenética foi realizada através da analise dos fragmentos
obtidos com as endonucleases de restricdo Hinfl e Mspl e também através das

provas bioquimicas dos 31 isolados selecionados para as digestdes.
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O dendrograma da anadlise filogenética obtida com Hinfl possibilitou a
formagao de 4 grupos em uma distancia de 10 (Figura 20): grupo A, (isolados 30 a
19) com 100% de similaridade é constituido por um grupo diversificado, incluindo
Streptomyces sp., Nocardia sp., Micromonospora sp. € Thermomonospora sp.; o
grupo B com 100% de similaridade (isolados 15 a 14) constituido por N. vaccinii, N.
nova e S. griseoviridis; o grupo C (isolados 4 a 9), com S. antibioticus, S.
griseoviridis, Strept. verticillum apresentando 100% de similaridade entre eles e 67%
com N. otitidiscaviarium (isolado 9); grupo D (isolados 7 a 5), sendo que os isolados
7 (S. cyaneus) e 8 (N. brasiliensis) apresentam 100% de similaridade entre eles e
66% com o isolado 5 (N. otitidiscaviariun) (Tabela 7). Os isolados 10, 11, 17, 26, 27
e 12 ficaram isolados, porém uniram-se posteriormente, numa distadncia maior. A
endonuclease de restricao Hinfl nao foi eficiente para a separacado dos isolados em
nivel de género, pois principalmente, o grupo A ficou bastante diversificado, onde os
isolados apresentaram um alto indice de similaridade, mesmo os pertencentes a
géneros diferentes. Ao analisar-se o perfil de restricdo, com a enzima, pode-se

observar que este é o mesmo, ndo havendo distingdo entre os géneros (Figura 21).
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Analisando o dendrograma obtido com a endonuclease Mspl (Figura 22)
observou-se a formagéo de 3 grupos em uma distancia de 10: o grupo A, contendo
Streptomyces sp. que possuem sitios alvo para a Mspl (isolados 16 a 8) com 100%
de similaridade (Tabela 8), o grupo B, incluindo Nocardia sp. com sitio alvo para a
Mspl (isolados 28 a 20) e o grupo C, o qual contém , principalmente Streptomyces
sp. sem sitio alvo para Mspl (isolados 25 a 3). Neste grupo ficaram todos os
Strepyomyces griseoviridis analisados e também a Nocardia otitidiscaviarium.

Através da analise com as enzimas Mspl e Hinfl observou-se que havia
alto indice de similaridade entre as linhagens de Streptomyces griseoviridis e
Streptomyces antibioticus e também entre Nocardia amarae, Nocardia autotrophica,
Streptomyces fulvissimus, Streptomyces cyaneus e Micromonospora. Verificou-se
que as linhagens de Streptomyces griseoviridis ndo apresentavam similaridade com
as espécies de Streptomyces cyaneus e com Streptomyces do Grupo C (Tabela 9).
Variagdes nos indices de similaridades foram observadas entre as linhagens de
Streptomyces griseoviridis (indices variando entre 1 e 0,25) e isto pode ser
decorrente de variagdes intraespecificas no DNA destes microrganismos. Através do
dendrograma obtido com os resultados da digestdo com Hinfl e Mspl (Figura 23)
pode-se observar a formagado de 6 grupos em uma distancia de 10: o grupo A
(isolados 25 a 22) com T. chromogena e S. Grupo C com 100% de similaridade entre
eles e 80% com N. brasiliensis; Grupo B (isolados 29 a 23) com 100% de
similaridade entre os isolados 23 a 19 e 90% com o isolado 23; o grupo C
representado por Streptoverticillum, Nocardia e Streptomyces (isolados 1 a 6); o

grupo D representado por Streptomyces (isolados 4 a 9) com 100% de similaridade
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entre eles e 66% com Nocardia; Grupo E (isolados 11 a 16) com 85% de similaridade
entre N. nova e S. Grupo C; grupo F com 100% de similaridade entre S. griseoviridis
e N. vaccinii (isolados 14 a 13); os isolados 17, 10, 26, 27 e 12 mantiveram-se

isolados dos demais na distancia de 10, porém uniram-se numa distancia maior.
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Figura 21: Eletroforese em gel de agarose 2,5% corado com brometo de
etideo para analisar os fragmentos obtidos através da digestdo com Hinfi. Canaleta
(1) marcador de peso molecular 50pb Ladder; (2) fragmento de 302pb nao digerido;
(3) S. Grupo C; (4) S. griseoviridis; (5) S. griseoviridis; (6) S. antibioticus; (7) N.
vaccinii; (8) N. nova, (9) S. griseoviridis, (10) S. griseoviridis; (11) S Grupo C; (12) S.
griseoviridis e (13) S. griseoviridis.

A matriz de similaridade com a utilizagdo das provas bioquimicas mostrou
indices bastante altos entre as nocardias, com pequenas variacdes entre elas. Ja a

andlise entre os estreptomicetos mostrou variagcbes maiores e com indices de

similaridade, entre eles, mais baixos. Talvez isto esteja relacionado com o fato dos
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Streptomyces apresentarem uma diversidade bioquimica maior. Willians et al. (1983),
dividiram os Streptomyces em 23 grupos maiores, 20 grupos menores e 25 grupos
membro unico. As espécies pertencentes ao grupo maior, contém quatro ou mais
linhagens, as definidas no grupo menor contém 2 ou 3 linhagens e as pertencentes
ao grupo unico possuem apenas uma. Os Streptomyces identificados neste trabalho,
pertencem ao grupo maior desta classificagdao, desta maneira possuem algumas
variacdes no seu perfil bioquimico o que consequentemente pode ser evidenciado
através de indices de similaridade diferente de 1 (Tabela 10), mesmo em linhagens
de uma mesma espécie.

O dendrograma resultante das provas bioquimicas (Figura 24) ndo formou
grupos bem definidos, pois todo agrupamento ficou bastante homogéneo.
Considerando a distancia de 10, pode-se observar a formagéao de 5 grupos: o grupo
A (isolados 18 a 26), constituido por pequenos subgrupos incluindo Nocardia e
Streptomyces, o grupo B (isolados 2 e 31) com 75% de similaridade entre S.
griseoviridis e M. echinospora e o grupo C (isolados 4 e 19) com 89% de similaridade
entre S. antibioticus e S. cyaneus, o grupo D (isolados 20 e 25) com 87% de
similaridade entre N. autotrophica; e grupo E (isolados 12 e 14) com 83% de
similaridade entre S. Grupo C e S. griseoviridis. Os demais isolados ligaram-se a
estes grupos em uma distancia maior.

Em geral, as endonucleases de restricdo Hinfl e Mspl possibilitaram a
separacdo em nivel de género. Porém, mais enzimas deveriam ser testadas para

tentar a separagao em nivel de espécie.
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5. Conclusdes

1. A identificacdo de actinomicetos através de provas bioquimicas requer
0 emprego de alguns protocolos especificos, como o empregado para verificar a
utilizagdo de fontes de carbono e nitrogénio e os utilizados para verificar a coloragéo
do micélio.

2. Nao ocorreu uma variagao significativa entre a populagdo de
actinomicetos encontrada nas leiras de compostagem da CETRISA e na pilha da
UFRGS, apesar do material a ser compostado ser diferente.

3. Streptomyces e Nocardia foram os géneros predominantes nos dois
locais de coleta.

4. A especificidade do par de oligonucleotideo iniciador F243/R513 é
fortemente influenciada pela temperatura de anelamento utilizada, sendo necessario
utilizar uma temperatura minima de 63°C.

5. As endonucleases de restricao Xhol, Narl, Banll, Mlul, Pvu e Smal nao
se mostraram eficientes para a clivagem do fragmento obtido com a técnica do PCR
utilizando o par de oligonucleotideos F243/R513.

6. As endonucleases de restricdo Hinfl e Mspl agruparam, na sua maioria,

os isolados em nivel de género.
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6. Perspectivas

1. Testar mais endonucleases de restricdo, entre elas a Haelll e a Hhal,
para tentar uma melhor separagéo dos isolados em nivel de género e espécie.

2. Utilizar endonucleases de restricido combinadas, buscando uma melhor
distingdo entre os isolados.

3. Testar par de oligonucleotideos iniciadores especificos para
Streptomyces.

4. Sequenciar fragmentos amplificados dos géneros para se fazer uma

comparagao entre 0s mesmos.
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I. Apéndices
1. Meios de cultura utilizados para o isolamento e identificacdo dos

actinomicetos

1.1.1- Agar Jausen g/l

Glicose 20g
Caseina 0,2g
Fosfato de potassio 0,5¢g
MgSO, 02g
Cloreto de Ferro 0,02g
Agar 15,0 g

1.1.2- Agar 72C g/l
Glicose 10,0 g

NH,CI 1,06 g

K,HPO, 5,65
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KH,PO4 2,384
MnCl,.4H,0 7,9 mg
MgS0O,4.7H,0 1,09
FeS0..7H0 109
Elementos tragos: CuS04.5H,0 6,4 mg

ZnS04.7H,0 1,5 mg

1.1.3- Agar Amido Caseina (ACA) g/l

Amido 10,0g
Caseina 0,39
Nitrato de Potassio 2,09
NaCl 2,0g
Fosfato de Potassio dibasico 2,0g
Sulfato de Magnésio 0,05¢g
Sulfeto Ferroso 0,01g
Agar 18,09

[.1.4- Meio base para utilizacdo de fontes de carbono g/l

Solucéo Basal |

(NH.)2SO04 2,649



108

KH,PO, 2,389
K,HPO, 5,659
MgSO,4 1,09
Solugéo | 1,0ml
Agar 18,09

Solucéo | — Solucéo de Pridham and Gottlied /100ml

CuS04.5H,0 0,64g
FeS04.7H,0 0,11g
MnCl.4H,0 0,799
ZnS0,.7H,0 0,159

*Controle Positivo: adiciona-se 1ml de uma solucdo de glicose 10%
(concentracao final 1%).
*Controle negativo : nenhuma fonte de carbono € adicionada

*Fonte de carbono a ser testada: adiciona-se 1ml de uma solugao 10%
(concentracao final de 1%).

[.1.5- Meio base para utilizagdo de fontes de nitrogénio g/l

Glicose 1,0g
MgS0,.7H,0 0,059
NaCl 0,05¢
FeS0,4.7H0 0,001g
KoHPO4 0,19

Agar 1,29
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* Fonte de Nitrogénio de nitrogénio a ser testada adiciona-se 0,1g
* Controle negativo n&o tem nitrogénio.

* Controle positivo tem 0,1g de I-asparagina ou prolina.

[.1.6- Caldo Nitrato (Difco) g/l

Extrato de carne 3,09
Peptona 5,09
Nitrato de Potassio 1,0g

[.1.7- Meio para degradacéo da Caseina g/200ml|

Solucéo A: Leite em p6 desnatado 10,0g
Agua 90,0ml
Solucéo B: Agar 3,09
Agua 97,0ml

Apods autoclavar mistura-se as duas solugoes

[.1.8- Meio para degradacédo do Amido g/l

Amido 1,0g
Peptona 0,59
Extrato de carne 0,39

Nacl 0,59



Agar 2,09

[.1.9 Meio para degradacao da Xantina g/l

Meio Basal: Extrato de Carne 3,09
Peptona 5,09
Agar 15,09
Suspensdao: Xantina 0,5¢g
Agua 100,0ml

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

[.1.10- Meio para degradacé&o da Tirosina g/l

Meio Basal: Extrato de Carne 3,09
Peptona 5,0g
Agar 15,0g
Suspensao: Tirosina 0,49
Agua 100,0ml

Misturar o meio basal e a solugado depois de autoclavar

[.1.11- Caldo NaCl 7, 10 e 13%

Caldo BHI (Biobras) mais NaCl nas concentragdes de 7, 10 e 13%.

110
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1.1.12- Agar Amido Sais Minerais g/l

Amido 10,09
(NH4)2S04 2,09
CaCO3 2,09
KoHPO4 1,09
NaCl 1,09
Agar 20,09

1.1.13- Agar glicerol asparagina

Glicerol 10,09
L-asparagina 1,09
KoHPOy4 1,09
Agar 20,09

1.1.14- Agar Esculina g/100ml

Extrato de levedura 5,09
Agar nutriente 1,59
Esculina 0,19

Citrato férrico amoniacal 0,05¢g



1.1.15- Agar Tirosina

Glicerol 15,0g
L-tirosina 0,59
L-asparagina 1,09
KoHPO, 0,59
MgS0O,4.7H,0 0,5g
NaCl 0,59
FeS04.7H,0 0,01g
Agua 1000,0ml
Solucéo traco 1,0ml
Solucéo traco: FeS0,4.7H,0 0,1g

MnCl,.4H,0 0,19

ZnS04.7H,0 0,1g

Agua 100,0ml

[.1.16- Caldo Infuso de cérebro e Coracédo — BHI (Biobrés) g/l

Cloreto de sédio 5,0g
Dextrose 2,09
Fosfato Bibasico de Sédio 2,59

Infuso de Cérebro e Coragao 17,59
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Peptona de Carne

Peptona de Caseina

2. Solucdes utilizadas na etapa de biologia molecular

[.2.1- Tampéo SET (75mM NacCl, 25mM EDTA, 20mM Tris, pH 7.5)

NaCl 1M
EDTA 0,5M
Tris

Agua

[.2.2 -Lisozima [10mg/ml]
Lisozima

Agua

1.2.3- SDS 10%
SDS

Agua

[.2.4- Proteinase K [20mg/ml]

Proteinase K

Agua

7.5ml
5,0ml
2,.0ml

85,5ml

0,01g

1,0ml

10,09

100,0ml

0,02g

1,0ml
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[.2.5- Fenol/cloroformio/alcool isoamilico (24:24:1)

Fenol
Cloroférmio

Alcool isoamilico

[.2.6-Cloroférmio/alcool isoamilico (24:1)
Cloroférmio

Alcool isoamilico

[.2.7-TE (10mM Tris, ImM EDTA pH8.0)
Tris
EDTA

Agua

[.2.8-TE (10mM Tris, 25mM EDTA, pH8.0)
Tris
EDTA

Agua

48,0ml

48,0ml

2,0ml

96,0m|

4,0ml

1,0ml

0,2ml

98,8ml

1,0ml

5,0ml

94.0ml
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[.2.9-Gel de agarose 0,8%
Agarose

TAE

[.2.10. Brometo de etideo
Brometo de etideo

Alcool etilico

1.2.11.Desoxinucleotideos:

dATP
dTTP
dCTP
dGTP

Agua MiliQ

1.2.12.TAE 1X
TAE 50X

Agua

0,8g

100,0ml

0,50mg

1000,0ml

5,0ul
5,0ul
5,0ul
5,0ul

180,04l

20,0ml

980,0ml
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1.2.13. TBE
TBE 5X 100,0ml
Agua 900,0ml

1.2.14. Azul de Bromofenol

Azul de bromofenol 0,0025¢g
Glicerol 0,3ml
Agua para completar Tml

Solucgdes estoque

Tris 1M

Tris 12,19
Agua 100,0ml
EDTA 0,5M

EDTA 18,69
Agua 100,0ml
TAE 50X

Tris 240,09

Acido acético glacial 57,1ml



EDTA 0,5M

Agua para completar

TBE 5X
Tris

Acido bérico
EDTA 0,5M

Agua para completar

100,0ml

1000,0ml

54,0g
27,5¢
20,0ml

1000,0ml
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Tabelas

Tabela 7: Matriz de similaridade obtida através da analise dos fragmentos
resultantes da clivagem com a endonuclease de restricdo Hinfl. Numero (1) Strept.
verticillum; (2) S. griseoviridis; (3) S. griseoviridis; (4) S. antibioticus; (5) N.
otitidiscaviarium; (6) S. griseoviridis; (7) S. cyaneus; (8) N. brasiliensis; (9) N.
otitidiscaviarium; (10) S. cyaneus; (11) S. grupo C; (12) S. grupo C; (13) S.
griseoviridis; (14) S. griseoviridis; (15) N. vaccinii; (16) N. nova; (17) S. cyaneus; (18)
N. amarae; (19) N. autotrophica; (20) S. fulvissimus; (21) N. brasiliensis; (22) N.
asteroides; (23) S. griseoviridis; (24) M. echinospora; (25) T. chromogena; (26) S.
griseoviridis; (27) S. griseoviridis; (28) N. amarae; (29) S. cyaneus; (30) N.
autotrophica; (31) S. grupo C.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
1,000
1,000 1,000

1,000 1,000 1,000

1,000 1,000 1,000 1,000

0,333 0,333 0,333 0,333 1,000

1,000 1,000 1,000 1,000 0,333 1,000

0,667 0,667 0,667 0,667 0,667 0,667 1,000

0,667 0,667 0,667 0,667 0,667 0,667 1,000 1,000

0,667 0,667 0,667 0,667 0,667 0,667 0,333 0,333 1,000

10 0,400 0,400 0,400 0,400 0,000 0,400 0,000 0,000 0,400 1,000

11 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,500 1,000

12 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,500 1,000

13 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,500 0,500 0,000 1,000

14 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,500 0,500 0,000 1,000 1,000

15 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,500 0,500 0,000 1,000 1,000 1,000
16 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,500 0,500 0,000 1,000 1,000 1,000
17 0,000 0,000 0,000 0,000 0,333 0,000 0,000 0,000 0,333 0,400 0,400 0,000 0,400 0,400 0,400
18 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,500 0,500 0,500
19 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,500 0,500 0,500
20 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,500 0,500 0,500
21 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,500 0,500 0,500
22 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,500 0,500 0,500
23 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,500 0,500 0,500
24 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,500 0,500 0,500
25 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,500 0,500 0,500
26 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,500 0,000 0,000 0,000
27 0,000 0,000 0,000 0,000 0,400 0,000 0,000 0,000 0,400 0,000 0,000 0,500 0,000 0,000 0,000
28 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,500 0,500 0,500
29 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,500 0,500 0,500
30 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,500 0,500 0,500
31 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,500 0,500 0,500
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1,000
0,400
0,500
0,500
0,500
0,500
0,500
0,500
0,500
0,500
0,000
0,000
0,500
0,500
0,500
0,500

Continuacéao da tabela 7:

17 18 19
1,000

0,000 1,000
0,000 1,000 1,000

0,000 1,000 1,000
0,000 1,000 1,000
0,000 1,000 1,000
0,000 1,000 1,000
0,000 1,000 1,000
0,000 1,000 1,000
0,000 0,000 0,000
0,400 0,000 0,000
0,000 1,000 1,000
0,000 1,000 1,000
0,000 1,000 1,000
0,000 1,000 1,000

20

1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
0,000
0,000
1,000
1,000
1,000
1,000

21

1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
0,000
0,000
1,000
1,000
1,000
1,000

22

1,000
1,000
1,000
1,000
0,000
0,000
1,000
1,000
1,000
1,000

23

1,000
1,000
1,000
0,000
0,000
1,000
1,000
1,000
1,000

24

1,000
1,000
0,000
0,000
1,000
1,000
1,000
1,000

25

1,000
0,000
0,000
1,000
1,000
1,000
1,000

26

1,000
0,500
0,000
0,000
0,000
0,000

27

1,000
0,000
0,000
0,000
0,000
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28 29 30 31

1,000

1,000 1,000

1,000 1,000 1,000

1,000 1,000 1,000 1,000
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Tabela 8: Matriz de similaridade obtida através da analise dos fragmentos
resultantes da clivagem com a endonuclease de restrigdo Mspl. Numero (1) Strept.
verticillum; (2) S. griseoviridis; (3) S. griseoviridis; (4) S. antibioticus; (5) S.
griseoviridis; (6) N. otitidiscaviarium; (7) S. cyaneus; (8) N. brasiliensis; (9) N.
otitidiscaviarium; (10) S. cyaneus; (11) S. grupo C; (12) S. grupo C; (13) S.
griseoviridis; (14) S. griseoviridis; (15) N. vaccinii; (16) N. nova; (17) S. cyaneus; (18)
N. amarae; (19) S. cyaneus; (20) N. autotrophica; (21) S. fulvissimus; (22) N.
brasiliensiss; (23) S. griseoviridis; (24) M. echinospora; (25) T. chromogena; (26) S.
griseoviridis; (27) S. griseoviridis; (28) N. amarae; (29) S. cyaneus; (30) N.
autotrophica.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
1,000
0,000 1,000

0,000 1,000 1,000

0,000 1,000 1,000 1,000

0,000 1,000 1,000 1,000 1,000

0,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 1,000

1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 1,000 1,000

0,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,000 0,000 1,000

10 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 1,000 1,000 0,000 1,000

11 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 1,000 1,000 0,000 1,000 1,000

12 0,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 1,000

13 0,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 1,000 1,000

14 0,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 1,000 1,000 1,000

15 0,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 1,000 1,000 1,000 1,000
16 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 1,000 1,000 0,000 1,000 1,00 0,000 0,000 0,000 0,000
17 0,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 1,000 1,000 1,000 1,000
18 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
19 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
20 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
21 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
22 0,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 1,000 1,000 1,000 1,000
23 0,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 1,000 1,000 1,000 1,000
24 0,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 1,000 1,000 1,000 1,000
25 0,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 1,000 1,000 1,000 1,000
26 0,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,000 0,000 1,000 0,000 0,000 1,000 1,000 1,000 1,000
27 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
28 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
29 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
30 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 1,000 1,000 0,000 1,000 1,000 0,000 0,000 0,000 0,000
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1,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
1,000
0,500

17

1,000
0,000
0,000
0,000
0,000
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000

Continuacao da tabela 8:

18

1,000
1,000
1,000
1,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
1,000
1,000
1,000
0,000
1,000

19

1,000
1,000
1,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
1,000
1,000
1,000
0,000
1,000

20

1,000
1,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
1,000
1,000
1,000
0,000
1,000

21

1,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
1,000
1,000
1,000
0,000
1,000

22

1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
0,000
0,000
0,000
0,000
1,000

23

1,000
1,000
1,000
1,000
0,000
0,000
0,000
0,000
1,000

24

1,000
1,000
1,000
0,000
0,000
0,000
0,000
1,000

25

1,000
1,000
0,000
0,000
0,000
0,000
1,000

26

1,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000

27

1,000
1,000
1,000
0,000
0,000

121

28 29 30 31

1,000

1,000 1,000

0,000 0,000 1,000

1,000 1,000 1,000 1,000
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Tabela 9: Matriz de similaridade obtida através da analise dos fragmentos
resultantes da clivagem com a endonuclease de restricao Msp e Hinfl. Numero (1)
Strept. verticillum; (2) S. griseoviridis; (3) S. griseoviridis; (4) S. antibioticus; (5) S.
griseoviridis; (6) N. otitidiscaviarium; (7) S. cyaneus; (8) N. brasiliensis; (9) N.
otitidiscaviarium; (10) S. cyaneus; (11) S. grupo C; (12) S. grupo C; (13) S.
griseoviridis; (14) S. griseoviridis; (15) N. vaccinii; (16) N. nova; (17) S. cyaneus; (18)
N. amarae; (19) S. cyaneus; (20) N. autotrophica; (21) S. fulvissimus; (22) N.
brasiliensiss; (23) S. griseoviridis; (24) M. echinospora; (25) T. chromogena; (26) S.
griseoviridis; (27) S. griseoviridis; (28) N. amarae; (29) S. cyaneus; (30) N.
autotrophica.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
1,000
0,500 1,000

0,500 1,000 1,000

0,500 1,000 1,000 1,000

0,500 1,000 1,000 1,000 1,000

0,750 0,333 0,333 0,333 0,333 1,000

0,750 0,667 0,667 0,667 0,667 0,667 1,000

1,000 0,500 0,500 0,500 0,500 0,750 0,750 1,000

0,500 0,667 0,667 0,667 0,667 0,667 0,333 0,500 1,000

10 0,000 0,400 0,400 0,400 0,400 0,000 0,000 0,000 0,400 1,000

11 0,500 0,000 0,000 0,000 0,000 0,333 0,000 0,500 0,333 0,400 1,000

12 0,286 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,286 0,000 0,000 0,400 1,000

13 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,500 0,400 0,000 1,000

14 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,500 0,400 0,000 1,000 1,000

15 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,500 0,400 0,000 1,000 1,000 1,000
16 0,444 0,000 0,000 0,000 0,000 0,286 0,000 0,444 0,286 0,333 0,857 0,333 0,667 0,667 0,667
17 0,250 0,000 0,000 0,000 0,000 0,333 0,000 0,250 0,333 0,400 0,667 0,000 0,400 0,400 0,400
18 0,364 0,444 0,444 0,444 0,444 0,222 0,444 0,364 0,222 0,000 0,000 0,000 0,250 0,250 0,250
19 0,364 0,444 0,444 0,444 0,444 0,222 0,444 0,364 0,222 0,000 0,000 0,000 0,250 0,250 0,250
20 0,364 0,444 0,444 0,444 0,444 0,222 0,444 0,364 0,222 0,000 0,000 0,000 0,250 0,250 0,250
21 0,364 0,444 0,444 0,444 0,444 0,222 0,444 0,364 0,222 0,000 0,000 0,000 0,250 0,250 0,250
22 0,250 0,333 0,333 0,333 0,333 0,000 0,333 0,250 0,000 0,000 0,000 0,000 0,400 0,400 0,400
23 0,200 0,250 0,250 0,250 0,250 0,250 0,250 0,200 0,250 0,000 0,000 0,000 0,286 0,286 0,286
24 0,364 0,444 0,444 0,444 0,444 0,222 0,444 0,364 0,222 0,000 0,000 0,000 0,250 0,250 0,250
25 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,500 0,500 0,500
26 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,500 0,000 0,000 0,000
27 0,286 0,000 0,000 0,000 0,000 0,400 0,000 0,286 0,400 0,000 0,400 0,500 0,000 0,000 0,000
28 0,364 0,444 0,444 0,444 0,444 0,222 0,444 0,364 0,222 0,000 0,000 0,000 0,250 0,250 0,250
29 0,364 0,444 0,444 0,444 0,444 0,222 0,444 0,364 0,222 0,000 0,000 0,000 0,250 0,250 0,250
30 0,364 0,444 0,444 0,444 0,444 0,222 0,444 0,364 0,222 0,000 0,000 0,000 0,250 0,250 0,250
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1,000
0,571
0,200
0,200
0,200
0,200
0,286
0,222
0,200
0,333
0,000
0,333
0,200
0,200
0,200
0,333

17

1,000
0,222
0,222
0,222
0,222
0,000
0,250
0,222
0,000
0,000
0,400
0,222
0,222
0,222
0,000

Continuacéao da tabela 9:

18

1,000
1,000
1,000
1,000
0,667
0,909
0,000
0,500
0,250
0,000
1,000
1,000
1,000
0,500

19

1,000
1,000
1,000
0,667
0,909
1,000
0,500
0,250
0,000
1,000
1,000
1,000
0,500

20

1,000
1,000
0,667
0,909
1,000
0,500
0,250
0,000
1,000
1,000
1,000
0,500

21

1,000
0,667
0,909
1,000
0,500
0,250
1,000
1,000
1,000
1,000
0,500

22

1,000
0,500
0,667
0,800
0,000
0,000
0,667
0,667
0,667
0,800

23

1,000
0,909
0,571
0,286
0,000
0,909
0,909
0,909
0,571

24

1,000
0,500
0,250
0,000
1,000
1,000
1,000
0,500

25

1,000
0,000
0,000
0,500
0,500
0,500
1,000

26

1,000
0,500
0,250
0,250
0,250
0,000

27

1,000
1,000
1,000
1,000
0,000
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28 29 30 31

1,000

1,000 1,000

1,000 1,000 1,000
0,500 0,500 0,500 1,000
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Tabela 10: Matriz de similaridade obtida através da analise do perfil
bioquimico dos 31 isolados. Numero (1) Strept. verticillum; (2) S. griseoviridis; (3) S.
griseoviridis; (4) S. antibioticus; (5) N. otitidiscaviarium; (6) S. griseoviridis; (7) S.
cyaneus; (8) N. brasiliensis; (9) N. otitidiscaviarium; (10) S. cyaneus; (11) S. grupo C;
(12) S. grupo C; (13) S. griseoviridis; (14) S. griseoviridis; (15) N. vaccinii; (16) N.
nova; (17) S. cyaneus; (18) N. amarae; (19) N. autotrophica; (20) S. fulvissimus; (21)
N. brasiliensis; (22) N. asterodides; (23) S. griseoviridis; (24) M. echinospora; (25) T.
chromogena; (26) S. griseoviridis; (27) S. griseoviridis; (28) N. amarae; (29) S.

cyaneus; (30) N. autotrophica; (31) S. grupo C.

1,000
0,750
0,810
0,783
0,773
0,818
0,837
0,844
0,791
0,837
0,750
0,619
0,844
0,683
0,818
0,791
0,870
0,818
0,744
0,756
0,563
0,800
0,844
0,750
0,744
0,864
0,826
0,818
0,857
0,800
0,800
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1,000
0,650
0,727
0,705
0,810
0,878
0,837
0829
0829
0,842
0,700
0,884
0,769
0,810
0,732
0,773
0,810
0,732
0,698
0,457
0,837
0,791
0,789
0,780
0,810
0,864
0,810
0,800
0,837
0,895

1,000
0,783
0,773
0,773
0,744
0,800
0,744
0,744
0,700
0,667
0,800
0,780
0,818
0,791
0,286
0,818
0,744
0,800
0,500
0,800
0,800
0,750
0,698
0,727
0,826
0,818
0,762
0,844
0,650

1,000
0,333
0,792
0,766
0,816
0,809
0,809
0,727
0,783
0,816
0,800
0,792
0,766
0,840
0,792
0,894
0,857
0,500
0,816
0,857
0,727
0,766
0,833
0,840
0,792
0,739
0,816
0,727

1,000
0,913
0,889
0,936
0,933
0,889
0,857
0,773
0,936
0,837
0,913
0,844
0,875
0,913
0,756
0,766
0,588
0,936
0,851
0,857
0,800
0,826
0,958
0,913
0,864
0,936
0,810

1,000
0,889
0,936
0,978
0,933
0,762
0,727
0,936
0,791
0,957
0,933
0,917
0,957
0,756
0,766
0,588
0,979
0,851
0,810
0,800
0,826
0,917
0,957
0,909
0,936
0,762

1,000
0,957
0,864
0,909
0,780
0,698
0,913
0,714
0,889
0,864
0,894
0,889
0,818
0,783
0,545
0,870
0,826
0,780
0,773
0,844
0,936
0,889
0,884
0,870
0,878

1,000
0,913
0,913
0,837
0,756
0,917
0,773
0,936
0,913
0,939
0,936
0,783
0,792
0,629
0,917
0,875
0,837
0,783
0,851
0,980
0,936
0,889
0,917
0,837

1,000
0,955
0,780
0,744
0,913
0,810
0,933
0,909
0,894
0,933
0,727
0,739
0,545
0,957
0,826
0,780
0,773
0,844
0,894
0,933
0,884
0,913
0,780

10

1,000
0,780
0,744
0,913
0,762
0,889
0,909
0,894
0889
0,773
0,739
0,485
0,913
0,826
0,732
0,727
0,889
0,894
0,889
0,884
0,870
0,829

11

1,000
0,750
0,791
0,769
0,762
0,780
0,773
0,762
0,634
0,651
0,533
0,791
0,791
0,789
0,683
0,810
0,864
0,762
0,750
0,791
0,789

12

1,000
0,756
0,829
0,773
0,791
0,783
0,773
0,698
0,711
0,438
0,756
0,756
0,650
0,744
0,727
0,783
0,773
0,714
0,800
0,700

13 14

1,000

0,818 1,000
0,936 0,837
0,870 0,810
0,898 0,800
0,936 0,837
0,826 0,714
0,792 0,773
0,571 0,516
0,958 0,818
0,875 0,773
0,837 0,667
0,826 0,714
0,851 0,791
0,939 0,800
0,936 0,837
0,933 0,780
0,958 0,864
0,791 0,718

15

1,000
0,933
0,917
1,000
0,756
0,766
0,588
0,936
0,851
0,810
0,800
0,826
0,916
1,000
0,855
0,979
0,762
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1,000
0,894
0,933
0,727
0,739
0,545
0,913
0,826
0,732
0,727
0,844
0,894
0,933
0,984
0,913
0,732

17

1,000
0,917
0,766
0,816
0,556
0,898
0,939
0,818
0,766
0,875
0,920
0,917
0,870
0,898
0,864

Continuacéao da tabela 10:

18

1,000
0,756
0,766
0,588
0,936
0,851
0,810
0,800
0,826
0,917
1,000
0,955
0,979
0,762

19

1,000
0,870
0,485
0,783
0,783
0,683
0,773
0,756
0,908
0,756
0,744
0,783
0,683

20

1,000
0,571
0,792
0,792
0,698
0,870
0,766
0,816
0,766
0,711
0,792
0,698

21

1,000
0,571
0,571
0,533
0,606
0,529
0,611
0,588
0,563
0,571
0,400

22

1,000
0,875
0,837
0,826
0,809
0,939
0,936
0,889
0,958
0,744

23

1,000
0,837
0,783
0,851
0,898
0,851
0,800
0,875
0,837

24

1,000
0,780
0,714
0,864
0,810
0,750
0,837
0,737

25

1,000
0,711
0,809
0,800
0,744
0,826
0,683

26

1,000
0,833
0,826
0,818
0,809
0,857

27

1,000
0,917
0,870
0,939
0,818
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28 29 30 31

1,000

0,955 1,000

0,979 0,933 1,000
0,762 0,750 0,744 1,000



Figura 20: Dendrograma obtido através da andlise dos fragmentos
resultantes da clivagem com a endonuclease de restricdo Hinfl. Numero (1) Strept.
verticullum; (2) S. griseoviridis; (3) S. griseoviridis; (4) S. antibioticus; (5) N.
otitidiscaviarium; (6) S. griseoviridis; (7) S. cyaneus; (8) N. brasiliensis; (9) N.
otitidiscaviarium; (10) S. cyaneus; (11) S. grupo C; (12) S. grupo C; (13) S.
griseoviridis; (14) S. griseoviridis; (15) N. vaccinii; (16) N. nova; (17) S. cyaneus;
(18) N. amarae; (19) N. autotrophica; (20) S. fulvissimus; (21) N. brasiliensis; (22) N.
asteroides; (23) S. griseoviridis; (24) M. echinospora; (25) T. chromogena; (26) S.
griseoviridis; (27) S. griseoviridis; (28) N. amarae; (29) S. cyaneus; (30) N.
autotrophica; (31) S. grupo C.



Figura 22: Dendrograma obtido através da andlise dos fragmentos
resultantes da clivagem com a endonuclease de restricdo Mspl. Numero (1) Strept.
verticillum; (2) S. griseoviridis; (3) S. griseoviridis; (4) S. antibioticus; (5) S.
griseoviridis; (6) N. otitidiscaviarium; (7) S. cyaneus; (8) N. brasiliensis; (9) N.
otitidiscaviarium; (10) S. cyaneus; (11) S. grupo C; (12) S. grupo C; (13) S.
griseoviridis; (14) S. griseoviridis; (15) N. vaccinii; (16) N. nova; (17) S. cyaneus;
(18) N. amarae; (19) S. cyaneus; (20) N. autotrophica; (21) S. fulvissimus; (22) N.
brasiliensis; (23) S. griseoviridis; (24) M. echinospora; (25) T. chromogena; (26) S.
griseoviridis; (27) S. griseoviridis; (28) N. amarae; (29) S. cyaneus; (30) N.
autotrophica.



Figura 23: Dendrograma obtido através da andlise dos fragmentos
resultantes da clivagem com as endonucleases de restricdo Mspl e Hinfl. Numero (1)
Strept. verticillum; (2) S. griseoviridis; (3) S. griseoviridis; (4) S. antibioticus; (5) S.
griseoviridis; (6) N. otitidiscaviarium; (7) S. cyaneus; (8) N. brasiliensis; (9) N.
otitidiscaviarium; (10) S. cyaneus; (11) S. grupo C; (12) S. grupo C; (13) S.
griseoviridis; (14) S. griseoviridis; (15) N. vaccinii; (16) N. nova; (17) S. cyaneus;
(18) N. amarae; (19) S. cyaneus; (20) N. autotrophica; (21) S. fulvissimus; (22) N.
brasiliensis; (23) S. griseoviridis; (24) M. echinospora; (25) T. chromogena; (26) S.
griseoviridis; (27) S. griseoviridis; (28) N. amarae; (29) S. cyaneus; (30) N.
autotrophica; (31) S. grupo C.



Figura 24: Dendrograma obtido através da andlise do perfil bioquimico dos
31 isolados. Numero (1) Strept. verticillum; (2) S. griseoviridis; (3) S. griseoviridis; (4)
S. antibioticus; (5) S. griseoviridis; (6) N. otitidiscaviarium; (7) S. cyaneus; (8) N.
brasiliensis; (9) N. otitidiscaviarium; (10) S. cyaneus; (11) S. grupo C; (12) S. grupo
C; (13) S. griseoviridis; (14) S. griseoviridis; (15) N. vaccinii; (16) N. nova; (17) S.
cyaneus; (18) N. amarae; (19) S. cyaneus; (20) N. autotrophica; (21) S. fulvissimus;
(22) N. brasiliensis; (23) S. griseoviridis; (24) M. echinospora; (25) T. chromogena;
(26) S. griseoviridis; (27) S. griseoviridis; (28) N. amarae; (29) S. cyaneus; (30) N.
autotrophica; (31) S. grupo C.






