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RESUMO: O Bokashi é um tipo de fermentado organico formado por fungos e bactérias isolados de matas
e que coexistem sinergicamente em meio liquido fermentativo. Dentre esses microrganismos, algumas
espécies de actinobactérias apresentam potencial biotecnolégico aplicado na produgdo de produtos
naturais Gteis para a agricultura. Neste sentido, o presente trabalho teve como objetivo isolar e identificar
actinobactérias com potencial biotecnolégico agricola presentes em adubo orgénico fermentado (Bokashi).
O Bokashi foi produzido através da captura de microrganismos presentes no solo de mata. As
actinobactérias foram isoladas através de diluigdes sucessivas de amostras do Bokashi e crescidas nos
meios de cultura Czapeck Modificado (MC), Arginina Vitamina Agar (AY*), Inorganic Salt — starch Agar
(ISP-4) contendo antiftingico e incubadas a 30 °C por 21 dias. A analise micromofolégica e identificagdo foi
realizada através da técnica de microcultivo em ldminas. Ao todo, foram isoladas e identificadas 22 cepas
de actinobactérias, das quais 77,27% foram provenientes do meio AY*; 13,64% do meio ISP-4 e 9,09% do
meio MC. A identificagdo presuntiva dos géneros mostrou que as cepas estavam distribuidas entre: 45,45%
Nocardia; 36,36% Streptomyces; 9,10% Terrabacter; 4,54% Micromonospora; e 4,54% Mycobacterium.
PALAVRAS-CHAVE: Microrganismos Eficazes, Agricultura sustentavel, Biotecnologia.

ABSTRACT: Bokashi is a type of organic ferment formed by fungi and bacteria isolated from forests and
which coexist synergistically in a liquid fermentative medium. Among these microorganisms, some
species of actinobacteria have biotechnological potential applied in the production of natural products
useful for agriculture. In thus sense, the present work aimed to isolate and identify actinobacteria with
agricultural biotechnological potential present in fermented organic fertilizer (Bokashi). Bokashi was
produced by capturing microorganisms present in the forest soil. Actinobacteria were isolated through
successive dilutions of Bokashi samples and grown in culture media Czapeck Modified (MC), Arginine
Vitamin Agar (AY*), Inorganic Salt — starch Agar (ISP-4) containing antifungal and incubated at 30 °C
for 21 days. Micromorphological analysis and identification was performed using the microculture on
slides technique. In all, 22 strains of actinobacteria were isolated and identified, of which 77.27% were
from the AY* medium; 18.64% of ISP-4 medium and 9.09% of MC medium. The presumptive
identification of the genders showed that the strains were distributed between: 45.45% Nocardia; 36.36%
Streptomyces; 9.10% Terrabacter; 4.54% Micromonospora; and 4.54% Mycobacterium.

KEYWORDS: Effective Microorganisms, Sustainable Agriculture, Biotechnology.
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INTRODUCAO

O Brasil abriga grande diversidade microbiana e ainda hd microrganismos a
serem estudados por causa da capacidade de produzirem metabélitos que podem
contribuir na fabricagdo de produtos naturais tteis na agricultura. Assim, estudos tém
buscado aumentar a produtividade das culturas com a utilizagdo de bioinoculantes
(KUMAR; GOPAL, 2015) os quais, na sua maioria, sdo produzidos com estirpes
microbianas fermentadas ou cultivadas separadamente gerando o produto final com
inéculos puros (CALVO; NELSON; KLOEPPER, 2014).

Um dos processos de fermentagdo controlada, em que ocorre a mistura
balanceada de materiais organicos de origem vegetal e/ou animal, é a técnica do
Bokashi, que foi trazida do Japdo e adaptada pelos agricultores brasileiros no final da
década de 80. Para a fabricagdo do Bokashi, além da matéria organica balanceada, hd a
necessidade do uso de fermentos biolégicos que podem ser feitos a partir de sua captura
em solos de matas, através de outros fermentos conhecidos para produgio de alimentos
termentados ou, ainda, por produtos comerciais conhecidos como aceleradores de
compostagem (SIQUEIRA; SIQUEIRA, 2013).

Entre os diversos tipos de fermentos ou microrganismos que fazem o tipo de
termentagdo adequado para a producdo do Bokashi, merece destaque a categoria
denominada Microrganismos Eficazes (EM), formada por fungos e bactérias isolados de
matas e que coexistem sinergicamente em meio liquido fermentativo enriquecido com
tonte de agticar (BONFIM et al.,, 2011).

Alguns desses microrganismos sdo conhecidos ha milhares de anos e utilizados
na fermentacio e conservagdo dos alimentos. Entre estes, as actinobactérias produzem
metabdlitos secundérios que podem influenciar no desenvolvimento de plantas e na
produgdo de hormonios que atuam na secregdo de antibidticos e toxinas controlando
patégenos (VASCONCELLOS et al, 2010), sendo empregados no biocontrole, ou seja,
sdo utilizados para reduzir a intensidade das fitodoengas provocadas nas plantas por
outros organismos, como fungos fitopatogénicos (PINTO et al., 2010; TEIXEIRA et al.,
2013).

Sendo os agrotéxicos utilizados com frequéncia nos sistemas de produgio,

causando diversos impactos ambientais e sociais (OCTAVIANO, 2010), isolar
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microrganismos com  potencial biotecnolégico agricola  torna-se necessédrio
principalmente para a realizacdo de novas pesquisas que testem seus respectivos
potenciais a serem aplicados na fabricagdo de produtos naturais que possam contribuir
para um manejo agricola mais sustentdvel. Dessa forma, objetivou-se neste trabalho
isolar e identificar actinobactérias com potencial biotecnolégico agricola presentes em

adubo organico fermentado (Bokashi).

PROCEDIMENTO METODOLOGICO

Local da captura e isolamento dos EM para a producdo do Bokashi e conducio do

isolamento das actinobactérias

A captura dos EM para a produgdo do Bokashi ocorreu em uma mata da Reserva
Particular do Patriménio Natural (RPPN) Madeiras, localizada no municipio de
Junqueiro — AL. A reserva é um fragmento de vegetagdo secundaria de mata atlantica
com érea de 124,52 ha, em terreno acidentado (IMA, 2015). O municipio de Junqueiro
estd localizado na regido centro-sul do Estado de Alagoas, limitando-se a norte com os
municipios de Limoeiro de Anadia e Campo Alegre, a sul com Teotonio Vilela e Sao
Sebastido, a leste com Campo Alegre e Teotonio Vilela, e a oeste com Arapiraca,
Limoeiro de Anadia e Sdo Sebastido (CPRM, 2005). Assim, Junqueiro estd inserido na
Zona da Mata Alagoana (9°53'02" e 36°28'25"), com clima do tipo Tropical Chuvoso e
verdo seco. O perfodo chuvoso comega no outono tendo inicio em fevereiro e término em
outubro. A precipitacdo média anual é de 1.634.2 mm e possui temperatura maxima de
85° C e minima de 22° C (IBGE, 2017).

A captura dos microrganismos ocorreu no perfodo que corresponde ao verio da
regido, a partir do cozimento de 700 g de arroz sem sal. Estes foram colocados em
bandejas e cobertos por uma fina tela de protegdo, sendo depositadas no solo e cobertas
com uma camada de serapilheira por 10 dias. Apés esse periodo, os grdos foram
coletados e selecionados conforme a metodologia descrita por Bonfim et al. (2011).

O isolamento dos EM, assim como a purificagio e identificagdo das
actinobactérias presentes no Bokashi foram conduzidas no Laboratério de Anélises

Microbiolégicas do Polo Tecnolégico Agroalimentar de Arapiraca, localizado no
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Povoado Bananeira, pertencente ao municipio de Arapiraca — Alagoas. Os EM foram
isolados de ambiente aut6ctone e, em seguida, foram crescidos em um meio nutritivo
com sacarose e dgua destilada em garrafa pet de 2 litros e mantidos a uma temperatura
de 60° C por 20 minutos. Logo apds, foi hermeticamente fechado, mantido por mais 10
dias a uma temperatura de 30° C, sendo aberto no quinto dia para a liberag¢do de gases

produzidos pelo processo de fermentagio.
Isolamento e quantificacdo das actinobactérias

As actinobactérias foram isoladas através de diluigdes sucessivas (tampdo PBS
0,85%) de amostras do Bokashi até 10-°. Foram utilizadas as trés tltimas dilui¢des (1079,
10* e 107), sendo delas transferidos 0,1 mL do sobrenadante nos meios de cultura
Czapeck Modificado (MC), Arginina Vitamina Agar (AY*), Inorganic Salt — starch Agar
(ISP-4), com 80 pg/mL de antifingico contendo cimoxanil + famoxadona. As placas
foram incubadas a 30 °C por até 21 dias em estufa bacteriolégica. O experimento foi

realizado em triplicatas (Figura 1).

Figura 1: Esquema de diluigdo seriada do Bokashi e inoculagdo.
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Fonte: Acervo dos autores (2021).
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Para a quantificagdo das linhagens obtidas no isolamento foi realizada a
contagem de unidades formadoras de colonias (UFC), sendo consideradas as placas que
apresentaram quantificagdo entre 30 a 300 e, em seguida, sendo transferidas para novas

placas de Petri contendo os meios citados anteriormente.

Analise micromorfolégica

Para andlise micromorfolégica das actinobactérias, foi utilizada a técnica de
microcultivo em ldminas descrita por Serrano e Sandoval (1992). Assim, os
microrganismos foram cultivados nas extremidades de blocos quadrados de
aproximadamente 1 cm?® dos meios MC, AY* e [SP-4 sob lamina em placas de Petri com
a inser¢do de laminulas em cima dos meios de cultura contendo os microrganismos
transferidos para crescimento das hifas sobre sua superticie. As placas foram incubadas a

uma temperatura de 30° C por 21 dias em estufa bacteriol6gica (Figura 2).

Figura 2: Esquema do microcultivo das actinobactérias.
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Fonte: Adaptado de Franco (2012).
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Apbs o perfodo de incubagio, foram observadas caracterfsticas micromorfolégicas
como presenca ou auséncia de esporos, forma da cadeia de esporos ou a presenca de
esporangio, através de microscépio éptico com o aumento de 400X. Para confirmar a
pureza de algumas linhagens isoladas, foram preparadas laminas através da técnica de
coloragdo de Gram e, em seguida, observadas em microscépio éptico com o aumento de
1000X para verificar se os microrganismos eram Gram-positivos ou Gram-negativos e
ainda caracterizar sua micromorfologia, tal como se apresentavam forma filamentosa ou
se fragmentavam em bacilos, cocos ou cocobacilos. A identificagio dos géneros foi
realizada através da descri¢do presente no Bergey's Manual of Systematic Bacteriology

(WILLAMS et al., 1989).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao todo, foram isoladas 22 cepas de actinobactérias do adubo organico
termentado (Bokashi), das quais 77,27% (17) foram provenientes do meio AY; 13,64% (3)
do meio ISP-4 e 9,09% (2) do meio MC (Figura 3). Porém, entre as dilui¢des, a 10> no
meio AY* favoreceu o nimero maior de crescimento de cepas (45%), enquanto no meio
ISP-4 essa mesma dilui¢do ndo obteve crescimento, havendo um maior nimero na 103
(9,1%). Ja no meio MC houve crescimento em todas as diluigdes, destacando-se a 107 e
10 (9,1% cada). Isso se deve, provavelmente, as diferencas nutricionais encontradas em
cada meio de cultura e nas concentragdes das dilui¢des utilizadas, pois, de acordo com
Albuquerque et al. (2000), a escolha de diferentes meios de cultura é um pré-requisito
para o isolamento de qualquer microrganismo. Assim, a utiliza¢do de diferentes meios de
cultura no isolamento de actinobactérias, pode indicar uma relevante diversidade em

diferentes ambientes.

Figura 3: Percentual de cepas de actinobactérias por meio de cultura.
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Fonte: Dados da pesquisa (2021).

Quanto a contagem de Unidades Formadoras de Colonias, o meio MC
apresentou uma contagem média de 1,5 x 10° UFC/ml, ja o meio AY* obteve 2,5 x 10°
UFC/ml, enquanto o meio ISP-4 apresentou apenas 1,3 x 10° UFC/ml. Com isso, é
possivel observar similaridade aos resultados obtidos na pesquisa realizada por Rahman
et al. (2011) sobre actinobactérias isoladas de solo, onde foi observado que o ntimero

méximo de coldnias isoladas por diluigdo seriada a partir de 100 mg/ml de solo foi de

1,45 x 10 UFC/g de solo.

Identificacido das actinobactérias

As cepas foram codificadas como “AC”, indicando actinobactéria, seguido de “AL”
para se referir ao estado de Alagoas + o ntimero da cepa isolada. A Tabela 1 mostra a
identificagdo obtida através da observagdo de caracteristicas macro e microscépicas das

22 cepas isoladas.

Tabela 1: Caracteristicas morfolégicas e micromorfolégicas das cepas de actinobactérias
isoladas do Bokashi.

CEPAS Macromorfologia Micromorfologia
Coloragio Morfologia Micélio Estruturas
microscopicas
AC-AL-01 Cinza Formas Aéreo e ramificado Esporos em cadeias de
filamentosas sob o substrato espirais
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AC-AL-02

AC-AL-03

AC-AL-04

AC-AL-05

AC-AL-06

AC-AL-07

AC-AL-08

AC-AL-09

AC-AL-10

AC-AL-11

AC-AL-12

AC-AL-13

AC-AL-14

AC-AL-15

AC-AL-16

AC-AL-17

AC-AL-18

AC-AL-19

AC-AL-20

AC-AL-21

AC-AL-22

Verde oliva

Cinza
Vermelha

Amarela

Creme
Branca

Branca

Laranja
Branca

Amarela

Branca
Branca
Amarela
Amarela
Branca
Creme com
bordas
brancas

Branca

Amarela

Marrom

Branca

Branca

Formas
filamentosas

Bastonetes
Cocos

Emaranhado de
bacilos e
cocobacilos
Cocos soltos

Forma
filamentosa
Presenca de
bacilos e
cocobacilos
Cocos soltos

Cocos soltos

Cocos soltos

Bacilos e
cocobacilos
Cocos e
cocobacilos
Cocos e
cocobacilos
Forma
filamentosa
Forma
filamentosa
Cocobacilos.
Presenca de
finos filamentos
Forma
filamentosa
Forma bacilar e
esférica.
Presenca de
finos filamentos
Cocos soltos e
presenca de
bacilos e
cocobacilos
Cocos e
cocobacilos

Cocos soltos e
presenca de
bacilos e
cocobacilos

Aéreo e ramificado
sob o substrato

Apenas ramificado
sobre o substrato
Apenas ramificado
sobre o substrato
Apenas ramificado
sobre o substrato

Apenas ramificado
sobre o substrato
Apenas ramificado
sobre o substrato
Apenas ramificado
sobre o substrato

Apenas ramificado
sobre o substrato
Aéreo e ramificado
sob o substrato
Apenas ramificado
sobre o substrato

Auséncia de micélio
aéreo

Apenas ramificado
sobre o substrato
Apenas ramificado
sobre o substrato
Apenas ramificado
sobre o substrato
Apenas ramificado
sobre o substrato
Apenas ramificado
sobre o substrato

Aéreo e ramificado
sob o substrato
Apenas ramificado
sobre o substrato

Apenas ramificado
sobre o substrato

Aéreo e ramificado
sob o substrato

Apenas ramificado
sobre o substrato

Hifas ramificadas e cadeias
de esporos em biverticilos
espirais

Fragmentagdo em formatos
bacilares e estéricos
Formas filamentosas e
presenca de cocos
Fragmentagio em formatos
bacilares e estéricos

Fragmentagdo em formatos
bacilares e estéricos
Fragmentagio em formatos
bacilares e estéricos
Fragmentagdo em formatos
bacilares e estéricos

Fragmentagdo em formatos
bacilares e estéricos
Esporos tinicos

Hifas ramificadas e cadeias
de esporos em biverticilos
espirais

Fragmentagio em formatos
bacilares e estéricos
Fragmentagio em formatos
bacilares e estéricos
Fragmentagdo em formatos
bacilares e estéricos
Fragmentagdo em formatos
bacilares e estéricos
Fragmentagdo em formatos
bacilares e estéricos

Hifas ramificadas e
fragmentagdo em formas
bacilares e esféricas

Hifas ramificadas e
onduladas

Hifas ramificadas e cadeias
de esporos em
fragmentagdes bacilares e
espirais

Fragmentagdo em formatos
bacilares e esféricos

Emaranhado de hifas,
filamentos com cocos nas
extremidades

Formas filamentosas e
presenca de cocos

AC-AL= Actinobactéria + Alagoas + N° da cepa.

Fonte: Dados da Pesquisa (2021).
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Apb6s a observacgdo de tais caracterfsticas morfolégicas estruturais a nfvel macro e
microscopico presentes nas cepas obtidas, foram consideradas para a caracterizagdo das

cepas a nivel de género (Tabela 2).

Tabela 2: Identificagdo a nivel de géneros das provéveis actinobactérias isoladas do
Bokashi.

AC-AL-01 Forma filamentosa, com micélio aéreo ou Streptomyces
AC-AL-02 ramificado sob ou sobre o substrato com

AC-AL-04 esporos e cadeias em espiarias, podendo

AC-AL-05 apresentar hifas ramificadas ou onduladas

AC-AL-11 com cadeias de esporos que podem

AC-AL-18 apresentar formas bacilares e/ou estéricas

AC-AL-19 nas extremidades

AC-AL-22

AC-AL-17 Cocobacilos com a presenga de finos Terrabacter
AC-AL-20 filamentos com micélio apenas ramificado

sob o substrato, com hifas ramificadas e

fragmentacdo em formas bacilares e

esféricas, também podendo apresentar

foma apresentando-se em cocos soltos e

presenca de bacilos e cocobacilos, com

micélio ramificado sobre o substrato,

fragmentagdo em formatos bacilares e

estéricas

AC-AL-21 Cocos e cocobacilos com micélio aéreo e Mycobacterium
ramificado sob o substrato com a presenga
de emaranhado de hifas, filamentos com
cocos nas extremidades

AC-AL= Actinobactéria + Alagoas + N° da cepa.
Fonte: Dados da pesquisa (2021).

Williams et al. (1989) ainda ressaltam que as actinobactérias sdo microrganismos

Gram-positivos, caracteristica identificada em todas as cepas obtidas. Assim, foi possivel
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identificar os géneros aos quais as actinobactérias pertencem, como sendo: 45,45%
Nocardia; 36,36% Streptomyces; 9,10% Terrabacter; 4,564% Micromonospora; e 4,54%
Mycobacterium (Figura 4). Diferindo-se dos resultados de Santos et al. (2019), que

obtiveram o género Streptomyces com maior predominancia em trés dreas de estudo.

Figura 4: Percentual dos provaveis géneros das cepas de actinobactéria identificadas a

partir do isolamento do Bokashi.

B Nocardia B Streptomyces W Terrabacter = Micromonospora B Mycobacterium

Fonte: Dados da Pesquisa (2021).

Com isso, os resultados obtidos nesta identificagio mostraram-se similares aos do
estudo realizado por Lacey (1997), que obteve predominédncia dos géneros Nocardia e
Streptomyces, de actinobactérias isolados de processo de compostagem. J4 no trabalho
desenvolvido por Santos et al. (2019), o género Nocardia foi identificado em apenas 13%
das 24 cepas analisadas de actinobactérias isoladas em 4reas suscetiveis a desertificagdo,
assim como o género Mycobacterium.

Os géneros que compdem o filo Actinobacteria apresentam enorme diversidade
em termos de sua morfologia, fisiologia e capacidades metabdlicas (CHOI et al., 2016).
No Brasil, o género Streptomyces é frequentemente o mais isolado com os meios padrdes
utilizados para o isolamento de actinobactérias (SEMEDO et al, 2001), seguido do
género Nocardia. Entre eles, o género Streptomyces recebe maior destaque devido a sua

grande capacidade para biossintese de moléculas bioativas e biodegradagdo de compostos
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organicos, estando algumas espécies associadas no processo de fixagdo biolégica de
nitrogénio no solo e outras na producgido de fitohormoénios importantes para o
crescimento e protecdo das plantas contra fitopatégenos (SADEGHI et al., 2012).

Apesar de véarias espécies do género Nocardia serem classificadas como
microrganismos patogénicos, algumas outras sdo de vida livre e podem ser encontradas
no solo ou em condigdes ambientais adversas (MIKAMI, 2007; MANDELL;
BENNETT; DOLIN, 2010). Por existirem nessa variedade de ambientes, esses
microrganismos podem produzir moléculas bioativas com estruturas quimicas tnicas,
podendo degradar substancias téxicas e se transformar em substancias Gteis para usos
industriais (LUO ef al, 2010; LUO; HIESSL; STEINBUCHEL; 2014; DHAKAL et al,
2016).

Assim, esses microrganismos também apresentam potencial biotecnolégico que
pode ser aplicado na biorremediagdo de solos, principalmente em solos afetados por
produtos quimicos sintéticos comumente utilizados na agricultura, como descrito na
pesquisa de Giardina, Giardi e Filacchioni (1980) sobre um novo metabdlito envolvido
na degradagdo de atrazina, composto presente em herbicidas utilizados em cultuas de
milho, cana-de-agticar e sorgo para controlar ervas daninhas, por uma bactéria isolada
do solo pertencente ao género Nocardia. Pode-se citar também pesquisas como as de
Bekhi e Khan (1986), Bekhi et al. (1993) e Tomassoni et al. (2014) sobre outras técnicas
de biorremediagdo de solos. Martinez, Silva e Fay (2007) conseguiram identificar uma
espécie também do género Nocardia envolvidas na degradagdo de sulfentrazona, um
herbicida bastante utilizado em diversas culturas vegetais no Brasil.

H4 também diversas pesquisas que mostram a eficacia da utilizagdo de
actinobactérias no controle biolégico de fungos fitopatogénicos, destacando-se o género
Streptomyces como o mais estudado devido a sua produgdo de antibiéticos e ao seu efeito
como agentes biolégicos potenciais no controle de doengas fiingicas (BRESSAN;
FIGUEIREDO, 2003). Comprovando isto, pode-se destacar algumas espécies de
Streptomyces que foram usadas em Pythium aphanidermatum, causador da podriddo nas
raizes das plantas, provocando o tombamento das mesmas (PINTO et al, 2010;
TEIXEIRA et al., 2013), em Phytopthora sp. causador da podriddo radicular na pimenta

(EZZIYYANTI et al, 2007), em Rhizoctonia solani e Pseudomonas solanacearum em tomate
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(PATIL et al, 2011) e entre outros microrganismos fitopatogénicos comuns na

agricultura.

CONCLUSAO

Foram isoladas e identificadas 22 cepas de actinobactérias, das quais 77,27%
toram provenientes do meio AY*; 13,64% do meio ISP-4 e 9,09% do meio MC. A
identificagdo dos géneros mostrou que as cepas estavam distribuidas entre: 45,45%
Nocardia; 36,36% Streptomyces; 9,10% Terrabacter; 4,54% Micromonospora; e 4,54%
Mycobacterium.

Tendo em vista que a sociedade atual busca estratégias que permitam o aumento
da produgio de alimentos sem o prejuizo ao meio ambiente e a satide humana e do
planeta, os resultados obtidos no presente estudo enfatizam a necessidade de aplicagdo
de diferentes testes biotecnolégicos utilizando o grupo das actinobactérias como um
recurso alternativo para que viabilize uma produgdo agricola mais sustentavel e menos

nociva.
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