UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS
DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA
CURSO DE AGRONOMIA

MARIANE PEREIRA DE OLIVEIRA

CARACTERIZACAO CULTURAL E MICROMORFOLOGICA DE
ACTINOBACTERIAS DO SEMIARIDO NORDESTINO EM DIFERENTES
NiVEIS DE COBERTURA VEGETAL

FORTALEZA - CE
2020



MARIANE PEREIRA DE OLIVEIRA

CARACTERIZACAO CULTURAL E MICROMORFOLOGICA DE
ACTINOBACTERIAS DO SEMIARIDO NORDESTINO EM DIFERENTES NIVEIS DE
COBERTURA VEGETAL

Trabalho de Conclusdo de Curso apresentado
ao curso de Agronomia do Centro de
Ciéncias Agrarias da Universidade Federal
do Ceard, como requisito parcial a obtengao
do titulo de Engenheira Agronoma.

Orientadora: Prof®. Dr®. Claudia Miranda
Martins.

FORTALEZA - CE
2020



Dados Internacionais de Catalogacdo na Publicacio
Universidade Federal do Ceard
Biblioteca Universitéria
Gerada automaticamente pelo médulo Catalog, mediante os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

048c Oliveira, Mariane Pereira de.
Caracterizagdo cultural e micromorfolégica de actinobactérias do semidrido nordestino em diferentes
niveis de cobertura vegetal / Mariane Pereira de Oliveira. — 2020.
55 £. 1 il. color.

Trabalho de Conclusio de Curso (graduacdo) — Universidade Federal do Ceard, Centro de Ciéncias
Agrarias, Curso de Agronomia, Fortaleza, 2020.
Orientacdo: Profa. Dra. Claudia Miranda Martins.

1. Microbiota do solo. 2. Streptomyces. 3. Caatinga. I. Titulo.
CDD 630




MARIANE PEREIRA DE OLIVEIRA

CARACTERIZACAO CULTURAL E MICROMORFOLOGICA DE
ACTINOBACTERIAS DO SEMIARIDO NORDESTINO EM DIFERENTES NiVEIS DE
COBERTURA VEGETAL

Trabalho de Conclusao de Curso apresentado

ao curso de Agronomia do Centro de

Ciéncias Agrarias da Universidade Federal

do Ceara, como requisito parcial a obtencao

do titulo de Engenheira Agronoma.
Aprovada em: 02/10/2020.

BANCA EXAMINADORA

Prof.? Dr.* Claudia Miranda Martins.
(Orientadora)
Universidade Federal do Ceara (UFC)

Prof.® Dr.* Suzana Claudia Silveira Martins
Universidade Federal do Ceara (UFC)

Me. Franciandro Dantas dos Santos
Universidade Federal do Ceara (UFC)



A Deus.

Aos meus pais, Neide e Fernandes.



AGRADECIMENTOS

A essa forga maior que rege o universo de forma majestosa.

A Universidade Federal do Ceara e ao Centro de Ciéncias Agrarias, por me
proporcionarem um ensino publico e de qualidade durante toda a minha graduacao.

A minha orientadora, Dr* Claudia Miranda, pela orientagdao e por ser uma fonte de
inspiracdo como profissional, mulher e mae.

Ao LAMAB (Laboratério de Microbiologia Ambiental) e seus integrantes (Profa.
Suzana Claudia, Fernando, Juliani, Leonardo, Alana e¢ os demais), onde passei dois
proveitosos anos da minha graduacdao e me foi proporcionado experiéncias inéditas,
profissional e pessoalmente.

Ao pos graduando Andro Dantas, que foi meu mentor e parceiro nessa caminhada e
teve toda paciéncia do mundo.

Ao PET Agronomia que me proporcionou conhecer um pouco sobre cada pilar da
Universidade e contribuiu para minha formacao de forma impar.

Aos membros da banca examinadora, pelas valiosas colaboragdes e sugestdes.

A minha familia e meu namorado, por todo o esfor¢o e ajuda financeira e psicoldgica
para que eu pudesse concluir essa etapa da minha vida.

A minha irma, que ¢ minha inspira¢do desde a infancia e que me ajudou a constru¢ao
desse trabalho.

Aos amigos que fiz durante o processo ¢ que foram essenciais durante a minha
graduacao. Em especial, Aristides Gomes, Jarlane Viana, Luiza Rayol, Maria Edilene, Lais
Cavalcante.

Aos demais, que de forma direta ou indireta participaram na construgdo desse trabalho

ou estiveram juntos comigo durante a minha graduacao.



“Essencialmente, toda a vida
depende do solo... Nao pode haver
vida sem solo ¢ nenhum solo sem
vida. Eles evoluiram juntos.”

- Charles E. Kellogg



RESUMO

As actinobactérias sdo bactérias Gram-positivas, ricas em guanina e citosina em seu
DNA, formadoras de estruturas complexas como esporos e cadeias de esporos. Elas prestam
importantes servigos ecossistémicos que indireta ou diretamente contribuem para formagao
e manuten¢ao edafica. Além disso, sao fontes de metabolitos secundarios bastante
explorados. Essas bactérias estdo presentes no semidrido nordestino brasileiro e suas
caracteristicas culturais e micromorfoldgicas sdo variaveis, sendo um fator chave para a
classificagcdo desse filo. Dessa forma, o presente estudo teve como objetivo de caracterizar
culturalmente, identificar os géneros, analisar a diversidade e gerar um contetido fotografico
com foco nas diferencas de 46 cepas de actinobactérias de trés areas com diferentes niveis de
cobertura vegetal da regido do Médio Jaguaribe (CE). A caracterizacdo cultural tanto em
virtude da cor do micélio aéreo e reverso quanto da textura das coldnias evidenciaram a
heterogeneidade das cepas, apresentando a predominancia da cor cinza e branca nos micélios
e textura aveludada (65%). Os nove géneros identificados através da analise microscopica,
foram:  Actinomadura,  Arthrobacter, — Micrococcus, — Mycobacterium,  Nocardia,
Micromonospora, Thermomonospora, Streptosporagium e Streptomyces. Com base nos
parametros morfoldgicos cor do micélio aéreo e reverso, aspecto de formagao da coldnia e
micromorfologia da cadeia de esporos evidenciou-se a diversidade cromogénica e textural, e
a predominancia do género Streptomyces. Tais caracteristicas, em conjunto com o acervo de
imagens, podem auxiliar e servir de base para estudos ecoldgicos e de bioprospecgao sobre

€sses microrganismos.

Palavras-chave: Microbiota do solo; Streptomyces; Caatinga.



ABSTRACT

Actinobacteria are Gram-positive bacteria, rich in guanine and cytosine in their DNA,
forming complex structures such as spores and spore chains. They provide important
ecosystem services which indirectly or directly contribute to edaphic formation and
maintenance. Moreover, they are highly exploited sources of secondary metabolites. These
bacteria are present in the Brazilian northeastern semiarid and their cultural and
micromorphological characteristics are quite variable. However, these characteristics are a
key factor for the classification of this phylum. Thus, the objective of the present study was
to characterize the bacterial culture, identify genera, analyze diversity and generate
photographic content focusing on the differences in 46 strains of actinobacteria from three
areas with different levels of plant cover in the Médio Jaguaribe region (CE) ). The
characterization of the culture due to the color of the aerial and reverse mycelium and the
texture of the colonies showed the heterogeneity of the strains, presenting the predominance
of gray and white color in the mycelia and velvety texture (65%). The nine genera identified
through microscopic analysis were: Actinomadura, Arthrobacter, Micrococcus,
Mycobacterium, Nocardia, Micromonospora, Thermomonospora, Streptosporagium and
Streptomyces. Based on the morphological parameters of the color of the aerial and reverse
mycelium, aspect of colony formation and micromorphology of the spore chain, the
chromogenic and textural diversity was evidenced, and the predominance of the genus
Streptomyces. These characteristics, together with the image collection, can assist and serve

as a basis for ecological and bioprospecting studies on these microorganisms.

Keywords: soil microbiota; Streptomyces; Caatinga.
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1. INTRODUCAO

As actinobactérias, bactérias Gram-positivas ricas em guanina e citosina em seu DNA
(RAO et al., 2012, PEREZ CORRAL et al., 2015), sdo encontradas amplamente em
ambientes naturais como na agua € no solo e em ambientes extremos (MAATAOUI et al.,
2014; VIKRAM et al., 2016), sendo o solo seu habitat mais comum (MANSOUR et al.,
2015).

Diversos estudos comprovam a ocorréncia desses microrganismos na regiao
semidrida nordestina em abundancia e de forma diversificada (BRITO et al., 2015; ALVES
et al, 2016; LOPES et al., 2018; MEDEIROS ef al., 2018; DOS SANTOS et al., 2019). Tal
habitat se apresenta como um ambiente hostil, com caracteristicas limitantes para o
desenvolvimento microbiano como a escassez de chuvas e o clima quente e seco (ARAUJO,
2011). A atividade microbiana no ambiente edafico dessa regido ¢ de extrema importancia
para processos biologicos e bioquimicos que influenciam diretamente a transformacgao de

compostos organicos e nutrientes (VINHAL-FREITAS et al., 2010).

As actinobactérias sdo destaque em estudos sobre produ¢do de enzimas, processo
importante para ambientes degradados (SILVA et al., 2019) e desempenham servigos
ecossistémicos essenciais para manutengao do solo e para o desenvolvimento vegetal como
a sintese de humus, a decomposicao de tecidos celulares e a fixacdo de aménio (BHATTI et
al.,2017), além de serem produtoras de muitos metabolitos que despertam interesse cientifico

e industrial (BALLAV et al., 2012).

Alguns aspectos fundamentais devem ser considerados para identificagdo desses
microrganismos como a observacao das cores do micélio aéreo e do micélio reverso e a
producdo de pigmentos no meio, um dos primeiros métodos usados para distingdo dos
isolados (MABROUK; SALEH, 2014, AMSAVENI et al., 2015). Observa-se também se
esses micélios sao filamentosos e possuem hifas aéreas, cuja principal funcao ¢ a absor¢ao

de nutrientes para o crescimento desses micro-organismos (BHATTI et al., 2017).

Outra importante ferramenta para essa identificacdo e classificagdo em nivel de
género ¢ a microscopia Optica (BARKA et al., 2016), onde observa-se em algumas
actinobactérias a presenca de estruturas complexas como esporos, cadeira de esporos,

esporangios e esporangidsporo (LI et al., 2016).

Tendo em vista a grande diversidade e a heterogeneidade de actinobactérias na regiao

semiarida a caracterizagdo cultural e a classificacdo micromorfoldgica tornam-se ferramentas
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de suma relevancia na identificagdo desses organismos. Visto que ambientes limitantes e
outrora negligenciados estdo se mostrando como grande fonte de novas cepas de
actinobactérias que produzem novos compostos bioativos (OKORO et al., 2009;
MOHAMMADIPANAH; WINK, 2016; SILVA etal., 2019) e de microrganismos que atuem
no controle bioldgico, melhorando o estado fitossanitario das plantas e consequentemente

aumentando a produtividade (BRITO et al., 2015), por exemplo.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Microbiota do solo
O solo ¢ um conjunto bioldgico dinamico formado por trés fases, sendo elas: a fase
gasosa, a fase liquida e a fase solida, esta tltima ¢ onde estdo compreendidas as particulas

minerais, raizes de plantas, a matéria organica e 0S macros € microrganismos vivos com

metabolismo ativo ou dormente (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006; BERENDSEN, 2013).

Os microrganismos fazem parte da por¢ao de matéria organica existente no solo e sao
de extrema importancia para a subsisténcia dos ecossistemas, participam ativamente de
processos essenciais como a ciclagem de nutrientes e dos ciclos biogeoquimicos, além de
serem componentes fundamentais de cadeias alimentares. Para além, as interagdes
microbianas em seu habitat sdo primordiais para manutencdo dos solos e apresentam
importancia ecoldgica relevante, como a conversdo de elementos que se apresentam em
forma insolavel para formas mais soluveis, auxiliando assim o desenvolvimento vegetal

(MATSUOKA, 2003; LEITE, 2009 ; ALVES et al., 2010).

Esses microrganismos denominados genericamente como “microbiota do solo”
possuem representantes dos trés dominios: Archaea, Bacteria e Eucarya. Ocupam 5% do
espaco poroso do solo e constituem somente 1 a 4 % do carbono total. Apesar da quantidade
e da diversidade bastante elevada dos microrganismos presentes nesse reservatorio da
diversidade biologica, somente 15% a 30% das bactérias e 10% dos fungos encontram-se
ativos metabolicamente, pois normalmente o solo ¢ um ambiente estressante e limitante

nutricionalmente para estes (LAMBAIS, 2005; ANDREOLA, 2007).

Segundo Alexander (1977), apesar do solo de modo geral se apresentar como um
ambiente oligotrofico, a abundancia média nesse ambiente varia entre 107 a 10° células vivas
por grama de solo, das quais estima-se que aproximadamente 10.000 sdo espécies bacterianas
(TORSVIK, 2009). A ocorréncia dessa diversidade e abundancia esta directamente
relacionada com fatores bidticos, tais como interagdes e genética microbiana, bem como com
fatores abidticos, sendo estes pH, umidade, temperatura, atmosfera, potencial redox e fonte
de energia. A soma desses fatores determinam como esses microrganismos irdo se estruturar
e sdo vitais para a funcionalidade do solo, visto que em uma mesma comunidade podem
existir diferentes caracteristicas fisiologicas e ecoldgicas, que podem ser moduladas pela
ocorréncia de diferentes processos dos solos e pelas variagdes ambientais (BEVER et al.,

2012; MAZZETTO, 2016).



18

A abundancia e diversidade dos microrganismos, portanto, vai variar devido a elevada
heterogeneidade entre os diferentes solos e dentro de um mesmo solo (VOS et al., 2013),
devendo-se levar em consideracdo também a estruturac@o vegetal de determinado lugar, pois
estas afetam diretamente a composigao da rizosfera nesses habitats através de alteragdes no
microclima (sombreamento, evaporagao, acimulo de matéria organica, produgdo de matéria
recalcitrante, entre outros.) e producdo de exsudatos pelas raizes das plantas, que sdo a
principal fonte de energia que impulsionam a densidade e a atividade das populagdes de
microrganismos (RAAIJIMAKERS, 2009; PRESCOTT e GRAYSTON, 2013), como
exemplifica Kavamura et al. (2013) em estudo que analisou e sugeriu uma estreita relagao
entre o ciclo de vida das plantas endémicas da Caatinga, como o mandacaru, e a sucessao de
determinados grupos microbianos de acordo com a rizosfera desse ambiente em épocas de

chuva.

Porém, apesar da presenca de diferengas entre os solos e seus habitats, os dados da
literatura mostram uma certa similaridade no perfil das comunidades microbianas,
principalmente a bacteriana, quando analisados de um nivel taxondmico superior como o filo.
Podemos inferir com base nesses estudos que os principais componentes da comunidade
bacteriana do solo sdo representados pelos filos Acidobacteria, Actinobacteria,
Proteobacteria, Verrucomicrobia, Bacteroidetes, Firmicutes € Planctomycetes (JANSSEN,
2006; PHILIPPOT et al., 2013; DELGADO- BAQUERIZO et al., 2017; BORSETTO et al,
2019).

2.1 Semiarido

O semiarido brasileiro possui uma area equivalente a 1,03 milhdo de quilémetros
quadrados, representando 12% do territorio nacional. No Nordeste, 1.262 municipios dos
estados do Alagoas, Bahia, Ceara, Maranhdo, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio Grande do
Norte e Sergipe tem sua area caracterizada como semidrida (Figura 1), sendo o Cearé o que
possui a maior parte de seu territorio com esse perfil (ASA, 2020). Essas regides sao
caracterizadas por ter precipitacdo pluviométrica média anual igual ou inferior a 800 mm,
indice de Aridez de Thornthwaite igual ou inferior a 0,50 e/ou percentual diario de déficit

hidrico igual ou superior a 60%, considerando todos os dias do ano (SUDENE, 2020).
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Figura 1: Delimitagdo do semiarido brasileiro.

Semiarido Brasileiro

Fonte: TerraBrasilis

Disponivel em:  <http://www.terrabrasilis.org.br/ecotecadigital/index.php/estantes/mapas/2733-mapa-do-

semiarido-brasileiro> Acesso em jun. 2020.

Além de atender um dos parametros supracitados para se caracterizar como
semidrida, outras caracteristicas bem definidas como a forte insolagao, elevadas temperaturas
e altas taxas de evapotranspiragdo sdo observadas em regides como essa, o que favorece a
escassez hidrica e torna esse ambiente extremamente hostil em determinado periodo do ano
(NASCIMENTO et al., 2013). Cerca de 844.453 quilometros quadrados do semidrido ¢
ocupado pelo bioma Caatinga, situado majoritariamente na regido nordeste do Brasil (Brasil,

2020).
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A Caatinga por sua vez, inserida no contexto semiarido (Figura 2), além de apresentar
os tracos das caracteristicas limitantes apresentadas anteriormente, possui uma vegetacao
tropical rica contendo desde florestas a plantas arbustivas xerofilas geralmente com folhas
pequenas deciduas, com espinhos ¢ de héabito suculento, adaptadas para resistir as condigdes
desfavoraveis que incluem precipitacdo variavel e secas periddicas (FERNANDES;

QUEIROZ, 2018).

Figura 2: Mapa da localizacao do Bioma Caatinga
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Fonte: Cerratinga

Disponivel em: < http://www.cerratinga.org.br/caatinga/> Acesso em jun. 2020.

Assim como a vegetagdo local, os microrganismos presentes nesse sistema
apresentam adaptacdes a estresses abidticos, tais como salinidade, temperaturas elevadas,
incidéncia de radiagdo solar alta e estresse hidrico (VURUKONDA et al., 2016) e sdo capazes

de tolerar essas condigdes adversas e contrastantes (BARROS et al., 2019) podendo
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desempenhar importante funcao no fluxo de energia, na ciclagem de matéria organica e nos

ciclos biogeoquimicos (BREZA-BORUTA et al., 2016).

Por essa razao esse ambiente vem sendo cada vez mais explorado por pesquisadores
como uma fonte para estudos que abordam a riqueza e diversidade bacteriana (LIMA et al.,
2014; BRITO et al., 2015; MEDEIROS et al., 2018) e também, o potencial biotecnolégico
desses microrganismos (SANTOS et al, 2011; OLIVEIRA et al.,, 2016) que sao

frequentemente expostos as intempéries locais.

Dentre as populagdes bacterianas, o Filo Actinobacteria ganha destaque devido a sua
predominancia (TAKETANI et al., 2015; LIMA et al., 2017) e a diversidade que apresentam
nos solos semiaridos (MEDEIROS et al., 2018).

2.3 Actinobactérias

As actinobactérias, importante grupo microbiano, sdo bactérias Gram-positivas
filamentosas com abundancia de contetido das bases nitrogenadas, citosina e guanina, em seu
DNA (BARKA, 2016). Sdo uma das principais partes integrantes da microbiota do solo e
apresentam mais de 200 géneros distribuidos em cerca de 52 familias, 25 ordens e 6 classes

(WHITMAN, 2012; SATHYA; VIJAYABHARATHI; GOPALAKRISHNAN, 2017).

Encontram-se distribuidas pelos mais variados ambientes naturais, aquaticos ou
terrestres (RODRIGUES et al., 2019), ambientes extremos como solos desérticos (OKORO
et al., 2009), areas gé¢lidas (SILVA et al, 2018), solos salinos (BINAYKE et al., 2018) e
alcalinos (GONG et al., 2018), sendo seu habitat mais comum o terrestre, substancialmente
presentes na rizosfera (STROBEL, 2004), local onde as raizes das plantas possuem conexao

com o solo.

A riqueza e abundancia desse filo, ou seja, sua diversidade, estd intrinsecamente
ligada a fatores ambientais do meio em que encontram-se inseridas, como disponibilidade
de nutrientes, tipo de solo, temperatura, pH, umidade, presenga de matéria organica, area
cultivada ou ndo, sendo esses fatores moduladores do crescimento e desenvolvimento desses
microrganismos (ARIFUZZAMAN et al., 2010; ZHAO et al., 2011; BARKA et al., 2015).
Tal diversidade portanto, baseia-se na capacidade desses seres se desenvolverem nos
variados habitats e o papel que desempenham nos mesmos, podendo entdo serem
classificadas como termofilificas (extremofila), acidofilicas (extremofila), halofilicas

(extremofila), endofiticas, simbidticas, endosimbiodticas e intestinais (RANJANI et al., 2016).
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Esses microrganismos procariontes, aerobios em sua grande parte, assemelham-se aos
fungos quanto a producdo de micélio e ao crescimento filamentoso (RODRIGUES, 2019).
Sao conhecidas amplamente por serem grandes produtoras de metabolitos secundarios, com
destaque para enzimas (LOPES, 2018; SILVA, 2015) e antibidticos (WEBER, 2015;
ELBENDARY, 2018), o que justifica a exploracdo do seu potencial para uso nas areas
biotecnoldgicas (QIN, 2011) e agronomicas (HOYOS, 2018; SILVA, 2019).

Além da sua ampla diversidade metabolica, o que lhes concede também um
importante papel nas industrias médicas e farmacéuticas, como a producdo de compostos
bioativos com atividades antitumoral, anti-inflamatoéria, antibacteriana, antioxidante e
produtos naturais como corantes, farmacos e fragrancias (GOODFELLOW; FIEDLER,
2010; JANARDHAN, 2014), este grupo também possui ampla diversidade morfoldgica.
Apresentam variadas formas como coco-bacilos (Arthrobacter), cocos (Micrococcus), hifas
curtas e rudimentares (Nocardia spp.) e micélio ramificado (Streptomyces spp.), tais
caracteristicas morfologicas, assim como a produ¢do de esporos servem de base ha mais de
cem anos para a identificagdo e o estudo em nivel de género desse grupo (VENTURA et al.,

2007; VENKATA; SINGARA, 2013; LI, 2016; ARAUJO; COELHO, 2017).

E muito mais importante do que as fun¢des supracitadas, a sua prestagao de servigos
ecossistémicos ¢ de fundamental importancia para a regulacdo, manutengdo e ecologia
edafica, haja visto que desempenham papel na ciclagem de nutrientes, disponibilizando-os
para serem absorvidos mais rapidamente pelas plantas, através da degradacdo enzimatica de
substratos organicos complexos, na biorremediac¢do, agindo sob elementos tdxicos e na

compostagem (SILVA et al., 2015; BHATTI et al., 2017).

3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Caracterizar cultural e micromorfologicamente as cepas de actinobactérias do
semiarido nordestino em diferentes niveis de cobertura vegetal. Analisar sua diversidade e

confeccionar um acervo de imagens com registro fotografico de todas as cepas.

3.2 Objetivos especificos
e Caracterizar culturalmente 46 cepas de actinobactérias isoladas da regido do médio
Jaguaribe/CE.
e (Caracterizar micromorfologicamente 46 cepas de actinobactérias isoladas da regido

do médio Jaguaribe/CE.
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e Avaliar as principais diferengas culturais e micro morfoldgicas entre as diferentes

cepas.

4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Area de estudo

As cepas utilizadas no presente estudo sao oriundas de amostras de solo rizosférico
de areas da regido do Médio Jaguaribe (Figura 3), abrangendo os municipios de Morada
Nova, Jaguaribe e Jaguaretama. As areas foram classificadas de acordo com a cobertura

vegetal em trés niveis (aberta, intermediaria e conservada).

Figura 3: Area da regidio do Médio Jaguaribe.
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Fonte: F.K.G. Silva (2016).

Tabela 1: Localizagdo, nivel de cobertura vegetal e coordenadas geograficas dos pontos

coletados.

Localizagao Cobertura vegetal ~ Pontos coletados ~ Coordenadas geograficas

Longitude Latitude

Jaguaribe Aberta 1 -38,7076 -5,861




24

Jaguaribe Intermediaria -38,6888 -5,861
Jaguaribe Conservada -38,629 -5,861
Jaguaribe Aberta -38,7219 -5,861
Jaguaribe Intermediaria -38,731 -5,861
Jaguaribe Conservada -38,642 -5,861
Jaguaretama Aberta -38,7423 -5,861
Jaguaretama Intermediaria -38,7423 -5,861
Jaguaretama Conservada -38,82 -5,861
Morada Nova  Aberta -38,5234 -5,861
Morada Nova  Intermediaria -38,5019 -5,861
Morada Nova  Conservada -38,5031 -5,861

Fonte: F.D. Santos (2019).

O clima dessa regido ¢ caracterizado como quente e seco, com precipitacdes médias
de aproximadamente 800 mm por ano. Apresentando um periodo seco frequentemente
caracterizado pela falta de chuvas, com temperaturas médias anuais entre 23 e¢ 27 °C e

insola¢do média de 2.800 h ano™! (SUDENE, 2016).

A coleta das amostras de solo foi realizada entre os meses de margo e junho de 2016,
periodo caracterizado como chuvoso, nos trés diferentes tipos de areas ja citadas em uma
profundidade de 0-15 cm. Todas as amostras foram gentilmente cedidas pelo projeto Desert
(Evolugao da perda de biodiversidade em areas sob processos de degradagdo), chamada de

Projetos MEC/MCTI/CAPES/CNPq/FAPs N° 03/2014.

4.2 Actinobactérias
As cepas de actinobactérias foram obtidas a partir do solo supracitado e isoladas

através da técnica de espalhamento em superficie (spread plate), utilizando o meio caseina
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dextrose dgar (CDA) (CLARK, 1965) em placas e o resultado da contagem expresso em
UFC.mL™".

Foram isoladas um total de 46 cepas de actinobactérias, sendo 18 cepas da area aberta,
17 cepas da area intermedidria e 11 da rea conservada, estas foram identificadas como “MJ”,
indicativo de médio Jaguaribe, seguido pelo niimero. As cepas foram nomeadas como: MJ
01, MJ 02, MJ 03, MJ 04, MJ 05, MJ 06, MJ 07, MJ 08, MJ 09, MJ 10, MJ 11, MJ 12, MJ
13, MJ 14, MJ 15, MJ 16, MJ 17, MJ 18, MJ 19, MJ 20, MJ 21, MJ 22, MJ 23, MJ 24, MJ
25, M1J 26, MJ 27, MJ 29, MJ 30, MJ 31, MJ 32, MJ 33, MJ 34, MJ 35, MJ 36, MJ 37, MJ
38, MJ 39, MJ 40, MJ 41, MJ 42, MJ 43, MJ 44, MJ 45, MJ 46, MJ 47. Essas cepas estao
depositadas na Cole¢do de Culturas de Actinobactérias do Laboratério de Microbiologia

Ambiental (LAMAB) do Departamento de Biologia da Universidade Federal do Ceara.

4.3 Cultivo das cepas

As cepas foram inoculadas em meio CDA, com a seguinte composicao para 1000 mL:
0,5 g de KoHPO4 (fosfato de potassio), 0,2 g de MgS04.7H>0 (sulfato de magnésio), 2 g de
glicose, 0,01g de FeSO4.7H>0 (sulfato de ferro), 0,2 g de caseina (dissolvida em 10 mL de
NaOH 0,1 N, previamente), 15 g de 4gar, 10 ml NaOH (0,4 g de NaOH para 100 mL de agua,
sendo que apenas 10 mL foi utilizado) e 2,5 mL de nistatina (antifingico), sendo este tltimo

componente colocado apds a esterilizagao do meio.

O pH foi ajustado para 6,5 e em seguida as placas foram incubadas a 28 °C em cadmara
incubadora tipo B.O.D., durante sete dias, posteriormente foi realizado o primeiro registro
fotografico. Ja para o segundo registro fotografico foi feita uma outra inoculagdo em placas
de Petri contendo meio CDA, com apenas um spot feito no centro de cada placa para obter
colonias isoladas de maior didmetro. As placas foram incubadas em B.O.D. a 28 °C por 14

dias para posterior registro.

4.4 Caracterizacio cultural

Para descricdo das caracteristicas culturais foram avaliadas as cores do micélio aéreo
e reverso das coldnias conforme descrito por Wink (2012), baseada na carta de cores (RAL
color charts). As cepas de actinobactérias também foram caracterizadas culturalmente quanto
a forma de crescimento da colonia, sendo classificadas como: aveludada, concéntrica, radial,

umbonada e convexa (AUGUSTINE et al., 2013).
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4.5 Analise micromorfolégica

A andlise micromorfoldgica foi feita conforme as metodologias elaboradas por
Shirling; Gottlieb (1966) e Kern; Blewins (1999) modificada. Em placas de Petri previamente
esterilizadas, foi colocada uma lamina por placa. De uma outra placa com meio de cultura
CDA solido puro, retirou-se uma porgao pequena e de formato cilindrico para ser sobreposta
em cada lamina. As cepas foram inoculadas sobre esse meio, de preferéncia nas bordas, e em
seguida foi acrescida uma laminula estéril sobre a por¢do ja inoculada. Antes da placa ser
efetivamente fechada foi colocado um pedaco de algodao estéril hidrofilo, embebido em agua
destilada. As placas com suas respectivas cepas foram entao incubadas em estufa B.O.D a
uma temperatura de 28°C, por 7 a 14 dias. Findando esse prazo as laminulas foram
cuidadosamente retiradas e colocadas sobre uma gota de corante Lactofenol de Amann
contida em uma outra lamina previamente esterilizada e suas bordas foram vedadas com
esmalte incolor. Tais laminas, posteriormente, foram observadas sob microscopio Optico de
luz Zeiss a uma amplia¢do de 1000x. As caracteristicas quanto a formacao, ramificagdo do
micélio e fragmentagdo e produgdo de esporos foram registradas e comparadas com as

descritas por Holt et al. (1994).

4.6 Registro fotografico

Para col6nias em placa e colonia isolada, as fotos foram realizadas com as placas
abertas em camara de fluxo laminar, com plano de fundo preto, para um melhor contraste.
As fotografias das cepas foram tiradas em plano transversal superior e inferior para uma
melhor visualizacdo, sendo que para as colonias isoladas foi utilizada apenas o plano
superior, com o auxilio de uma lente micro angular (For Digital Camera & Mobile Phone

LENS) para observagao mais detalhada.

Para a micro morfologia a obten¢do das imagens foi realizada com o auxilio de um
microscopio optico com aumento de 1000x e uma camera fotografica equipada com dois
sensores de 12 Megapixels com lentes duplas, grande-angular e teleobjetiva, de aberturas f

1.8 e 2.8 respectivamente.

Foi elaborado um material completo para impressao com os registros fotograficos das
colonias em placa, coldnia isolada e micro morfologia de todas as cepas para fim consultivo

no Laboratorio de Microbiologia Ambiental (LAMAB).
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4.7 Analise estatistica
Os dados da micromorfologia foram submetidos a uma andlise de varidncia

(ANOVA), com uso do software R, versao 4.0.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Observando-se o micélio aéreo e o reverso das colonias em placa das cepas oriundas
daregido do Médio Jaguaribe pode-se identificar a presencga de um total de onze cores (Figura
4,5 e 6). Sendo a cores identificadas: branco, marrom, cinza, bege, creme, rosa, laranja, roxo,

violeta, azul e verde.

Quanto ao micélio aéreo, a area aberta apresentou cinco cores diferentes, a
intermediaria sete cores e a conservada seis cores. Ja no micélio reverso a area aberta
apresentou quatro cores distintas, a intermedidria oito cores € a conservada cinco cores.
Algumas cepas apresentaram diferenca entre micélio aéreo e reverso, que segundo Souche e
Bhati (2019) ocorre devido actinobactérias apresentarem caracteristicas culturais distintas
quando cultivadas em superficie de 4gar. Todas as areas apresentaram heterogeneidade nesse
parametro, sendo a area intermediaria a que teve maior diversidade cromatica, podendo ser
explicado pela teoria do distarbio intermediario, hipdtese que segundo Connel (1978) diz que
niveis intermedidrios de perturbagdes possuem tendéncia de promover maior diversidade. Ou
seja, areas que sofrem algum tipo de interferéncia bidtica ou abidtica com intensidade
intermediaria tendem ao nao equilibrio, promovendo a coexisténcia de espécies diversas e,

portanto, a heterogeneidade no nicho (ARAUJO, 2016).

Em relagdo a predomindncia de cores, as areas aberta e intermediaria apresentaram a
cor cinza como predominante em ambos os micélios. Ja a drea conservada observa-se um
equilibrio entre as cores cinza e branco tanto no micélio aéreo quanto no reverso. Resultado
similar na descri¢cdo cultural de cepas foi encontrado por Ramos et al. (2015), Silva et al.
(2015), Medeiros et al. (2018) e Silva et al. (2019) em estudos com actinobactérias da regido

semidrida, onde predominantemente foram notadas as cores cinza, branco e creme.

Figura 4: Percentual da diversidade de cores das actinobactérias oriundas do Médio Jaguaribe

na area aberta.

Micélio aéreo Micélio reverso
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Fonte: Autor (2020).

Figura 5: Percentual da diversidade de cores das actinobactérias oriundas do Médio Jaguaribe

na area intermediaria.
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Fonte: Autor (2020).

Figura 6: Percentual da diversidade de cores das actinobactérias oriundas do Médio Jaguaribe

na area conservada.
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Fonte: Autor (2020).

A andlise das caracteristicas culturais mostrou que houve variagdo entre o micélio
aéreo e reverso de uma mesma cepa e pode-se observar a mudanga de tonalidade do meio em
alguns casos (Figura 7). Esse potencial em produzir diferentes pigmentos que podem se
encontrar retidos no micélio ou dissolvido no meio foi destacado em estudos feitos por Amal

etal. (2011) e Amsaveni (2015).

A produgdo de pigmento analisado em conjunto com outros parametros, se faz
relevante como ferramenta para identificagdo dos géneros, bom critério para estudos
taxondmicos e sele¢do de pigmentos naturais, apesar dessa caracteristica cultural ndo estéd
diretamente relacionada com o desenvolvimento microbiano desse grupo (ROMERO et al.,

2012; RAMOS et al, 2015; TARAZONA et al., 2018).

Figura 7: Diversidade cultural das cepas do Médio Jaguaribe quanto ao micélio aéreo, micélio

reverso e pigmentagcdo do meio de cultura.
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Fonte: Autor

(2020).

Das 46 cepas, cerca de 24% apresentaram micélio aéreo distinto do micélio reverso,
e apenas duas promoveram alteragdo no meio. Observa-se essas caracteristicas nas cepas MJ

06, MJ 09, MJ 16, MJ 18, MJ 29, MJ 30, MJ 32, MJ 33, MJ 34, MJ 35 e MJ 36.
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As coldnias que foram cultivadas de forma isolada foram classificadas quanto seu
aspecto. Variando entre aveludado (30 cepas), concéntrico (07 cepas), umbonado (04 cepas),

sulcos radiais (03 cepas) e convexo (02 cepas) (Figura 8).

Figura 8: Aspectos das colonias de actinobactérias oriundas do Médio Jaguaribe nas areas

aberta, intermediaria e conservada.

Aveludado Umbonado Concéntrico Sulcos radiais Convexo
65% Quy 15% T% 494

Fonte: Autor (2020).

Na area aberta 13 cepas apresentaram aspecto aveludado (68%), 4 concéntrico (21%)
e 1 umbonado (11%), ndo houve presenga dos aspectos sulcos radiais e convexo nessa area.
Na area intermedidria 11 cepas apresentaram aspecto aveludado (69%), 2 concéntrico (13%),
1 umbonado (6%), 1 sulcos radiais (6%) ¢ 1 convexo (6%). Ja na area conservada foram
observadas 6 cepas com aspecto aveludado (55%), 1 concéntrico (9%), 1 umbonado (9%), 2
sulcos radiais (18%) e 1 convexo (9%). Resultado distinto foi encontrado por Silva et al.
(2019) ao analisarem cepas oriundas de uma area antropizada e uma area conservada do
semiarido, em ambas houve a prevaléncia do aspecto de formagao em sulcos radiais, seguido
pelo aveludado, concéntrico e umbonado, ndo havendo presenca do aspecto convexo. Em
contrapartida aspectos similares foi encontrado por Augustine et al. (2013), em estudo com

actinobactérias provenientes de ambientes marinhos da India.

Através da andlise micromorfologica observou-se a presenga de nove géneros
diferentes (Figura 9), sendo eles: Actinomadura (5%), Arthrobacter (5%), Micrococcus
(4%), Mycobacterium (2%), Nocardia (11%), Micromonospora (4%), Thermomonospora
(4%), Streptosporagium (2%)e Streptomyces (63%), este ltimo com maior predominancia

em ambas as areas.

Figura 9: Morfologia da cadeia de esporos e identifica¢ao a nivel de género.
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Figura 10: Abundancia por género nas areas aberta, intermediaria e conservada.
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Com os dados acerca dos géneros, obtidos através da analise micromorfolédgica, pode-
se observar que o género Streptomyces foi o predominante nas trés areas, fato que concorda
com estudos feitos por Ramos et al. (2015), Brito et al. (2015) e Silva et al. (2019). Isso deve-
se a caracteristicas intrinsecas a esse género como baixa exigéncia nutricional (LEWIN et
al., 2016), producao de esporos e sua rapida dispersao (DHARMARAJ, 2010), além de ser o
género mais abundante no solo (OLANREWAJU; BABALOLA, 2019).
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Figura 11: Riqueza de cepas nas areas aberta, intermediaria e conservada.
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No presente estudo ndo houve, estatisticamente, diferenca significativa entre as areas
quanto a riqueza. Silva et al. (2015) observou em um estudo sobre actinobactérias de uma
area de mata nativa e outra cultivada sob irriga¢do, em uma regido semiarida do Ceara, que
a cobertura vegetal ndo teve influéncia sobre esse parametro e que outros fatores como a
disponibilidade de 4gua sdo mais decisivos para esse parametro. Visto que a estrutura
microbiana em determinado ambiente ¢ complexa e varidvel, a funcionalidade da
comunidade, a estrutura do solo e a localizacdo geografica da area entre outros fatores

influenciam diretamente a variedade de géneros (KNAB et al., 2018).



35

6. CONCLUSAO

A caracterizacao fenotipica das cepas de actinobactérias oriundas da regido do Médio
Jaguaribe no Cearda, com base nos parametros morfoldgicos cor do micélio aéreo e reverso,
aspecto de formacdo da coldnia e micromorfologia da cadeia de esporos evidenciou a
diversidade cromogénica e textural, e a predomindncia do género Streptomyces. Tais
caracteristicas, em conjunto com o acervo de imagens, podem auxiliar e servir de base para

estudos ecoldgicos e de bioprospeccao sobre esses microrganismos.
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APENDICE A - REGISTRO FOTOGRAFICO DA COLECAO DE CEPAS DE
ACTINOBACTERIAS ISOLADAS DO SOLO DA REGIAO DO MEDIO
JAGUARIBE.
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