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RESUMO

O solo garante a provisdo de varios servigos ecossistémicos, possuindo uma rica
biodiversidade de microrganismos que interagem de modo a garantir a sua formacao.
Dentre esses microrganismos, actinobactérias sao conhecidas por sua ampla
producdo de metabdlitos secundarios com potencial ecolégico e biotecnoldgico. O
surgimento de incéndios florestais ou incéndios de origem antrépica, como as
qgueimadas, podem resultar em efeitos negativos na comunidade microbiana do solo
levando a degradacdo do mesmo. Com o intuito de capacitar combatentes contra
incéndios e avaliar seus efeitos no ecossistema da Caatinga, o Centro Nacional de
Prevencdo e Combate a Incéndios Florestais (Prevfogo) realizou junto a Brigada
Especializada de Combate a Incéndios Florestais (BRIF/Caatinga) uma simulagéo de
queimada na regido semiarida do municipio de Quixeramobim (Ceara). Amostras de
solo foram coletadas antes e ap6s a queimada com intuito de avaliar o efeito da
queimada na comunidade de actinobactérias. Foram realizadas a caracterizagao
cultural e atividade das enzimas hidroliticas amilase, celulase e xilanase em 20 cepas
de actinobactérias. Todas as cepas produziram atividade amilolitica, por sua vez 14
cepas apresentaram atividade celulolitica e 10 cepas apresentaram atividade
xilanolitica. Foi verificado, através de andlise estatistica, diminuicdo da atividade
enzimatica da amilase no periodo apds a queimada e aumento das atividades
enzimaticas celulolitica e xilanolitica apdés a queimada. Agrupando os dados dos
indices enzimaticos foi possivel observar o potencial enzimatico de cepas do periodo

apds a queimada.

Palavras chave: Microrganismos, Caatinga, temperaturas elevadas.



ABSTRACT

The soil ensures the provision of several ecosystem services, having a rich biodiversity
of microorganisms that interact in order to ensure its formation. Among these
microorganisms, actinobacteria are known for their wide production of secondary
metabolites with ecological and biotechnological potential. The emergence of forest
fires or fires caused by anthropic activities can result in negative effects on the soil
microbial community leading to its degradation. In order to train firefighters and
evaluate the effects of forest fires on the Caatinga ecosystem the National Center for
Prevention and Control of Forest Fires (Prevfogo) held together with the specialized
brigade combat of forest fires (Brif / Caatinga) a fire simulation in the semi-arid region
of the municipality of Quixeramobim (Ceara). Soil samples were collected in order to
evaluate the effect of high temperature on the actinobacteria community before and
after the burning. It was carried out the cultural characterization and hydrolytic
enzymes activity essay using amylase, cellulase and xylanase on 20 strains of
actinobacteria. All strains showed amylolytic activity, 14 strains showed cellulolytic
activity and 10 strains showed xylanolytic activity. It can be inferred, by statistical
analysis, the decrease of the amylolytic activity in the period after the burning and
increase of the cellulolytic and xylanolytic activities after the burning. By grouping the
data of the enzymatic indices it was possible to observe the enzymatic potential of the
strains in the period after the burning.

Key words: Microorganisms, Caatinga, high temperature
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1 INTRODUGAO

O solo garante a provisdo de varios servicos ecossistémicos, regulando
processos naturais e fornecendo fungbes essenciais para o habitat microbiano
(GREINER et al., 2017; GREINER et al., 2018). Os microrganismos participam da
formacao do solo transformando matéria organica em um processo que resulta na
constituicdo de substancias humicas, promovendo a agregacdao de particulas e
formando associados do solo (LEPSH, 2010). As comunidades microbianas presentes
no ambiente afetam a qualidade do solo, proporcionando um ambiente estavel
(APARICIO, 2017; BUNEMANN et al., 2018).

Dentre os microrganismos do solo, encontram-se as actinobactérias, bactérias
aerébias Gram-positivas, amplamente distribuidas no solo (USCATEGUI-NEGRONA,
et al., 2009), formando um filo cosmopolita que inclui bactérias em forma de
bastonetes e filamentosas, que também desempenham papéis importantes como
simbiontes e como patégenos em comunidades microbianas associadas a plantas
(BARKA et al., 2016).

Elas sdo quimioheterotréficas e podem utilizar polimeros complexos presentes
no ambiente como fonte de energia (FRANCO, 2009) produzindo metabdlitos
secundarios que atuam na reciclagem de biomassa, degradagdo de substancias
organicas, polissacarideos, gorduras, proteinas e materiais resistentes na natureza
(MEWJ et al., 2017; BLAESING et al., 2005; HOPWOOD, 1999; KOMATSUA et al.,
2010).

Actinobactérias estdo presentes no solo da regiao semiarida do nordeste
brasileiro (CAVALCANTE, 2017) adaptadas as condigcdes de estresse bidtico e
abidtico caracteristicas desse ambiente, como baixo indice pluviométrico, periodo de
secas prolongados, temperaturas elevadas, alto indice de radiacdo solar e baixa
disponibilidade de matéria organica (ARAUJO, 2011; MUNOZ-ROJAS, 2016; SILVA,
2016).

As adaptacbes das actinobactérias ao longo do periodo evolutivo incluem a
producédo de enzimas extracelulares capazes de degradar carboidratos encontrados
nos vegetais que sdo os principais componentes de matéria organica do solo
(CHATER, 1997; FLARDH, 2009; SILVA, 2016).



A atividade enzimética de enzimas hidroliticas como amilase, celulase e
xilanase vem sendo observadas nas actinobactérias gracas a sua importancia
ecoldégica na ciclagem de nutrientes, bem como no potencial biotecnolégico para
utilizacdo industrial e remediacdo de solos degradados (APARICIO et al., 2017;
GOSAI, 2018). Cepas de actinobactérias do solo do semiarido nordestino brasileiro ja
foram relatadas como produtoras de amilase e celulase (SILVA et al., 2015).

A diversidade microbiana e em particular a populagdo de actinobactérias
dispostas no ambiente terrestre, podem ser alteradas pelas atividades antropogénicas
através do uso de compostos quimicos e agentes fisicos (RODRIGUES, 2007). O
impacto de incéndios que resultam em uma exposi¢cao prolongada ao fogo, reflete
diretamente no solo e na comunidade microbiana, resultando em um aumento
significativo no pH, carbono orgéanico total, nitrogénio total e matéria organica nos
solos queimados (RODRIGUEZ et al., 2018; PRENDERGAST-MILLER et al., 2017),
levando ao aumento de matéria organica da comunidade microbiana do solo que

responde com maior atividade e producédo de biomassa (RODRIGUEZ et al., 2018).

Os incéndios causados por fatores ambientais ou antrépicos, podem modificar
as caracteristicas do solo de modo a afetar a comunidade de microrganismos
presentes (SINGH et al, 2017). O objetivo do trabalho foi mensurar a atividade
enzimatica amilolitica, celulolitica e xilanolitica das actinobactérias presente no solo
antes da acao do fogo (pré-fogo) e ap6s a acao do fogo no solo (pés-fogo), de modo
a avaliar a influéncia das queimadas na atividade enzimatica de cepas de
actinobactérias.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Solo como ecossistema

O solo é constituido por fases sélidas, liquidas e gasosas, sendo formado
através da transformacéo da rocha por processos fisicos e quimicos em materiais
alterados em sua composic¢ao, os quais podem se movimentar mecanicamente ou por
dissolucao, formando diferentes horizontes (KIEHL, 1979). A qualidade do solo pode
ser avaliada tanto para os agroecossistemas, cujo o principal servico ecossistémico é
a produtividade, como para 0s ecossistemas naturais, onde os principais objetivos sao
a manutencao da qualidade ambiental e conservacéo da biodiversidade (BUNEMANN
et al., 2018).

A qualidade do solo, juntamente com a qualidade da agua e do ar, séo
componentes da qualidade ambiental (ANDREWS et al., 2002). A qualidade ambiental
reflete a complexidade e especificidade da parte subterranea de ecossistemas
terrestres, além das ligagdes entre as fungdes do solo e 0s servigcos ecossistémicos
baseados no solo (BUNEMANN et al., 2018).

Os solos e suas fungdes sao criticos para garantir a provisao de varios servigcos
ecossistémicos (GREINER et al., 2017), ndo sendo apenas um fator na producéo
agricola, mas também regulando muitos processos naturais e fornecendo funcdes
essenciais para o habitat (GREINER et al, 2018). As funcdes do solo estado
relacionadas a qualidade do solo sendo definidas como a producdo de biomassa,
protecdo do ambiente, reservatério genético, base fisica das atividades humanas,
fonte de matéria-prima, patriménio geogénico e cultural (BLUM, 2005), além da
capacidade para agir como um reservatorio de carbono. A capacidade para entregar
servicos econémicos € largamente determinada pelas fungdes do solo promovendo

uma utilizacdo do capital natural (GREINER et al., 2017).

Fatores abidticos tém um efeito critico nos solos e nas comunidades
microbianas presentes (MUNOZ-ROJAS, 2016; PEREIRA et al., 2018) influenciando
na sua composicao e diversidade, de modo que os microrganismos minimizam o0s
efeitos que levam a degradacéo dos solos, podendo ser utilizados para viabilizacao e
descontaminac&o dos solos (APARICIO, 2017).
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2.2 Semiarido do nordeste brasileiro

O principal fator responsavel pela variagao fitogeografica da regiao semiarida
do Nordeste do Brasil é o clima, formagéo de relevo e a vegetacao estdo adaptados
ao clima, apresentando periodos de secas prolongadas e um periodo chuvoso de 3 a
4 meses, além de precipitacbes entre 280 a 800 mm de médias anuais, com
temperaturas minimas acima de 15°C e as maximas de 40°C (ARAUJO, 2011).

O dominio fitogeografico da Caatinga € a maior ecorregidao semiarida tropical
da América do Sul, possuindo grande heterogeneidade com pelo menos dois nucleos
floristicos, um sobre cristalino e outro sobre locais sedimentares, que apresentam
estruturas distintas também em sua vegetacao, com diferentes formas de vida (MORO
et al., 2016). A caatinga, uma vegetacao arbérea de folhas deciduas, apresenta um
espectro de formas de vida que abrangem terdéfitos, fanerofitos, camafiticos,
hemicriptofitos e criptofitos (COSTA et al., 2007).

Os disturbios naturais, causam alteracdes significativas na estrutura e no
funcionamento dos ecossistemas semiaridos (MUNOZ-ROJAS, 2016), condicbes
impostas pelas variagdes pluviométricas baixas e temperaturas elevadas que afetam
a abundancia e diversidade microbiana do solo (ARAUJO, 2011; CAVALCANTE,
2017).

2.3 Incéndios florestais e queimadas

As mudancgas climéaticas e outros fatores antropogénicos contribuiram para
aumentar a frequéncia e o tamanho dos incéndios em florestas e regides semiaridas
(POON, 2018). Os incéndios sao um distarbio recorrente em florestas que apresentam
alta carga de combustivel, alta temperatura ambiente e baixa umidade (RODRIGUEZ
et al., 2018).

O fogo pode ter grandes impactos no solo afetando sua capacidade de
recuperacdo apds a degradacdo dependendo da severidade e histérico do fogo,
propriedades das cinzas, topografia, clima, pds-fogo, recuperacdao da vegetacao e
manejo pds-fogo, sao fatores que podem agravar ou minimizar os efeitos do incéndio
na degradacédo do solo (PEREIRA et al., 2018).

O impacto do fogo depende do uso do solo antes do fogo, areas de plantagdes
monoespecificas ou que nao tiveram manejo tém um grau de impacto maior.
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Severidades baixas do fogo podem ser benéficas para as propriedades do solo,
enquanto a maior severidade do fogo pode produzir impactos negativos a longo prazo
e induzir na degradacao do solo (PEREIRA et al., 2018).

O impacto de um incéndio florestal pode resultar em um aumento no pH,
carbono organico total, nitrogénio total e matéria orgénica nos solos queimados
(RODRIGUEZ et al., 2018; PRENDERGAST-MILLER et al., 2017), levando ao
aumento de matéria organica da comunidade microbiana do solo que responde com
maior atividade e producéo de biomassa (RODRIGUEZ et al., 2018).

O incéndio altera a abundéancia e diversidade da comunidade microbiana do
solo (PRENDERGAST-MILLER et al., 2017) que tem a capacidade de adaptar-se as
mudancas ambientais do solo causadas pelo fogo através da modulacdo da sua
composicao e fungdes metabdlicas (RODRIGUEZ et al., 2018).

2.4 Actinobactérias

As actinobactérias sao bactérias Gram-positivas com alto teor de guanina e
citosina no DNA, possuem micélios e sofrem diferenciagdo morfolégica complexa. O
filo inclui patégenos, habitantes do solo, comensais de plantas e comensais
gastrointestinais. Desempenham um papel importante como simbiontes e como
patdbgenos em comunidades microbianas associadas a plantas (BARKA et al., 2016).

Esses microrganismos formam um filo cosmopolita que inclui bactérias em
forma de bastonetes e filamentosas. Eles prosperam no solo, bem como nos
ecossistemas marinhos e de agua doce (BARKA et al., 2016). Como produtoras de
uma riqueza de metabdlitos secundarios, incluindo dois tergos de todos os antibioticos
conhecidos, bem como muitos anticancerigenos, antifungicos e agentes
imunossupressores, essas bactérias sao de extrema importancia para a saude
humana, agricultura e biotecnologia (MEIJ et al., 2017).

Compdem um filo diversificado de bactérias filamentosas que produzem uma
grande diversidade de pigmentos, muitas vezes possuindo micélio aéreo e reverso
com diferente pigmentagdo. E concebivel que grande parte da diversidade de
metabolitos secundérios produzidos por actinobactérias tenha evoluido como
resultado de suas interagées com outros microrganismos em ambientes diversificados
(MEWJ et al., 2017).
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Actinobactérias sao bem adaptadas a vida no solo ou em ambientes marinhos
e evoluiram para viver em simbiose com plantas, fungos e animais (MEIJ et al., 2017).
Reproduzem-se por esporulagédo, quando as condigbes sdo favoraveis, um esporo
germina formando um ou dois tubos germinativos que se desenvolvem ainda mais em
hifas. Estes crescem pela extensdao e ramificagdo da ponta da hifa, liberando
exoenzimas para quebrar polimeros como quitina e celulose para fornecer nutrientes
(CHATER, 1997; FLARDH, 2009).

Os metabolitos especializados sao produzidos especificamente em resposta a
demandas ecoldgicas, desempenhando um papel crucial na reciclagem de biomassa
(MEWJ et al., 2017; BARKA et al., 2016), tendo muitas funcbes na natureza, como
degradacao de substancias organicas, polissacarideos, gorduras, proteinas e outros
polimeros complexos (BLAESING et al., 2005; HOPWOOQOD, 1999; KOMATSUA et al.,
2010).

Actinobactérias e rizobios sado bactérias naturalmente presentes no solo da
regidao semiarida (CAVALCANTE, 2017), mostrando a ocorréncia de um efeito
antagonista exercido por esses microrganismos (LIMA, 2017). Cepas de
actinobactérias naturais de ambiente semiarido indicaram elevado grau de diversidade
cromogénica, bem como potencial para hidrélise de celulose e amido, elementos
importantes para manutencéo da diversidade da microbiota do solo (ALVES et al.,
2016; RAMOS et al., 2015).

2.5 Atividade enzimatica

Exceto por um pequeno grupo de moléculas de RNA cataliticas, todas as
enzimas sao proteinas. A atividade catalitica torna as enzimas produtos biol6gicos de
grande interesse comercial e ecoldgico, sendo capaz de degradar os mais diversos
polimeros existentes, inclusive carboidratos em monossacarideos. Na natureza a
maioria dos carboidratos € encontrada na forma de polissacarideos, polimeros de
média a alta massa molecular (NELSON; COX, 2014; JORGENSEN, 2009).

Microrganismos demonstraram uma gama diversificada de atividades
enzimaticas (CASTRO et al., 2014). Dentre as enzimas extracelulares mais comuns
para a degradacao de polissacarideos as a-e-B-glicosidases se destacam sendo

produzidas por muitos microrganismos e sdo usados para clivar ligagdes a-1,4 entre
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unidades de glicose em amido, amilases, e ligagcées B-1,4 em celulose, celulases
(JORGENSEN, 2009).

A atividade enzimatica pode ser afetada por fatores abidticos, em seus estudos
Singh et al, (2017) avaliando as repostas microbianas a um incéndio na floresta
tropical seca analisou a produgéo de desidrogenase, B-glucosidase, fosfatase acida e
alcalina encontrando producao significante da fosfatase alcalina nos periodos que
sucederam ao incéndio.

As enzimas produzidas por actinobactérias despertam interesse farmacologico
e biotecnoldgico (HASSAN; SHAIK, 2017), dentre elas as enzimas hidroliticas se
destacam por sua importancia ecolégica na degradacdo de substratos no meio
ambiente (HAMEDI et al, 2018).

Estudos sobre a diversidade de actinobactéria da caverna de Hampoel
avaliaram a atividade enzimatica de amilase, protease, esterase, lipases e DNAses
mostrando potencial significativo dessas enzimas (HAMEDI et al, 2018). Na Caatinga,
dominio do nordeste brasileiro actinobactérias apresentaram atividade enzimatica da
amilase e celulase (SILVA et al, 2015; OLIVEIRA et al, 2016).
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3 OBJETIVOS
Objetivo geral

e Avaliar o impacto da queimada na atividade de enzimas hidroliticas de
actinobactérias do semiarido.

Objetivos especificos

e Determinar a atividade enzimatica para celulase, amilase e xilanase das cepas

de actinobactérias.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Coleta da amostra

Foram utilizadas amostras de solo cedidas pelo Centro Nacional de Prevencgao
e Combate a Incéndios Florestais (Prevfogo) procedentes da area da Fazenda
Normal, localizada no municipio de Quixeramobim no Estado do Ceara (5°07°12,1” S
e 39°10°33,3” W). A coleta foi realizada em 1 ha de area, isolada por um faixa de 3
metros sem vegetacao em dois periodos, antes do fogo e depois do fogo, numa
profundidade de 0-20 cm.

4.2 Isolamento e quantificacao da actinobactérias

Na etapa de isolamento e quantificacdo, as amostras de solo foram
homogeneizadas, pesadas (15 g) e transferidas para frascos contendo 135 mL de
solucao salina estéril a 0,85%. Esses frascos foram submetidos a agitacdo em mesa
orbital a 145 g durante 30 minutos, resultando na diluicdo 10, utilizada para a
obtencao das diluicbes de 102 a 10*. Depois da diluigio seriada, aliquotas de 100pL
de cada diluicao, foram semeadas, através da técnica de espalhamento em superficie
em placas com meio de cultura CDA (Caseinato-Dextrose-Agar) (CLARK, 1965). Em
seguida, as placas foram incubadas a 28° C em B.O.D., durante sete dias. Apds esse
periodo, as colbénias foram quantificadas e o resultado expresso em Unidade
formadora de colonias por grama (Log UFC.g'). As col6nias com caracteristicas
diferentes foram selecionadas e reisoladas no mesmo meio seletivo CDA para

actinobactérias.

4.3 Coloracao de Gram

Para a coloracao de Gram, utilizou-se uma lamina, contendo uma gota de cada
isolado de actinobactéria ressuspensa, com o auxilio de uma alca de inoculacéo, foi
feito um esfregaco, que depois de seco e fixado na chama, foi coberto durante 1
minuto com solucao de cristal violeta. Em seguida, utilizou-se lugol, &gua corrente e
alcool 95° GL para lavagem do esfregaco, que por fim, foi coberto com solugédo de
fucsina basica por 30 segundos. As laminas foram visualizadas em microscépio 6ptico
a um aumento de 100x (LEVY, 2004).
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4.4 Caracterizacao cultural

Cada cepa foi inoculada por estrias em placas de Petri, apds purificacao,
contendo o meio seletivo CDA para actinobactérias. Em seguida as placas foram
incubadas em estufa B.O.D a 28 + 2 °C por 7 dias. Na descricdo das caracteristicas
culturais foram avaliadas as cores do micélio aéreo e reverso das colénias conforme
descrito por Wink (2012), na carta de cores (RAL color charts). Baseado nas
caracteristicas culturais, 10 cepas foram selecionadas do solo antes do fogo (QBO6,
QB11, QB 24, QB 65, QB 68, QB83, QB114, QB142, QB190, QB191) e 10 do solo
pds-fogo (QB32, QB45, QB55, QB 93, QB102, QB104, QB153, QB183, QB186,
QB189).

4.5 Cultivo das cepas

As cepas de actinobactérias foram cultivadas em Caseina Dextrose Agar (CDA)
(0,5 g de K2HPOQO4, 0,2 g de MgS04.7H20, 0,01 g de FeS04.7H20, 2,0 g de dextrose,
0,2 g de caseina, 15 g de 4gar, 1000 mL de 4gua destilada e pH 6,5 a 6,6) (CLARK,
1965), durante sete a 14 dias a 28 °C em uma camara de demanda de oxigénio
bioquimico (BOD).

4.6 Ensaio enzimatico da amilase

A determinagédo da atividade amilolitica seguiu a metodologia descrita por
(ALARIYA et al, 2013) modificada conforme a seguir. As cepas de actinobactérias
foram inoculadas, com o auxilio de uma alga de inoculacao, na forma de spots e em
quadruplicata no meio de cultura Agar amido em placa de Petri. Posteriormente, as
culturas foram incubadas a 28°C por 10 dias. Apds o crescimento das colonias, foram
adicionados 10 mL da solugéo de lugol (1% iodo em 2% iodeto de potassio) nas
placas. A producdo da enzima amilase foi detectada pela descoloracdo do meio,
formando uma zona translucida em torno da col6nia. O halo foi resultante da hidrélise
do amido. Os didmetros das colbénias e dos halos produzidos foram medidos com
paquimetro digital (mm) colocado no reverso das placas de Petri. Foram feitos dois

ensaios enzimaticos para amilase.

4.7 Ensaio enzimatico da celulase
A atividade celulolitica das actinobactérias foi avaliada segundo Hankin (1976),
utilizando meio de cultivo sélido suplementado com carboximetilcelulose (CMC) como
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Unica fonte de carbono, com a seguinte composicdo em g L' (NaNOQas: 3,0; K2HPOu:
1,0; MgSO0a4: 0,5; KCI: 0,5; FeS0O4.7H20: 10,0 mg L-'; CMC: 10,0; &gar: 20,0). As cepas
de actinobactérias foram inoculadas nesse meio na forma de spots em quadruplicatas
com o auxilio da alga de inoculagado e incubadas a 28°C por 10 dias. Apés a incubacao,
foram adicionados 10 mL de solucdo de vermelho congo a 0,5% em cada placa,
deixando-se agir por 15 minutos sob temperatura ambiente. Posteriormente, o
excesso da solucdo foi drenado e 10 mL de solucao de NaCl (1 M) foram adicionados
em cada placa, deixando-se agir por 30 minutos sob temperatura ambiente. Os
didmetros das colbnias e dos halos produzidos foram medidos com paquimetro digital
(mm) colocado no reverso das placas de Petri. Foram feitos dois ensaios enzimaticos

para celulase.

4.8 Ensaio enzimatico xilanase

A atividade xilanolitica seguiu a metodologia descrita por (BRECCIA, 1995)
modificada conforme a seguir. Utilizando meio de cultivo solido suplementado com
xilana como Unica fonte de carbono, com a seguinte composicdo em g L' (NaNO3:
3,0; K2HPO4: 1,0; MgSQa4: 0,5; KCI: 0,5; FeS04.7H20: 10,0 mg L''; xylana: 10,0; agar:
20,0). As cepas de actinobactérias foram inoculadas nesse meio na forma de spots
em quadruplicatas com o auxilio da alca de inoculagédo e incubadas a 28°C por 10
dias. Apéds a incubacéo, foram adicionados 10 mL de solugdo de vermelho congo a
0,5% em cada placa, deixando-se agir por 15 minutos sob temperatura ambiente.
Posteriormente, o excesso da solucao foi drenado e 10 mL de solucao de NaCl (1 M)
foram adicionados em cada placa, deixando-se agir por 30 minutos sob temperatura
ambiente. Os diametros das col6nias e dos halos produzidos foram medidos com
paquimetro digital (mm) colocado no reverso das placas de Petri. Foram feitos dois

ensaios enzimaticos para xilanase.

4.9 indice Enzimatico

A atividade hidrolitica foi estimada semiquantitativamente usando-se um indice
enzimatico (IE) através da seguinte equacgéo: IE = Dh/Dc. Sendo Dh o didmetro em
mm do halo de hidrélise e Dc o diametro em mm da colénia das actinobactérias
(STAMFORD et al., 1998).
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4.10 Analise das variaveis

Os indices enzimaticos das trés atividades pré e pds-fogo foram analisados e
comparados. Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), para isso
foi utilizado o software Past3.2 ao nivel de 5 % de significancia, seguido pelo teste de
Tukey.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacao da area de coleta da amostra

O Centro Nacional de Prevencao e Combate a Incéndios Florestais (Prevfogo)
realizou junto a brigada especializada de combate a incéndios florestais
(BRIF/Caatinga) atividades de capacitagdo de seus integrantes mediante a agdo de
incéndios florestais, simulando queimadas nas mediagbes da Fazenda Normal,
localizada no municipio de Quixeramobim, Ceara (5°07°12,1” S e 39°10°’33,3” W)
(Figura 1).

Com o intuito de avaliar os efeitos da queimada nos ecossistemas semiaridos
foram coletadas amostras solo com area de amostragem 100 m x 100 m isolada por
uma faixa de 3 metros sem vegetacao em dois periodos, antes do fogo (pré-fogo) e
depois do fogo (pds-fogo) (Figura 2), na profundidade de 0-20 cm do solo.

Figura 1. Ponto de coleta das amostras na Fazenda Normal, localizada no
municipio de Quixeramobim.

Espacializagao dos pontos
GPS na Fazenda Normal

Legenda

Fonte: IPECE, 2009.
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O solo da area é um Luvissolo Crémico Palico Tipico, A moderado, com textura
argilosa, fase pedregosa, rochosa, caatinga hiperxerdfila, relevo plano a suave
ondulado. Essas caracteristicas sdo encontradas na maior parte dos solos do
semiarido, proporcionando uma resisténcia a absorgao de agua pelo solo, mesmo com
a ocorréncia de chuvas concentradas (ARAUJO, 2011).

O clima classificado como Tropical Quente Semiarido, apresenta pluviosidade
média anual de 600 a 800 mm, concentrada nos meses de fevereiro a abiril,
temperatura média de 26 °C a 42 °C (IPECE, 2009). Caracteristicas climaticas
predominante no semiarido do nordeste brasileiro que influenciam as caracteristicas
fitogeograficas e o espectro de forma de vida da Caatinga (COSTA et al., 2007; MORO
et al., 2016).

Figura 2. Queimada realizada pela BRIF/Caatinga ligada ao Nucleo Prevfogo/
Ditec/ Ibama/ CE.

Fonte: Prevfogo, 2009.

5.2 Isolamento e quantificacao da actinobactérias

O isolamento e quantificacdo das cepas de actinobactérias ocorreu no
Laboratério Microbiologia Ambiental (LAMAB) do Departamento de Biologia da
Universidade Federal do Ceara pelos alunos do Programa de Pés Graduacdo em
Ecologia e Recursos Naturais na disciplina de Ecologia microbiana.

A densidade das populagdes de actinobactérias foi maior nas amostras de solo
coletadas antes do fogo. A amostra de solo 06 (pré-fogo) apresentou a maior
densidade populacional de actinobactérias com 1,46x107 log (UFC.g"). No periodo
apos o fogo (pds-fogo) as cepas 08 e 09 ndo apresentarao crescimento, Rodriguez et
al. (2017) afirmam que a mudanca na abundancia das comunidades microbianas apds

incéndios se deve a severidade e duracao do fogo.
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5.3 Coloracao de Gram

A coloracdo de Gram confirmou o carater Gram-positivo das actinobactérias
que apresentam parede celular espessa rica em peptideoglicano (MADIGAN et al.,
2016).
5.4 Caracterizacao cultural

As caracteristicas apresentadas em relacao as cores do micélio aéreo e reverso
das cepas de actinobactérias foram diversas, dessas foram selecionadas 20 cepas
para a realizagédo das atividades enzimaticas, 10 no periodo antes do fogo (pré-fogo)
e 10 no periodo apés o fogo (pds-fogo) baseados na caracterizacao cultural (Figura
3).

Figura 3. Cepas de actinobactérias de Quixeramobim nos periodos
pré-fogo e pds-fogo.

QB142 QB114
Reverso = L — Reverso

QB32

Fonte: Autor

Das 20 cepas a cor predominante no micélio aéreo antes do fogo foi creme
(37%), com as demais cores tendo distribuicdo similar, 13% nas cepas com cores
branco, marrom, amarelo e 12% nas cepas com cores cinza e laranja (Figura 4).
Depois que o solo foi submetido a agdo do fogo, as cores que prevaleceram foram
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branco (30%) e marrom (20%), as cores amarelo, bege, cinza e creme tiveram

distribuicao similar de 10% cada (Figura 5).

Figura 4-DistribuicAo de cores do micélio aéreo e reverso de
actinobactérias do solo de Quixeramobim antes do fogo (pré-fogo).

Micélio aéreo pré-fogo Micélio reverso pré-fogo
= laranja o,
13% = |aranja
creme
creme
cinza

cinza
amarelo
13% 37% 22% m preto

® marrom 34%

= marrom
0,
branco 12%

Fonte: Autor.

O pigmento do micélio reverso antes do fogo teve destaque para coloragcéo
creme (34%), com as cores laranja e cinza (22%) e as cepas com cores marrom e
preto (11%) (Figura 4). Apds a acao do fogo as cores predominantes foram cinza
(30%), amarelo e laranja (20%), com as cores preto, branco e creme (10%) (Figura 5).

Figura 5- Distribuicio de cores do micélio aéreo e reverso de
actinobactérias do solo de Quixeramobim depois do fogo (pds-fogo).

Micélio aéreo pds-fogo Micélio reverso pds-fogo

bege

= |aranja

10% 10% 10%

branco
10% m preto

amarelo
30%
cinza

30% creme
20%
10% branco

creme

= |aranja

cinza
® marrom

amarelo

Fonte: Autor
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A distincdo dos isolados através da observacédo de cores do micélio aéreo e
reverso é um dos primeiros métodos usados para diferenciacao das cepas. As cores
creme, cinza e branco sao predominantes nas actinobactérias do semiarido (RAMOS
et al., 2015; SILVA et al., 2015) condizem com as cores encontradas nas cepas de

Quixeramobim.

5.5 Ensaio enzimatico da amilase

A atividade amilolitica é indicada pela presenca do halo de degradagéo
translucido no meio 4gar amido corado com lugol, que apresenta coloragdo roxa
(Figura 6), e o indice enzimatico é medido pelo didametro do halo e da colénia. A
normalidade dos indices enzimaticos foi analisada pelo teste de Shapiro-WilkW
apresentando p(normal) abaixo de 0,05, sendo os dados considerados normais pelo
Teorema do Limite Central (HALL, 1984).

Todas as cepas apresentaram a producao de amilase e o teste de Tukey
mostrou a disposicao das médias com diferenca significativa entre elas, indicando
relevancia quanto a atividade enzimatica (Figura 7). A QB114 se destacou entre as
cepas pré-fogo apresentando um indice enzimatico abaixo do padrdo demonstrado

pelas cepas.

Figura 6. Halo de degradagcdao amilolitica
observado pela caracteristica translucida no
meio cepa QB93.

Fonte: Autor
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As cepas pos-fogo apresentaram diferenca significativa entre elas, onde a
QB45 apresentou os menores indices enzimaticos e a QB 32 apresentou os maiores

indices enzimaticos (Figura 7).

Figuras 7. Atividade amilolitica das cepas de Quixeramobim pré-fogo e
pds-fogo.

Atividade amilolitica

QB189
QB186
QB183
QB153
QB104
QB102
QB93
QB55
QB45
QB32
QB191 m Pés-fogo
32122 m Pré-fogo
QB114
QB83
QB68
QB65
QB24
QB11
QBO6

Cepas de actinobacterias de Quixeramobim

0 1 2 3 4 5

indice enzimatico

Fonte: Autor.

Actinobactérias na regidao semiarida do Cearad foram apontadas como
produtoras de amilase em outros estudos (LOPES et al., 2018; ALVES et al., 2016).
A atividade amilolitica leva a degradagéao de amido em amilose e amilopectina, o sitio
ativo da enzima catalisa o substrato. O calor proveniente do fogo pode levar a enzima
a sua desnaturacao e a calcinizagdo do substrato leva ao decaimento do amido no
solo, ocasionando a diminuicdo da produgdo de amilase pelas actinobactérias
(KHVEDELIDZE et al., 2017; HAMEED et al., 2017; VAIKUNDAMOORTHY et al.,
2018).

A atividade amilolitica apresentou diferenca significativa pelo teste de Tukey
entre o conjunto de cepas pré-fogo e pdés-fogo, mostrando que a temperatura
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ocasionada pela queimada influenciou negativamente a atividade enzimatica da

amilase extracelular das cepas (Figura 8).

Figura 8. Atividade amilolitica no periodo pre-fogo e pds-fogo das
cepas de Quixeramobim.

Atividade amilolitica pré-fogo e pds-fogo
5,00
4,00
3,00

2,00

indice enzimatico

1,00

0,00
Pré-fogo Pés-fogo

Atividade amilolitica média

Fonte: Autor.

A atividade amilolitica das cepas antes da queimada mostraram uma maior
producdo antes do periodo da queimada, provavelmente por existir uma maior
quantidade de recursos de amido no ambiente, pois ele € o principal polissacarideo
de reserva energética nas plantas e constitui a matéria organica do solo(FIORETTO
et al., 2000; JOARGENSEN, 2009; NELSON; COX, 2014).

No trabalho de Barcenas-Moreno et al. (2016) foram caracterizadas areas nao
queimadas como tendo um maior teor de nutrientes e parametros microbianos quando
comparadas a areas queimadas, ressaltando que dependendo da comunidade vegetal
na area queimada a comunidade microbiana do solo pode apresentar maiores

parametros, respiragdo microbiana e produgao de enzimas, apés incéndio.

O aumento de matéria organica, como o amido, pode levar a uma maior
atividade enzimatica pela comunidade microbiana no solo, que se adaptam as
mudancas ambientais causadas pelo fogo através da modulacao de suas funcdes
metabdlicas (RODRIGUEZ et al., 2018). A atividade amilolitica menor no periodo pés-

fogo das actinobactérias pode ter sido ocasionada pelas temperaturas provenientes
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do incéndio, de modo que as cepas sofram mudancas na producao de amilase como

mecanismo de adaptacao a esse estresse.

5.6 Ensaio enzimatico da celulase

A éarea clara ao redor das colbnias corresponde ao halo indicador da
degradacao da carboximetilcelulose no meio corado com Vermelho Congo (Figura 9).
Cepas que nao apresentaram halo foram consideradas nao produtoras de celulase. O
resultado dos testes estatisticos apresentou normalidade dos dados pelo teste de
Shapiro-Wilk com pnormal < 0,05, sendo considerados normais pelo Teorema do
limite Central (HALL, 1984) e apds andlise a ANOVA (anélise de variancia) o teste de

Tukey’s apresentou diferenga significativa entre os indices enzimaticos.

Figura 9. Halo de degradacao celulolitico
observado no meio agar
carboximetilcelulose cepa QB93.

Fonte: Autor

Das vinte cepas testadas quatorze cepas apresentaram atividade celulolitica,
destacando as actinobactérias do periodo po6s-fogo com oito cepas produzindo
atividade celulolitica e tendo os maiores indices enzimaticos médios, nas quais as
cepas QB102 e QB 189 apresentaram diferencga significativa, em comparagao com as
cepas pré-fogo, em que apenas seis cepas apresentaram atividade celulolitica (Figura
10).
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Bactérias e fungos sado considerados principais produtores de celulases na
natureza (GUPTA et al., 2011) e na regidao semiarida do Ceara actinobactérias sao
apontadas como produtoras de enzimas celuloliticas (SILVA et al., 2015; ALVES et
al., 2016; LOPES et al., 2018).

O fato de poucas cepas apresentarem atividade enzimatica significativa pode
estar relacionado com as caracteristicas da celulose e a forma como ela esta
disponivel no ambiente, pois é constituinte da parede celular dos vegetais, sendo um
polissacarideo formado por residuos de -D-glicose unidos entre si por ligagdes 3-1,4,
e que mantém uma estrutura linear e plana (BAYER; LAMED, 1992).

No estudo da caracterizacdo de celulases produzidas por Bacillus e
Geobacillus, Rastogi et al. (2010) mostram que a celulase tem notavel estabilidade
térmica com faixa de temperatura 6tima em torno de 70° C a 75°C, de modo que essa
melhor atividade em temperaturas mais elevadas pode esclarecer a presenca de

indice enzimaticos maiores nas cepas pds-fogo.

Figura 10. Atividade celulolitica das cepas de Quixeramobim pré-fogo
e po6s-fogo.

Atividade celulolitica
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QB24
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QB06

M Pré-fogo

Actinobacterias de Quixeramobim

0 1 2 3 4 5

indice enzimatico

Fonte: Autor
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A atividade celulolitica na comparacdo dos indices enzimaticos entre o0s
periodos pré-fogo e poés-fogo apresentou diferenca significativa, com maiores
atividades enzimaticas no periodo pdés-fogo, como visto no grafico dos indices
enzimaticos meédios (Figura 11).

Actinobactérias produzem celulases com propriedades bioquimicas peculiares,
com grande estabilidade e alta atividade em condi¢cées de pH e temperatura mais
extremas (OLIVEIRA et al., 2016). Neste aspecto o efeito da temperatura na atividade
de CMCases (carboximetilcelulases) € bastante importante e as enzimas de
actinobactérias apresentam, valores 6timos de atividade na faixa de 40 a 60°C (LIMA
et al., 2005; JANG; CHEN, 2003).

Figura 11. Atividade celulolitica no periodo pré-fogo e pds-fogo das
cepas de Quixeramobim.

Atividade celulolitica entre os periodos

5,00
4,00
3,00

2,00

indice enzimatico
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Atividade celulolitica média

Fonte: Autor

A caracteristica das celulases produzidas por actinobactérias apresentarem
alta atividade em temperaturas mais elevadas, esclarece o aumento da atividade
celulolitica pés-fogo, explicando também a presenca dos indices enzimaticos maiores
nesse periodo serem atribuidos a influéncia da temperatura alta ocasionada pelo

incéndio.

5.7 Ensaio enzimatico xilanase
A area clara ao redor das colonias corresponde ao halo indicador da
degradacdo da xilana no meio corado com Vermelho Congo (Figura 12). A
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normalidade dos indices enzimaticos foi analisada pelo teste de Shapiro-Wilk
apresentando p(normal) < 0,05, pelo fato dos dados ultrapassarem a quantidade de
50 indices enzimaticos eles foram considerados normais pelo Teorema do Limite
Central (HALL, 1984) e submetidos a ANOVA (anélise de variancia).

Figura 12. Halo de degradacao xilanolitico
observado no meio agar xilana cepa QB93.

Fonte: autor

O teste de Tukey mostrou diferenca estatistica significativa entre os indices
enzimaticos da atividade xilanolitica apresentada pelas dez cepas que produziram
xilanase, sendo quatro cepas do periodo pré-fogo e seis cepas do periodo pés-fogo
(Figura 13).

Nos estudos de Borjesson et al. (2018) a atividade da xilanase aumentou
gradualmente a medida em que a temperatura aumenta até o valor de 60°C, tendo
efetividade em degradar os polimeros de xilana que sao construidos por uma cadeia
linear de unidades de xilose unidos através de uma ligacao 3-1,4, os grupos laterais
podem ser substituidos por acidos urénicos, ferulicos ou arabinofuranose, o que
confere caracteristica rigida a xilana. As caracteristicas estruturais da xilana refletem
a grande variedade de enzimas com atividade de xilanase (COLLINS; GERDAY;
FELLER, 2005).

A efetividade da xilanase em amplitudes mais altas de temperatura podem
explicar a presenca de mais cepas produzindo atividade xilanolitica no periodo p6s-
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fogo e a diferenga significativa entre as atividades xilanoliticas das cepas de
actinobactérias pode estar relacionada com a grande variedade de enzimas com
capacidade de degradar xilana.

Figura 13. Atividade xilanolitica das cepas de Quixeramobim pré-
fogo e po6s-fogo.
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Fonte: Autor.

O conjunto de indices enzimaticos pré-fogo mostrou diferenca estatistica
significativa quando comparadas com o conjunto de indice enzimaticos pés-fogo,
indicando que a alta temperatura atribuida pela queimada afetou a atividade
enzimatica das cepas (Figura 14).

A atividade da xilanase de actinobactérias do género Thermomonospora sp. é
maior na temperatura de 70°C, produzindo atividade até 80°C (GEORGE; AHMAD;
RAOQO, 2001), por sua vez nos estudos de Meryandini et al. (2006) observaram que a
atividade de xilanases extracelulares produzidas por actinobacterias do género
Streptomyces sp. era maior na temperatura de 50°C com efetividade de 85% a 60°C.

A atividade de xilanase extracelular em fungos tem temperatura 6tima de 50°C,
variando até 80°C (KUMAR; SHUKLA, 2018; BEDADE et al, 2017), o padrao de

temperatura mais elevadas apresentado pelos microrganismos € demonstrado na
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atividade xilanolitica das actinobactérias de Quixeramobim, que ao serem expostas

ao calor da queimada apresentaram maior indice enziméatico.

Figura14. Atividade xilanolitica no periodo pré-fogo e pés-fogo das
cepas de Quixeramobim.
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Fonte: Autor.

5.8 Analise entre as atividades enzimaticas

As atividades enzimaticas apresentadas pelas cepas foram analisadas entre si
(Figura 15), mostrando que nove cepas foram produtoras das trés enzimas e que cinco
cepas apresentaram apenas a producao de amilase. A ANOVA (analise de variancia)
foi realizada entre os ensaios enzimaticos, e o teste de Tukey mostrou diferenga
estatistica significativa da atividade amilolitica com as outras atividades, além de
similaridade entre atividade celulolitica e a atividade xilanolitica.

Do periodo pré-fogo trés cepas apresentaram todas as atividades enziméaticas,
enquanto seis cepas apresentaram todas as atividades enzimaticas no periodo pos-
fogo. Analisando a figura 15, observa-se que as cepas pré-fogo apresentam o padrao
com o indice amilolitico sempre mais elevado, na figura 16 o dendrograma agrupa
essa caracteristica de amilase mais alta das cepas pré-fogo com a QB32 e a QB55,

cepas do pés-fogo.
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O dendrograma mostra uma similaridade maior entre os grupos com
proximidade de suas atividades enzimaticas, podendo se observar a elevada
influéncia que a atividade amilolitica teve no padrao apresentado pelas cepas, sendo
ela na maioria das cepas o maior indice enzimatico (Figura 16).

Figura 15. Atividades enzimaticas das cepas de Quixeramobim.
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A temperatura é extremamente importante na regulacdo do crescimento e
atividade fisioldgica do microrganismo, bem como afeta a atividade da enzima
produzida (KHVEDELIDZE et al., 2017). A similaridade estatistica entre as atividades
da celulase e xilanase pode ser explicada pelo fato de existirem xilanases que séo
capazes de hidrolisar ndo apenas xilana, mas também de celulose (TSUJIBO et al.,
1992).

O dendrograma da figura 16 agrupou as cepas capazes de produzir todas as
atividades hidroliticas testadas em um grupo a parte formado na sua maioria por cepas
pos-fogo e pela QB114. Cepas que apresentaram significancia estatistica como a

QB102 e podem ter potencial biotecnolégico.



33

Figura 16. Dendrograma dos indices enzimaticos.
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Segundo Prendergast-Miller et al. (2017), imediatamente o pés-fogo os efeitos
na comunidade microbiana sdo negativos, mas 0S microrganismos possuem
capacidade de adaptar-se as mudangas ambientais causadas pelo fogo através da
modulagdo da sua composicdo e funcdes metabélicas (RODRIGUEZ et al., 2018). A
atividade de enzimas hidroliticas sofrem modificacao significativa apés acéo do fogo
(SINGH et al., 2017).
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6 CONCLUSAO

A produgdo das enzimas hidroliticas extracelulares das cepas de
actinobactérias do solo foram afetadas de modo significativo pela queimada,
apresentando diferencas entre as atividades enzimaticas testadas e com mais cepas

produtoras das trés enzimas no periodo pés-fogo.
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