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RESUMO

As actinobactérias constituem um importante grupo microbiano e sua atividade enzimatica
contribui com a estruturacdo de comunidades do solo. Nesse contexto, avaliou-se o efeito de
fatores abidticos no crescimento e atividade amilolitica de 18 cepas de actinobactérias
reconhecidamente facilitadoras de rizébios isoladas do Parque Nacional de Ubajara — CE,
regido do semidrido Nordestino Brasileiro. As cepas foram analisadas quanto a capacidade e
tolerancia para crescer em diferentes faixas e concentracdes de pH e salinidade e suas
atividades amiloliticas foram registradas nas mesmas condicdes. Constatou-se que mais de
94% das cepas cresceram nos pHs 4 e 9 e ainda cerca de 83% toleraram a maior condi¢do
salina imposta. Em relacdo a atividade amilolitica, em todos os testes as cepas apresentaram
evidente atividade enzimatica, exceto no pH 4; e a andlise de regressao linear forneceu um
grafico que demonstrou os maiores indices enzimaticos no pH 7 e na concentra¢do de 2% de
NaCl. Portanto, a atividade enzimdtica dessas cepas associada a sua tolerancia para crescer
demonstrou o potencial dessas actinobactérias em manter os processos biolégicos em que
estdo envolvidas mesmo em condi¢des de estresse fisioldgico, caracteristicas dos solos de

regides semidridas.

Palavras—chave: Alteracdes fisioldgicas. Estresse ambiental. Amilase. Solo.



ABSTRACT

Actinobacteria constitute an important microbial group and its enzymatic activity contributes
to the structuring of soil communities. In this context, the present study tested the effect of
abiotic factors on the growth and amylolytic activity of 18 strains of actinobacteria known to
facilitate rhizobia isolated from the soil of the Parque Nacional de Ubajara - PNU, a semiarid
region of the Northeast of Brazil. The strains were evaluated for capacity and tolerance to
grow in different ranges and concentrations of pH and salinity as well as their amylolytic
activity that was tested under the same conditions. It was found that more than 94% of the
strains grew at pHs 4 and 9 and approximately 83% tolerated the most saline condition
imposed. According to the amylolytic activity, the strains showed enzymatic activity, except
at pH 4; linear regression analysis provided a plot showing the highest enzyme production
indexes at pH 7 and 2% NaCl concentration. Therefore, the enzymatic activity of these
actinobacteria associated with their tolerance to grow under abiotic stress have demonstrated
the potential of these bacteria in maintaining the biological processes in the soil, even under
conditions of physiological stress, which are typical characteristics of the soils of semiarid

regions.

Keywords: Physiological alterations. Environmental stress. Amylase. Soil.
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1 INTRODUCAO

A regido semidrida se caracteriza por solos com baixa disponibilidade de nutrientes e
elevadas concentragdes salinas (ZANELLA, 2014, FREITAS et al., 2007). A diversidade de
vegetacdes, clima quente e seco, amplitudes térmicas elevadas e pouca umidade do solo
também predominam nessa regido (KAVAMURA et al., 2013). Essas caracteristicas
configuram um ambiente estressante para os organismos em geral e, em particular, para os
microrganismos. No entanto, a literatura destaca que as actinobactérias constituem um grupo
microbiano abundante e diverso no solo destas regides (PINHEIRO et al., 2014; BRITO et
al., 2015; SILVA et al., 2015a).

A diversidade metabdlica das actinobactérias é um dos fatores que possibilita o
crescimento e sobrevivéncia desse grupo nos mais diferentes e estressantes ambientes, como
regides do semidrido (SUNEETHA; KARTHICK; PRATHUSHA, 2011; MANSOUR;
ABDEL-AZEEM; ABO-DERAZ, 2015). Acredita-se que os produtos do metabolismo
secundério dessas bactérias desempenhem papel relevante para a manutencdo vegetal e
microbiana do solo (GONZALEZ et al., 2005). Alguns autores, como Bais et al. (2000),
destacam a importancia das actinobactérias na rizosfera, regido do solo influenciada pelas
raizes que produzem diferentes exsudatos que favorecem a atividade e diversidade microbiana

nessa area (DANTAS et al., 2009).

Entre os metabolitos secundarios produzidos pelas actinobactérias estdo as enzimas
extracelulares, que hidrolisam macromoléculas complexas, disponibilizando energia e
nutrientes necessarios, para entre outras fungdes, as interacdes metabdlicas entre organismos
do solo (EL-TARABILY et al., 2009; PALANIYANDI, 2014; PANDE et al., 2014). Essa
atividade enzimatica € influenciada por diversos fatores, tais como pH, temperatura,
salinidade, sendo todos estes parametros fisiolégicos muito varidveis em solos rizosférico,

principalmente da regido do semidrido (PADILHA, 1998; GUPTA et al., 2003; SOUZA et
al., 2010).

Tendo em conta que um dos substratos mais abundantes no solo € o amido,
polissacarideo complexo, degradado pelas amilases (VAN DER MAAREL et al., 2002;
GUPTA et al., 2003), estudos sobre a influéncia de fatores abidticos na atividade amilolitica
de actinobactérias do semidrido podem contribuir para compreensao desse ecossistema tao

importante e ainda pouco estudado.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Semiarido

A regido semidrida abrange uma drea de aproximadamente 970 mil km? o que
corresponde a 90% do territério Nordestino, além da regido setentrional de Minas Gerais
(SILVA, 2006). Cerca de 800 mil km? é coberto pela Caatinga (IBAMA, 2006). Esse
dominio apresenta precipitacdes irregulares, periodos de seca, solos rasos e ecossistemas
xerdfilos (ALVES et al., 2006, LIMA et al., 2012). Cerca de 70% de sua drea estd sujeita ao
antropismo, devido o desmatamento e outros usos inadequados dos recursos, aumentando o
avanco da degradacdo desse ambiente, e assim, o semidrido passa por um acentuado processo

de desertificacdo (PACHECO et al., 2014).

O semidrido configura-se como uma regido com grande diversidade de ambientes, em
que € possivel observar heterogeneidade de vegetacOes, clima quente e seco, plantas que se
adaptam bem a diversas condi¢des ambientais, além de amplitudes térmicas elevadas e solos
pouco umidos (KAVAMURA et al., 2013). Gorlach-Lira e Coutinho (2007) descreveram que
os microrganismos no solo sdo influenciados por diversos fatores quimicos e fisicos, que
incluem a disponibilidade de nutrientes, matéria organica, umidade e temperatura do solo,
dessa forma, em ambientes aridos, todos esses fatores sdo geralmente desfavordveis para o

crescimento microbiano.

Os solos das regides semidridas apresentam baixa disponibilidade de nutrientes e
condig¢des abidticas limitantes, como intensa radiacao solar, baixos indices pluviométricos e
elevadas temperaturas (ZANELLA, 2014), além disso, em regides semidridas, hd grande
acimulo de sais, o que leva a degradacdo do solo (FREITAS et al., 2007). A escassez de
chuva tem como consequéncia um solo pouco desenvolvido, com processos quimicos
mitigados (ARAUJO, 2011). Dessa forma, pode-se inferir que a atividade microbiana nos
solos dessa regido tem grande importancia nos processos bioldgicos e bioquimicos, pois
interfere diretamente na transformacgdo e disponibiliza¢do de nutrientes (VINHAL-FREITAS
et al., 2010). Assim, apesar das condi¢des estressantes da regido semidrida também
influenciarem negativamente o desenvolvimento de populacdes microbianas, alguns
microrganismos, como as actinobactérias constituem um grupo representativo em termos de
riqueza e diversidade nos solos destas regides (LIMA et al., 2014; PINHEIRO et al., 2014;
SILVA et al., 2015a).
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2.2 Rizosfera

A rizosfera € definida por Bais et al. (2006) como o compartimento do solo marcado
pela presenca de raizes no qual ocorrem processos bioldgicos complexos, além disso é
descrita por Uren (2000) como gradientes longitudinais e radiais que ocorrem com a expansao
do crescimento radicular, nutrientes e absor¢do de dgua, exsudacdo e subsequente
desenvolvimento de microbiota associada, dentre outros organismos. Dessa forma, considera-
se a rizosfera como um ambiente com ampla presenca de interagdes tanto entre as raizes das
mais diversas plantas quanto dessas raizes com microrganismos e invertebrados (HIRSCH et
al., 2003). Essas interacdes podem ser classificadas como positivas e negativas, sendo os
fatores que as determinam ainda pouco estudados, porém os exsudatos radiculares parecem ter
um importante papel na assinatura quimica que determina essas interacOes e, assim, na

dindmica da comunidade vegetal, microbiana e do préprio solo (BAIS et al., 2006).

No solo, as comunidades microbianas representam o maior reservatério de diversidade
bioldgica conhecida no mundo (BERENDSEN, 2013), nesse contexto temos que a rizosfera
pode conter até 10" células microbianas por grama de raiz (EGAMBERDIEVA et al., 2008)
e cerca de 30 mil espécies procaridticas (MENDES et al., 2011). Entre os exsudatos liberados
na rizosfera destacam-se ions, enzimas, além de diferentes metabdlitos primdrios e
secundérios que contém carbono na sua composi¢ao (BERTIN et al., 2013; JESUS, 2013).
Referidas substincias garantem um ambiente especializado que possibilita a sobrevivéncia e
permanéncia da diversidade microbiana (DANTAS et al., 2009), possibilita as interagdes
fisicas e biologicas (UREN, 2000; HIRSCH et al., 2003) e geram impactos ecologicos

cruciais na macro e microbiota do solo (BERTIN et al., 2013).

As caracteristicas do solo também afetam a diversidade microbiana e a dindmica dos
ciclos de nutrientes. Por exemplo, na rizosfera, além da disponibilidade de nutrientes, o solo
sofre alteracdes de pH pela agdo bioquimica das raizes (SOUZA et al., 2010), ambos fatores
criticos na composicdo das comunidades bacterianas do solo (GRIFFITHS er al, 2011;

KURAMAE et al., 2012).

Portanto, a colonizagdo por microrganismos e suas interacdoes com plantas (ZAGO;
DE-POLLI; RUMJANEK, 2011) e outros grupos microbianos (JESUS, 2013) é evidente em
solos rizosféricos, e contribuem para obtencdo e utilizacdo eficiente de um substrato rico e

seletivo (SILVEIRA; FREITAS, 2007).
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2.3 Actinobactérias

As actinobactérias sdo bactérias Gram-positivas, filamentosas e esporulantes que
contém um teor de 55 a 75% de Guanina e Citosina em seu DNA (VENTURA et al., 2007;
ASHOKVARDHAN et al., 2014; BARKA et al., 2016).

Constitui um dos maiores grupos microbianos e estd distribuido nos mais diversos
ecossistemas aqudticos e terrestres, porém de modo mais abundante em solos (OSKAY;
USAME; CEM, 2004; SILVA et al., 2012; LIMA, 2013), especialmente naqueles alcalinos e
ricos em matéria orginica, onde constituem uma parte importante da populacdo microbiana
(LIMA et al., 2014; MARTINS et al., 2014; SILVA et al., 2015a). Nesses ambientes podem
ser encontrados em sua superficie e em até profundidades de dois metros abaixo do solo

(BARKA et al., 2016).

Embora abundante no solo, fatores tais como a temperatura, pH, umidade do solo,
localizagdo geografica e matéria organica influenciam o crescimento das actinobactérias
(ARIFUZZAMAN et al., 2010; BARKA et al., 2016). Nesse sentido, destaca-se que esse
grupo bacteriano apresenta capacidade adaptativa a condi¢des ambientais hostis e sdo capazes

de colonizar a rizosfera (BERNARDES; SANTOS, 2006).

As actinobactérias tem ampla diversidade morfoldgica e diferem principalmente na
apresentacdo de micélio de diferentes cores, tanto vegetativo quanto aéreo, na producdo de
pigmentos carotendides e melanoides difusiveis e perceptiveis em meio de cultura bem como

na presenga e aparéncia dos seus esporos (BARKA et al., 2016).

Essas bactérias se destacam ainda pela atividade metabdlica com a producdo de
diferentes metabdlitos secunddrios de importancia quimica para o solo e com potencial
biotecnoldgico. Sugere-se relevancia desse grupo para a manutencdo, sinalizacdo e
colonizagio de diversos ambientes (GONZALEZ, 2005). Dentre os metabélitos secunddrios
produzidos por actinobactérias estdo as enzimas extracelulares (VENTURA er al., 2007;
DURAIPANDIYAN et al., 2010), como as celulases, proteases, amilases, xilanases,
quitinases, e os antibidticos (GAO; GUPTA, 2012; BOUIZGARNE; AOUAMAR, 2014). A
producdo de metabdlitos secundérios em diferentes ecossistemas €, pois, uma caracteristica
marcante das actinobactérias (MANGAMURI er al., 2012; MANIVASAGAN et al., 2010;
ARIFUZZAMAN et al., 2010, RAMESH; MATHIVANAN, 2009).
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O género Streptomyces € o principal representante das actinobactérias, sendo 95% das
cepas de actinobactérias isoladas do solo (WILLIAMS; VICKERS, 1988; SEMEDO et al.,
2001), onde hidrolisam polissacarideos e outras macromoléculas naturais importantes para a
ecologia do solo (CHATER et al., 2010). O potencial enzimdtico desse género também ¢é
reconhecido em pesquisas de aplicacdo biotecnoldgica e na agricultura (GUPTA et al., 2003,

PALANIYANDI et al., 2014).

Entre as enzimas extracelulares produzidas pelas actinobactérias destaca-se a amilase
que auxilia na sobrevivéncia de plantas, no controle de patégenos e disponibiliza nutrientes
que facilitam a permanéncia no solo de outros grupos microbianos (EL-TARABILY et al.,
2009; PALANIYANDI et al., 2014; PANDE et al., 2014). Como exemplo desse processo
interativo, € possivel destacar a participagdo das actinobactérias no processo de fixacdo
bioldgica do nitrogénio realizado pelos rizobios. Referido processo demanda energia, obtida
pela degradagdo microbiana de macromoléculas organicas complexas, como o amido, que,
embora presente no solo, pode nao ser imediatamente acessivel aos rizébios. Nesse sentido, as
actinobactérias por sua versatilidade enzimética, podem degradar referida substincia e
contribuir no suprimento energético necessdrio a fixacdo bioldgica de nitrogénio (JESUS,

2013).

Tendo em vista que a atividade da amilase € afetada pelos fatores abidticos extremos,
como sao as condicdes ambientais prevalentes no semidrido, € importante determinar em que

valores essa atividade ainda é detectada.
2.4 Atividade amilolitica

O amido é um homopolissacarideo neutro com dois tipos de polimeros em sua
molécula: amilose e amilopectina, que sdo diferenciados por suas propriedades fisicas
(BOBBIO; BOBBIO, 1992). Considerado como uma das maiores por¢des de carbono
presentes no solo, o amido é o mais abundante composto organico do mundo, representando
cerca de metade do carbono organico da biosfera (FLORENCIO; COURI; FARINAS et al.,
2012). Pode ser amplamente encontrado na natureza, principalmente em sementes, tubérculos
ou raizes e também em muitos produtos agricolas, além de ser uma importante reserva de
nutricdo para plantas superiores (MORAES, 2004; NUNEZ-SANTIAGO; BELLO-PEREZ;
TECANTE, 2004).

De acordo com Lehninger et al. (2006), as enzimas sdo catalisadoras de reacdes dos
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sistemas bioldgicos, aumentando a velocidade dessas reagdes, apresentando alto grau de
especificidade por seus substratos. A velocidade das reagdes enzimdticas depende da
concentracdo do substrato e de fatores abidticos, tais como temperatura, pH e salinidade do
solo. Por sua disponibilidade, o amido € um dos principais substratos nos processos de

ciclagem de nutrientes (JOSHI et al., 1993; FIORRETO et al., 2001).

As amilases constituem um grupo de enzimas que hidrolisam o amido, um dos mais
importantes polissacarideos de reserva do reino vegetal (GUPTA et al., 2003), e representam
cerca de 30% da producgao de enzimas do mundo (VAN DER MAAREL et al., 2002). Em seu
trabalho, Gupta et al. (2003) diferencia as amilases em duas categorias: as endoamilases e as
exoamilases, sendo as primeiras catalisadoras de hidrdlises aleatérias no interior da molécula
de amido e as exoamilases catalisadoras de hidrolises de ligacdes glicosidicas a partir da

extremidade nao redutora da molécula.

As amilases sdo as mais antigas enzimas utilizadas nas inddstrias e podem ser
derivadas das mais diversas fontes, como animal, vegetal e de microrganismos. As enzimas
do solo sdo predominantemente de origem microbiana (INSAM, 2001), desse modo,
microrganismos que produzem essas enzimas influenciam nas propriedades quimicas e fisicas
do solo, além da disponibilidade de nutrientes para outros microrganismos e espécies vegetais

(JEFFREY et al., 2007; ALLISON et al., 2007).

Em geral, enzimas produzidas a partir de fontes microbianas (fungos e bactérias) sio
as mais comuns devido a producdo em larga escala (GUPTA et al., 2003), tendo muitas
aplicagdes nas industrias, como descrito na revisao de Aiyer (2005). Essa producido em larga
escala contribui para que a amilase seja a enzima comercial de maior destaque, com
aplicacdes no processamento e producdo de alimentos e bebidas, bem como na area téxtil e

farmacéutica (SUMRIN et al., 2011).

A literatura relata que as cepas bacterianas dos géneros Bacillus, Pseudomonas,
Clostridium e do género Streptomyces oriundas do solo sdo as mais utilizadas para sintese da
amilase (AKOND et al., 2016; GEBREYOHANNES, 2015; KAFILZADEH et al., 2012;
SUMRIN et al., 2011; OYELEKE et al., 2010; MANIVASAGAN et al., 2010). No entanto,
Tonkova et al. (1993); Kathiresan e Manivannan (2006), reportaram o isolamento de

microrganismos capazes de degradar o amido isolados de outros habitats.

A atividade enzimdtica dos microrganismos revela a sua capacidade de degradar
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compostos e pode ser avaliada pelo indice de atividade enzimdtica (IE), que é o parametro
semiquantitativo mais utilizado para essa finalidade. Esse IE permite a selecdo e comparagao
de microrganismos considerados produtores de enzimas, pois realiza a correlagdo direta entre
o diametro do halo de degradacdo e a habilidade degradativa desses microrganismos (LIN et

al., 1991; FUNGARO et al., 2002).

A estabilidade enzimdtica varia com as condi¢cdes ambientais, o que mostra a
importancia do controle desses parametros em processos industriais (PADILHA, 1998). A
temperatura, a concentragao do substrato e a faixa de pH sao os fatores mais importantes na
producdo enzimadtica por microrganismos (GUPTA et al., 2003; SUDHARHSAN et al. 2007).
Segundo Gupta et al. (2003), o pH do meio de crescimento, além de interferir na atividade
enzimatica, induz alteragdes morfoldgicas nas cepas. Sudharhsan et al. (2007) reforcaram que
ocorrendo alteragdes em condicdes fisicas e quimicas, tanto ha influéncia na atividade
enzimatica quanto também no nimero de microrganismos, fato comprovado por Sanomiya e
Nahas (2003), que detectaram uma reducdo na frequéncia de bactérias amiloliticas do solo em

funcdo de diferentes pHs.

No solo, a salinidade pode configurar uma ameaca as comunidades microbianas, pois
interfere na liberacdo de compostos soldveis na dgua e limita a capacidade metabdlica dos
microrganismos (FREITAS, 2016). Segundo Oshone; Mansour; Tisa (2013), o estresse salino
afeta as atividades enzimdticas e metabdlicas, enquanto Palaniyandi et al. (2014), no estudo
com Streptomyces sp. como promotor de crescimento em plantas de cultivo, observou que as

cepas desse género foram capazes de crescer em altas concentragdes salinas.

Tendo em vista o papel ecolégico que as actinobactérias desempenham no solo e a
influéncia dos fatores abidticos nas atividades desse grupo bacteriano, estudos que contribuam
para compreensdo desses processos s3ao cruciais para manutencdo e recuperagdo de

ecossistemas extremos, como os solos de regides do semidrido.

3 OBJETIVOS
3.1. Geral

Avaliar o efeito de fatores abidticos na atividade enzimatica de actinobactérias

facilitadoras do crescimento de rizobios oriundas de solo rizosférico de regido semidrida.



15

3.2. Especificos

a) Avaliar a capacidade de crescimento das referidas cepas em diferentes pHs e

concentracoes salinas;

b) Avaliar o efeito dos diferentes pHs e concentragdes salinas na atividade amilolitica

de actinobactérias que interagem positivamente com riz6bios;

¢) Determinar o indice enzimatico (IE) de amilase de actinobactérias em diferentes

condic¢des abidticas.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Area de estudo

Nesse estudo foram avaliadas actinobactérias isoladas a partir de amostras de solo
rizosférico do Parque Nacional de Ubajara (PNU), classificada como unidade de conservacdo
que se localiza no Planalto da Ibiapaba, ao norte do Estado do Ceard a 320 km de Fortaleza,
limitando-se com o Estado do Piaui (Figura 1). O PNU estd compreendido entre a latitude
3°46°S e longitude 40°54°’W com altitudes que variam de 800 a 1.100 m (CUNHA; ARAUJ O,
2014). A temperatura média € de 20 a 22°C no planalto da Ibiapaba e em torno de 24 a 26°C
na depressdo periférica, tendo sua média pluviométrica em torno de 1.463 mm por ano

(IBAMA, 2006).

Figura 1 — Localizagdo geografica do Parque Nacional e Ubajara (PNU) no Estado do
Ceara, Brasil.

Fonte: http://www.ibama.gov.br/.
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4.2 Actinobactérias

A partir das amostras de solo rizosférico foram isoladas 28 cepas de actinobactérias
caracterizadas culturalmente por Ramos ef al. (2015) e micromorfologicamente por Brito et
al. (2015). Essas cepas foram denominadas com cédigo (UB-nimero da cepa). A atividade
amilolitica dessas cepas foi previamente avaliada, o Indice Enzimitico (IE) estabelecido e
aquelas com IE > 2,0 foram testadas quanto atividade sinergistica com cepas de rizébios
isoladas da mesma drea, mas deficientes na producao de amilase (SILVA, 2016). As cepas de
actinobactérias UB-02, UB-03, UB-04, UB-05, UB-07, UB-08, UB-11, UB-14, UB-15, UB-
17, UB-18, UB-19, UB-20, UB-21, UB-23, UB-24, UB-26 e UB-27 metabolicamente
compativeis com as de rizébios foram selecionadas para o presente estudo. Essas cepas sdao
mantidas em tubos inclinados com meio caseina dextrose dgar (CDA) a 4°C no Laboratério
de Microbiologia Ambiental (LAMAB) do Departamento de Biologia da Universidade
Federal do Ceard, compondo colecao de actinobactérias oriundas do semidrido do Nordeste

brasileiro.

4.3 Caracterizacao fisioldgica das cepas de actinobactérias compativeis com rizébios
4.3.1 Capacidade de crescer em diferentes pHs

Esse teste foi realizado em meio CDA, com a seguinte composi¢do para 1000 mL:
K,HPO, (0,5 g), MgS04.7H,0 (0,2 g), glicose (10 g), caseina (0,2 g) e nistatina (0,05 mg)
(KUSTER; WILLIAMS, 1964, ARIFUZZAMAN et al., 2010). O pH do meio foi ajustado
para4, 5, 6,7, 8 e 9 e foram preparadas triplicatas para cada cepa. As cepas foram inoculadas
em estrias e apos 12 dias de incubagdo em B.O.D. a 28 + 2°C, o crescimento dessas
actinobactérias foi registrado em termos de presenca e auséncia de crescimento (KISHORE,

2011, modificado).
4.3.2 Tolerancia a salinidade

Foram adicionadas as concentracdes de NaCl (cloreto de sodio) (0%, 0,5%, 1%, 1,5%,
2%, 2,5% e 3,5%) em meio 5339, com a seguinte composicdo para 1000 mL: caseina
peptonada (10,0 g), extrato de levedura (5,0 g), agar (20,0 g) e pH 7,0 (WINK, 2012,
modificado). Esse teste foi realizado em quadruplicata com duas repeticdes e as cepas

inoculadas em estrias nas concentragdes de NaCl especificadas foram incubadas em B.O.D. a
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28 + 2°C durante 7-15 dias. A tolerancia dessas actinobactérias ao NaCl foi registrada quanto

a presencga ou auséncia de crescimento.

4.4 Efeito do pH e salinidade sobre a atividade enzimatica das cepas de actinobactérias

metabolicamente compativeis com rizoébios

As cepas de actinobactérias foram testadas quanto a capacidade de crescimento em

meios de cultura contendo amido, com altera¢des dos padrdes abidticos pH e salinidade.
4.4.1 Atividade amilolitica

O efeito dos fatores abidticos pH (4, 5, 7 e 9) e salinidade (1,0, 2,0, 3,0 e 4,0% de
NaCl) sobre a atividade amilolitica das cepas de actinobactérias metabolicamente compativeis
com cepas de rizébios foi avaliado segundo a metodologia de Alariya et al. (2013). Nesta
técnica, as cepas de actinobactérias selecionadas foram inoculadas na forma de spots e em
triplicata no meio de cultura dgar-amido, com a seguinte composicado por litro: peptona (10,0

), extrato de carne (3,0 g), NaCl (5,0 g), amido solavel (2,0 g) e dgar (15,0 g).
4.4.1.1 pH

Para testar o efeito do pH as cepas foram incubadas em camara de crescimento B.O.D.
a 28 + 2°C por 10 dias, em meio de cultura dgar-amido que teve seu pH ajustado para 4, 5, 7

e 9 (ALARIYA et al., 2013, modificado).
4.4.1.2 Concentracoes salinas

Para o referido teste o meio dgar-amido teve sua concentracdo de NaCl ajustada para
1,0, 2,0, 3,0 e 4,0%. As cepas foram inoculadas em cada concentracdo anteriormente citadas e
incubadas em camara B.O.D. a 28 + 2°C por 10 dias, mantendo o pH 6,5-7,1 (ALARIYA et
al., 2013, modificado).

4.4.2 Indice Enzimdtico

A atividade amilolitica em todos os pHs e salinidades testados foi expressa como
indice enzimdtico (IE), que foi determinado utilizando-se a seguinte equagdo: IE = Dh/Dc.
Sendo Dh o didmetro médio em mm do halo de hidrélise e Dc o didmetro médio em mm da

coldnia das actinobactérias (HANKIN; ANAGNOSTAKIS, 1975).
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4.4.3 Anadlises estatisticas

Para a atividade enzimética foi realizado um ensaio em triplicata, sendo cada repeti¢ao
constituida por uma placa de Petri, em que foi obtido um IE médio, além do desvio padrao.
Os dados de indice enzimdtico foram submetidos a uma andlise de regressdo linear no
software gratuito RStudio® (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2011), com 5% de

significancia. Essa andlise foi utilizada para modelar a relagc@o entre as varidveis quantitativas.
5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacao fisiologica

5.1.1 Capacidade de crescer em diferentes pHs

Todas as cepas de actinobactérias cresceram no pH 8 e ainda 94,44% cresceram nos

pHs 4,5, 6,7 e 9 (Grifico 1).

Grafico 1 — Percentual de crescimento de cepas de actinobactérias metabolicamente
compativeis com rizébios em diferentes pHs.
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Fonte: acervo do autor.

Com excecdo das cepas UB-07, UB-18 e UB-26, as demais (83%) apresentaram o

mesmo perfil em relacdo ao crescimento nos pHs avaliados. A cepa UB-18 foi a tnica que
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ndo cresceu em pH 7,0. E relevante destacar que a cepa UB-18 cresceu em pHs 4cidos (pH 5 e

6) e a UB-26 apresentou crescimento nos pHs mais extremos (4 e 9) (Gréfico 2).

Grafico 2 — Perfil de crescimento das cepas de actinobactérias metabolicamente
compativeis com rizébios em diferentes pHs.
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Fonte: acervo do autor.

Segundo Souza et al. (2010), em seu estudo sobre o pH da rizosfera, essa regiao é
muito suscetivel a variagdes de pH, justamente devido aos processos de respiragdo da raiz e
liberacdo de exsudatos de baixa massa molecular. Em relacdo ao efeito desses fatores no solo,
Akond et al. (2016) refor¢aram a importancia que a temperatura, o pH e a salinidade exercem
sobre o crescimento e metabolismo dos microrganismos. Esses autores constataram que o
crescimento e a sobrevivéncia das bactérias ocorreu entre os pHs 4 e 9, com o melhor na faixa

de 6,5 a 7,5, como observado para a maioria das cepas de actinobactérias no presente estudo.

No seu estudo sobre actinobactérias na Estacdo Ecoldgica de Aiuaba — CE, Lima et al.
(2017) constataram que as cepas dos dois géneros de actinobactérias testados (Streptomyces e
Saccharothrix) tiveram comportamentos diferentes em todos os pHs, porém nos pH 7,0 e 8,0
todas apresentaram crescimento. Ressalte-se que embora as cepas estudadas também sejam

oriundas de uma regido do semidrido (Aiuaba) é possivel que o solo apresente caracteristicas
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diferentes em relacdo ao solo do PNU. Importante destacar que nesse estudo os autores

registraram que 71% das cepas cresceram em todos os pHs.

Outros trabalhos revelam o potencial desse grupo microbiano em se desenvolver em
regides com solos muito dcidos (ZENOVA; MANUCHAROVA; ZVYAGINTSEV, 2011) e
bastante alcalinos (SHIVLATA; SATYANARAYANA, 2015). Dessa forma, os resultados do
presente estudo, demonstram que as actinobactérias apresentaram um perfil fisioldgico

compativel com ambientes em condicdes de estresse.
5.1.2 Tolerdncia a salinidade

Todas as cepas de actinobactérias cresceram na auséncia de NaCl e também nas
concentracdes de 0,5%, 2%, 1,5% e 2,5%. Importante ressaltar que 83,3% continuaram

apresentando crescimento em uma concentracdo salina de 3,5% (Gréfico 3).

Grafico 3 — Percentual de crescimento de cepas de actinobactérias metabolicamente
compativeis com rizébios em diferentes concentracdes de NaCl.
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Fonte: acervo do autor.

Assim como foi detectado para os testes de pH, as cepas UB-07 e UB-18, além da UB-
21, ndo cresceram em todas concentracdes, sendo que as duas dltimas ndo se desenvolveram

somente na maior concentracdo de NaCl (3,5%) (Grafico 4).
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Gréfico 4 — Perfil de crescimento das cepas de actinobactérias metabolicamente
compativeis com rizébios em diferentes concentragdes salinas.
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Em seu trabalho com actinobactérias de material de compostagem, Akond et al. (2016)
consideraram esses microrganismos como capazes de resistir a salinidade, ou seja, a uma
tensdo halotolerante, pois constataram que até nas concentracdes de 8% de NaCl foi
observado crescimento acentuado. Dessa forma, podemos considerar que, no presente estudo,
as actinobactérias testadas apresentam certo nivel de halotolerancia, pois cerca de 83% das
cepas de actinobactérias cresceram na concentracdo de 3,5% de NaCl, que foi o maior

gradiente testado.

Segundo Goel et al. (2012), as restricdes ambientais tem como consequéncia a
limitacdo da distribui¢do de microrganismos, porém ao demonstrando esse amplo perfil
fisioldgico, as actinobactérias supostamente passaram por um processo adaptativo,
aumentando assim sua capacidade de sobreviver e se manter nesse ambiente extremo.
Inclusive, tendo que os solos semidridos sdo caracteristicamente salinos (OSHONE,;
MANSOUR; TISA, 2013), o comportamento dessas actinobactérias demonstrou a facilidade

que esses microrganismos possuem nos mais diversos ambientes (SHIVLATA;
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SATYANARAYANA, 2015) e a possivel importancia desse grupo na constituicdo

microbiana dos solos da regido do PNU.

5.2 Efeito do pH e salinidade sobre a atividade enzimatica das cepas de actinobactérias

metabolicamente compativeis com rizoébios

As cepas de actinobactérias apresentaram evidente desempenho na hidrélise de amido,
mesmo sob as condi¢des extremas de pH e salinidade avaliadas, como exemplificado na
Figura 2, na qual a cepa UB-11 apresentou o halo de degrada¢do do amido bem evidente nas

placas do teste de salinidade para a concentracdo de 1% de NaCl.

Figura 2 — Atividade amilolitica da cepa UB-11 no teste com NaCl 1%. As setas nas
zonas claras ao redor da colonia indicam o halo de degradacio, relativo a atividade
amilolitica da actinobactéria.

Fonte: acervo do autor.
5.2.1 pH

Das 18 cepas de actinobactérias testadas quanto a capacidade de degradacdo dos
compostos amiloliticos nos diferentes pHs, nenhuma cepa de actinobactéria se desenvolveu
no meio suplementado com amido no pH 4, dessa forma nao foi possivel calcular o indice
enzimatico. Ja no pH 5, 6 cepas (33,33%) foram capazes de crescer e apresentar amilase
positiva, com valores do indice enzimdtico na faixa de 1,5>IE<5. Nesse pH foi possivel

registrar que a cepa UB-20 apresentou o maior halo de hidrélise (30,68 mm) (Figura 3).
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Figura 3 — Halo de hidrdlise pela amilase da cepa UB-20 no pH 5. A seta dupla indica
o diametro do halo.

Fonte: acervo do autor.

Nos pHs 7 e 9 todas as cepas apresentaram amilase positiva, destacando-se as cepas
UB-23, com um indice enzimético maior que 6 no pH 7, e as cepas UB-05 e UB-08, com
valor maior que 4, mesmo com o aumento do pH. Além disso, € possivel observar que o
indice enzimético nos diferentes pH variou de 1,5 a 6,7, sendo o menor IE registrado no pH 9
e o maior IE no pH 7 (Gréfico 5), podendo esse maior IE ser atribuido ao pH 6timo de

crescimento das actinobactérias ser na faixa de neutralidade (BARKA et al., 2016).

Griafico 5 — Perfil da atividade amilolitica das cepas de actinobactérias em diferentes
pHs.
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Conforme Silva et al. (2015), o perfil de hidrdlise enzimética da amilase nos diferentes
pHs permite classificar as cepas de actinobactérias quanto a intensidade na produgdo de
amilase, dessa forma, nesse estudo foi possivel classificar as cepas de actinobactérias com
1,5<IE<2 como moderadamente produtoras e com IE>2,0 como fortemente produtoras. No
pH 5 apenas a cepa UB-08 apresentou-se como moderadamente produtora e as demais
actinobactérias positivas para amilase (UB-04, UB-18, UB-20, UB-23 e UB-24) foram
consideradas fortemente produtoras. Observou-se que nenhuma cepa teve IE menor que 1,5,
dessa forma ndo foram identificadas cepas fracamente produtoras (1,0<IE<1,5). Pode-se
destacar ainda que no pH 7, 17 cepas de actinobactérias (94,44%) apresentaram-se como
fortemente produtoras (Grafico 6). Esses resultados reforcam a influéncia do pH na atividade
amilolitica, uma vez que, em pHs mais 4cidos (pH 4) as cepas foram incapazes de degradar o
amido, ou sofreram limita¢des (pH 5) na degradacdo desse substrato, o contrdrio do que

aconteceu nos pHs neutro (7) e extremamente alcalino (9).

Grafico 6 — Classificacdo das cepas de actinobactérias quanto a intensidade na
producdo de amilase em diferentes pHs.
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Fonte: acervo do autor.

Conforme Ramos et al. (2015) e Brito et al. (2015) em experimentos sobre as
caracteristicas culturais e micromorfoldgicas, Streptomyces representa 55,56% dos géneros
das cepas de actinobactérias deste estudo. Dessa forma, além do seu conhecido potencial
enzimatico, os resultados do presente trabalho demonstram que esse género tolera uma ampla
faixa de pH sem perder a capacidade de crescer, principalmente com uma suplementacdo do
meio (KONTRO et al., 2005), isso explica o fato de que mesmo com valores tao extremos de
pH ainda foi possivel observar crescimento e atividade enzimdtica, pois 0 meio contém

peptona, além do amido.
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Pode-se observar que, apesar das actinobactérias serem capazes de colonizar
ambientes extremos, como por exemplo, caracterizados por pHs dcidos ou alcalinos
(ZENOVA; MANUCHAROVA; ZVYAGINTSEV, 2011), a atividade amilolitica ndo foi
constatada no pH mais 4cido testado, no entanto apresentaram crescimento acentuado nos

demais pHs.

Sanomiya e Nahas (2003), estudando a influéncia do pH nas atividades enzimaticas
dos microrganismos, constataram que o pH do solo afetava a frequéncia de bactérias
amiloliticas, enquanto Maccheroni Jr.; Araudjo; Azevedo (2004), verificaram que em meio
solidificado, a producdo de amilase por isolados de Colletotrichum obedecia a um padrido

dependente do pH ambiental.
5.2.2 Concentragoes salinas

Em relacdo a atividade amilolitica em diferentes concentragdes de NaCl, as 18 cepas
de actinobactérias cresceram em todas as concentracdes testadas. Um fato interessante a se
destacar € que as cepas UB-02 e UB-03 cresceram, mas nio apresentaram halo de hidrolise
nas concentragdes NaCl 2%, 3% e 4%, por esse motivo ndo foi possivel calcular o IE (Figura
4). O crescimento dessas cepas pode ser atribuido a presenca de peptona como fonte de
carbono e energia na composi¢do do meio de cultura, ou mesmo que essas cepas hidrolisaram

parcialmente o amido.

Figura 4 — Crescimento da cepa UB-02 na concentragdo de NaCl 2% demonstrando a
auséncia do halo de degradac¢do do amido.

Fonte: acervo do autor.

Na concentragao de 1% de NaCl, todas as cepas foram capazes de crescer e apresentar
amilase positiva, evidenciado pelo halo de degradacdo. O indice enzimético variou de 1,9 para

a cepa UB-02 a 5,7 para a cepa UB-05 (Grafico 7). Além disso, é importante enfatizar que a
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cepa UB-20, assim como no pH 5, apresentou o maior halo nessa concentracdo de NaCl e a
cepa UB-02, apesar do menor tamanho de coldnia, apresentou halo, demonstrando a sua
capacidade de degradacdo dos compostos amiloliticos do meio nessa concentracdo. Esse
resultado reforca a importancia do indice enzimdtico, onde se considera ndo somente o

didmetro do halo de hidrélise, mas também o tamanho da coldnia.

Um percentual de 88,89% das cepas de actinobactérias apresentaram atividade
amilolitica na concentragdo de 2% de NaCl. Os IE das 16 cepas foram superiores a 2,5, tendo
a cepa UB-08 o maior IE (6,1) e a UB-15 o menor IE (2,1) (Gréfico 7). Tanto na concentragdo
de 3% de NaCl quanto na concentracdo de 4%, as maiores concentracdes de NaCl testadas,
todas as cepas apresentaram crescimento, porém apenas 16 cepas (88,89%) produziram halo
de hidrélise. Em 3% de NaCl, apenas a cepa UB-15 apresentou um indice enzimatico menor
que 2, porém na concentracdo de 4% de NaCl essa cepa ja demonstrou um IE superior. O
contrdrio aconteceu para a cepa UB-23, que mostrou um IE de 2,3 na concentracdo de 2%

NaCl e na concentragao de 4% referido parametro foi 1,79 (Gréfico 7).

Griéfico 7 — Perfil da atividade amilolitica das cepas de actinobactérias em diferentes
concentragdes de NaCl.
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Conforme o critério utilizado para a classificacdo das actinobactérias no que se refere
ao seu potencial enzimético para a degradacdo do amido, observou-se que na concentragao de
1% de NaCl, 17 cepas apresentaram IE>2, dessa forma foram consideradas como fortemente
produtoras e somente a cepa UB-03 foi considerada moderadamente produtora (1,5<IE<2) por
ter [E=1,91. Na concentracdo de 2% de NaCl todas as 16 cepas que apresentaram atividade
amilolitica foram consideradas fortemente produtoras. Tanto na concentracdo de NaCl a 3%
quanto a 4%, 83,33% das cepas de actinobactérias foram fortemente produtoras, sendo as
cepas UB-15 e UB-23, as unicas classificadas como moderadamente produtoras nas

concentracdes de NaCl 3% e 4%, respectivamente (Grafico 8).

Grafico 8 — Classificacdo das cepas de actinobactérias quanto a intensidade na
producdo de amilase em diferentes concentragdes salinas.
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Fonte: acervo do autor.

Na literatura ndao ha referéncias a estudos sobre a atividade enzimdtica de
actinobactérias em fun¢do da salinidade, porém Coronado et al. (2000) constataram a maior
producdo de amilase de uma cultura de Halomonas meridiana em meio de crescimento com
amido numa concentracdo de 5% de NaCl. Embora a concentracdo de NaCl testada neste
trabalho tenha sido até 4%, foi possivel observar que todas as cepas de actinobactérias foram
produtoras de amilase, pois, mesmo com as condi¢des impostas, até 88,89% apresentaram
atividade enzimadtica em todas as concentragdes de NaCl testadas. Diante disso, pode-se
inferir que essas cepas sdo tolerantes e aclimatam-se rapidamente aos niveis de salinidade
acumulando osmolitos nas células (HAGEMANN, 2010) para assim neutralizarem o baixo

potencial osmético no meio e conseguirem crescer.
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Oliveira et al. (2010) relacionaram o comportamento enzimdtico de rizobios as
condi¢Oes fisioldgicas dos solos da Amazonia, habitat do qual foram isolados. Assim, é
possivel que a atividade enzimdtica das cepas de actinobactérias registradas nas condigdes
salinas mais extremas seja referente a um processo adaptativo dessas cepas aos solos salinos

da regido semidrida.

Os resultados obtidos neste estudo também sdo importantes do ponto de vista das
interagdes ecoldgicas. Sousa et al. (2008) afirmaram que a salinidade do solo e os niveis de
pH sao fatores abidticos que podem interferir com a capacidade competitiva dos
microrganismos. Assim, a tolerancia para alta salinidade e baixo valores de pH sao critérios
para a sele¢do de microrganismos visando adaptacdo em solos salinos ou dcidos de forma que
0os mesmos sejam capazes de realizar suas funcdes bioldgicas no ecossistema. Como as cepas
de actinobactérias utilizadas foram selecionadas por apresentarem IE>2,0 (amilolitico) e
interagirem positivamente com cepas de rizobios (SILVA, 2016), é importante destacar que
mesmo nas condi¢des extremas a que foram submetidas in vitro, essas actinobactérias
continuaram a ter atividade enzimdtica. Essa caracteristica adaptativa pode contribuir para a
permanéncia e sobrevivéncia de outros grupos microbianos por mecanismos de cooperagao

metabdlica, como constatada por SILVA (2016), entre actinobactérias e rizobios.

No referido trabalho, a interacdo metabdlica para o amido foi testada em condi¢des
ambientais Otimas para os dois grupos de bactérias. Dessa forma, os resultados do presente
estudo sugerem que interacdo continuaria ocorrendo mesmo em condigoes extremas, e, assim,
as actinobactérias poderiam aumentar o fifness das bactérias fixadoras de nitrogénio (GOEL et

al., 2012) em solos de regides semidridas, garantindo a coexisténcia entre os dois grupos.
5.2.3 Anadlises estatisticas

A andlise de regressao linear mostrou que os fatores abidticos pH e salinidade tiveram
efeito significativo no indice enzimadtico das cepas de actinobactérias. Para o pH, R’=0,6916,

p<0,05.

Como esperado e ja demonstrado nesse trabalho (5.1.1), os maiores indices
enzimaticos foram registrados no pH 7 (Grafico 9), préximo a faixa de pH 6timo para o
crescimento dessas actinobactérias. Embora se tratando de outro grupo bacteriano, Oliveira e?
al. (2006) concluiu que, embora a atividade amilolitica de cepas de rizobios tenha variado em

funcdo do pH do meio, os maiores indices foram registrados em pH 6,5.
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Gréafico 9 — Distribuicdo de indices enzimadticos das cepas de actinobactérias em
relacdo a diferentes pHs.
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Fonte: acervo do autor.

O teste com NaCl entre as cepas de actinobactérias ndo apresentou diferenca
significativa (p=0.2395), com R*=0,05963. Esse fato pode ser explicado devido aos outliers,
que representam os indices enzimaticos das cepas UB-05, UB-11 e UB-20, estarem acima do

limite superior do bloxpot e as cepas UB-15 e UB-23, abaixo do limite inferior.

Embora os indices enziméticos tenham variado de forma nio significativa em relacio
a concentracao salina, como supracitado, os maiores indices foram agrupados na concentracao
de 1 e 2% de NaCl (Gréfico 10). Devido a mais de 94% dessas actinobactérias apresentarem
crescimento nas faixas de concentragdes entre NaCl 1% e NaCl 2,5% (5.1.2), validamos a

maior ocorréncia dessa atividade enzimética das cepas nessas concentracoes.

Gréfico 10 — Distribui¢do de indices enzimdticos das cepas de actinobactérias em
relagdo a diferentes concentragdes salinas.
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Fonte: acervo do autor.
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Como especificado por Sudharhsan er al. (2007), os resultados deste trabalho
confirmaram a importincia dos fatores abidticos na sintese e secrecdo de amilases
microbianas. Assim, a atividade amilolitica configura um indicativo da presenca de enzimas

hidroliticas no solo do PNU.

Importante ressaltar que o comportamento enzimatico das cepas de actinobactérias é
funcdo do ambiente de onde foram isoladas. A esse respeito, Gorlach-Lira e Coutinho (2007)
discutem que a reduzida disponibilidade de nutrientes e condi¢des abidticas extremas,
prevalentes no semidrido, influencia a atividade bioquimica do solo rizosférico,
particularmente a produ¢@o de enzimas hidroliticas, afetando o crescimento, sobrevivéncia e

estruturacdo das populacdes microbianas desse ambiente.

6 CONCLUSAO

As actinobactérias do Parque Nacional de Ubajara, no semidrido Nordestino,
apresentaram crescimento e atividade amilolitica nas condi¢des de pH e salinidade extremas,
o que implica na disponibilizacdo de nutrientes e energia necessdrios para manutencdo de

processos quimicos e bioldgicos desse ecossistema.

PERSPECTIVAS FUTURAS

A partir desse trabalho pretende-se testar a atividade celulolitica de cepas de
actinobactérias metabolicamente compativeis com rizébios nessas mesmas condi¢des de pH e
salinidade e por fim avaliar se as interagdes actinobactéria-rizobio, previamente conhecidas
como positivas (SILVA, 2016), seriam alteradas ou anuladas com a aplicacdo dos diferentes

efeitos abioticos.
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