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RESUMO

As actinobactérias sdo os principais constituintes da comunidade microbiana do
solo, correspondendo a cerca 77% dos micro-organismos totais. Tendo em vista a
grande diversidade de actinobactérias na regido semiarida a caracterizacao cultural
torna-se uma ferramenta de suma relevancia na classificacao e identificacdo desses
organismos. Um acervo com imagens de actinobactérias provenientes do semiarido
nordestino pode contribuir nos estudos desse grupo, dessa forma o objetivo do
trabalho foi a caracterizagdo cultural e registro fotografico de 37 cepas de
actinobactérias oriundas de Quixeramobim (Ce) regiao do semiarido nordestino.
Como plano de fundo, no registro das cepas, foram utilizadas as cores branca e
preta, dependendo da coloracdo do micélio. Foi realizado o registro fotogréafico de
cada colbnia, indicando, em uma avaliacao por critério de similaridade, que as
actinobactérias sao subdivididas em 23 grupos de cores distintas.

Palavras-chave: caatinga, Streptomyces, micro-organismos do solo



ABSTRACT

The actinobacteria are the main soil microbial community components,
corresponding to 77% out of total microorganisms. Due to its huge diversity among
the actnobacteria, in relation to cultural aspect, the cultural characterization become
an extremely relevant tool on classification and recognition of these organisms. A
photographic collection of actinobacterias from northeast Brazilian semiarid region
may contribute in studies of this group. Therefore, the objective of the current study
was the cultural characterization and photographic register of 37 strains of
actinobacteria coming from Quixeramobim — Ceara, in northeast Brazilian semiarid
region. The colors black and white were picked as background, depending on spore
mass color, on sample registration. Furthermore, the isolated bacterial colonies of
each exemplar were shoot, indicating, in an evaluation of similarity criteria, that the

actinobacteria are subdivided in 23 distinct color groups.

Keywords: caatinga, Streptomyces, soil microorganisms



Sumario

L1 R 210151007V IR 8
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA ..ot n e 10
2.1 Comunidades Microbianas do Solo.....................ccccciiiiiiiiiiiiee, 10
2.2 SeMIAMAO..........euiiiiiiiiieieee e 13
2.3 Actinobacterias ..o 15
4 MATERIAIS E METODOS ...ttt ee e 20
4.1 Area de @StUAO ..........ocovoieeeeeeeeeeeeeee e 20
4.2 Actinobacterias ............coooiiiiiiiiii e 20
4.3 CUltIVO das CEPAS.......covieiiiiiiiiiiiee et e e e e e e e e e e e e nes 20
4.4. Registro fotografiCo ... 21
5 RESULTADOS E DISCUSSAO ...t 21

5.1. Registro fotografico do micélio aéreo e micélio reverso das cepas

de actinobactérias. ................ooooiiiiii 22
5.2. Registro fotografico de coldnias isoladas no plano horizontal. .... 31

5.3. Registro fotografico de colbnias isoladas no plano superior e

([} (=1 ¢ o] o 43
B CONCLUSAO ... oo et 53
7 CONSIDERAQC)ES FIN AL e 53

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ... 54



1 INTRODUCAO

O semiarido nordestino é fortemente caracterizado por possuir um clima
predominantemente quente e seco combinado as precipitacdes pluviométricas
escassas e concentradas em um curto periodo de tempo (ARAUJO, 2011). O solo
desse tipo de regido possui habitats bem préprios e caracteristicos, sendo bastante
rico e ainda pouco conhecido e explorado. Vegetacdo diversificada, elevada
temperatura e baixa umidade do solo s&o predominantes nessa regido (KAVAMURA
et al., 2013).

A atividade microbiana no solo dessa regiao € de grande importancia para
processos bioldgicos e bioquimicos, pois influencia diretamente a transformacgao de
compostos organicos e nutrientes (VINHAL-FREITAS et al, 2010). As
actinobactérias estdo presentes nessa regido em abundancia e de forma bastante
diversificada (BRITO et al., 2015; SILVA et al., 2015).

O filo Actinobacteria pertence a um grupo diferenciado de bactérias, o qual
esta extensamente disseminado na natureza (SEMEDO et al., 2001; SILVA et al.,
2012). As actinobactérias sao bactérias Gram-positivas (BARKA et al.,, 2015) e
distingue-se de outras bactérias por seus varios géneros produzirem um grande

numero de metabdlitos que despertam o interesse cientifico (BALLAV et al., 2012).

Uma caracteristica tipica desses micro-organismos € o fato de produzirem o
composto geosmina que apresenta odor tipico de terra molhada (MOREIRA et al.,
2006). O habitat mais comum dessas bactérias € o solo, sendo abundantes
sobretudo na rizosfera (STROBEL et al., 2004). Sdo 0s micro-organismos mais
encontrados no solo, dentre todos os outros, e estdo distribuidos em larga escala
(BHASIN et al., 2010).

Esse filo apresenta uma grande diferenciacdo morfoldgica entre as bactérias
Gram-positivas, entretanto, vale ressaltar que a estrutura celular de actinobactéria é
semelhante a de qualquer procarioto, sendo, portanto, totalmente divergente da

estrutura fungica (LI et al., 2016).

Em actinomicetes tipicos, o micélio por ser dividido em micélio aéreo e
reverso. Algumas actinobactérias podem formar estruturas complexas como esporo,
cadeia de esporo, esporangio e esporangidésporo; o crescimento e modos de ruptura
do micélio reverso, a posi¢cao do esporo, 0 numero de esporo, a estrutura superficial



deste, 0 molde do esporangio, € se o0 esporangidésporo possui flagelo ou ndo, sao
caracteristicas morfolégicas importantes para classificagdo de actinobactérias (LI et
al., 2016).

As actinobactérias, produzem compostos bioativos que apresentam atividade
antimicrobiana contra diversos patdégenos e também contra patégenos resistentes a
variados medicamentos (SERVIN et al., 2008) e, além disso, tém provado sua
importancia no mercado enzimatico (BHASIN et al., 2010).

Em ambientes aquaticos, as actinobactérias executam uma importante fungcéo
no ciclo do carbono, contribuindo com sua habilidade de crescimento em baixas
concentracbes de substancias carbbnicas e capacidade de degradar matéria
organica recalcitrante (KUZNETSQV, 1970).

Em ambientes terrestres, as enzimas produzidas por actinobactérias estao
envolvidas na mineralizagdo de nutrientes e em processos de decomposicdo de
moléculas organicas que se apresentam resistentes, inclusive substancias humicas
(GORLACH-LIRA & COUTINHO, 2007; LIMA et al., 2014).

Tendo em vista a grande diversidade de actinobactérias na regido semiarida,
um acervo com imagens de actinobactérias ira contribuir nos estudos desse grupo,
dessa forma o objetivo do trabalho foi o registro fotografico de cepas de
actinobactérias do semiérido.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Comunidades Microbianas do Solo

A comunidade microbiana do solo € composta por organismos de trés
dominios: Bacteria, Archaea e Eucarya, sendo que o0s procariotos (Bacteria e
Archaea) representam a maior parte da biota do planeta (LAMBAIS et al., 2005)

As fragbes organicas do solo consistem em uma mistura heterogénea de
matéria organica, oriunda de plantas, micro-organismos e residuos animais
(BALDOCK & SKJEMSTAD, 2000).

Baldock e Skjemstad (2000) afirmam que nessas fracdes organicas, a matéria
organica pode variar em tamanho e complexidade, desde acidos organicos até
biopolimeros mais complexos agregados formando detritos celulares.

Além disso, a estrutura quimica de cada componente biomolecular, simples
ou complexa, pode variar através de uma decomposicao continua, complementa
Baldock e Skjemstad (2000).

Ha muitas evidéncias de que alteracdes na natureza da comunidade vegetal
pode iniciar mudangas relevantes no ciclo do carbono e do nitrogénio (HOBBIE,
1996; MITCHELL et al., 2010).

Como principais mecanismos de suporte para o processo de ciclagem de
nutrientes do solo, os micro-organismos, habitantes deste ambiente, sdo a principal
ligacdo entre mudangas na composi¢cdo da vegetagdo dominante e mudangas no
funcionamento do ambiente (PRESCOTT & GRAYSTON, 2013).

Ainda segundo Prescott e Grayston (2013), caracteristicas (ou tracos
funcionais) de uma vegetagdo em um determinado local podem influenciar a
composicdo e o funcionamento da comunidade microbiana do solo através da
alteracdo do microclima: sombra, protecdo contra gelo, queda e absorgao/
transpiracao do solo agua), producao de matéria recalcitrante (tanto no solo quanto
nas raizes), interagdes com herbivoros (acima e abaixo do solo), producédo de
exsudatos radiculares e interagdes com organismos radiculares simbidticos como

fungos micorrizicos.

Historicamente, avaliagbes de recomposicdo de solos que sofreram impacto

pbs-perturbacdo ambiental tém focado no monitoramento do desenvolvimento de
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parametros basicos do solo, como densidade aparente e conteudo da matéria
organica (HARRIS et al.,1993; MUMMEY et al., 2002).

Em contraste, a ecologia microbiana dos locais regenerados ndo € bem
compreendida. Enquanto a comunidade cientifica analisa métodos que fornecem
melhores informagdes sobre como 0s micro-organismos respondem a estresse
(HARRIS, 2003, 2009), nosso conhecimento relacionado a interacdo e a funcao da
comunidade microbiana, seus ‘“indicadores” cruciais (desenvolvimento da
comunidade vegetal e acimulo de matéria organica, por exemplo) e fatores edaficos
do solo na restauracdo de ecossistemas, permanece limitado (DIMITRIU et al.,
2010).

A rizosfera é a parte do solo que € marcada pela presenca de raizes, onde
ocorrem processos biologicos com bastante complexidade (BAIS et al., 2006). Uren
(2000) afirma que a rizosfera €, por definicdo, parte do solo que € afetada pela
presenca de raizes de plantas em crescimento.

A rizosfera é considerada entdo um ambiente com abundantes interacdes
tanto entre raizes das mais variadas espécies de plantas, quanto dessas raizes com
micro-organismos e invertebrados (HIRSCH et al., 2003). Nela as bactérias séo
predominantes, pois na rizosfera sdo liberados nutrientes (vitaminas e aminoacidos)
para crescimento bacteriano (OLIVEIRA, 2009).

A rizosfera libera produtos do metabolismo microbiano, os quais estimulam o
crescimento de plantas, havendo troca de nutrientes entre o sistema radicular da
planta e micro-organismos (OLIVEIRA, 2009).

Essas interacoes podem ser positivas e negativas (os fatores que determinam
essa classificacao ainda requerem elucidagao), entretanto, evidéncias sugerem que
exsudatos de raiz tém um importante papel na determinacdo dessas interacoes e,
enfim, na dindmica das comunidades vegetal e do solo (BAIS et al., 2006).

As comunidades microbianas, no solo, retratam o maior reservatério de
diversidade biolégica conhecida (BERENDSEN, 2013). E evidente em solos
rizosféricos a colonizagcdo por micro-organismos e suas interacées com as plantas
(ZAGO et al., 2011) e com outros grupos de micro-organismos (JESUS, 2013). Essa
colonizacdo pode atuar como substrato para crescimento seletivo de micro-
organismos do solo (SILVEIRA & FREITAS, 2007).
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As actinobactérias representam uma grande parte da comunidade microbiana
da rizosfera (Strobel et al., 2004), a qual esta envolvida na degradacdo da matéria
organica recalcitrante de plantas, trazendo equilibrio ao ecossistema (MIYADOH,
1997).
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2.2 Semiarido

O semiarido brasileiro abrange mais de 1000 municipios em uma éarea de
aproximadamente 983 mil km?, correspondendo a quase 90% da éarea total do
Nordeste (IBGE, 2017).

O semiarido nordestino apresenta condigdes abidticas restritivas, altas taxas
de insolagdo, temperaturas elevadas, baixas amplitudes térmicas, baixas taxas
pluviométricas e apresentam alta variabilidade no tempo e no espaco, ocorrendo
ainda, elevadas taxas de evapotranspiracao e déficit hidrico acrescido (ZANELLA,
2014).

Dentro dessa area, cerca de 800 mil km? é revestido pela Caatinga (IBAMA,
2006). Esse tipo de vegetacdo apresenta uma mistura de herbaceas, arbustos e
arvores de pequeno porte, de folhas deciduas e pequenas, tortuosas, com espinhos
e de grande resisténcia as secas (ALVES et al., 2006). Esse bioma pode ser
considerado um ambiente extremo devido sua alta temperatura, periodo de seca
extenso e irregular, quantidade limitada de agua disponivel e elevada radiacao
ultravioleta (KAVAMURA et al., 2013).

Os micro-organismos desse solo sao fortemente influenciados por diversos
fatores fisicos e quimicos, incluindo disponibilidade de nutrientes, matéria orgéanica,
umidade do solo e temperatura, destarte, em ambientes aridos, todos esses fatores
sao frequentemente desfavoraveis para crescimento microbiano (GORLACH LIRA &
COUTINHO, 2007).

Acredita-se que o0 nordeste € uma darea que possui uma elevada
susceptibilidade a desertificacdo no pais, devido a ocorréncia do clima semiarido e
também do sub-umido seco (PACHECO et al., 2014).

A degradacado ambiental crescente, tanto a natural quanto a antropica, vem
ocasionando processos de desertificacdo cada vez mais significativos nessa area,
trazendo como consequéncias imediatas, dentre outras, a perda da fertilidade do
solo e da biodiversidade, a destruicdo de habitats naturais e o éxodo rural
(PACHECO et al., 2006).

Os solos do bioma caatinga apresentam acumulo de sais, o qual é um

problema que resulta na degradacao do solo (FREITAS et al., 2007), ocasionando



14

uma baixa disponibilidade alimentar. Os solos sao, de forma geral, pouco
desenvolvidos devido a escassez das chuvas, o que torna os processos quimicos
pouco intensos (ARAUJO, 2011). Nessa conformidade, a atividade microbiana é de
grande relevancia para processos biologicos e bioquimicos do solo, pois tem
influéncia direta na transformacao de nutrientes e compostagem orgéanica (VINHAL-
FREITAS et al., 2010).

Mesmo com essas condi¢cdes estressantes da regido semiarida, e apesar
dessas condi¢oes limitarem o crescimento de popula¢des bacterianas, alguns micro-
organismos, como as actinobactérias compéem um grupo significativo em se
tratando de riqueza e diversidade nos solos do semiarido (LIMA et al., 2014; SILVA
et al., 2015).
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2.3 Actinobactérias

Sao bactérias Gram-positivas que possuem uma elevada concentragéo de G
+ C (guanina, citosina) no DNA (SHARMA & DAVID, 2012), encontradas em
diversos ambientes, principalmente no solo (VELAYUDHAM & MURUNGAN, 2012).
Integra um dos maiores grupos microbianos e esta distribuido nos mais diversos
ecossistemas aquaticos e terrestres, porém de modo mais abundante em solos
(OSKAY; USAME; CEM, 2004; SILVA et al., 2012; LIMA, 2013), especialmente nos
ambientes que sdo alcalinos e ricos em matéria organica, onde constituem uma
parte essencial da populacdo microbiana (LIMA et al., 2014; MARTINS et al., 2014;
SILVA et al., 2015). Podem ser encontrados na superficie desses ambientes e em
profundidades de até dois metros abaixo do solo (BARKA et al., 2015).

Essa classe representa uma grande propor¢do de biomassa microbiana do
solo e contém procariotos bastante significantes, produzindo mais da metade dos
compostos ativos, incluindo antibidticos, agentes imunossupressores, agentes
antitumorais e enzimas (QIN et al., 2009). A maior parte das actinobactérias que sao
relatadas para producdo de antibioticos sdo as do género Streptomyces, as quais
produzem cerca de 70% dos antibiéticos conhecidos (DEMAIN & SANCHEZ, 2009).

Além disso, ha uma certa caréncia de medicamentos resistentes a bactérias
patogénicas e a fungos, o que resulta em uma grande demanda por produtos
naturais e compostos quimicos farmacoldgicos. Devido a isso, tem sido realizada a
analise de locais inexplorados, como os ambientes de manguezais para a
descoberta de novas espécies do género Actinobacteria e novos metabdlitos (HONG
et al., 2009; LAM, 2007; JENNERJAHN & ITTEKKQOT, 2002).

Algumas espécies exercem um importante papel na fixagcdo do nitrogénio e
outras dao origem a horménios (fitohormbnios) de grande relevancia para o
crescimento e protecao contra patégenos (SADEGHI et al., 2012). A capacidade de
degradacdo que as actinobactérias tém também € importante para o ciclo do
carbono e formagcdo de humus no solo, o qual beneficia a disponibilidade de
nutrientes para o desenvolvimento da planta (BRITO et al., 2015).

A producédo de enzimas liticas por actinobactérias facilita a sobrevivéncia de
plantas, visto que essas enzimas degradam diversos tipos de substratos de
serapilheira e solo, e também possuem a habilidade de inibir o crescimento de
fitopatogenos (PRIYADHARSINI & DHANASEKARAN, 2015).
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Os Streptomyces, especialmente, sdo produtores prolificos de metabdlitos
secundarios, utilizados como agentes de biocontrole responsaveis por restringir o
crescimento de fitopatdégenos (PRIYADHARSINI & DHANASEKARAN, 2015).

As actinobactérias dispdem de um grande potencial no que diz respeito a
controle bioldgico de fitopatégenos, uma vez que ao se agregar a planta hospedeira,
originam antibidticos, sideréforos e enzimas antimicrobianas (HOSTER et al., 2005).
Ademais, favorece o desenvolvimento da planta consoante a producdo de
fitormbnios (MERZAEVA & SHIROKIKH 2006).

Os fungos fitopatogénicos sédo controlados pelas actinobactérias através de
diversos mecanismos, tais como hiperparasitismo, enzimas degradantes da parede
celular, antibiose e inducao a resisténcia (HASSANIN et al., 2007; ELTARABILY &
SIVASITHAMPARAM, 2005).

O numero e tipos das actinobactérias presentes no solo podem ser
influenciados por fatores abidticos como temperatura do solo, tipo de solo, pH,
matéria organica, cultivo, aeragdo e umidade, sendo esses fatores limitantes para o
seu crescimento (ARIFUZZAMAN et al., 2010; BARKA et al., 2015).

Apesar desses fatores restringentes, a abundancia de actinobactérias €
bastante notavel nesse ambiente, comprovando que ha uma grande capacidade
adaptativa desses organismos em meio a condicdes desfavoraveis e que sao
capazes de colonizar a rizosfera (BERNARDES & SANTOS, 2006).

As caracteristicas particulares de actinobactérias, sua diversidade metabdlica
e sua relativa habilidade em colonizar substratos seletivos as tornam bastante
adequadas para uso como agentes de biotransformacado e/ou biodegradacédo de
uma vasta gama de poluentes, incluindo pesticidas com diferentes estruturas
quimicas (NAWAZ et al., 2011).

Essas bactérias tém sido estudadas por mais de 100 anos, primariamente por
critérios morfologicos (VENKATA & SINGARA, 2013). Alguns géneros possuem a
habilidade de formar hifas de ramificagdo em alguns estagios de seu
desenvolvimento (FUENTES et al., 2015).
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As actinobactérias se reproduzem por fissdo binaria ou através de producéo
de esporos, além disso, a esporulagdo da Actinobacteria se da por fragmentacéo e
segmentacdo (RANJANI et al., 2016).

De modo discordante das demais bactérias, as actinobactérias séao
caracterizadas pelo desenvolvimento de hifas ramificadas que originam um micélio
vegetativo inerente ao substrato, sendo essa estrutura responsavel pela sustentacao
e adsorcao de nutrientes (BRITO et al., 2015).

Associadamente, 0 micélio aéreo € projetado na superficie do substrato,
possuindo uma aparéncia aveludada, estabelecendo o micélio reprodutivo, o qual se
diferencia para dar origem aos corpos de frutificacdo (CHATER & CHANDRA, 2006;
MAHAJAN & BALACHANDRAN, 2012; MALVIYA et al., 2013). Esses organismos
possuem uma diversidade morfolégica bastante extensa e € um critério para a

caracterizacao de cepas a nivel de género (PHILIP et al., 2012).

Esses micro-organismos apresentam uma ampla variedade morfolégica,
diferindo principalmente no que diz respeito a presenca ou auséncia de micélio, cor
do micélio, producéo de pigmento difusivo, estrutura e aparéncia do esporo (BARKA
et al., 2015).

A aparéncia morfolégica é compacta, as vezes coriacea com superficie seca e
frequentemente coberta com micélio aéreo, (RANJANI et al., 2016). Os autores
ainda afirmam que o micélio aéreo € normalmente mais espesso que o reverso e €
designado como o critério mais importante para a classificagdo do género
Streptomycetes entre a espécie Actinobacteria, compreendendo estrutura, formacao

de anéis ou zonas concéntricas e pigmentagao.

O micélio reverso cresce na superficie do meio de cultura e sua principal
funcédo é a absorcdo de nutrientes para o crescimento da actinobactéria (LI et al.,
2016). Podem apresentar coloragédo branca, amarela, laranja, vermelha, verde, azul,
lilds, marrom, preto etc. As caracteristicas como cor do micélio reverso e se ha
pigmentos soluveis providenciam importantes referéncias na determinacdo de uma

nova espécie, complementa Li et al. (2016).

As actinobactérias podem ser termofilificas, acidofilicas, halofilicas,
endofiticas, simbioticas, endosimbidticas e intestinais (RANJANI et al., 2016).
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Tabela 1 — Os diferentes tipos de actinobactérias e suas respectivas caracteristicas.
Adaptacéao do artigo “An Introduction to Actinobacteria” (RANJANI et al., 2016).

TIPOS DE

] CARACTERISTICAS
ACTINOBACTERIAS

Desenvolvem-se em um solo com a temperatura 37°C-

Termofilica
65°C
Aciddfila Crescem em solo com pH em torno de 3,5 a 6,5
Halofilica Crescem em solo salino (2,5-5,2 M de sal)
Endofitica Vivem no espaco intercelular de plantas
Simbidtica Vivem em simbiose com varias espécies vegetais

Endossimbidtica Habita no interior de outro organismo
. Participam da nutricdo, desenvolvimento, protecdo contra
Intestinal o L
bactérias patogénicas

Fonte: An Introduction to Actinobacteria (RANJANI et al., 2016).

Actinobactérias termofilicas sao citadas, com frequéncia, por sua presenca na
compostagem, e por executar a importante funcao de decompor matéria organica e
moléculas recalcitrantes (LACEY, 1997; UNAOGU et al., 1994).

E bastante comum haver ocorréncia de actinobactérias em solos &cidos,
como o do Cerrado (SILVA, 2012), e esses micro-rganismos acidofilos
correspondem a um total de aproximadamente 77% da comunidade edafica
(PEREIRA et al., 1999).

Actinobactérias halofilicas podem ser classificadas de maneiras diferentes, de
acordo com seu crescimento contendo diferentes concentragdes de sal. Podem ser
haléfilas extremas, que crescem melhor em solo contendo 2,5-5,2 M de NacCl,;
haléfilas moderadas, que possuem crescimento 6timo em solo contendo 0,5-2,5 M
de sal e halotolerantes que ndao demonstram necessitar de sal seu crescimento,
entretanto, crescem melhor com concentracées de 1,7 M de NaCl. Os melhores
habitats para esses micro-organismos haléfilos sdo agua do mar, solos salinos e
lagos salinos (RANJANI et al., 2016).

Actinobactérias endofiticas sdo micro-organismos que vivem no espago

intercelular de tecidos de plantas sem, no entanto, causar sintomas de
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patogenicidade (KAMPAPONGSA & KAEWKLA, 2015). Por outro lado, estas podem
produzir antibidticos para inibicdo de fitopatdgenos, produgdo de hormbdnios de
crescimento vegetal, auxinas, citocininas, giberelinas e também promovem
tolerancia a seca (IGARASHI et al., 2002; NAIK et al., 2009). Portanto, embora essa
interacdo micro-organismo endofitico-planta permaneca assintomatico, varias
evidéncias sugerem que organismos endofiticos contribuem para a vitalidade vegetal
(TCHINDA et al., 2016).

Ha inlmeras relagdes simbiodticas das actinobatérias com outros seres vivos,
podem dar auxilio a seus hospedeiros (endofilia), expandindo a resisténcia aos
fitopatdbgenos (CONN et al., 2008). Além disso, diversos componentes do filo
Actinobacteria foram identificados como membros abundantes na comunidade

microbiana associada a esponjas, em uma endossimbiose (RANJANI et al., 2016).

Consistentemente, sabe-se que as actinobactérias sdo componentes da
comunidade microbiana intestinal, embora sua fungdo nao seja bem compreendida
(ARANGO et al.,, 2016). Ha uma hipétese que afirma que esta possui uma
predisposicao a facilitar um tipo de defesa simbiética (KALTENPOTH, 2009).

3 OBJETIVOS
3.1. Geral

Registrar fotograficamente as cepas de actinobactérias oriundas do

semiarido.
3.2. Especificos
a) Analisar a distincdo entre micélio aéreo e reverso das diferentes cepas;

b) Registrar todas as cepas, através de fotografia, para elaboracdo de um

acervo fotografico.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Area de estudo

Foram utilizados nesse estudo actinobactérias provenientes de solos da
regidao de Quixeramobim, cidade do Estado do Ceara, e esta localizado na
Mesorregiao dos Sertdes Cearenses, especificamente na Fazenda Normal, que esta
compreendida entre a latitude 5°07°12,1” S e a longitude 39°10’33,3” W.

O clima é classificado como Tropical Quente Semiéarido, pluviosidade média
anual de 600,1 a 800 mm, e concentrada nos meses de fevereiro e abril e a
temperatura média € de 26 °C a 42 °C (IPECE, 2009).

4.2 Actinobactérias

Foram selecionadas 37 cepas a partir das 194 isoladas do solo de
Quixeramobim, tendo como principal requisito a sua divergéncia, quanto ao aspecto
cultural, entre as 194 amostras. As cepas foram previamente codificadas como “QB”,
indicativo de Quixeramobim, seguido pelo numero.

As cepas de actinobactérias selecionadas foram: QB-03, QB-12, QB-14, QB-
17, QB-23, QB-29, QB-32, QB-39, QB-52, QB-60, QB-64, QB-70, QB-72, QB-76,
QB-81, QB-90, QB-93, QB-99, QB-100, QB-102, QB-104, QB-114, QB-115, QB-116,
QB-117, QB-118, QB-127, QB-132, QB-139, QB-148, QB-152, QB-157, QB-174, QB-
182, QB-183, QB-192, QB-194. Essas cepas sao mantidas em tubos com meio
caseina dextrose (CD) a 25°C no Laboratério de Microbiologia Ambiental (LAMAB)
do Departamento de Biologia da Universidade Federal do Ceara, compondo colecéo
de actinobactérias oriundas do semiarido do Nordeste brasileiro.

4.3 Cultivo das cepas

As cepas selecionadas foram inoculadas em meio CDA (em placa de Petri),
com a seguinte composicédo para 1000 mL: 0,5 g de KaHPOu4 (fosfato de potassio),
0,2 g de MgS04.7H20 (sulfato de magnésio), 2 g de glicose, 0,01g de FeS04.7H20
(sulfato de ferro), 0,2 g de caseina (previamente dissolvida em 10 mL de NaOH 0,1
N), 15 g de agar, 10 mL NaOH e 2,5 mL de nistatina (antifingico). O pH foi ajustado
para 6,5 ~ 6,6.

Além da inoculagdo em placa de Petri, houve ainda a inoculacdo em caldo CD

(em tubo de ensaio), cuja composicao para 500 mL deste consiste em: 0,25 g de
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K2HPOs (fosfato de potéssio), 0,1 g de MgSOa4.7H20 (sulfato de magnésio), 1 g de
glicose, 0,005 g de FeS04.7H20 (sulfato de ferro), 0,1 g de caseina (previamente
dissolvida previamente em 5 ml de NaOH 0,1 N), 10 mL NaOH (0,4 g de NaOH para
100 mL de agua, sendo que apenas 5 mL foi utilizado). O pH foi ajustado para 6,5 ~
6,6.

Os cultivados foram incubados em B.O.D. a 28 °C por 14 dias. Apds esse

periodo foi realizado o registro fotografico.

Posterior aos 14 dias, foi realizada ainda outra inoculagdo com o objetivo de
obter colénias com didametro maior para facilitar o registro por meio de foto. Para
isso, uma aliquota de 10 pyL do caldo CD, previamente agitado em vortex, foi
inoculado no centro da placa. As placas foram incubadas em B.O.D. a 28 °C por 14

dias, em seguida realizou-se o registro fotografico.

4.4. Registro fotografico

As fotos foram realizadas com as placas abertas em camara de fluxo laminar,
para dar um melhor contraste os planos de fundo foram branco e preto,
alternadamente. As fotografias das cepas foram captadas em planos superior,
inferior e horizontal para uma melhor visualizacdao, enquanto que para as colénias

isoladas foram escolhidos apenas os planos superior e inferior.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO
A diversidade cultural das cepas oriundas de Quixeramobim pode ser
observada pelo registro fotografico, que abrange imagens das placas de Petri com

enfoque no micélio aéreo e no micélio reverso.



22

5.1. Registro fotografico do micélio aéreo e micélio reverso das cepas de
actinobactérias.

CEPAS MICELIO AEREO MICELIO REVERSO

QB 03

QB 12

QB 14

QB 17
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CEPAS

QB 29

MICELIO AEREO

MICELIO REVERSO

QB 32

QB 39

QB 52
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CEPAS

QB 60

QB 64

QB 70

QB 72

MICELIO AEREO

MICELIO REVERSO
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CEPAS

QB 76

MICELIO AEREO

MICELIO REVERSO

QB 81

QB 90
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MICELIO REVERSO

MICELIO AEREO

CEPAS

QB 93

QB 99

QB 100

QB 104
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CEPAS

QB 114

QB 115

QB 116

QB 117

MICELIO AEREO

MICELIO REVERSO
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CEPAS MICELIO AEREO MICELIO REVERSO

e
e ———

QB 118

QB 127

QB 132

QB 139
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MICELIO REVERSO

7

MICELIO AEREO

CEPAS

QB 148

QB 152

QB 157

QB 174
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7

MICELIO REVERSO

7

ya

MICELIO AEREO

CEPAS

QB 182

QB 183

QB 192

QB 194




5.2. Registro fotografico de colonias isoladas no plano horizontal.

CEPAS

Vista Horizontal

QB 03

QB 12

QB 14




QB 17

QB 29

QB 32

32




QB 39

QB 52

QB 60

33




QB 64

QB 70

QB 72

34




35

QB 76

QB 81

QB 90
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QB 93

QB 99

QB 100




QB 104

QB 114

QB 115

37




38

QB 116

QB 117

QB 118




QB 127

QB 132

QB 139

39
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QB 148

QB 152

QB 157
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B @rsn

=7

QB 174

QB 182

QB 183




QB 192

QB 194

42




5.3. Registro fotografico de coldnias isoladas no plano superior e inferior

43

CEPAS MICELIO AEREO MICELIO REVERSO
QB 03
1015 Light Ivory 7032 Pebble grey
QB 12
9093 Signal 3005 Wine red
QB 14
3012 Beige red 3012 Beige red
QB 17
1018 Zinc Yellow
QB 23**

1013 Oyster white

1013 Oyster white
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CEPAS

MICELIO AEREO

MICELIO REVERSO

QB 29

9001 Cream

9001 Cream

QB 32

2000 Yellow Orange

QB 39

1013 Oyster white

QB 52

1013 Oyster white

9003 Grey White

QB 60

2003 Pastel orange

2003 Pastel oranae |
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CEPAS MICELIO AEREO MICELIO REVERSO
QB 64 -
2012 Salmon orange 2012 Salmon orange
‘
QB 70
QB 72
QB 76
7035 Light grey 2000 Yellow Orange
QB 81

2003 Pastel oranage

2000 Yellow Oranae
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CEPAS MICELIO AEREO MICELIO REVERSO
QB 90
1018 Zinc Yellow _ 18 zinc Yellow
QB 93
2000 Yellow Orange
QB 99
9003 Grey White 9018 Papyrus White
QB 100
9003 Grey White 3012 Beige red
QB
102**

2010 Signal orange

2010 Signal orange
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CEPAS MICELIO AEREO MICELIO REVERSO
QB 104

9010 Pure White 808000 Olive
QB 114
QB 115

1000 Green beige 1000 Green beige

QB 116

7045 Telegrey 1 _ 7045 Telegrey 1

<,

QB 117

8016 Mahogany Brown

8016 Mahogany Brown




CEPAS MICELIO AEREO MICELIO REVERSO
QB 118
8016 Mahogany Brown 8016 Mahogany Brown
QB 127
7035 Light Grey 7035 Light Grey
- 7 ~
QB 132
2010 Signal Orange
QB 139
1013 Oyster white 255 Light Yellow
QB 148

9010 Pure White

255 Light Yellow
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CEPAS MICELIO AEREO MICELIO REVERSO
rff‘v‘"ﬁg':
QB 152
139 Saddle Brown
QB 157
7034 Yellow Grev 255 Liaht Yellow |
QB 174 .
8011 Nut Brown 8011 Nut Brown
QB 182 .
8007 FownBrown 8011 Nut Brown
. e
QB 183

1018 Zinc Yellow

N2

1018 Zinc Yellow
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CEPAS MICELIO AEREO MICELIO REVERSO
QB 192

L Qooﬁrey White
QB 194

8011 Nut Brown 8011 Nut Brown

** Cresceram como colbnia isolada, mas ndo esporularam em placa inteira

Foi possivel perceber que aproximadamente 80% das cepas apresentaram
semelhanga quando observado o micélio aéreo e o reverso. Outras porém,
apresentaram distincdo, e como exemplo tem-se QB 12, QB 39, QB 72, QB 76, QB
81, QB 93, QB 99, QB 100, onde o micélio reverso apresentava uma coloragao

distinta do micélio aéreo.

Houve uma diversidade elevada entre as cepas quanto a cor dos micélios
demonstrando a heterogeneidade da regido semiarida. Sabe-se que a produgao de
pigmentos nao é imprescindivel para o0 crescimento microbiano, mas tem-se o
conhecimento de que exerce importante papel ecolégico, isto que contribuem para a
sobrevivéncia e competitividade dos micro-organismos (SHARMA, 2014; OLIVEIRA
et al., 2014). Essa diversidade microbiana no solo € de extrema importancia, visto
que a diminuicdo da diversidade pode resultar em decréscimo na atividade de
ciclagem de nutrientes e crescimento vegetal (REBER, 1992).

As 37 cepas selecionadas para andlise foram divididas por critério de
similaridade, formando 23 grupos distintos (Figura 1 e 2)
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| QB76

! QB127

| QB93

! QB157

QB114
QB29
QB14

QB12
QBO3

QB32

QB115
| QB99

| QB192
| QB102

QB100

I QB132

QB116
| QB60

QB81
QB139

QB64

| QB174

! QB194

QB152

| QB104
! QB148
| QB117
! QB118

QB70

QB90

QB183
QB17

QB23
QB39
QB52
| QB72

QB182

Figura 1: Dendrograma das caracteristicas culturais do micélio aéreo das
actinobactérias oriundas de Quixeramobim (Ce).



52

QB174

QB182

QB194

QB152
QB139

QB148

QB157

QB127

| Q8117

|

QB118

QB115

QB114

QB104

| Q8102

QB132

QB99

QB72

QB64

QB60

| Q852

QB192

QB32
QB39

QB76

QB81

QB93

QB29

QB23
QB17

QB70

| QB0

QB183

| QB14

QB100

QB12

QB116

QBO3

Figura 2: Dendrograma das caracteristicas culturais do micélio reverso
actinobactérias oriundas de Quixeramobim (Ce).

A producao de pigmentos por actinobactérias € um bom critério para estudos
taxonbmicos. Estes pigmentos sdo descritos em tons de azul, violeta, vermelho,

rosa, amarelo, verde, marrom e preto, que podem estar dissolvidos no meio ou
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retidos no micélio (AMAL et al., 2011). Dentre as cepas analisadas, cerca de 19%

apresentaram pigmento difusivo.

Neste estudo, as cores marrom e amarela foram predominantes em
comparagao com as constatadas por Ramos et al. (2015) e Silva et al. (2015), que,
ao descreverem culturalmente cepas de actinobactérias, também provenientes do

semiarido, observaram a predominancia das cores cinza, creme e branco.

Tendo em vista que o semiarido € um local ainda pouco explorado, é bem

possivel que a diversidade seja superior ao que se tem conhecimento.

6 CONCLUSAO

Pode-se observar diversidade quanto ao aspecto cultural entre as cepas
analisadas, e essa diferenca foi documentada por meio de registro fotografico.
Dessa forma o material gerado podera ser utilizado como material de consulta na

caraterizacéo de novas cepas oriundas do semiarido.

7 CONSIDERACOES FINAIS

Tendo em vista a grande diversidade cultural das actinobactérias, a
construcdo desse catalogo fotogréafico facilitard a consulta e identificacdo do tipo
requerido e dara algum auxilio para estudos posteriores de actinobactérias do

semiarido.
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