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RESUMO

As actinobactérias sdo microrganismos amplamente distribuidos na natureza, habitando
principalmente o solo na regido rizosférica. Essas bactérias Gram-positivas que formam um
grupo diverso quanto a morfologia, cultura e estruturas micromorfoldgicas, sao responsaveis
pela producdo de vérios metabdlitos como antibidticos, antiftingicos, agentes quimioterapicos
e enzimas. Sendo esses microrganismos também encontrados no semidrido nordestino e de
grande interesse industrial e agrondmico, o presente estudo teve como objetivo isolar cepas de
actinobactérias provenientes de um municipio do semidrido cearense e caracterizi-las
culturalmente, avaliar a producdo das enzimas amilase, celulase e xilanase e classifici-las
baseando-se na micromorfologia. As amostras de solo foram coletadas em seis dreas de
agricultura de Ubajara (CE) e foram realizadas anélises fisicas e quimicas. Foram isoladas 28
cepas de actinobactérias. Foi observado o predominio da cor branca, tanto no micélio aéreo
(46%) como no reverso (36%), seguida das cores cinza e amarelo no micélio aéreo e amarela
e cinza, no reverso. 71,4% das cepas apresentaram o micélio reverso semelhante do micélio
aéreo. Todas as cepas apresentaram producdo de amilase, sendo 88,29% delas classificadas
como fortemente produtoras da enzima. A atividade celulolitica foi observada em 60,71% das
cepas analisadas, sendo 14 cepas classificadas como fortemente produtoras. A cepa TUB 18
se destacou com elevados valores de indices enzimaticos amilolitico (6,03) e celulolitico
(12,32). Em 82,14 % das cepas observou-se o halo indicador da degradacdo da xilana, das
quais 78,57% foram classificadas como cepas fortemente produtoras de xilanase, as cepas
TUB 7 e TUB 8 destacaram-se com os maiores indices enzimdticos, 8,89 e 8,56,
respectivamente. O género predominante entre as cepas isoladas foi o Streptomyces (75%),
foram identificados mais quatro géneros sendo eles Actinomadura, Thermosmonospora,
Streptosporangium e Saccharopolyspora.

Palavras-chave: Caatinga; enzimas extracelulares; microbiota; Saccharopolyspora



ABSTRACT

Actinobacteria are microorganisms widely distributed in nature, inhabiting mainly the soil in
the rhizospheric region. These Gram-positive bacteria, which form a diverse group in terms of
morphology, culture and micromorphological structures, are responsible for the production of
various metabolites such as antibiotics, antifungals, chemotherapeutic agents and enzymes.
Since these microorganisms are also found in the northeastern semi-arid region and are of
great industrial and agronomic interest, the present study aimed to isolate strains of
actinobacteria from a municipality in the semi-arid region of Ceara and culturally characterize
them, evaluate the production of amylase, cellulase and xylanase enzymes and classify them
based on micromorphology. Soil samples were collected in six agricultural areas in Ubajara
(CE) and physical and chemical analyzes were performed. Twenty-eight strains of
actinobacteria were isolated. The predominance of white color was observed, both in the
aerial mycelium (46%) and in the reverse (36%), followed by gray and yellow colors in the
aerial mycelium and yellow and gray in the reverse. 71.4% of the strains showed the reverse
mycelium similar to the aerial mycelium. All strains showed amylase production, with
88.29% of them classified as strongly producing the enzyme. Cellulolytic activity was
observed in 60.71% of the analyzed strains, with 14 strains classified as strong producers. The
TUB 18 strain stood out with high values of amylolytic (6.03) and cellulolytic (12.32)
enzymatic indices. In 82.14% of the strains, the halo indicating the degradation of xylan was
observed, of which 78.57% were classified as strongly xylanase-producing strains, the TUB 7
and TUB 8 strains stood out with the highest enzymatic indices, 8 .89 and 8.56, respectively.
The predominant genus among the isolated strains was Streptomyces (75%), four more genera
were identified, namely Actinomadura, Thermosmonospora, Streptosporangium and

Saccharopolyspora.

Keywords: Caatinga; extracellular enzymes; microbiota; Saccharopolyspora
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1 INTRODUCAO

A maioria da diversidade microbiana se encontra nos habitats terrestres, em especial
no solo (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). De acordo com Andreote e Cardoso (2016), as
comunidades microbianas presentes no solo sao responsaveis pela manutencdo dos servigos
ecossistémicos sendo essenciais para conservacdo das caracteristicas do solo. Os
microrganismos sdo importantes ndo sO por participarem da maioria dos ciclos
biogeoquimicos, como a ciclagem do nitrogénio e a transforma¢do da matéria organica, mas
também por fazer parte de processos biotecnoldgicos, sendo fontes de novas substancias e
outros metabdlitos de interesse industrial, podendo ainda ser promotores da biorremediacao e
do biocontrole (CURTIS; SLOAN, 2005).

Kumar et al. (2018) ao analisar bactérias presentes no solo determinaram que as
actinobactérias compreendem cerca de 30% da populacdo total de bactérias nesse ambiente, e
Jayasinghe e Parkinson (2008) registraram que em alguns solos a populacdo de
actinobactérias € mais numerosa que a de outras bactérias. Esse grupo de microrganismos tem
importancia: ambiental, pois atuam nos processos de ciclagem de nutrientes e na
biorremediacdo de xenobidticos; econdmica, pela sintese de vitaminas e enzimas de aplicagdo
industrial e por serem empregadas na producdo de biocombustiveis; e biotecnoldgica,
produzindo metabdlitos secunddrios biologicamente ativos, em especial os antibidticos
(MIAO; DAVIES, 2010; VENTURA et al., 2007). Uma peculiaridade das actinobactérias é
produzir compostos terpendides que ddo ao solo um odor caracteristico de solo recém arado
(SHARMA, 2014).

As actinobactérias durante muito tempo foram classificadas no reino Fungi, por
apresentar diversas caracteristicas similares aos fungos na sua morfologia geral, como a
formacao das hifas vegetativas e liberagdo de esporos (SHARMA, 2014). Somente apds a
constatacdo da auséncia do nucleo e de ester6is na parede celular, presenca de flagelo e
sensibilidade a antibidticos antibacterianos os pesquisadores puderam classifica-las como
bactérias (LECHEVALIER; LECHEVALIER, 1970).

O filo Actinobacteria possui 79 familias e 425 géneros e representa um dos maiores
filos dentro do dominio Bacteria, ele é formado por bactérias Gram-positivas com DNA
constituido principalmente por guanina e citosina, que formam hifas e esporos assexuais
(SALAM et al., 2020).

As actinobactérias podem ser autotroficas, heterotroficas, quimiotréficas ou
fototréficas, quanto a respiragcdo podem ser aerdbias estritas, anaerdbias facultativas,

microaerdfilas ou anaerdbias estritas (KENNEDY, 1999). Morfologicamente, o filo
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Actinobacteria € diverso. Os géneros Micrococcus e Arthrobacter possuem forma de cocos e
de coco-bacilo, respectivamente. J4 o género Nocardia possui hifas curtas e rudimentares,
enquanto que o género Streptomyces possui micélio ramificado e complexo (VENTURA et al.,
2007).

Alguns géneros formam esporos, como as bactérias do género Streptosporangium que
sdao formadoras de esporangiésporos (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). Os esporos sio
resistentes a dessecacdo pois sdo hidrofébicos (GOODFELLOW et al, 1998), portanto esse é
o principal mecanismo de reproducido desses microrganismos, sendo uma vantagem pois 0s
esporos sao dispersos de forma aérea e podem atingir longas distancias e os mais diversos
habitats, inclusive secos (OLIVEIRA et al., 2014). H4 também a dispersdao pelo movimento
da agua no solo, utilizada pelas actinobactérias hidrofilicas ndo formadoras de hifas aéreas
(MCCARTHY, 1992).

Por possuirem uma grande diversidade morfoldgica, fisiolégica e metabdlica e a
maioria ser de vida livre, as actinobactérias podem ser encontradas nos mais diversos habitats
tanto terrestres quanto aquéticos, sendo abundantemente encontradas no solo (SILVA et al.,
2013). Ja foram isoladas nos mais diferentes solos e ecossistemas pelo mundo, como em
regido de mangue na India (SATHYA; USHADEVI, 2014), regides aridas do Iraque (SAMER,
2015), regido desértica no Chile (BULL; ASENJO, 2013), e no Brasil foram isoladas em
diversos biomas como Cerrado, Caatinga, Mata Atlantica, Amazodnia e Pantanal (SILVA et al,
2013; SILVA, 2013; JESUS, 2013; OLIVEIRA, 2015; GOS, 2017).

Na natureza as actinobactérias ocupam as mais diversas funcdes, que incluem
fixadores de nitrogénio, , comensais de planta, sapréfitos, simbiontes do trato gastrointestinal,
decompositores da matéria organica e antagonistas de patégenos, como exemplos cita-se 0s
respectivos gé€neros Frankia, Leifsonia, Oerskovia, Bifidobacterium e Streptomyces
(GEORGE, et al., 2012; KENNEDY, 1999; MEHRAVAR et al, 2010; VENTURA et.al.,
2007).

Metabolitos secundédrios sdo compostos ndo essenciais para 0s microrganismos que
sdo sintetizados na fase final do crescimento exponencial. As actinobactérias possuem uma
capacidade excepcional de sintetizar esses compostos, tanto de acdo antibidtica
(PRIYADHARSINI; DHANASEKARAN, 2015) quanto de agdo hidrolitica (SILVA et al.,
2015), no udltimo caso se destacam as bactérias que sintetizam as enzimas amilase, celulase e
xilanase.

Embora os componentes lignoceluldsicos (celulose, hemicelulose e lignina) sejam os

mais abundantes na biomassa vegetal, estes representam compostos de dificil degradagao
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(IRFAN et al., 2012). Dessa forma, microrganismos, como as actinobactérias, que produzem
enzimas capazes de degradar esses compostos naturais complexos tornam-se relevantes na
sustentabilidade do sistema ecolégico (BALDRIAN, 2014).

As actinobactérias exercem um importante papel na ciclagem de nutrientes no solo
contribuindo para a sustentabilidade dos ecossistemas, pois produzem enzimas extracelulares
capazes de degradar moléculas complexas presentes no solo como celulose, amido,
hemicelulose e himus. Enzimas como amilase, celulase e xilanase atuam na hidrdlise de
macromoléculas, mineralizando os nutrientes tornando-os disponiveis no solo (BURNS et al.,
2013). Diversos estudos de actinobactérias provenientes da caatinga relatam a producgdo
dessas enzimas (SILVA et al., 2015; SOUSA et al., 2018)

Diante da importancia das actinobactérias, o presente estudo teve como objetivo
realizar a caracterizagdo cultural, enzimdatica e micromorfologica de actinobactérias
provenientes de dreas cultivadas de Ubajara (CE). Essa pesquisa poderd ser utilizada como

suporte cientifico para futuros trabalhos a respeito desses microrganismos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Microbiota do solo

O solo € constituido de materiais minerais e organicos, € formado por partes sélidas,
liquidas e gasosas, ¢ um componente essencial da biosfera, visto que funciona como um
sistema biolégico complexo, dindmico e tridimensional, que comporta uma vasta diversidade
bioldgica, os organismos presentes no solo e as relagdes entre eles sdo a base para a
manutencdo do equilibrio ecolégico (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006; RAAIIMAKERS et al.,
2009; BERENDSEN et al., 2012).

A estrutura do solo tem intensa relacdo com a comunidade microbiana e sua
diversidade, ja que os agregados sdo a base para a aderéncia microbiana, pois a disposi¢cdo das
suas particulas (areia, silte e argila) cria micro-habitats com diferentes propriedades
fisicoquimicas e que serdo colonizados por diversos microrganismos que exercem as mais
diversas funcOes, gerando variacOes na comunidade microbiana presente (MOREIRA;
SIQUEIRA, 2006; LAMBAIS et al., 2005).

Além do micro-habitat, fatores bidticos e abidticos influenciam a diversidade e
abundancia dos microrganismos do solo. A combinacdo de fatores como genética, interacdes
inter e intra comunidades microbianas, pH, temperatura, umidade e disponibilidade de
nutrientes estabelece como a microbiota vai se estruturar (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006;
ZHAO et al.,, 2011; NANNIPIERI et al., 2003).

Woese (1977) dividiu os seres vivos em trés dominios, Archaea, Bacteria e Eukarya, a
microbiota do solo é composta por organismos dos trés dominios, mas destaca-se o dominio
Bacteria, ja que as células bacterianas tem uma densidade de 10'° a 10!! por grama de solo.
Apesar dessa elevada densidade, estima-se que apenas de 15 a 30% sdo células
metabolicamente ativas (HORNER-DEVINE et al., 2003; LAMBAIS et al., 2005).

A microbiota do solo atua na alterac@o das caracteristicas fisicas do solo, na ciclagem
de nutrientes, na decomposicdo da matéria orgadnica e producdo de humus, no controle
bioldgico de patdgenos, na decomposi¢do de xenobidticos e na produgdo dos mais diversos
metabolitos, como fitohormonios, enzimas, antibidticos, dcidos orgdnicos e compostos
alelopdticos, o desempenho desses processos sdo de extrema importincia para o
funcionamento do ecossistema do solo (KENNEDY; PAPENDICK, 1995; VAN DER
HEIIDEN et al., 2008).
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As actinobactérias representam aproximadamente 30% da microbiota do solo

(KENNEDY, 1999), o que ressalta a importancia do estudo desses microrganismos.

2.2 Actinobactérias
O filo Actinobacteria é composto por 6 classes, 46 ordens, 79 familias e 425 géneros e

representa um dos maiores filos dentro do dominio Bacteria, ele é formado por bactérias
Gram-positivas que possuem no seu DNA uma alta concentracdo das bases nitrogenada
guanina e citosina e que formam hifas multinucleadas filamentosas e esporos assexuais, sao
microrganismos de distribuicdo cosmopolita, por ocupar os mais diversos ambientes, estao
presentes na 4gua, nas plantas e, principalmente, no solo, onde se apresentam em maior
abundancia na regido de influéncia das raizes das plantas denominada de rizosfera (SALAM
et al., 2020; SHARMA; 2014; ZHAO et al., 2011; LEWIN, 2016).

A rizosfera € definida como a camada do solo diretamente influenciada pelo
metabolismo radicular que apresenta alta diversidade e densidade de microrganismos devido a
liberacdo de exsudados. A exsudacdo da raiz forma uma regido rica em energia para a
microbiota e facilita a mineralizacdo dos nutrientes presentes nos restos de matéria organica,
disponibilizando-os para a absor¢do das raizes (BERG; EBERL; HARTMANN, 2005; MELO,
1998).

O filo inclui géneros com diversas caracteristicas morfoldgicas e reprodutivas. Os
géneros Micrococcus, Arthobacter e Corynebacterium, tem como forma de reproducdo a
fissdo bindria, ja os gé€neros Mycobacterium, Nocardia € Rhodococcus, formam micélio
substratal rudimentar que se ramifica e fragmenta em estruturas cocdides ou semelhantes a
bastonetes, dando origem a um novo micélio. O grupo denominado genericamente como
esporoactinobactérias € formado por actinobactérias de grande complexidade morfolégica,
pois possuem a formacdo de esporos em regides especificas do micélio. Géneros como
Streptomyces, Actinoplanes e Microbispora possuem um micélio aéreo bem desenvolvido
com estruturas especializadas, como os esporos em cadeia presentes no género Streptomyces,
0s esporos vesiculares nos géneros Actinoplanes e Streptosporangium, € os endosporos no
género Thermoactinomyces (CHAPTER; HOPWOQOD, 1993; CROSS, 1989; LECHEVALIER;
LECHEVALIER, 1981).

A organizagdo celular das actinobactérias é procaridtica tipica, possuindo um nicleo
fibrilar e uma regido citoplasmatica granular com ribossomos. O citoplasma € envolto por
uma membrana unica tipica que pode conter variadas inclusdes a depender da espécie e do

meio de crescimento. A colonia pode ter uma morfologia variada, podendo ser um
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emaranhado micelial complexo, semelhante ao observado em alguns eucariotos, ou até
estruturas fragmentadas semelhantes a bastonetes ou cocos (CROSS, 1989).

As actinobactérias encontram-se presentes nos mais diversos ambientes seja aquatico
ou terrestre, sendo mais comum no terrestre, € ocorrem nas mais diversas condic¢des, inclusive
ja foram relatadas em condi¢des extremas como em solo do deserto do Atacama no Chile
(OKORO et al., 2009), solos aridos e salinos do Rajastdo na India (BINAYKE, 2018) e solo
glacial (REDDY et al., 2010). Fatores abidticos como temperatura, pH e fonte de energia
atuam como determinantes para a abundancia, distribuicao das espécies e diversidade do Filo
Actinobacteria (ZHAO et al., 2011).

No solo as actinobactérias desempenham uma série de funcdes ecoldgicas importantes,
como as fixadoras de nitrogénio do género Frankia, as patdgenas do género Mycobacterium e
as que atuam na degradacdo de compostos complexos como celulose, lignina e quitina, devido
a capacidade de produzir enzimas hidroliticas e lipoliticas (VENTURA et al., 2007; BULL,;
ASENIJO, 2013).

Existem um grande interesse no isolamento e na caracterizagdo das actinobactérias
porque esses microrganismos sdo grandes produtores de metabdlitos secunddrios e de
bioativos, como antibidticos, antinflamatdrios, antitumorais, imunomoduladores e enzimas
extracelulares de aplicacdo industrial, além de atuarem na biodegradacdo de compostos
recalcitrantes, incluindo compostos poluentes. O que fundamenta a ampla exploracdo desses
microrganismos tanto na drea biotecnoldgica como na area agricola (ELBENDARY et al.,
2018; LEIVA et al., 2004).

Destaca-se a potencial utilizacdo de actinobactérias em processos de biorremediacao,
j4 que que esses microrganismos tem a habilidade de decompor substancias complexas,
Escudero, Daza e Torres (2012), estudando 20 cepas de solo proveniente da ColOmbia,
relataram bioensaios positivos para a degradacao de lignocelulose.

O género Streptomyces € o de maior relevancia, € formado por cerca de 972 espécies
(PARTE et al., 2020) e possuem um ciclo de vida complexo, podem ocorrer em ambientes
aqudticos, mas sdao mais encontradas no solo. Possuem uma diversidade de tamanho e
estrutura gendmica, o que influencia na variedade morfolégica, bioquimica e producdo
metabolica desse género (MADIGAN et al., 2004; ANTUNES et al., 2013)

Apesar da producdo de antibidticos, constatada em diversas espécies do Filo
Actinobacteria, ser uma caracteristica notdvel e promissora muito explorada pela industria
biotecnoldgica (AZUMA, 2011), estudos apontam que o potencial enzimatico dessas bactérias

filamentosas também tem sua relevancia, as enzimas tem grande aplicagdo em diversas dreas



20

como na ambiental, pela capacidade de degradar lignocelulose, e nas indudstrias alimenticia,
textil, de papel, de detergente entre outras (LAZZARINI et al., 2000). Entre as enzimas
extracelulares produzidas por esse grupo de bactéria podem ser citadas amilase, celulase e

xilanase.

2.3 Enzimas: Amilase, celulase e xilanase

As amilases sdo as enzimas mais utilizadas na industria alimentar pela sua capacidade
de hidrolisar o amido, a a-amilase é utilizada na panificacdo e na malteacdo, e a f-amilase €
utilizada na producdo de xaropes. Além das industrias de alimento, elas também sdo usadas
em vdrias outras industrias como as de papel, celulose e téxtil. Com o aumento em seu
espectro de aplicacdo a demanda por elas estd aumentando continuamente (FERNANDES et
al., 2007).

As amilases sdo enzimas capazes de degradar o amido, que € um polissacarideo
formado por unidades de glicose unidas por ligacdes a-1,4 e B-1,6, é a principal reserva
energética das plantas superiores e o principal carboidrato empregado na alimentagdo humana
(CEREDA et al., 2001).

O amido é composto por dois tipos de macromoléculas, a amilose e a amilopectina. A
amilose € uma macromolécula linear formada com 500 a 2000 unidades de glicoses unidas em
grande maioria com ligacOes a-1,4, possuindo pouca ramificagdo (menos de 0,1%). Ja a
amilopectina € a macromolécula com a maior propor¢ao na composi¢ao do amido (75 a 80%),
possui um alto grau de ramificacdo que € causada pelas ligacdoes B-1,6 (5 a 6%). Essa
molécula possui um grau de polimeracdo da ordem de 10* a 10°, bem superior & amilose. Em
termos de massa molecular média a amilose tem a menor massa, sendo 1,5 x 10° a 10°
enquanto que a da amilopectina é de 0,5 x 10® a 10° (POLESI, 2011).

A enzima o-amilase € classificada como uma endoenzima pelo seu mecanismo de acao,
elas podem hidrolisar liga¢des glicosidicas em qualquer lugar ao longo da molécula de amido,
gerando produtos como glicose, maltose e dextrina. J4 a f-amilase é uma exoenzima que s6
consegue atuar nas extremidades das cadeias e ndo consegue hidrolisar o amido além dos
pontos de ligacdes B-1,6 presentes na amilopectina (SCIPIONE, 2011).

As enzimas capazes de degradar a celulose sdo denominadas celulases. A celulose é o
principal polissacarideo estrutural das plantas pois pode representar até 30% em paredes
celulares primdrias e de 50 a 80% em secundarias (CASTRO; PEREIRA, 2010). E formada
por unidades de glicose unidas por ligagdes do tipo B-1,4 (TAO et al., 2010), o dissacarideo



21

formado pela ligagdo de duas glicoses recebe a denominagdo de celobiose e se repete como
um padrdo ao longo da molécula (JIANG et al., 2011).

O grupo das celulases é subdividido em trés tipos enzimas, as endoglucanases, as
exoglucanases e as beta-glicosidases. As endoglucanases atacam as fibras de celulose em
qualquer local e formam cadeias menores com um menor nimero de unidades de glicose, ja
as exoglucanases e as beta-glicosidases s6 conseguem agir nas extremidades da molécula,
resultando em celobiose ou unidades de glicoses livres no primeiro caso e unidades de
glicoses livres no segundo (CASTRO; PEREIRA, 2010).

A hemicelulose é um polimero ramificado de baixa massa molecular composto por
unidades de pentoses (xilose e arabinose), hexoses (manose, glicose e galactose) e/ou 4cidos
urOnicos. Compde a parede celular vegetal, representando entre 15 a 35% da biomassa.
(FENGEL; WEGENER, 1989).

A xilana é o principal componente da hemicelulose, é um polissacarideo formado por
unidades de xilose na cadeia principal, unidas entre si com ligacdo do tipo B-1,4, a origem da
molécula influéncia nas diferentes substituicdes que podem acontecer na cadeia principal
fazendo com que a xilana tenha uma estrutura complexa e varidvel (COUGHLAN, 1992).

Pelas xilanas possuirem uma estrutura complexa e heterogénea, para sua hidrdlise
completa em unidades de xilose, é necessdria a combinacdo de diversas enzimas como as
endoxilanases e exoenzimas como as P-xilosidase, que atuam na degradacdo da cadeia
principal. As endoxilanases agem nas ligacOes glicosidicas internas enquanto as B-xilosidases
atuam na extremidade da cadeia (COUGHLAN, 1992). As cadeias laterais sdo degradas por
enzimas como as a-glicuronidase, a-L-arabinofuranosidases e acetil xilana esterases
(FERREIRA-FILHO, 1994).

As enzimas hidroliticas como as amilases sdo amplamente utilizadas na industria
alimenticia de processamento de amido (GUPTA et al., 2003), as celulases na industria de
detergentes, téxtil e na producao de etanol (LIN; TANAKA, 2006) e as xilanases na industria
alimenticia e de papel (PILON et al., 1992). O que s6 aumenta a demanda por essas enzimas,
principalmente as produzidas por microrganismos como as actinobactérias.

Estudos como este que comprovam e investigam a producdo de enzimas celulares,
como amilase, celulase e xilanase, por cepas actinobactérias que possuem alta adaptacdo as
condi¢des extremas, como aquelas presentes no semidrido brasileiro, sdo promissores, pois

esse é um ambiente Unico.
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2.4 Semiarido

O Semidrido Brasileiro inclui 1.262 municipios de nove estados, sendo eles Maranhio,
Piaui, Ceard, Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe, Bahia e Minas
Gerais (Figura 1). As resolugdes n° 107 de 27/07/2017 e n° 115 de 23/11/2017 do Conselho
deliberativo da Superintendéncia do Desenvolvimento do Nordeste (SUDENE) utilizou os
seguintes critérios para a delimitacdo do Semidrido: precipitacdo pluviométrica média anual
igual ou inferior a 800 mm, Indice de Aridez de Thornthwaite igual ou inferior a 0,50 e
percentual didrio de déficit hidrico igual ou superior a 60%, considerando todos os dias do

ano.

Figura 1- Delimita¢do do semidrido brasileiro

ODNE

‘ B cne Delimitacdo do Semiarido
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* Conforme Resoluggies n© 115, de 23 de

Limite municipal 1 Area de atuacdo da Sudene I
[ Limite estadual [ Limite do Semiarido (1262 municipios) *

Fonte: SUDENE, 2017. Disponivel em:
http://antigo.sudene.gov.br/delimitacao-do-semiarido

O Nordeste abriga a maior parte do semidrido brasileiro, os estados que mais se

destacam em ndmero de municipios sdo Bahia, Paraiba, Piaui e Ceard com 278, 194, 185 e


http://antigo.sudene.gov.br/delimitacao-do-semiarido
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175 municipios respectivamente. O Ceard € o estado que possui a maior porcentagem (95%)
do seu territério ocupado pela regido semidrida, ja o estado de Minas Gerais possui apenas

cerca de 18% do territério ocupada por essa regido (ASA, 2020).

E possivel distinguir dois biomas no semidrido, a caatinga e o cerrado. O cerrado é o
bioma com a maior reserva mundial de 4dguas subterraneas, que sdo responsdveis por
abastecer trés bacias hidrogréificas brasileiras, Amazdnica, Parand e Sdo Francisco (ASA,
2020). Esse bioma é popularmente conhecido como savana brasileira, sua vegetacdo tem
fisionomias diversificadas variando desde campos a cerraddes, fator relacionado aos diversos

tipos de relevo, clima e solo que ocorrem na regido (KLINK; MACHADO, 2005).

A caatinga é um bioma exclusivo do Brasil (ASA, 2020), abrigando uma
biodiversidade Unica, tem como caracteristicas a elevada temperatura média anual, o indice
pluviométrico baixo (entre 250 e 800mm) e a irregularidade de chuvas (MAIA, 2004). Esse

ecossistema € o principal da regido nordeste e corresponde a cerca de 10% do territério

nacional (IBGE, 2012), ele aporta uma grande biodiversidade e endemismo de espécies

(IBAMA, 2012).

A caatinga apresenta uma vegetacdo bem adaptada as condi¢des desafiadoras do
semidrido, estudos como o de Ferreira (2014) apontam que a microbiota do solo também se
adaptou para sobreviver nesse ambiente em que a temperatura do solo pode alcancar até 60° C
na estacdo seca. Por isso o presente estudo tem como interesse identificar e caracterizar

actinobactérias do semidrido além de avaliar a producdo enzimatica.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Fazer a caracterizacdo de cepas de actinobactérias provenientes de dreas cultivadas de

Ubajara (CE).

3.2 Especificos

e Isolamento de cepas de actinobactérias provenientes de Ubajara.
e Caracterizacdo cultural, enzimdtica e micromorfolégica das cepas de

actinobactérias.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Area de estudo

O presente estudo foi realizado a partir de amostras de solo rizosférico armazenadas
no Laboratério de Microbiologia Ambiental (LAMAB) da Universidade Federal do Ceard
(UFC). As amostras foram coletadas em cinco dreas de agricultura localizadas em Ubajara
(CE-Brasil) em julho de 2018, no ambito do projeto de pesquisa do CNPQ da Chamada
CNPg/ICMBio/ FAPs n°18/2017. A cidade de Ubajara estd localizada geograficamente entre
as coordenadas 03°51°16”" S e 40°55°16”° O (Figura 2), a uma altitude de 848 m acima do
nivel do mar. De acordo com a classificacdo de Koppen (1918), a regido possui clima Aw’,
caracterizado como tropical chuvoso, muito quente, com chuvas predominantes nas estacoes
do verdo e do outono, com precipitagdo pluvial média anual de 1.483,5 mm e temperatura

média de 24,6 °C (IPECE, 2017).

Figura 2 - Localiza¢do do municipio de Ubajara.
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Fonte: BANDEIRA, 2010.

A cidade de Ubajara se encontra no bioma Caatinga (IBGE, 2019), bioma tipico de
clima semidrido e que possui uma vegetacdo adaptada a aridez do solo e a escassez de 4gua,
sua producdo agropecudria € bastante diversificada, de acordo com o censo agropecuério de
2017 (IBGE) a produgdo agricola desse municipio, de culturas anuais, € de principalmente
cana de acgucar (4309 toneladas/ano), milho (1632 toneladas/ano), mandioca (662
toneladas/ano) e feijao (469 toneladas/ano) e de culturas perenes, maracuja (4014

toneladas/ano), acerola (1669 toneladas/ano) e banana 1325 (toneladas/ano). Ja na pecudria a
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cidade se destaca na criagdo de suinos e gado.

Apesar do clima da regido ser classificado como um s6, € possivel distinguir
microclimas seco e umido, de acordo com a variagdo de altitude e das transformagdes da
paisagem devido a antropizagdo (NUNES et al., 2019). Assim, foram escolhidas cinco dreas

de agricultura para coleta, sendo trés dreas localizadas em micro clima seco e duas no dimido.

4.2. Amostragem
As dreas de agricultura foram selecionadas das através de imagens de satélite, obtidas
no programa Google Earth®. Para tanto, os pixels que apresentavam agricultura como uso do

solo, foram enumerados. Em seguida, pelo método estatistico da estratificacdo aleatoria, os

pixels foram sorteados e os pontos de coleta definidos.

Em campo, amostras de solo rizosférico, na profundidade de 0-20 cm, foram coletadas
utilizando pés adequadas, sendo todo o material de coleta desinfetado com édlcool 70 °INPM e
hipoclorito de sddio, antes de ser utilizado no préximo ponto. Foi realizada amostragem do
tipo composta, a partir da coleta de cinco amostras simples de 200g cada (FILIZOLA;
GOMES; SOUSA, 2006). As amostras foram acondicionadas em sacos plasticos devidamente
identificados e encaminhados para o Laboratério de Microbiologia Ambiental (LAMAB) do

Departamento de Biologia da Universidade Federal do Ceara (UFC).

A localizagdo geografica dos pontos de coleta, bem como as culturas identificadas

durante as coletas, estdo presentes na Tabela 1.



Tabela 1 - Pontos de coleta das amostras de solo

Ponto Coordenadas geograficas Culturas identificadas
Latitude -3,824717 .
AT71 Longitude 40.873521 Milho e arroz da terra
Latitude -3,802534 Pimentdo, batata-doce. (Milho
utilizado como barreira para o
A95 vento e a plantacdo estava rodeada
Longitude -40,951015 por outros cultivos de hortalicas e
cruciferas). Uso de adubo quimico
e defensivos.
Latitude -3,794448 Maracuja com chuchu em meio a
A92 Longitude 40.922505 banana/ e hortalicas (uso de
agroquimicos)
A61 Latitude -3,735659 Mamdo, banana e hortalica
Longitude -40,872417 (cultivo irrigado)
Latitude -3,817644 . - )
A74 Longitude 40.834662 Milho, feijao e mandioca
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Fonte: elaborado pelo autor.

4.3. Analises quimicas e fisicas do solo
As andlises foram realizadas por Cunha (dados ndao publicados) no Laboratério de

Quimica do Solo do Departamento de Ciéncias do Solo (DCS) da Universidade Federal do
Ceara (UFC), e os dados foram previamente disponibilizados.

As amostras de solo foram analisadas quanto a pH e Condutividade elétrica (CE).
Ainda, foram determinados os teores de Calcio (Ca), Magnésio (Mg), Sédio (Na), Potdssio
(K), Fésforo disponivel (P), Ferro (Fe), Cobre (Cu), Zinco (Zn), Manganés (Mn), Acidez
potencial, Carbono organico (C), Matéria organica e Nitrogénio (N), conduzidas de acordo
com Teixeira et al., (2017). A determinacdo de Enxofre (S), ocorreu conforme metodologia
proposta em Cantarella e Prochnow (2001).

Para andlise de pH, 10 g da amostra de solo foram adicionados a 25 mL de 4gua
destilada. A suspensdo foi, entdo, homogeneizada e submetida a descanso por uma hora. Em
seguida, utilizando um pHmetro de bancada calibrado, o pH da suspensao foi determinado.

Para andlise da condutividade elétrica das amostras, foi utilizado o extrato de
saturacdo, através de um condutivimetro, calibrado, com escala de leitura direta em dS.m! a
25 °C.

Os teores de Ca e Mg foram determinados por espectrofotometria de absor¢do atdmica
e Na e K por fotometria de chama. Para tanto, 12,5g de Terra Fina Seca ao Ar (TFSA) foram
adicionados a 125 mL de solucdo de acetato de amonio (IN), com pH ajustado a 7,0, por 5

min em agitador mecanico. Em seguida, a suspensdo foi filtrada, e submetida a leitura em
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cada equipamento.

A concentracdo de P nas amostras de solo foi determinada utilizando 50 mL da
solugdo de extragdo Mehlich 1 (HCI 0,05 N e H2S04 0,025 N), adicionada a 5 g de TFSA, por
5 minutos em agitador mecénico. Passado o tempo de agitacdo, o extrato foi filtrado e uma
aliquota de 5 mL foi retirada, sendo, a esse volume, adicionados 10 mL de solu¢do 4cida de
molibdato de amonio diluida, além de 30 mg de 4cido ascérbico em pd, como redutor. Apds
agitacdo por 2 minutos e descanso por 1 hora, foram feitas leituras em fotocolorimetro,
usando comprimento de onda de 660 um.

Para determinac¢do dos teores de Fe, Cu, Zn e Mn foram adicionados 10 g de TFSA em
50 mL da solu¢do de Mehlich 1 durante 5 minutos em agitador mecanico. Em seguida o
extrato foi filtrado e realizada a leitura em espectrofotometria de absor¢do atomica.

Para andlise da Acidez Potencial do solo, foram pesados 5 g de TFSA, acrescidos de
75 mL de solu¢do de acetato de cdlcio (0,5 mol.L! pH 7,0). A suspensdo foi submetida a
agitacdo durante 10 minutos. Em seguida, a suspensdo permaneceu em repouso até o dia
seguinte. Entdo, foram retirados 25 mL do sobrenadante obtido e a esse volume, foram
adicionadas trés gotas da solucdo de fenolftaleina e titulado com solucdo padronizada de
0,025 mol.L."! de NaOH até o desenvolvimento da cor résea persistente.

A concentragcdo de Carbono Organico no solo foi determinada por oxidacdo da matéria
organica do solo com dicromato de potéssio 0,4 N (K2Cr707) em presenca de dcido sulfirico
(H2SOs4), passando por aquecimento em chapa por 5 minutos. Apos aquecimento, foram
adicionados 80 mL de agua destilada, 2 mL de 4cido fosférico P.A (H3PO4) e 3 gotas de
difenilamina ((CeHs)2NH), em seguida titulagio com sulfato ferroso amoniacal 0,1 N
(Fe(NH4)2(S04)2.6H20).

O cdlculo do carbono foi realizado através da equagao:

C (g/kg) = (40 — volume gasto) * f * 0,6, onde:

f = 40/volume sulfatos ferroso gasto na prova em branco.

A matéria organica do solo foi calculada através da equagao:

Matéria organica (g/kg) = C (g/kg) * 1,724

Para obtengdo dos teores de N nas amostras de solo, foram pesados 1,0 g de TFSA,
adicionados 1,1 g da mistura catalisadora e 4 mL de 4cido sulftirico concentrado (H2SO4). Os
tubos foram levados a capela e digeridos em bloco digestor a temperatura de 150 °C por 1

hora, posteriormente ocorreu destilacdo e titulagdo com H2SO4. A concentracdo de N, foi
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entdo calculada, em g.Kg!:
N= (Mac * 28 * Vac) m *1000, onde:

Mac = concentracdo da solucio padronizada de 4cido sulfirico, em mol L “!; Vac = volume da
solug@o padronizada acido sulftirico gasto na titulacdo, em mL e m = massa da amostra de

solo digerida, em mg.

O teor de S foi determinado a partir da pesagem de 5 g de TFSA adicionado de 25mL
da solugdio extratora de Ca(H2PO4) (0,01 mol.L!), para cada amostra de solo. A suspensio
resultante permaneceu, entdo, em repouso por 30 min e submetida a filtracio apds esse
intervalo. Em seguida, 10 mL desse extrato foi adicionado de 1mL da solu¢do-semente 4cida
(20 mg/L de S-SO2). Cinco minutos antes da leitura, foram adicionados aproximadamente
0,5 g de cristais de BaCl2.2H20 retidos em peneiras de 20 e 60 mesh. Apds a solubilizagdo
dos cristais, foi realizada a leitura em espectrofotometro, com comprimento de onda de 420
nm.

As andlises granulométricas foram realizadas de acordo com protocolo descrito por
Filho e Magalhdes (2008). Foi utilizado o método da pipeta, por conta de sua precisdo. Para
obtencdo dos teores de areia, argila e silte do solo das dreas amostrais, 20g de TFSA de cada
amostra de solo foram misturados com 100 mL de 4dgua destilada, 10 mL de hexametafosfato
de sédio e a suspensdo foi permaneceu em repouso por 15h. Passado esse periodo, as
amostras passaram por agitador e peneira de 00,0053 mm colocada sobre cilindro de
sedimentacdo. Apds coleta do material peneirado e demais procedimentos para obtencdo dos
teores de argila pelo cilindro de sedimentacdo, as amostras foram levadas a estufa a 105 °C.

Os calculos usados foram:

Porcentagem de argila = [(peso da argila + dispersante) — dispersante * 200 * fator de

corregao (f).
Porcentagem de areia = peso da areia * 5 * f.
Porcentagem de silte = 100 — (% de argila + % de areia).

4.4. Inoculacao e isolamento das actinobactérias

Para obtencdo das actinobactérias cultivdveis nas amostras de solo, foi utilizada a
técnica Spread Plate. Para tanto, foi realizada a pesagem, entre chamas, de 10 g de solo em

tubo Falcon estéril. Entdo, assepticamente, o solo pesado foi transferido para um Erlenmeyer
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de 500 mL e foi adicionado 90 mL de solucdo salina estéril (NaCl 0,85%), constituindo a
propor¢do 1:10, para posterior agitacdo a 120 rpm por 30 minutos. Passado esse periodo, em
capela de fluxo laminar, foi realizado o procedimento das dilui¢des seriadas, retirando 1 mL
da dilui¢io 10! para um tubo de ensaio e completou-se com 9 mL de solucdo salina estéril
0,85%, constituindo assim a dilui¢do 102, desta foram retirados 1 mL para outro tubo de
ensaio que também foi completado com 9 mL de solugdo salina, esse procedimento foi
repetido até a obtencdo da diluicdo 10, garantindo a homogeneizag¢do em cada tubo, com a
utilizacdo de um vortex de agitagao.

Em seguida, 100 puL de cada uma das diluigdes foi espalhado, com al¢a de Drigalski,
em placas de Petri contendo meio para crescimento de actinobactérias (Caseina Agar
Dextrose — CDA), cuja composi¢do estd apresentada na Tabela 2 (KUSTER; WILLIAMS,
1964, ARIFUZZAMAN; KHATUN; RAHMAN, 2010). As inoculagdes foram realizadas em
triplicatas e as placas foram mantidas em incubadora a 28 + 2 °C por 10 dias (SHAIKH et al.,
2013). Apds esse periodo, verificou-se em quais diluigdes havia crescido um nimero
significativo de Unidades Formadoras de Colonia (UFC), entre 30 e 300, e foram selecionadas
colonias com caracteristicas culturais mais diversas para isolamento, através de estrias em

placas de Petri contendo meio CDA.

Tabela 2 - Composicdo do meio CDA.

Substancia Concentracao
K>HPO4 0,5 g/LL
MgS04.7H>0 0,2 g/LL
Dextrose 2 g/l

FeSOq4 0,01 g/L
Caseina 0,2 g/L

Agar 15 g/L
Nistatina 0,5 g/L

Fonte: KUSTER; WILLIAMS, 1964.
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4.5 Caracterizacao dos isolados
Ap6s 10 dias de crescimento em meio CDA em incubadora a 28 + 2 °C, as 30 coldnias
selecionadas foram designadas com a sigla TUB seguida de sua respectiva numeragdo (Tabela

3).

Tabela 3 - Nomenclatura das colonias conforme a area

Area Isolados

A71 TUB 1, TUB 2, TUB 3, TUB 4, TUB 5, TUB6

A95 TUB 7, TUB 8, TUB 9, TUB 10, TUB 11, TUB 12
A92 TUB 13, TUB 14, TUB 15, TUB 16, TUB 17, TUB 18
A61 TUB 19, TUB 20, TUB 21, TUB 22, TUB 23, TUB 24
A74 TUB 25, TUB 26, TUB 27, TUB 28, TUB 29, TUB 30

Fonte: elaborado pelo autor.

4.5.1 Coloracao de Gram

A fim de avaliar a pureza das culturas de actinobactérias, foi realizada a coloracio de
Gram adaptando-se a metodologia de Kern e Blewins (1999). Para cada isolado, em condi¢des
assépticas, pipetou-se uma gota de solucdo salina (NaCl a 0,85%) sobre uma lamina de
microscopia estéril. Entdo, com uma al¢a de inoculagdo, foi retirada uma parte de uma col6nia
e realizado um esfregaco, até a completa secagem da solucio salina. Em seguida, o esfregaco
foi fixado na 1amina através de rdpida passagem em chama.

Procedeu-se, entdo, com o processo de coloracdo do esfregaco. Primeiro, a 1amina foi
coberta com solucao fenicada de cristal de violeta por um minuto e o excesso de corante foi
retirado. Em seguida, foi adicionado lugol, como agente de fixagdo, sobre a lamina, por mais
um minuto e apds esse tempo lavou-se em agua corrente. Entdo, o corante nio fixado foi
removido com solucd@o de dlcool-cetona. Por fim, a 1damina foi coberta com solucdo de fucsina
basica, lavada ap6s 30 segundos. Apds a secagem das laminas, partiu-se para a visualizagdo

em microscépio Gptico Zeiss Axioplan® em objetiva de imersdo (aumento de 100 vezes).

4.5.2 Cor do micélio aéreo e reverso

Para fazer a caracterizagdo macromorfolégica dos isolados, as 30 cepas de
actinobactérias foram inoculadas na forma de dois spots por placa contendo o meio CDA e
foram incubadas em a 28 °C % 2 por 10 dias. Apds o periodo de crescimento, foram descritas
de acordo com as cores do micélio aéreo e do reverso da colonia conforme a cartela de cores

de Wink (2012), baseada na carta de cores RAL color charts. Posteriormente, foi realizado o
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registro fotografico de cada coldnia isolada e os dados foram agrupados conforme a matriz da

COr.

4.5.3 Microcultivo

A andlise micromorfolégica foi realizada conforme uma adaptacdo da metodologia de
Kern e Blewins (1999), demonstrado na figura 3. Em condi¢des assépticas, com o auxilio da
extremidade de maior didmetro de uma pipeta Pasteur, foram retirados pellets de
aproximadamente 0,5 cm de didmetro de meio CDA, vertido em placa anteriormente. Com
auxilio de uma pinca, dois pellets de meio foram transferidos para uma lamina estéril e
identificada com o nome da cepa, posicionada dentro de uma placa de Petri. Entdo, com uma
alca de inoculagdo, foi realizado o esfregaco das coldnias bacterianas ao redor dos pellets. Em
seguida foram adicionadas laminulas estéreis sobre cada pellet fazendo uma leve pressdao com
a pinca. Cada umas das placas continha um algoddo umedecido para garantir a hidratacao do
meio de cultivo.

As placas contendo as laminas, permaneceram em camara B.O.D. a 28 °C por um
periodo de 10 dias. Passado o periodo de crescimento, em uma capela de exaustdo, cada
laminula foi transferida para uma nova lamina estéril e identificada contendo uma gota de
corante Lactofenol de Amann. As laminulas foram entdo vedadas com esmalte incolor. As
laminas foram visualizadas em microscopio Optico Zeiss Axioplan até o aumento de 100x e
para a identificacdo dos gé€neros fez-se uma comparacao com as imagens presentes no Atlas

de Actinomicetos, publicado pela Sociedade Japonesa de Actinomicetos (1997).

Figura 3 - Etapas para a realiza¢do do microcultivo.

[o s )—~[s ] [5]]%]]

Pellets de CDA Esfregaco
0,5 cm de didmetro

Lactofenol de Amann

Microscopio ’/ /

100x

Atlas de Actinomicetos Vedagao
(1997)

Fonte: elaborado pelo autor.
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4.6. Atividade enzimatica

4.6.1. Atividade amilolitica

Para avaliar a capacidade de hidrélise do amido, foram realizados dois ensaios com a
finalidade de garantir réplicas ao teste. Os ensaios foram executados da seguinte forma: Cada
uma das 30 cepas de actinobactérias foi inoculada em duas placas de Petri na forma de quatro
spots, em cada placa, contendo o meio de cultivo dgar amido (Tabela 4) com pH entre 6,5 e
7,1. Depois de inoculadas, as placas permaneceram em camara de crescimento B.O.D. a 28 °C
+ 2 por 10 dias. Apds esse tempo de incubacdo, foi realizada a mensuracdo do didmetro (em
milimetros) de cada uma das colonias formadas pelos spots, como auxilio de um paquimetro.
Para a revelag@o da zona de hidrélise, pipetou-se 10 mL de lugol (1 g de iodo e 2 g de iodeto
de potdssio para cada 300 mL de 4dgua destilada), e entdo foi possivel observar se houve ou
ndo a descoloragdo do meio com corante devido a hidrélise do amido formando um halo claro
bem contrastante ao redor da colonia. O halo de hidrélise também foi mensurado (em

milimetros) utilizando um paquimetro (ALARIYA et al., 2013; BUZZINI; MARTINI, 2002).

Tabela 4 - Composicdo do meio Amido

Substéincia Concentraciao
Peptona 10 g/
Extrato de carne 3¢/l

NaCl 5¢g/lL

Amido 2 g/l

Agar 15 g/LL

Fonte: ALARIYA et al., 2013; BUZZINI; MARTINI, 2002

4.6.2. Atividade celulolitica

Para a andlise da producdo da enzima celulase foram realizados dois ensaios, que
conduzidos da seguinte forma: Cada uma das 30 cepas de actinobactérias foi inoculada em
duas placas de Petri na forma de quatro spots, em cada placa, contendo meio de cultivo dgar
suplementado com carboximetilcelulose (CMC) com pH 6 0,2, cuja composi¢do estda
descrita na Tabela 5. Depois de inoculadas, as placas permaneceram em camara de
crescimento B.O.D. a 28 °C + 2 por 10 dias. Apds esse tempo de incubacio, foi realizada a
mensuracdo do didmetro (em milimetros) de cada uma das coldnias formadas pelos spots,
como auxilio de um paquimetro. Para a revelacdo da zona de hidrdlise, foi adicionado as
placas 10 mL de solucdo de vermelho congo a 0,5% por 15 minutos a temperatura ambiente.

Ap6s esse tempo, foi descartado o excesso da solugdo e foram adicionados em cada placa 10
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mL de NaCl (2M), deixando reagir por 30 minutos a temperatura ambiente. Apds a retirada da
solucdo salina, foram observados a presenga e auséncia de halos de hidrélise em torno das
coldnias, seguido da medi¢cdo, com paquimetro, do didmetro (em milimetros) de cada halo

formado (COURI; FARIAS, 1995; HANKIN; ANAGNOSTAKIS, 1977).

Tabela 5 - Composicao do meio CMC

Substancia Concentraciao
Carboximetilcelulose 5¢g/L

MgSO, 0,5 g/LL

KCl 0,5 g/LL
NaNOs 3¢/l
FeS04.7H,0 0,01 g/L
K>HPO, 1¢g/LL

Agar 15 g/L.

Fonte: COURI; FARIAS, 1995; HANKIN; ANAGNOSTAKIS, 1977

4.6.3. Atividade xilanolitica
Para a analise da hidroélise de xilana foram realizados dois ensaios, com a finalidade de

garantir réplicas ao teste. Cada um dos ensaios foi executado da seguinte forma: Cada uma
das 30 cepas de actinobactérias foi inoculada em duas placas de Petri na forma de quatro spots,
em cada placa, contendo meio xilana (Tabela 6) com pH 6,5 +0,2. Depois de inoculadas, as
placas permaneceram em camara de crescimento B.O.D. a 28 °C + 2 por 10 dias. Ap0s esse
tempo de incubagdo, foi realizada a mensuracio do didmetro (em milimetros) de cada uma das
coldnias formadas pelos spots, como auxilio de um paquimetro. Para a revelacdo da zona de
hidrélise, foi adicionado as placas 10 mL de solucdo de vermelho congo a 0,5% por 15
minutos a temperatura ambiente. ApOs esse tempo, foi descartado o excesso da solugdo e
foram adicionados em cada placa 10 mL de NaCl (2M), deixando reagir por 30 minutos a
temperatura ambiente. Apds a retirada da solugdo salina, foram observados a presenca e
auséncia de halos de hidrélise em torno das colonias, seguido da medicdo, com paquimetro,

do didmetro (em milimetros) de cada halo formado (KUMAR et al., 2012).

Tabela 6 - Composi¢ao do meio Xilana

Substincia Concentracao
Xilana 1g/LL
MgS04.7H,O 0,5 g/
Extrato de Levedura 1g/LL

NaNOs3 0,5 g/L
FeS0O4.7H,0 0,01 g/LL
K>HPO4 1¢g/L

Agar 15 g/L

Fonte: KUMAR et al., 2012
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4.6.4. Determinacio do indice enzimatico
A atividade enzimdtica foi determinada pelo indice enzimético (IE) que relaciona os

didmetros do halo de degradacdo e da colonia, expresso na equacdo (HANKIN;
ANAGNOSTAKIS, 1975):
IE = Dh/ Dc

Sendo, Dh o didmetro em mm do halo de hidrélise e Dc o didmetro em mm da colOnia das

actinobactérias.

4.6.5 Analise Estatistica
Os resultados dos testes enzimdticos foram submetidos a andlise de variancia (p<0,05)

e, posteriormente, ao teste de médias Tukey. A andlise dos dados foi realizada no software

SISVAR versado 5.6 e os graficos foram plotados no Microsoft Excel 2016.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Obtencao e selecdo dos isolados

Ap6s o periodo de incubagio a escolha das coldnias foi realizada nas diluicdes de 107

e 10, Foram obtidas 28 cepas de actinobactérias.

5.2 Analises de solo

As amostras de solo coletadas nas seis dreas de estudo diferiram em suas
caracteristicas quimicas e fisicas (Tabelas 7, 8 € 9). O pH do solo nas dreas amostradas variou
entre 4,8 (A 71) e 6,0 (A 95) e a matéria organica de 22,03 g/kg (A 95) a 45,41 g/kg (A 74).
Arifuzzaman, Khatun e Rahman (2010) afirmaram que o pH, a concentracdo de matéria
organica, a aeracdo, a temperatura € o teor de umidade do solo influenciam diretamente a
populacdo de actinobactérias em numero e tipo de espécies diferentes. J4 Nannipieri et al.
(2003) relataram que propriedades como tamanho das particulas, pH, CTC e teor de matéria
organica afetam de duas formas a estrutura da comunidade microbiana; diretamente, por
fornecer um habitat especifico que seleciona microrganismos, e indiretamente, por influenciar

o funcionamento e a exsudagdo da raiz das plantas.

As dreas A71 e A 85 possuem pH entre 4 e 5 indicando presenca de aluminio trocavel
reforcado pelos valores de acidez potencial (H+Al). O inicio do processo de mineralizacdo
microbiana é diretamente relacionado a disponibilidade de carbono no solo, que é diminuida
em baixos pH. Cardoso e Freitas (1992) relataram que a acidez € uma das caracteristicas
quimicas do solo que mais atua no aumento da atividade bioldgica, e, portanto, na
decomposicdo da matéria organica. Silva ef al. (2012) atribuiram uma maior densidade de
actinobactérias em solos do Cerrado brasileiro cujo pH e concentracdo de matéria organica

eram levemente inferiores.

Os baixos teores de cdlcio, magnésio e potdssio na drea A71 indicam um solo mais
intemperizado. A drea A92 apresentou a soma Ca+Mg igual a 3,9 cmolc/kg. Mayfield et al.
(1972) relacionaram as maiores populagdes de actinobactérias encontradas no seu estudo a
solos com maiores teores de célcio e magnésio, pelo fato desses cations favorecerem o
estabelecimento destas populagdes. A drea A61 apresentou um valor bem superior de fésforo

20,14 g/kg. Aratjo et al. (2014) estudando comunidades bacterianas do solo em terras
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restauradas concluiu que as bactérias se correlacionaram positivamente com os altos niveis de

P.

Tabela 7- Caracterizacdo quimica do solo coletado nas dreas de agricultura, Ubajara (CE).

Area pPH CE CcC MO N P S Ca Mg K Na  H+Al
------ --Agua--  --mS/cm-- g/kg cmol./kg----------------
A7l 4,8 0,2 23,01 39,67 850 543 015 05 06 035 008 0,75
A95 6,0 2,5 12,78 22,03 10,15 855 082 25 06 1,0 020 0,34
A92 5,5 2,0 17,70 30,51 16,55 6,69 0,74 24 15 06 0,1 0,48
A6l 5,8 0.4 15,00 2586 940 20,14 0,14 23 1,1 04 03 0,27
A74 59 0,1 26,34 4541 835 819 0,13 14 12 03 0,1 0,48
A85 4,9 3,1 14,70 25,34 10,05 14,17 082 22 08 22 0,1 0,48

Fonte: CUNHA (dados nao publicados).

Na tabela 8, verifica-se que a drea A71 apresentou os menores teores de cobre e zinco,
0,0545 e 0,4435 mg/Kg, respectivamente. Silva et al. (2013), ao estudarem solo do Cerrado
brasileiro constatou alta prevaléncia de actinobactérias em solos com pouca disponibilidade

dos micronutrientes como boro, cobre, molibdénio e zinco.

Tabela 8 - Quantificacdo de micronutrientes no solo coletado nas dreas de agricultura, Ubajara
(CE).

Areas Fe Cu Mn Zn
———————————————————— ---mg/ Kg
A7l 56,1405 0,0545 29,1485 0,4435
A 95 21,2410 1,8735 14,8220 10,7010
A 92 15,2075 3,0510 25,0585 19,4215
A61 93,8695 0,2240 12,1225 1,7340
A 74 4,6810 0,2000 31,6010 1,4835
A 85 13,0370 0,2445 25,7405 3,8535

Fonte: CUNHA (dados néo publicados).

As dreas A95, A92 e A8S5 possuem solos de textura arenosa (Tabela 9), caracterizados

por teor de areia maior que 70% e de argila menor que 15%, as demais dreas sdo classificadas
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na textura média. Nannipieri et al. (2003) concluiram que a textura do solo afeta a microbiota
devido a adsorcdo, pela fase sélida, de moléculas de importancia bioldgica, como proteinas e
dcidos nucléicos, e exsudados da raiz, limitando-os para os microrganismos. Silva et al. (2013)

observaram uma maior densidade de actinobactérias em solos arenosos do Cerrado brasileiro.

Tabela 9 - Caracterizagdo fisica do solo coletado nas dreas de agricultura, Ubajara (CE).

Area Areia Silte Argila
..................................................... O mmmmmmmmmmmmmmmmmn
A7l 67,86 19,04 13,10
A95 83,53 7,30 9,17
A92 77,06 12,37 10,57
A61 59,13 24,14 16,73
AT74 67,84 10,95 21,21
A 85 76,41 11,21 12,38

Fonte: CUNHA (dados nao publicados).
5.3 Coloracao de Gram

Determinou-se que todas as cepas eram Gram-positivas apresentando uma coloracio
roxa (Figura 4). As actinobactérias sdo bactérias Gram-positivas, possuindo em sua parede

celular uma espessa camada de peptidoglicano (GENILLOUD et al., 2011).

Figura 4 - Coloracao de Gram da cepa TUB 17 visualizada no aumento 100x.

Fonte: elaborado pelo autor. '
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5.4 Caracterizacao cultural

Diversas cores foram observadas no micélio aéreo (Figura 5), havendo um predominio
da coloragdo branca nas dreas A95, A61 e A74 e da coloragdo cinza nas dreas A71 e A92.
Cada area apresentou variagdes de trés cores.

Figura 5 - Visualizacdo geral da diversidade de cores do micélio aéreo das cepas de
actinobactérias oriundas do Parque Nacional de Ubajara, Ceara.

Fonte: elaborado pelo autor.

A cor das actinobactérias € utilizada como critério de classificacdo e identificacdo de
género e em estudos taxondmicos (AUGUSTINE et al., 2013; BARKA et al., 2016). Estas
cores sdo descritas em tons de azul, violeta, vermelho, rosa, amarelo, verde, marrom e preto,
que podem estar dissolvidos no meio ou retidos no micélio (AMAL et al., 2011). Shouche e
Bhati (2019) registraram que a cor do micélio aéreo das actinobactérias pode variar de branco,
creme, calcario, marrom, cinza a rosado e violeta e do micélio reverso de marrom, amarelo a
laranja. Silva et al. (2019) ao caracterizarem cepas provenientes de Quixadd, Ceard,
observaram o predominio das cores marrom, cinza e branca. Medeiros et al. (2018), ao
caracterizar culturalmente cepas de actinobactérias provenientes do semidrido, registraram a
predominancia das cores cinza, creme e branco. Neste estudo foi observado o predominio das

cores branca, amarela e cinza conforme mostram os graficos 1 e 2.
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Gréfico 1 - Distribuicao dos isolados conforme cor do reverso.

COR DO REVERSO

Vermelho

Violeta 7%
7%

Branco

Marrom 36%

11%

Cinza
18%

Amarelo
21%

Fonte: elaborado pelo autor.

Griafico 2 - Distribuicao dos isolados conforme cor do micélio aéreo.

COR DO MICELIO AEREO

Vermelho
4%

Marrom
7%

Amarelo
18%p
Branco
46%

25%
Fonte: elaborado pelo autor.

A diversidade cultural das cepas provenientes do solo de seis dreas de agricultura de
Ubajara, pode ser observada pelo registro fotografico, que abrange imagens das colOnias
isoladas (Figura 6). O registro fotografico permite comparar as cores com a producdo dos
carotenoides e taxonomia das culturas, auxiliando a selecdo de col6nias (ROMERO et al.,
2012). Essa ferramenta ja foi utilizada por diversos autores como Silva et al. (2019) e
Medeiros et al. (2018) para classificar as cepas ao nivel de género, no presente estudo essa
classificacdo serd realizada utilizando a coloragdo das cepas juntamente com a andlise das

microestruturas obtidas no ensaio de microcultivo.



Figura 6 - Registro fotogréfico das colonias isoladas de 28 cepas de actinobactérias.
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TUB 24

TUB 26

TUB 27 TUB 28

TUB 29 TUB 30

Fonte: elaborado pelo autor.

A observacao do micélio aéreo e o reverso mostrou que 71,4% das cepas apresentaram
o micélio reverso semelhante do micélio aéreo. Enquanto apenas as cepas TUB 4, TUB 13,
TUB 14, TUB 16, TUB 20, TUB 23, TUB 24 e TUB 26 apresentaram diferenca entre os dois
micélios. Resultado oposto ao obtido por Silva et al. (2019), que obteve 73,4% de distin¢do
entre as cores do aéreo e do reverso. Shouche e Bhati (2019) registraram que essa distingdo
ocorre porque quando cultivadas em d4gar as actinobactérias tendem a apresentar

caracteristicas culturais diferentes.
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Foram registradas 29 varia¢des, com diferentes nimeros de RAL, das cores branca,
cinza, amarelo, marrom, vermelho e violeta. Essa diferenca demonstra a diversidade cultural
das actinobactérias, pois a producdo de pigmentos contribui para a sobrevivéncia e
competitividade desse grupo, apesar de ndo ser essencial (SHARMA, 2014; OLIVEIRA et al.,
2014).

5.5 Caracterizacio enzimatica

5.5.1 Atividade amilolitica
O halo indicador da degradacdo do amido (Figura 7) foi observado em 100% das cepas

analisadas (28). Alves et al. (2016) estudando 39 isolados de actinobactérias provenientes do
semidrido do Baixo Acarad, Ceard, determinou que 92,3% das cepas produziam amilase. Ja
Silva et al. (2015) obteve o valor de 82% com cepas de actinobactérias originadas da regido
semidrida de Ubajara, Ceard. Os altos percentuais de positividade obtidos demonstram o
potencial de sintese de amilase pelas actinobactérias no semidrido cearense destacando a

importancia de estudos sobre esse grupo bacteriano na Caatinga.

Figura 7 - Halo de hidrélise de amido na cepa TUB 13 isolada da area de agricultura A92
localizada em Ubajara, Ceara.

Fonte: elaborado pelo autor.
O didmetro da coldnia variou de 3,71 mm (TUB 8) a 18,26 mm (TUB 14). Ja o
didmetro do halo teve o valor minimo de 15,36 mm (TUB 22) e maximo de 37,42 (TUB 15).

A Tabela 10 mostra os diametros dos halos das colonias e de inibi¢do e os respectivos valores
do IE das cepas de actinobactérias isoladas. Observou-se que duas amostras (TUB 1 e TUB

10) analisadas tratavam-se de fungos, portanto a andlise enzimética destas foi descartada.
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Tabela 10 - Indice enzimético (IE) de amilase de cepas de actinobactérias isoladas de dreas de
agricultura do Parque Nacional de Ubajara, no Ceard. Os resultados correspondem a média de
oito repetigoes.

Cepas de Diametro da coldnia Diametro do halo
actinobactérias (mm) (mm) Indice enzimdtico
TUB 2 7,62 35,38 4,64 +0,37
TUB 3 6,69 18,21 2,72+ 0,19
TUB 4 8,34 22,66 2,72 £0,34
TUB 5 8,05 30,87 3,84 £ 0,27
TUB 6 6,91 16,22 2,35+0,32
TUB 7 4,10 21,13 5,15+ 1,01
TUB 8 3,71 20,32 5,48 £1,53
TUB 9 8,66 31,59 3,65 £0,70
TUB 11 9,83 27,31 2,78 £ 0,44
TUB 12 6,81 30,29 4,45 + 0,62
TUB 13 7,28 31,83 4,37 £0,26
TUB 14 18,26 28,86 1,58 £ 0,10
TUB 15 7,86 37,42 4,76 + 0,80
TUB 16 7,37 35,54 4,82 +0,46
TUB 17 6,59 36,16 5,49 £ 0,63
TUB 18 4,72 27,14 6,03 + 1,39
TUB 19 6,78 22,49 3,32 +£0,28
TUB 20 7,15 21,01 2,94 + 0,40
TUB 21 7,54 23,65 3,14 £ 0,42
TUB 22 7,83 15,36 1,96 £ 0,11
TUB 23 8,19 17,88 2,18 +0,19
TUB 24 10,07 19,25 1,91 £0,12
TUB 25 6,67 23,45 3,52 +£0,40
TUB 26 9,21 25,37 2,76 £ 0,68
TUB 27 9,30 23,18 2,49 £ 0,21
TUB 28 6,47 26,36 4,07 £0,94
TUB 29 10,24 30,18 2,95+0,16
TUB 30 9,50 34,22 3,60 + 0,34

(-) auséncia de halo de hidrdlise

Fonte: elaborado pelo autor.

A capacidade de producdo de enzimas hidroliticas € dependente do habitat em que a
actinobactéria estd inserida (SAKURE et al., 2015), a atividade enzimatica ja foi registrada
em solo: da catinga (ALVES et al, 2016), da Amazdénia (OLIVEIRA, 2015), do cerrado
brasileiro (SILVA, 2013) e da Mata Atlantica (JESUS, 2013). Nesse contexto, destaca-se o
papel das actinobactérias no ciclo do Carbono possuindo a capacidade de hidrolisar o amido

nos mais diversos ecossistemas.
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O indice enzimdtico das 28 cepas de actinobactérias amilase positiva apresentou
significativas variacdoes (p<0,05). A cepa TUB 18 destacou-se com o maior IE,
correspondendo a 6,03, enquanto a cepa TUB 14 apresentou o menor valor de IE (1,58)

(Grafico 3).

Grifico 3 - Indice amilolitico de actinobactérias de dreas de agricultura de Ubajara, no Cear4.
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Fonte: elaborado pelo autor.
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Utilizou-se a escala proposta por Silva et al. (2015) para a classificacdo das cepas de
actinobactérias isoladas de dreas de agricultura do Parque Nacional de Ubajara quanto ao
potencial para producdo de amilase. No presente estudo, cerca de 88,29% das cepas de
actinobactérias (25 cepas), foram classificadas como fortemente produtoras de amilase com

IE= 2 e trés cepas (TUB 14, TUB 22, TUB 24) como moderadamente produtoras com 1,5<
IE<2 (Griéfico 4).



47

Grifico 4 - Categorizacao das cepas de actinobactérias provenientes de dreas de agricultura de
Ubajara, no Ceard, quanto ao indice amilolitico.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Silva et al. (2015), obtiveram um valor bastante inferior (60,7%) de cepas fortemente
produtoras de amilase com 28 isolados também originados de Ubajara (CE), embora isto
dificulte a comparacdo dos resultados obtidos no presente estudo, reforcam a pertinéncia do
mesmo. O elevado percentual de cepas de actinobactérias classificadas como fortemente
produtoras de amilase nesse estudo € semelhante ao encontrado por Alves ef al. (2016), que ao
estudarem 39 cepas provenientes de um perimetro irrigado do Baixo Acarat, Ceard,
obtiveram aproximadamente 80% de cepas com indice enzimatico superior a 2, confirmando

o potencial das actinobactérias na producdo de amilase.
5.5.2 Atividade celulolitica

O halo indicador de atividade celulolitica (Figura 8) foi observado em 17 cepas,
60,71% das cepas analisadas. Em 39,29% ndo houve evidéncia de produg¢do da enzima
celulase (TUB 2, TUB 3, TUB 5, TUB 6, TUB 14, TUB 19, TUB 21, TUB 22, TUB 25, TUB
28, TUB 29).
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Figura 8 - Halo de hidrélise de amido na cepa TUB 26 isolada da drea de agricultura A74
localizada em Ubajara, Ceara.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Silva et al. (2015) avaliando 28 cepas de actinobactérias do Parque Nacional de
Ubajara, no Ceard, reportaram atividade celulolitica em 75%, um valor superior ao do
presente trabalho, isso provavelmente se deu pelo fato das amostras de solo serem

provenientes de dreas de agricultura, ou seja, dreas submetidas ao estresse antropico.

O didmetro da coldnia variou de 2,34 mm (TUB 18) a 9,43 mm (TUB 19). Ja o
diametro do halo teve o valor minimo de 9,00 mm (TUB 12) e maximo de 34,53 mm (TUB
17). A Tabela 11 mostra os diametros dos halos das colonias e de inibicdo e os respectivos

valores do IE das cepas de actinobactérias isoladas.

Tabela 11 - Indice enzimdtico (IE) de celulase de cepas de actinobactérias isoladas de dreas de

agricultura de Ubajara, no Ceard. Os resultados correspondem a média de oito repeti¢des.

Cepas de Diametro da coldnia Diametro do halo )
actinobactérias (mm) (mm) Indice enzimatico

TUB 2 6,25 - -
TUB 3 5,68 - -
TUB 4 5,08 9,89 1,95 +£0,39
TUB 5 6,01 - -
TUB 6 6,16 - -
TUB 7 4,86 29,06 5,98 £1,23
TUB 8 3,19 16,99 5,32 +3,32
TUB 9 7,35 20,73 2,82+0,19
TUB 11 7,72 15,96 2,07 £ 0,61

TUB 12 6,04 9,00 1,49 £0,18
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TUB 13 5,03 22,38 4,45 +0,38
TUB 14 5,02 - -
TUB 15 3,80 31,04 8,18 +0,82
TUB 16 4,96 20,06 4,04 £ 0,50
TUB 17 4,01 34,53 8,60 £ 2,11
TUB 18 2,34 28,77 12,32 + 2,54
TUB 19 9,43 - -
TUB 20 6,51 12,51 1,92 +0,15
TUB 21 6,67 - -
TUB 22 7,00 - -
TUB 23 6,46 15,00 2,32+0,31
TUB 24 6,40 13,23 2,07 £0,65
TUB 25 6,36 - -
TUB 26 5,38 15,82 2,94 £ 1,45
TUB 27 5,55 17,10 3,08+1,18
TUB 28 5,04 - -
TUB 29 3,25 - -
TUB 30 8,33 19,38 2,33 +0,48

(-) auséncia de halo de hidrdlise

Fonte: elaborado pelo autor.

O indice enzimatico das 17 cepas de actinobactérias celulase positiva apresentou
significativas variagdes (p<0,05). A cepa TUB 18 destacou-se com o maior IE,
correspondendo a 12,32, enquanto a cepa TUB 12, apresentou o menor valor de IE, 1,49

(Gréfico 5).
Grifico 5 - Indice celulolitico de actinobactérias de dreas de agricultura de Ubajara, no Ceara.
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Silva et al. (2015) propuseram a seguinte escala para categorizacdo de cepas de
actinobactérias conforme a producdo de celulase, cepas fortemente produtoras de celulase IE
= 2, cepas moderadamente produtoras de celulase 1,5 < IE < 2, cepas fracamente produtoras
1< IE <1,5 e auséncia de halo de hidrélise (ndo produtoras). Os resultados indicam a

predominancia de cepas fortemente produtoras de celulase, 50% (Gréfico 6).

Griéfico 6 - Categorizacdo das cepas de actinobactérias provenientes de dreas de agricultura de
Ubajara, no Ceard, quanto ao indice celulolitico.
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Fonte: elaborado pelo autor.

Os elevados valores de indice enzimatico da cepa TUB 18, 6,03 para IE amilolitico e
12,32 para IE celulolitico, podem estar relacionados com o fato dessa cepa ter sido isolada da
area A92 que se destacou na soma dos cdtions cdlcio e magnésio (3,9 cmolc/kg). Nao foi
possivel estabelecer uma relagdo entre os IE, amilolitico e celulolitico, e a textura do solo, ja
que as cepas com os valores maximos e minimos foram isoladas de solo arenoso.
Curiosamente o valor minimo foi registrado em uma cepa (TUB 12) proveniente do solo da

area A95 que possui o menor teor de matéria organica (22,03 g/kg) e o maior pH (6,0).

5.4.3 Atividade xilanolitica

Observa-se que os diametros das zonas de hidrdlise entre as cepas de actinobactérias
variaram de 12,00 mm (TUB 25) e 45,40 mm (TUB 30) (Tabela 12). Nas cepas de
actinobactérias TUB 3, TUB 6, TUB 14, TUB 22 e TUB 28 (cerca de 18%), nédo foi observada

a formacgao de halo enzimatico de degradacao, indicando que estas ndo produzem xilanase. A
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zona mais clara ao redor das coldnias, correspondente ao halo indicador da degradacdo da
xilana (Figura 9), foi observada em 23 cepas.

Figura 9 - Halo de hidrdlise de xilana na cepa TUB 24 isolada da drea de agricultura A61,
Ubajara, Ceara.

Fonte: elaborado pelo autor.

A atividade xilanolitica é um fator essencial na decomposicdo de restos culturais ja
que a xilana € um polissacarideo abundante na parede celular vegetal (MOHAMED et al.,

2017)

Tabela 12 - Indice enzimético (IE) de xilanase de cepas de actinobactérias isoladas de dreas de
agricultura do PNU, no Ceara. Os resultados correspondem a média de oito repeti¢oes.

Cepas de Diametro da colonia Diametro do halo
actinobactérias (mm) (mm) Indice enzimatico
TUB 2 8,17 23,66 2,89 +£0,73
TUB 3 7,83 - -
TUB 4 6,28 19,09 3,04 £ 0,30
TUB 5 8,06 39,86 495+ 1,17
TUB 6 8,08 - -
TUB 7 4,96 44,13 8,89 + 1,79
TUB 8 4,31 36,84 8,56 + 1,38
TUB 9 10,55 43,85 4,16 £ 0,28
TUB 11 9,55 28,13 2,94 £ 0,31
TUB 12 6,99 35,38 5,06 £ 0,28
TUB 13 6,91 44,84 6,49 + 1,24
TUB 14 20,76 - -

TUB 15 6,95 45,10 6,49 £0,53



TUB 16
TUB 17
TUB 18
TUB 19
TUB 20
TUB 21
TUB 22
TUB 23
TUB 24
TUB 25
TUB 26
TUB 27
TUB 28
TUB 29
TUB 30

7,23
6,44
3,73
10,04
10,18
8,19
8,53
9,07
10,80
8,66
9,08
7,97
7,10
6,58
9,72

42,19
45,09
25,22
45,26
31,49
40,55

37,40
26,01
12,00
33,49
28,64

19,45
45,40

5,84 £ 0,86
7,00 0,30
6,77 + 1,44
4,51 £0,34
3,09 £0,25
4,95 +£0,51
4,12+ 0,21
2,41 +0,26
1,39 £0,23
3,69 £ 0,83
3,59 +1,16
2,96 + 0,30
4,67 £0,35

52

(-) auséncia de halo de hidrélise

Fonte: elaborado pelo autor.

O indice enzimatico das 23 cepas de actinobactérias xilanase positiva apresentou

significativas variacoes (p<0,05). As cepas TUB 7 e TUB 8 que ndo diferiram estatisticamente

entre si destacaram-se com os maiores indices, 8,89 e 8,56, respectivamente, enquanto a cepa

TUB 25 apresentou o menor valor de 1E, 1,39 (Gréfico 7).

Grifico 7 - Indice xilanolitico de actinobactérias de 4reas de agricultura de Ubajara, no Ceara.
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Sousa et al. (2018) estudando 38 cepas de actinobactérias provenientes de Quixada

(CE) obtiveram o valor mdximo de indice xilanolitico de 3,02, enquanto que os maiores IE
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encontrados nesse trabalho foram 8,89 e 8,56, valores bem superiores, o que reforca a

importancia de estudos como este.

A fim de categorizar as cepas de actinobactérias conforme a producdo de xilanase
utilizou-se a escala proposta por Silva et al. (2015) onde IE = 2 para cepas fortemente
produtoras de celulase, 1,5 < IE < 2 para cepas moderadamente produtoras de celulase, 1< IE

<1,5 para cepas fracamente produtoras e IE= 0 para as ndo produtoras (auséncia de halo de

hidrélise). Os resultados indicam a predominancia de cepas fortemente produtoras de xilanase,
78,57% (Gréfico 8).

Griafico 8 - Categorizacdo das cepas de actinobactérias provenientes de dreas de agricultura de
Ubajara, no Ceard, quanto ao indice xilanolitico.

100
< 80
&
a,
8 60
1]
=
=
£ 40
g
5 20
) L
0
Fortemente = Moderadamente  Fracamente  Nao produtora:
produtora: [E>2  produtora: produtora: [E=0
1,5<IE<2 1<IE<1,5

Fonte: elaborado pelo autor.

Florencio, Couri e Farinas (2012) propuseram que se o IE fosse maior que 1,5
indicaria um alto potencial de produgdo extracelular de enzimas, nesse caso das 23 cepas

xilanase positiva apenas uma (TUB 25) ndo se enquadra na classificag@o.

O gréfico 9, mostra a diferenca de producdo de celulase e xilanase entre as cepas
isoladas no microclima imido e as isoladas no microclima seco, a area de microclima imido
apresentou um maior nimero de produtoras tanto de celulase quanto de xilanase, nos dois
casos 10 das 11 cepas isoladas nesse microclima (90,91%) apresentaram halo de hidrdlise,
apenas a cepa TUB 14 ndo apresentou producdo de nenhuma das duas enzimas. Nao houve

diferenca para o indice amilolitico ja que todas as cepas demonstraram produgdo da enzima.

Grifico 9 - Categorizagdo das cepas de actinobactérias em produtoras de celulase e xilanase
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de acordo com o microclima.
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Fonte: elaborado pelo autor.

As diferencas na producdo de xilanase e celulase entre os dois microclimas podem ser
explicadas pelas modifica¢des nas caracteristicas do solo das duas dreas, Zhao et al. (2011) e
Manzoni et al. (2014) relataram que o desenvolvimento e a proliferacdo das actinobactérias

sao influenciados por fatores ambientais como temperatura, pH e umidade do solo.

5.6 Microcultivo

A combinacdo da coloracdo da cepa e de suas caracteristicas microscopicas, como a
observacdo da cadeia de esporos, foram consideradas para caracteriza-las dentro de um
mesmo género, foram identificados cinco géneros diferentes (Grafico 10), 21 das cepas foram
classificadas como Streptomyces, trés cepas (TUB 11, TUB 15 e TUB 21) foram classificadas
no género Actinomadura, TUB 14 e TUB 27 no género Thermosmonospora, TUB 20 no

género Streptosporangium e TUB 22 no género Saccharopolyspora.
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Grifico 10 - Distribui¢do dos isolados conforme o género.
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Fonte: elaborado pelo autor.

O predominio do género Streptomyces obtido nesse estudo (75%) corrobora com Brito
et al. (2015), que ao analisar 28 cepas também isoladas do Parque Nacional de Ubajara
obtiveram 85,7% classificadas nesse género. Isso provavelmente ocorre pelas caracteristicas
inerentes a esse grupo, como pouca exigéncia nutricional e rdpida producdo e dispersdao de
esporos (LEWIN et al., 2016, DHARMARAJ, 2010).

Observando as estruturas microscopicas (Figura 10) das 21 cepas de Streptomyces, 20
apresentaram cadeias de esporos em espiral com excecdo da cepa TUB 12 que apresentou
cadeias verticiladas retas. Nas cepas TUB 11, TUB 15 e TUB 21, foram observadas a
presenca de filamentos ondulados e cocos em cadeias espirais ou forma de gancho,
caracteristicas do género Actinomadura. Ja nas cepas do género Thermosmonospora (TUB 14
e TUB 27) ocorreu a presenca de hifas filamentosas, cocos livres e em diplococos e a
presenca de espirais. Observou-se a presenca de esporangio contendo esporos na cepa TUB
20 e na cepa TUB 22 esporos redondos cobertos por uma bainha, caracteristicas tipicas dos

geéneros Streptosporangium e Saccharopolyspora, respectivamente.
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Figura 10 - Registro fotogrifico das estruturas micromorfoldgicas de 2 fungos e 28

actinobactérias oriundas de dreas de agricultura de Ubajara, CE.

TUB 1 TUB 2 TUB 3

Fungo Streptomyces Streptomyces

TUB 4 TUB S TUB 6

Streptomyces Streptomyces. Streptomyces

TUB 7 TUB 8 TUB 9

Streptomyces Streptomyces Streptomyces

TUB 10 TUB 11 TUB 12
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Fungo Actinomadura Streptomyces

TUB 13 TUB 14 TUB 15

Streptomyces Thermonospora Actinomadura

TUB 16 TUB 17 TUB 18

Streptomyces Streptomyces Streptomyces

TUB 19 TUB 20 TUB 21

Streptomyces Streptosporangium Actinomadura
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TUB 22 TUB 23 TUB 24

Saccharopolyspora Streptomyces Streptomyces

TUB 25 TUB 26 TUB 27

Streptomyces Streptomyces Thermosmonospora

TUB 28 TUB 29 TUB 30

Streptomyces Streptomyces Streptomyces

Fonte: elaborado pelo autor.

Os géneros Streptomyces, Actinomadura e Thermosmonospora também foram
relatados em outros estudos com solo da caatinga por Brito ef al. (2015) e Santos et al. (2019).
A presenca do gé€nero Saccharopolyspora pode ser explicada pelo fato de algumas de suas
espécies, como a Saccharopolyspora spinosa, serem utilizadas no controle bioldgico de

insetos no Brasil (HERTKEIN et al., 2010).
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6 CONCLUSAO

O género predominante entre as 28 cepas isoladas foi o Streptomyces (75%), foram
identificados mais quatro géneros sendo eles Actinomadura, Thermosmonospora,
Streptosporangium e Saccharopolyspora.

As elevadas porcentagens de cepas com producdo enzimdtica demonstram o grande
potencial desses microrganismos e a importancia de estudos como este. A caracteriza¢ao
morfoldgica e os registros de coldnia e micromorfologia podem auxiliar em trabalhos futuros

sobre esse tema.
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