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INTRODUCAO

Actinobactérias sdo bactérias Gram-positivas que produzem enzimas extracelulares e
importantes metabolitos secundarios (GOODFELLOW & WILLIAMS, 1983; HO et al.,, 2002;
VENTURA et al., 2007; GENILLOUD et al., 2011). Esses micro-organismos produzem compostos
bioativos importantes de alto valor comercial e, portanto, vem sendo estudado para producao de novas
substancias bioativas, uma vez que 61% de todos os metabdlitos microbianos bioativos foram isolados
a partir dessas bactérias (MONCHEVA et al., 2002). Esses organismos sao importantes em processos
biotecnolégicos devido a capacidade de produzir metabolitos secundarios de diversas classes quimicas
e atividades biologicas que serdo isolados e utilizados para producdo de enzimas, agentes antitumorais,
imunomoduladores e antimicrobianos (RAJA & PRABAKARANA, 2011).

Um fator importante comum encontrado nesse grupo é a variabilidade de caracteristicas

genéticas, tais como, formacdo de micélio aéreo, pigmentacdo, esporulacdo, resisténcia a antibi6ticos e
agentes genotoxicos como a mitocina C ou irradiagdo ultra vermelha e producdo de antibitticos
(SEMEDO, 1997). Sdo micro-organismos cosmopolitas, ou seja, com capacidade de colonizar os mais
variados ecossistemas, mas 0 seu habitat principal é o solo (SATHEEJA & JEBAKUMAR, 2011), onde
produzem compostos terpendides responsaveis pelo odor do solo (ENSIGN, 1978). Segundo
Arifuzzaman et al. (2010), a populacdo de actinobactérias é afetada pela localizacdo geografica,
temperatura e tipo de solo, pH, teor de matéria organica, tipo de cultivo, aeracdo e umidade. Leblanc
(2008) relatou que actinobactérias sao adaptaveis a habitats como solos com baixo teor de umidade,
tipico de regides semidridas.
Esses micro-organismos produzem pigmentos de cores diversificadas que auxiliam na caracterizacao
cultural dos mesmos (AMSAVENI et al., 2015). A producdo de pigmentos ndo é essencial para o
crescimento microbiano, mas desempenha importante papel ecolégico, uma vez que contribuem para a
sobrevivéncia e competitividade dos micro-organismos (SHARMA, 2014; OLIVEIRA et al., 2014).
Entre os corantes produzidos pelas actinobactérias destacam-se os pigmentos melanoides, polimeros de
coloracdo marrom escura que além de representarem um importante critério taxondmico também se
destacam pela similaridade com as substancias himicas do solo (DASTAGER et al., 2006). A cor do
micélio aéreo e reverso, resultante da producdo de pigmentos, é um critério taxondmico determinante
para a identificacdo de actinobactérias (AMAL et al.; 2011; AUGUSTINE et al., 2013; MABROUK &
SALEH, 2014).

Apesar do grande potencial ecologico e biotecnologico, ainda sdo escassos os estudos sobre
actinobactérias na regido semiarida. Dessa forma, esse trabalho teve por objetivo caracterizar quanto a
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diversidade cromogénica e presenca de pigmentos melanoéides, 30 cepas de actinobactérias oriundas da
regido semidrida de Quixada no Estado do Ceara.

MATERIAL E METODOS

Caracterizacao da area

Foram isoladas 30 cepas de actinobactérias oriundas de amostras de solo da Fazenda Nao me
deixes uma unidade de conservacao localizada no municipio de Quixada, Ceara. A propriedade de 929
ha, dos quais 300 ha foram reconhecidos, em 1998, como Reserva Particular de Patrimonio Nacional
(RPPN) pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA). A
localizacdo geografica é latitude 4°49°34” S e longitude 38° 58’9 W, com 210 m de altitude). O clima
do municipio de Quixada é classificado como Tropical Quente Semiarido, com pluviosidade média de
732,8 mm, concentrada nos meses de fevereiro a abril, e temperatura média de 26,6 °C (FUNCEME,
2000).

Preparacao das amostras

Para preparacdo amostras, ap6s homogeneizacdo, foram pesados 10 g de solo e diluidos em 90
mL de solugdo salina 0,85%. Os frascos foram mantidos sob agitacdo em mesa agitadora orbital com
velocidade de 145 rpm por 30 minutos (correspondentes as dilui¢des 10™7). A partir destas dilui¢des
foram preparadas dilui¢des seriadas até a 10* (LIMA et al., 2014).

Contagem de actinobactérias

Determinou-se a populacdo de actinobactérias pelo uso da técnica da semeadura em superficie
no meio de cultivo Caseina Dextrose Agar (CDA) de seguinte composicdo por litro: K,HPO, 0,5 g,
MgS0..7H,O 0,2 g, glicose 10 g, caseina 0,2 g, nistatina 0,05 mg e pH 6,5-6,6 (KUSTER &
WILLIAMS, 1964; ARIFUZZAMAN et al., 2010). O meio foi distribuido em placas de Petri estéreis e
100 pL das diluigdes 10 até 10 foram espalhados sobre a superficie das placas, com auxilio de alga
de Drigalski, que foram incubadas a 28 + 2 °C por sete dias (SHAIKH et al., 2013). Ap6s incubagdo
foram selecionadas e quantificadas as diluices que apresentaram entre 30 a 300 col6nias com
caracteristicas tipicas de actinobactérias e o resultado expresso em UFC g de solo. O ensaio foi
realizado em triplicata.

Cor da massa aérea e pigmento reverso

A avaliacdo das caracteristicas das colonias foi realizada a partir do crescimento no meio CDA.
Foram selecionadas 30 cepas com caracteristicas distintas para realizagdao do presente trabalho. Apos
purificacdo, cada cepa foi inoculada por estrias em placas de Petri contendo o meio Caseina-Dextrose-
Agar (CDA). Em seguida, as placas foram incubadas em estufa B.O.D & 28 + 2 °C por 7 dias. Para
descricdo das caracteristicas culturais foram avaliadas as cores do micélio aéreo e reverso das colonias
conforme descrito por Wink (2012), baseada na carta de cores (RAL color charts).

Pigmentos melanoides
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Para teste de producdo de pigmentos melanoides as cepas foram inoculadas em triplicata em
meio tirosina agar (SHINOBU, 1958) de seguinte composicao por litro: 15 g glicerol, 0,5 g L-tirosina,
1 g L-asparagina, 0,5 g K;HPO,, 0,5 g MgS0..7H,0, 0,5 g NaCl, 0,01 g FeSO4+.H-0 g, 15 g agar, 1mL
solucdo tracos de sais (0,1 g FeSO,4.7H.0 g, 0,1 g MnCl,.4H,0, 0,1 g ZnSO..7H,0 g, 100 mL agua ) e
pH 7,2-7,4. Em seguida foram incubadas em estufa B.O.D 4 28 + 2 °C por 7 dias.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Observando as caracteristicas apresentadas pelas 30 cepas analisadas, utilizando-se como
critério de classificacdo a cor do micélio aéreo e micélio reverso, foram classificados 18 tipos
cromogeénicos de actinobactérias (Tabela 1). Com relacdo as cores do micélio aéreo, os pigmentos
observados foram cinza (37%), marrom (23%), branco (20%), verde (10%), amarelo (3%), vermelho (3
%) e rosa (3%). O micélio reverso apresentou as cores cinza (30%), cinza e branco (10%), amarelo
(7%), marrom (14%), creme (14%), marrom e preto (3%), vermelho (10%), marrom e amarelo (3%),
rosa (3%), verde (3%) e marrom e cinza (3% ) (Figuras 1 e 2).

Em estudo sobre a producdo de pigmentos produzidos por actinobactérias, Amal et al. (2011)
relataram que estes pigmentos podem estar dissolvidos no meio ou retidos no micélio e sdao descritos
em tons de azul, violeta, vermelho, rosa, amarelo, verde, marrom e preto.

No bioma Caatinga Silva et al. (2013), avaliando as caracteristicas macroscopicas de 36 cepas
de actinobactérias também registraram a predominancia da coloracdo cinza 50% (18), como
predominante, seguido de 30,6% (11) com micélio castanho e 19,4% (7) micélio branco. Ramos et al.
(2015) em andlise da diversidade cromogénica de actinobactérias do mesmo bioma, relataram que em
42,8% das cepas ndao apresentaram a producdao de pigmentos. No entanto, o restante das cepas
observadas apresentaram pigmentos com predominancia das cores branco, seguido do marrom e cinza.
No Baixo Acarau (CE) Silva et al. (2015) avaliando as mesmas caracteristicas para 39 cepas de
actinobactérias também constataram a cor cinza, seguida da creme e branco como predominantes tanto
no micélio aéreo como no reverso.

Assim, como no presente trabalho, demais estudos mostraram que as cores cinza, marrom e
branca se destacaram como predominantes nas cepas avaliadas. No entanto, vale ressaltar que, mesmo
em menor porcentagem, pigmentos de diversas coloragoes foram observados, sugerindo assim a
diversidade cultural das actinobactérias oriundas de regides do semiarido. Segundo Amal et al. (2011),
a producdo de pigmentos é influenciada por fatores tais como pH, temperaturas e fontes de carbono.
Por ser considerada uma regiao onde predominam altas temperaturas, salinidade, incidéncia de radiacao
solar e estresse hidrico, os micro-organismos desse ecossistema representam uma fonte potencial para
aplicacOes biotecnologicas e ambientais (DUAN & FENG, 2010; SOARES Jr., 2012) e a diversidade
cromogénica pode estar relacionada as condicdes adversas do semiarido brasileiro.

(83) 3322.3222
contato@conidis.com.br

www.conidis.com.br



= CONIDIS

| CONGRESSO INTERNACIONAL
DA DIVERSIDADE DO SEMIARIDO
DIVERSIDADE: APRENDER O SEMIARIDO, NO SEMIARIDO E COM O SEMIARIDD

TABELA 1. Tipos cromogénicos das cepas de actinobactérias

TlpOS. Cepas M}cello Micélio reverso
culturais aéreo
Aq 01
1 2?1 ;g Marrom Cinza
Aq 28
Aq 02
2 Aq 29 Cinza Cinza e branco
Aq 07
3 Aq 03 Amarelo Amarelo
Aq 05
4 Aq17 Cinza Marrom
Aq 30
5 Aq 08 Cinza Marrom e preto
Aq09
6 Aq 10 Branco Creme
Aq 24
7 Aq 11 Vermelho Vermelho
8 23 ;5 Verde Cinza
9 Aq 14 Marrom Marrom
10 Aq 15 Branco Marrom e amarelo
11 Aq 16 Rosa Rosa
12 Aq 18 Marrom Creme
Aq 19
13 Aq21 Cinza Cinza
Aq 22
14 Aq 23 Branco Amarelo
15 Aq 25 Branco Vermelho
16 Aq 26 Marrom Verde
17 Aq 27 Verde Vermelho
18 Aq 31 Cinza Marrom e Cinza
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Figura 1: Cor do micélio aéreo de cepas de actinobactérias da regido semiarida de Quixada.
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Figura 2: Cor do micélio reverso de cepas de actinobactérias da regido semidrida de Quixada.

Actinobactérias também sintetizam e excretam pigmentos escuros de melanina ou melandide,
que sao considerados um importante critério para estudo taxonémico (DASTAGER et al., 2006). No
presente trabalho, das cepas avaliadas 41,15% foram produtoras de pigmentos melandides,
apresentando as cores marrom escuro, marrom claro e amarelo (Figura 3).

Amal et al. (2011) avaliando a producdo de melanina para aplicacdo em industrias de
estampagem e tingimento por Streptomyces, registraram que das 30 cepas avaliadas somente quatro
(13,3%) exibiram referida caracteristica. Ramos et al. (2015) constataram que 21,4% do total das cepas
avaliadas, foram produtoras de pigmentos melanoides.

As melaninas sdo descritas como " armadura " de protecdo das actinobactérias contra diferentes
situacOes de estresse ambiental, tais como a radiacao ultravioleta e temperaturas extremas (BUTLER &
DAY, 1998) condi¢des comuns ao semiarido. Acredita-se que a melanina atua protegendo o micro-
organismo contra o estresse ambiental. Bactérias produtoras de melanina também sdo mais resistentes a
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FIGURA 3 Porcentagem das cepas de actinobactérias produtores de pigmentos melanoides

antibioticos (LIN et al., 2005). Além de, segundo Miyaura & Tatsumi (1961), produzirem varios tipos
de antibioticos e, estes incluem diferentes pigmentos. Portanto, tendo em vista o potencial ecologico e
biotecnolégico destes micro-organismos, as cepas obtidas no presente estudo representam uma fonte
potencial biotecnolédgica e ecologica.

CONCLUSAO
A caracterizacdo realizada no presente trabalho identificou 18 tipos cromogénicos de
actinobactérias. As cores cinza, marrom e branco foram predominantes na pigmentacdo dos micélios
aéreo e reverso das 30 cepas avaliadas. As diferentes cores observadas indicaram o elevado grau de
diversidade cromogénica das actinobactérias do solo de Quixada, regido do semiarido do brasileiro.
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