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1 - INTRODUÇÃO
Regiões semiáridas apresentam características climáticas particulares que definem grande parte

de sua estrutura física, química e biológica. Apresentando precipitações pluviométricas baixas (250
e 500 mm) e irregulares,  a  região  semiárida  do nordeste  brasileiro  também evidencia  elevadas
temperaturas  e  solos  rasos  com  pouca  drenagem  superficial  (CIRILO,  2008).  Estes  fatores
contribuem para existência de solos pouco resistentes e com baixa produção de fitomassa (MAIA et
al., 2006). 

Os solos constituem um ambiente heterogêneo que abriga a maior biodiversidade do planeta
(HINSINGER et al., 2009). Compondo essa diversidade de organismos e desempenhando funções
de grande relevância  encontram-se as  bactérias.  Esses  micro-organismos  apresentam importante
variedade  metabólica  responsável  pela  ciclagem  de  elementos  necessários  (C,  N,  P),  além  de
estabelecerem interações associativas benéficas que contribuem na incorporação desses elementos
na  cadeia  alimentar,  afetando dessa  forma na estrutura  e  nas  funções  ecossistêmicas  dos  solos
(VINHAL-FREITAS et al., 2010; AISLABIE & DESLIPE, 2013). 

Dentre estes micro-organismos, destacam-se as bactérias diazotróficas como os rizóbios, que
podem estar livres no solo ou associadas a raízes de plantas (SABINO et al., 2012) realizando a
fixação  biológica  de  nitrogênio  atmosférico.  A interação  rizóbio-leguminosa  é  responsável  por
suplementar de 80 a 90% do total de nitrogênio requerido pela planta (KUMARI et al., 2010) sendo
de suma importância para o desenvolvimento vegetal. Nesse processo, os rizóbios necessitam de
enzimas  hidrolíticas  capazes  de  degradar  componentes  da  parede  celular  das  células  vegetais,
promovendo  assim,  a  infecção  radicular,  processo  comumente  referido  como  nodulação
(OLIVEIRA et al., 2006; KUMARI et al., 2010).

As  enzimas  microbianas  presentes  no  solo,  provenientes  do  seu  catabolismo  extracelular,
favorecem processos importantes de ciclagem de nutrientes, além de atuarem no controle do ciclo
global de carbono (MAKOI; NDAKIDEMI, 2008; SINSABAUGH; SHAH, 2012), constituindo-se
elementos importantes para manutenção dos seres vivos em ambientes com condições restritivas,
como o de locais semiáridos.

Assim sendo, a presença de enzimas hidrolíticas no solo, secretadas pela atividade extracelular
de sua microbiota, se torna crucial para processos ecológicos fundamentais como a incorporação de
nitrogênio nos seres vivos, assim como, a disponibilização de compostos orgânicos necessários para
recuperação da bioenergia dos sistemas naturais (VINHAL-FREITAS et al., 2010). Nesse sentido,
torna-se relevante analisar a atividade enzimática de alguns grupos microbianos, como os rizóbios,
de modo a compreender sua contribuição na degradação de compostos orgânicos abundantes no
solo como amido e celulose, uma vez que esses polissacarídeos são estruturalmente complexos e de
elevada contribuição energética, sendo relevantes para ambientes semiáridos que apresentam baixa
disponibilidade de nutrientes e condições abióticas limitantes (KAVAMURA et al., 2013).
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Neste contexto,  o presente trabalho objetivou quantificar  a atividade enzimática de rizóbios
isolados  da  região  rizosférica  de  leguminosas  do  Parque  Nacional  de  Ubajara-Ce,  quanto  a
produção de enzimas amilolíticas e celulolíticas.
 
2 - MATERIAL E MÉTODOS

As 26 cepas de rizóbios  analisadas  no presente estudo foram isoladas  de amostras  de solo
rizosférico de leguminosas do Parque Nacional de Ubajara (PNU), uma unidade de conservação
federal de proteção integral localizada no planalto da Ibiapaba, região norte do Estado do Ceará a
320 km de Fortaleza (ICMBio, 2016). 

A atividade  amilolítica  e  celulolítica  das  26  cepas  de  rizóbios  (LAMAB-83,  LAMAB-84,
LAMAB-85,  LAMAB-86,  LAMAB-87,  LAMAB-89,  LAMAB-90,  LAMAB-91,  LAMAB-92,
LAMAB-93,  LAMAB-94,  LAMAB-95,  LAMAB-96,  LAMAB-97,  LAMAB-98,  LAMAB-99,
LAMAB-100, LAMAB-101, LAMAB-102, LAMAB-103, LAMAB-104, LAMAB-105, LAMAB-
107, LAMAB-108, LAMAB-109 e LAMAB-110) foi avaliada através da inoculação das cepas na
forma de spot e em quadruplicata em meio de cultivo ágar-amido (ALARIYA et al., 2013) e meio
ágar  suplementado  com carboximetilcelulose  (CMC) como única  fonte  de  carbono  (HANKIN;
ANAGNOSTAKIS, 1977). 

Para mensurar a atividade enzimática de cada cepa foi utilizada a seguinte equação: IE (Índice
Enzimático) = Dh (diâmetro do halo de hidrólise)/Dc (Diâmetro da colônia) (CHARBONNEAU et
al., 2012).  O IE foi medido em milímetros utilizando-se um paquímetro digital.

As análises  estatísticas  foram realizadas  utilizando a versão ASSISTAT 7.7 BETA (SILVA;
AZEVEDO, 2009). O conjunto de dados de cada atividade foi submetido ao teste de normalidade
Shapiro-Wilk a 5% de probabilidade. Os dados que não seguiram uma distribuição normal foram
avaliados pelo teste não paramétrico Kruskal-Wallis. O teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade
foi aplicado para comparar as médias dos IEs de cada cepa de rizóbio.

3 - RESULTADOS E DISCUSSÃO
3.1 - Atividade Amilolítica

A presença de regiões amareladas ao redor das colônias foi considerada como indicativo da
hidrólise de amido pelas cepas de rizóbios avaliadas no presente estudo, como exemplificado na
figura  1  para  as cepas LAMAB-94 (A) e
LAMAB-101 (B).

Figura 1 – Indicação da presença de halos de hidrólise de amido nas cepas de rizóbios LAMAB-94
(A) e LAMAB-101 (B).

Das  26  cepas  avaliadas,  aproximadamente  66% (17)  demonstraram  síntese  de  enzimas
amilolíticas,  enquanto que um percentual também significativo de 34% (9) não exibiu atividade
para  a  referida  enzima  (LAMAB-84,  LAMAB-86,  LAMAB-91,  LAMAB-93,  LAMAB-98,
LAMAB-99, LAMAB-100 e LAMAB-107). A análise estatística demonstrou que houve variação
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significativa entre os índices enzimáticos apresentados (p<0,05), sendo que as cepas LAMAB-95 e
LAMAB-101, apresentaram as maiores variações com relação as demais cepas, exibindo IEs de
3,77 e 4,98, respectivamente (Figura 2). 
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Figura 2 – Índice amilolítico de cepas de rizóbios isoladas de solo rizosférico de leguminosas do
Parque Nacional de Ubajara – CE. Os valores representam a média de duas repetições ± desvio
padrão. Médias seguidas da mesma letra entre as cepas de rizóbios não diferem significativamente
pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade. 

Esses  resultados  evidenciam  o  potencial  enzimático  desse  grupo  bacteriano  na  síntese  de
amilases, assim como demonstrado por Fernandes Jr. et al. (2012) que ao avaliarem a produção de
enzimas  amilolíticas  por  27  cepas  de  rizóbios  isolados  de  raízes  de  plantas  de  feijão-guandu
(Cajanus cajan), constatou que todas as cepas foram produtoras de amilases, mas que apenas quatro
apresentaram alta capacidade amilolítica com IEs variando entre 1,5 e 4,0. Já Oliveira et al. (2006)
ao observarem a produção de hidrólise de amido em 67 cepas de rizóbios da Amazônia Central,
verificou que apenas 22 cepas (32%) foram amilase positiva. Kumari  et al. (2010) ao analisarem
aspectos de nodulação em cinco espécies de Indigofera pertencentes a família Fabaceae, verificou
que apenas uma cepa de rizóbio, das cinco avaliadas, foi capaz de expressar síntese amilolítica.

Acredita-se  que  algumas  enzimas  como  uréases,  proteases,  amilases  e  gelatinases  sejam
importantes no processo de nodulação realizado pelos rizóbios (KUMARI et al., 2010; OLIVEIRA
et  al., 2007),  dessa  forma a presença  dessas  enzimas  extracelulares  produzidas  pela  população
microbiana dos solos (KAVAMURA et al., 2013) são fundamentais na incorporação biológica de
nitrogênio. No entanto, vale ressaltar que assim como identificado no presente trabalho e observado
na  corrente  literatura  sobre  o  assunto,  a  síntese  de  amilase  pelas  cepas  de  rizóbios  não  foi
significativa, uma vez que a maioria das cepas produtoras de amilase apresentaram 1,5≤IE<2, sendo
indicadas como moderadamente produtoras de enzimas amilolíticas conforme classificação sugerida
por Silva et al. (2015). 

As amilases são amplamente produzidas por fungos e bactérias (DEVI et al., 2010), sendo que
a maioria dos estudos que avaliam a capacidade de síntese dessas enzimas ocorrem com bactérias
do gênero  Bacillus (OLIVEIRA  et al.,  2007; DEVI  et al.,  2010). De acordo com Freitas  et al.
(2014), alguns fatores podem influenciar a síntese de amilases por micro-organismos, dentre os
quais são citados o tipo de substrato e fatores físico-químicos, esses fatores somados as condições
particulares  de  ambientes  semiáridos  podem  interferir  na  produção  de  amilases  por  rizóbios,
afetando  não  apenas  na  disponibilização  de  nutrientes,  assim  como  também  intervindo  na
assimilação de nitrogênio pelos seres vivos.

3.2 - Atividade Celulolítica
(83) 3322.3222
contato@conidis.com.br

www.conidis.com.br



Quanto a capacidade de hidrolisar compostos celulolíticos, as cepas de rizóbios do presente
estudo apresentaram potencial reduzido na síntese de celulases, apenas cerca de 12% (LAMAB-84,
LAMAB-91 e LAMAB-96) das cepas de rizóbios foram produtores de celulases. Dentre as cepas
produtoras de celulase os IEs apresentaram pouca variação, sendo que estes valores variaram apenas
de 1,78 para cepa LAMAB-84 a 1,66 para LAMAB-96 (Figura 3). 
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Figura 3 – Índice celulolítico de cepas de rizóbios isoladas de solo rizosférico de leguminosas do
Parque Nacional de Ubajara – CE. Os valores representam a média de duas repetições ± desvio
padrão. Médias seguidas da mesma letra entre as cepas de rizóbios não diferem significativamente
pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade. 

As  celulases  possuem  papel  muito  importante  na  ciclagem  global  do  polímero  de  maior
abundância,  a  celulose  (MAKOI;  NDAKIDEMI,  2008),  no  entanto  sabe-se  que  atividade
celulolítica é bastante complexa e que micro-organismos como bactérias, fungos e actinomicetos
são capazes da bioconversão desse polissacarídeo (SHAIKH et al., 2013). 

Entretanto,  poucos  estudos  indicam  a  presença  de  atividade  enzimática  por  rizóbios,
especialmente  quanto  a  capacidade  de  síntese  de  enzimas  hidrolíticas  capazes  de  solubilizar
substratos celulolíticos (OLIVEIRA et al., 2006). Como verificado pelo presente trabalho as cepas
de rizóbios não demonstraram perfil celulolítico significativo, haja vista que cerca de 88% (23) das
cepas não foram produtoras de celulase. Resultados similares foram reportados por Oliveira  et al.
(2006) ao analisarem a atividade enzimática de cepas de rizóbios nativas da Amazônia Central, no
qual foi constatado que de 67 cepas, apenas seis (9%) exibiram a produção de celulases. 

Embora  a  atividade  celulolítica  não seja  expressiva  para  cepas  de  rizóbios,  Robledo  et  al.
(2012) afirmam que a presença de enzimas celulolíticas auxilia na quebra da parede celular das
células das raízes e facilita o processo de nodulação dos rizóbios. Dessa forma, a ineficiência na
produção dessas enzimas pode comprometer o processo de fixação de nitrogênio e inviabilizar a
permanência dessas populações microbianas em solos semiáridos, uma vez que a produção desses
compostos enzimáticos pelas referidas cepas parece ser limitada.

Diversos estudos demonstram potencial celulolítico de outros grupos microbianos em regiões
semiáridas, como fungos e actinobactérias (LUZ et al., 2006; SILVA et al., 2015), o que sugere que
embora  o  potencial  celulolítico  das  cepas  de  rizóbios  do  presente  estudo  não  tenha  sido
significativo,  a  presença  no  solo  de  outras  populações  microbianas  capazes  de  solubilizar
eficientemente  compostos  celulósicos  pode  contribui  na  manutenção  das  cepas  de  rizóbios  em
ambientes semiáridos, uma vez que a atividade microbiana é muito importante para os processos
biológicos  e  bioquímicos  do  solo  influenciando  diretamente  a  transformação  de  nutrientes  e
auxiliando na manutenção da diversidade da microbiota local (VINHAL-FREITAS et al., 2010).
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4 - CONCLUSÃO
As cepas de rizóbios isoladas de leguminosas do Parque Nacional de Ubajara-Ce, apresentaram

moderado potencial enzimático para produção de amilases, enquanto que foram pouco expressivas
na síntese de celulases. 
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