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1 INTRODUCAO

O semiarido configura-se como uma regido com grande diversidade de ambientes, em que €
possivel observar heterogeneidade de vegetacdes, clima quente e seco, plantas que se adaptam bem
a diversas condi¢cBes ambientais, além de amplitudes térmicas elevadas e solos pouco Umidos
(KAVAMURA et al., 2013). Gorlach-Lira e Coutinho (2007) descreveram que 0S microrganismos
no solo sdo influenciados por diversos fatores quimicos e fisicos, que incluem a disponibilidade de
nutrientes, matéria organica, umidade e temperatura do solo, dessa forma, em ambientes aridos,
todos esses fatores sdo geralmente desfavordveis para o crescimento microbiano. Porém, as
actinobactérias destacam-se por possuirem ampla capacidade adaptativa a condi¢des ambientais
hostis (BERNARDES; SANTQOS, 2006) e representam um dos maiores grupos bacterianos,
especialmente em solos alcalinos e ricos em matéria organica (MARTINS et al., 2014).

O género Streptomyces € o principal representante das actinobactérias, sendo 95% das cepas
de actinobactérias isoladas do solo (SEMEDO et al., 2001), onde hidrolisam polissacarideos e
outras macromoléculas naturais importantes para a ecologia do solo (CHATER et al., 2010). Dessa
forma, a producdo de metabolitos secundarios em diferentes ecossistemas € uma caracteristica
marcante das actinobactérias (MANIVASAGAN et al., 2010). Entre esses metabolitos, destacam-se
as enzimas extracelulares, como a amilase, que auxilia na sobrevivéncia de plantas, no controle de
patdgenos e disponibiliza nutrientes que facilitam a permanéncia no solo de outros grupos
microbianos (PALANIYANDI et al., 2014; PANDE et al., 2014).

No entanto, a estabilidade enzimatica varia com as condi¢cGes ambientais, segundo Gupta et
al. (2003), o pH do meio de crescimento, além de interferir na atividade enzimatica, induz
alteraces morfologicas nas cepas. Assim, sabendo-se que a atividade da amilase pode ser afetada
por fatores abioticos, como o pH, é importante determinar em que valores essa atividade ainda é

detectada.
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2 METODOLOGIA

Foram avaliadas 18 cepas de actinobactérias denominadas com codigo (UB-numero da
cepa), que estdo mantidas em tubos inclinados com meio caseina dextrose agar (CDA) a 4°C no
Laboratdrio de Microbiologia Ambiental (LAMAB) do Departamento de Biologia da Universidade
Federal do Ceara, compondo colecdo de actinobactérias oriundas do semiarido do Nordeste
brasileiro. A atividade amilolitica dessas cepas foi previamente avaliada, o indice Enzimatico (IE)
estabelecido e aquelas com IE > 2,0 foram testadas quanto atividade sinergistica com cepas de
rizébios isoladas da mesma area, mas deficientes na producdo de amilase (SILVA, 2016). A partir
disso as cepas de actinobactérias UB-02, UB-03, UB-04, UB-05, UB-07, UB-08, UB-11, UB-14,
UB-15, UB-17, UB-18, UB-19, UB-20, UB-21, UB-23, UB-24, UB-26 e UB-27 metabolicamente
compativeis com as de rizobios foram testadas quanto a capacidade de crescimento em meios de
cultura contendo amido, com alteragdes do pH.

Segundo a metodologia de Alariya et al. (2013) para atividade amilolitica, as cepas de
actinobactérias selecionadas foram inoculadas na forma de spots e em triplicata no meio de cultura
agar-amido, com a seguinte composicdo por litro: peptona (10,0 g), extrato de carne (3,0 g), NaCl
(5,0 g), amido solavel (2,0 g) e agar (15,0 g), porém com o pH ajustado para 4, 5, 7 € 9, e incubadas
em camara de crescimento B.O.D. a 28 £ 2°C por 10 dias, apds isso foram adicionados 10 mL de
solucdo lugol em cada placa para evidenciar o halo de degradacdo da enzima. Para expressar a
atividade amilolitica nos pHs testados calculou-se o indice enzimatico (IE), utilizando-se a equacao
IE = Dh/Dc. Sendo Dh o diametro médio em mm do halo de hidrélise e Dc o diametro médio em
mm da coldnia das actinobactérias (HANKIN; ANAGNOSTAKIS, 1975).

Foi realizado um ensaio em triplicata, sendo cada repeti¢cdo constituida por uma placa de
Petri, em que foi obtido um IE médio, além do desvio padrdo. Os dados de indice enzimatico foram
submetidos a uma anélise de regressio linear no software gratuito RStudio® (R DEVELOPMENT
CORE TEAM, 2011), com 5% de significancia, que modelou a relacdo entre as variaveis

quantitativas.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nenhuma cepa de actinobactéria se desenvolveu no meio suplementado com amido no pH 4,
dessa forma nédo foi possivel calcular o indice enzimatico. Ja no pH 5, 6 cepas (33,33%) foram

capazes de crescer e apresentar amilase positiva, com valores do indice enzimatico na faixa de
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1,5>1E<5. Nesse pH foi possivel registrar que a cepa UB-20 apresentou o maior halo de hidrolise
(30,68 mm) (Figura 1).
Figura 1 — Halo de hidrolise pela amilase da cepa UB-20 no pH 5. A seta dupla indica o
didmetro do halo.

Fonte: acervo do autor.

Nos pHs 7 e 9 todas as cepas apresentaram amilase positiva, destacando-se as cepas UB-23,
com um indice enzimatico maior que 6 no pH 7, e as cepas UB-05 e UB-08, com valor maior que 4,
mesmo com o aumento do pH. Além disso, é possivel observar que o indice enzimatico nos
diferentes pH variou de 1,5 a 6,7, sendo o menor IE registrado no pH 9 e o maior IE no pH 7
(Gréfico 1), podendo esse maior IE ser atribuido ao pH 6timo de crescimento das actinobactérias ser
na faixa de neutralidade (BARKA et al., 2016).

Gréfico 1 — Perfil da atividade amilolitica das cepas de actinobactérias em diferentes pHs.
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Fonte: acervo do autor.
Conforme Ramos et al. (2015) e Brito et al. (2015) em experimentos sobre as caracteristicas

culturais e micromorfoldgicas, Streptomyces representa 55,56% dos géneros das cepas de
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actinobactérias deste estudo. Dessa forma, aléem do seu conhecido potencial enzimatico, 0s
resultados do presente trabalho mostram que esse género tolera uma ampla faixa de pH sem perder
a capacidade de crescer, principalmente com uma suplementacdo do meio (KONTRO et al., 2005),
isso explica o fato de que mesmo com valores tdo extremos de pH ainda foi possivel observar
crescimento e atividade enzimatica, justamente pelo meio conter amido.

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

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

A analise de regressao linear mostrou que as alteracdes do fator abiotico testado teve efeito
significativo no indice enzimatico das cepas de actinobactérias, sendo R®=0,6916, p<0,05. Os
maiores indices enzimaticos foram registrados no pH 7 (Grafico 2), proximo a faixa de pH 6timo
para o0 crescimento dessas actinobactérias. Embora se tratando de outro grupo bacteriano, Oliveira
(2006) concluiu que, embora a atividade amilolitica de cepas de rizébios tenha variado em fungéo
do pH do meio, os maiores indices foram registrados em pH 6,5.

Gréfico 2 — Distribuicdo de indices enzimaticos das cepas de actinobactérias em relacéo a
diferentes pHs.

Indice Enzimatico das cepas

PH 4 PH 5 pH 7 PH 9

Fonte: acervo do autor.
Como especificado por Sudharhsan et al. (2007), os resultados deste trabalho confirmaram a
importancia dos fatores abidticos na sintese e secregdo de amilases microbianas. Assim, a atividade

amilolitica configura um indicativo da presenca de enzimas hidroliticas no solo do semiarido
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Nordestino, mesmo em condigBes abioticas extremas, caracteristicas dessa regido (GORLACH-
LIRA; COUTINHO, 2007).

4 CONCLUSOES

As actinobactérias oriundas do semiarido Nordestino apresentaram atividade amilolitica
mesmo sob variagdes de pH, o que implica na disponibilizacdo de nutrientes e energia necessarios
para manutencdo de processos quimicos e biologicos desse ecossistema mesmo em condi¢es

abioticas de estresse.
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