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1 INTRODUCAO

A regido semiarida se caracteriza por solos com baixa disponibilidade de nutrientes e
elevadas concentracGes salinas (ZANELLA, 2014). Isso pode configurar uma ameaca as
comunidades microbianas, pois interfere na liberacdo de compostos sollveis e limita a capacidade
metabdlica dos microrganismos (FREITAS et al., 2007). No entanto, as actinobactérias constituem
um dos maiores grupos microbianos e estdo distribuidas nos mais diversos ecossistemas aquéticos e
terrestres, de modo mais abundante em solos (SILVA et al., 2012). Sugere-se relevancia desse
grupo para a manutencéo, sinalizacio e colonizaco de diversos ambientes (GONZALEZ, 2005).
Essas bactérias se destacam ainda pela diversidade enzimatica, responsavel pela disponibilizacdo de
nutrientes a partir da degradacdo de substratos complexos, porém, segundo Oshone; Mansour; Tisa
(2013), situacdes de estresse, como a salinidade, afeta essas atividades enzimaticas. Dessa forma,
tendo em vista a disponibilidade de amido no solo e a influéncia do estresse salino sobre a atividade
enzimatica das actinobactérias do semiéarido, esse trabalho teve por objetivo avaliar o efeito de
concentragcdes crescentes de cloreto de sodio (NaCl) na atividade amilolitica de cepas de
actinobactérias isoladas de uma regido do semiarido brasileiro. Esses estudos sdo importantes por
contribuirem para manutencdo e recuperacdo de ecossistemas extremos, como 0s solos de regides

do semiarido.

2 METODOLOGIA

Utilizaram-se 18 cepas de actinobactérias metabolicamente compativeis com rizobios
deficientes em amilase e com Indice Enzimatico (IE) maior que 2, de acordo com Silva (2016).
Essas cepas denominadas com cédigo UB-nUimero da cepa, sdo mantidas em tubos inclinados com

meio caseina dextrose agar (CDA) a 4°C no Laboratdrio de Microbiologia Ambiental (LAMAB) do

(83) 3322.3222
contato@conidis.com.br

www.conidis.com.br



R RS IMTERMATIGIH AL

DI'I'EHII.U-IE [0 5EHIIH!I

11 CONIDIS
»

Departamento de Biologia da Universidade Federal do Ceard, compondo colecdo de actinobactérias
de solo do semiarido do Nordeste brasileiro.

Foram adicionadas diferentes concentragdes de NaCl (cloreto de sodio) (1,0, 2,0, 3,0 e
4,0%) em meio de cultura &gar-amido, com a seguinte composi¢do por litro: peptona (10,0 g),
extrato de carne (3,0 g), NaCl (5,0 g), amido soluvel (2,0 g) e &gar (15,0 g), pH 6,5-7,1 (ALARIYA
et al., 2013, modificado). Nesta técnica, as cepas de actinobactérias selecionadas foram inoculadas
na forma de spots em cada concentracdo de NaCl anteriormente especificada e incubadas em
B.O.D. a 28 £ 2°C durante 10 dias. Apos esse periodo, foram adicionados em cada placa 10 mL de
solucdo lugol de modo a evidenciar o halo de degradacdo enzimética, dessa forma o célculo do
indice Enzimatico (IE) caracterizou a atividade amilolitica dessas actinobactérias, por meio da
seguinte equacdo: IE = Dh/Dc, na qual Dh é o didametro médio em mm do halo de hidrolise e Dc o
didmetro médio em mm da col6nia das actinobactérias (HANKIN; ANAGNOSTAKIS, 1975).

Sendo esse teste realizado em triplicata, com cada repeticdo constituida por uma placa de
Petri, foi obtido um IE médio e o desvio padrdo. Esses 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, de forma a modelar a relacdo entre as variaveis

quantitativas.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As 18 cepas de actinobactérias cresceram em todas as concentracBes testadas. Um fato
interessante a se destacar é que as cepas UB-02 e UB-03 cresceram, mas nao apresentaram halo de
hidrélise nas concentracbes NaCl 2%, 3% e 4%, por esse motivo ndo foi possivel calcular o IE. O
crescimento dessas cepas pode ser atribuido a presenca de peptona como fonte de carbono e energia
na composicdo do meio de cultura, ou mesmo que essas cepas hidrolisaram parcialmente o amido.

Na concentragdo de 1% de NaCl, todas as cepas foram capazes de crescer e apresentar
amilase positiva, evidenciada pelo halo de degradacdo. O indice enzimético variou de 1,9 para a
cepa UB-02 a 5,7 para a cepa UB-05 (Grafico 1). Além disso, a cepa UB-20 apresentou o maior
halo nessa concentracdo de NaCl e a cepa UB-02, apesar do menor tamanho de col6nia, apresentou
halo, demonstrando a sua capacidade de degradacdo dos compostos amiloliticos do meio nessa
concentragdo. Esse resultado reforca a importancia do indice enzimatico, onde se considera nao

somente o didmetro do halo de hidrélise, mas também o tamanho da col6nia.
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Um percentual de 88,89% das cepas de actinobactérias apresentaram atividade amilolitica na
concentracdo de 2% de NaCl. Os IE das 16 cepas foram superiores a 2,5, tendo a cepa UB-08 o
maior IE (6,1) e a UB-15 o menor IE (2,1) (Gréfico 1). Tanto na concentracdo de 3% de NaCl
quanto na concentracdo de 4%, as maiores concentracOes testadas, todas as cepas apresentaram
crescimento, sendo que 16 cepas (88,89%) produziram halo de hidrélise. Em 3% de NaCl, apenas a
cepa UB-15 apresentou um indice enzimatico menor que 2, porém na concentracao de 4% de NaCl
essa cepa ja demonstrou um IE superior. O contrario aconteceu para a cepa UB-23, que mostrou um
IE de 2,3 na concentracdo de 2% NaCl e na concentracdo de 4% referido parametro foi 1,79
(Gréfico 1).

Gréfico 1 — Perfil da atividade amilolitica das cepas de actinobactérias em diferentes

concentracdes de NaCl.
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Fonte: acervo do autor.

Na literatura ndo foram encontradas referéncias a estudos sobre a atividade enzimética de
actinobactérias do semiarido em funcéo da salinidade, porém Coronado et al. (2000) constataram a
maior producdo de amilase de uma cultura de Halomonas meridiana em meio de crescimento com
amido numa concentracdo de 5% de NaCl. Embora a concentragdo de NaCl testada neste trabalho
tenha sido até 4%, foi possivel observar que as cepas de actinobactérias sdo boas produtoras de
amilase, pois, mesmo com as condi¢Bes impostas, até 88,89% apresentaram atividade enzimatica
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em todas as concentracdes de NaCl testadas. Diante disso, pode-se inferir que essas cepas sdo
tolerantes e aclimatam-se rapidamente aos niveis de salinidade acumulando osmdlitos nas células
(HAGEMANN, 2010) para assim neutralizarem o baixo potencial osmético no meio e conseguirem
crescer.

Oliveira et al. (2010) relacionaram o comportamento enzimatico de rizobios as condigdes
fisiologicas dos solos da Amazénia, habitat do qual foram isolados. Assim, é possivel que a
atividade enzimatica das cepas de actinobacterias registradas nas condi¢Ges salinas mais extremas
seja referente a um processo adaptativo dessas cepas aos solos salinos da regido semiarida.

Os resultados obtidos neste estudo também sdo importantes do ponto de vista das interagdes
ecoldgicas. Sousa et al. (2008) afirmaram que a salinidade do solo e os niveis de pH sdo fatores
abioticos que podem interferir com a capacidade competitiva dos microrganismos. Assim, a
tolerancia para alta salinidade pode ser considerado critério para a selecdo de microrganismos
visando adaptacdo em solos salinos ou acidos de forma que os mesmos sejam capazes de realizar
suas funcdes biologicas no ecossistema. Como as cepas de actinobactérias utilizadas foram
selecionadas por apresentarem IE>2,0 (amilolitico) e interagirem positivamente com cepas de
rizobios (SILVA, 2016), é importante destacar que mesmo nas condi¢fes extremas a que foram
submetidas in vitro, essas actinobactérias continuaram a ter atividade enzimatica. Essa caracteristica
adaptativa pode contribuir para a permanéncia e sobrevivéncia de outros grupos microbianos por
mecanismos de cooperacdo metabdlica, como constatada por Silva (2016), entre actinobactérias e
rizobios.

No referido trabalho, a interacdo metabdlica para o amido foi testada em condicdes
ambientais 6timas para os dois grupos de bactérias. Dessa forma, os resultados sugerem que
interagdo continuaria ocorrendo mesmo em condicoes extremas, e, assim, as actinobactérias
poderiam aumentar o fitness das bactérias fixadoras de nitrogénio (GOEL et al., 2012) em solos de
regibes semiaridas, garantindo a coexisténcia entre os dois grupos.

A analise de regressao linear mostrou que o teste com NaCl entre as cepas de actinobactérias
ndo apresentou diferenca significativa (p=0.2395), com R®=0,05963. Esse fato pode ser explicado
devido aos outliers, que representam os indices enzimaticos das cepas UB-05, UB-11 e UB-20,
estarem acima do limite superior do bloxpot e as cepas UB-15 e UB-23, abaixo do limite inferior
(Grafico 2). Embora os indices enzimaticos tenham variado de forma ndo significativa em relacéo a
concentracgdo salina, como supracitado, os maiores indices foram agrupados na concentracéo de 1 e
2% de NaCl (Gréfico 2).
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Gréfico 2 — Distribuicdo de indices enzimaticos das cepas de actinobactérias em relacdo a

diferentes concentracdes salinas.
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Fonte: acervo do autor.

Importante ressaltar que 0 comportamento enzimatico das cepas de actinobactérias € funcéo
do ambiente de onde foram isoladas. A esse respeito, Gorlach-Lira e Coutinho (2007) discutem que
a reduzida disponibilidade de nutrientes e condi¢des abidticas extremas, prevalentes no semiarido,
influencia a atividade bioquimica do solo rizosférico, particularmente a producdo de enzimas
hidroliticas, afetando o crescimento, sobrevivéncia e estruturacdo das popula¢fes microbianas desse
ambiente. Porém, os resultados do presente trabalho configuram a presenca de enzimas hidroliticas
no solo do semiarido e assim a manutencdao de suas funcdes metabolicas mesmo em condigdes

fisioldgicas extremas.

5 CONCLUSAO

As diferentes concentracbes salinas testadas ndo afetaram negativamente a atividade
metabolica das cepas de actinobactérias, dessa forma infere-se que o potencial ecoldgico que as
actinobactérias desempenham no solo, principalmente do semiarido, pode permanecer mesmo com

a imposicdo de um fator fisioldgico extremo.
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