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Introducao

A regido do semiarido nordestino ¢ caracterizada por condicdes fisicas limitantes,
principalmente em relacdo ao clima quente e seco, que delimita as caracteristicas bidticas tipicas
deste ambiente (ARAUJO, 2011). Estudos realizados nessa regifio destacam a presenga de micro-
organismos denominados actinobactérias (LINS; ARAUIJO, 2011; LIMA et al., 2014; LIMA et al.,
2017).

Actinobactérias sdo colonizadoras dominantes no solo e produtoras de compostos bioativos
como enzimas e antibidticos (SILVA et al., 2013). Essa produgdo exige o uso de substancias
organicas para obtencdo de energia, € o solo € rico em macromoléculas, dentre as quais celulose e
amido, que ndo sdo imediatamente acessiveis a essas bactérias.

A celulose ¢ polissacarideo constituinte da matéria organica do solo (FIORETTO et al.,
2001), compreendendo de 20% a 50% da biomassa das plantas, sendo degradada pela enzima
celulase, produzida por micro-organismos como as actinobactérias (LYND et al., 2002; SOARES et
al., 2010; SILVA et al., 2015). Entretanto, a celulose possui dificil degradacdo ¢ a presenga de
enzimas microbianas extracelulares capazes de degradar biopolimeros de estrutura complexa torna-
se relevante para repor nutrientes fundamentais no ecossistema (IRFAN et al., 2012).

A diversidade microbiana e sua abundanica constituem um elemento essencial para a
compreensdo dos impactos das perturbagcdes ambientais e antropogénicas no funcionamento do solo
(NANNIPIERI et al., 2007). Dentre essas perturbacdes destacam-se as queimadas, pois submetem o
solo e a comunidade edafica a um regime critico de Estresse.

A acdo do fogo pode ocasionar uma série de modificagdes na natureza fisica, quimica e
bioldgica dos solos. Segundo Meirelles (1990), o fogo provoca mudangas pontuais ou definitivas na
temperatura superficial do solo, no teor de umidade e na disponibilidade de dgua e nutrientes para

as plantas. Entretanto, estudos indicam a predominancia de actinobactérias ap6s incéndios em areas
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florestais (RODRIGUEZ et al., 2014; FERNANDEZ-GONZALEZ et al., 2017). Sendo assim, a
existéncia de comunidades microbianas com capacidade de sintetizar enzimas hidroliticas, como
celulase, pode auxiliar em processos de recuperacdo natural de solos no semidridos apds queimadas.

Diante do exposto, o presente estudo teve como objetivo avaliar in vitro o efeito do fogo

sobre a atividade celulolitica de cepas de actinobactérias provenientes de solos do semiarido.

Metodologia

As amostras de solo de onde foram isoladas as cepas de actinobactérias foram cedidas pelo
Centro Nacional de Prevengdo ¢ Combate a Incéndios Florestais (Prevfogo). A area de estudo
pertence a Fazenda Normal, localizada no municipio de Quixeramobim no Estado do Ceara
(5°07°12,1” S e 39°10°33,3” W). A coleta foi realizada em 1 ha de area, isolada por um faixa de 3
metros sem vegetacdo em dois periodos, antes do fogo e depois do fogo, numa profundidade de 0-
20 cm.

Na coloracdo de Gram, utilizou-se uma ladmina, contendo uma gota de cada isolado de
actinobactéria ressuspensa e, com o auxilio de uma alca de inoculagao, foi feito um esfregaco, que
depois de seco e fixado na chama, foi coberto durante 1 minuto com solucao de cristal violeta. Em
seguida, utilizou-se lugol, agua corrente e alcool 95° GL para lavagem do esfregaco, que por fim,
foi coberto com solugdo de fucsina basica por 30 segundos. As laminas foram visualizadas em
microscopio 6ptico a um aumento de 1000x.

Para avaliacdo da producdo da enzima celulase cada cepa foi inoculada na forma de spots e
em quadruplicata, em placas de Petri contendo meio de cultura solido estéril (CMC) e incubadas a
28° C em B.O.D. por um periodo de 10 dias. Esse meio foi suplementado com carboximetilcelulose,
como unica fonte de carbono. Apds a incubagdo foi adicionado ao meio 10 mL de solugdo de
vermelho Congo a 0,5% em cada placa, deixando-se agir por 15 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente, o excesso da solucdo foi drenado e 10 mL de solugdo de NaCl (1M) foram
adicionados em cada placa, deixando-se agir por 30 minutos a temperatura ambiente. A atividade
celulolitica foi avaliada a partir do calculo do indice enzimatico (IE), considerando-se a seguinte
equacdo: IE = Dh/Dc. Sendo Dh, o diametro em milimetros (mm) do halo de hidrolise e Dc o

diametro em milimetros (mm) da coldnia das actinobactérias (FLORENCIO et al., 2012).
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Resultados e Discussio

De acordo com os dados obtidos foi possivel dividir as 30 cepas de actinobactérias em 04
gruposdistintos considerando seu potencial em degradar celulose. O primeiro grupo contém 10
cepas que ndo apresentaram halo de hidrdlise classificado como ndo produtoras de celulase (Figura
1). O segundo grupo ¢ representado pela cepa QB95 com indice enzimaético (IE) igual a 1,27,
classificado como fracamente produtora de celulase. O terceiro grupo conta com 03 cepas de
actinobactérias com indice enzimatico maior que 2,0, variando seus IE’s de 2,0 a 2,5 e,
consequentemente classificadas como fortemente produtoras de celulase. E por fim, o quarto grupo
¢ formado por 16 cepas de actinobactérias comindice enzimatico menor que 2,0, com variacdo de
1,2 a 1,84 em seus IE’s e, portanto, classificadas como moderadamente produtoras de celulase. As
cepas foram divididas nessas categorias de acordo com a classificacdo proposta por Silva et al.,
(2015).

Do total de 30 cepas, 07 cepas (46,6%) ndo apresentaram potencial para atividade
celulolitica. Silva et al. (2015) encontraram 7 cepas (25%) que ndo possuiram atividade celulolitica.
Por outro lado, mesmo perante a acdo do fogo, duas cepas (QB48 ¢ QB 060) apresentaram indice
enzimatico >2, isso pode esta relacionado a capacidade de adaptacdo desses organismos quando
expostas ao Estresse oriundo do aumento da temperatura.
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Figura 1. Categorizac¢io do indice enzimético da atividade celulolitica de actinobactérias em solo
procedente de regido semiarida de Quixeramobim - CE.

Silva et al. (2015) trabalhando com 27 cepas de actinobactérias oriundas de solo rizosférico
do Parque Nacional de Ubajara (PNU) no Estado do Ceard, observaram que 75% apresentaram
halo indicador de atividade celulolitica com indice enzimatico variando entre 1,18 e 6,90, diferindo

dos resultados aqui encontrados, visto que as cepas apresentaram indice enzimatico na faixa de 1,27
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a 2,56 (Figura 2). Entretanto, pode-se constatar que mesmo quando submetidas a acdo do fogo, as
actinobactérias presentes no solo ainda apresentaram cepas fortemente produtoras de celulase, como
as QB48 e QB60. Fato semelhante foi evidenciado no trabalho de Fernandes-Gonzales et al., (2017)
que utilizaram cepas de actinobactérias de solo rizosférico tratado com fogo originarias do Parque
Natural e Nacional de Sierra Nevada, na Espanha. Esses autores constataram que a maioria das
cepas selecionadas foi tolerante a dessecacdo e apresentou uma grande habilidade para degradar
polimeros orgénicos in vitro. Por outro lado, foi observado no presente trabalho que nas amostras
pré-fogo apenas uma cepa (QB64) apresentou indice enzimatico igual a 2,56, superando os valores

das demais.
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Figura 2. Indice enzimatico da atividade celulolitica de actinobactérias antes e depois do tratamento
com fogo em solo procedente de regido semiirida de Quixeramobim - CE.

Conclusodes

Do total de cepas analisadas vinte apresentaram atividade celulolitica in vitro. Dentre estas,
duas foram classificadas como fortemente produtoras de celulase mesmo apoés a agdo do fogo.
Sendo assim, conclui-se que a acdo do fogo eliminou cepas mais sensiveis de actinobactérias e

selecionou as cepas mais resistentes.
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