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RESUMO

Rizosfera é a regido do solo que se caracteriza por intensa atividade microbiana,
destacando-se como um nicho promissor para estudo da comunidade microbiana,
bem como, para bioprospeccdo de linhagens com potencial ecoldgico e
tecnologico. Tendo em vista, as condicbes ambientais extremas predominantes
no semiarido brasileiro, e a representatividade do grupo botanico das
leguminosas, o presente estudo teve por objetivo determinar a comunidade
microbiana cultivavel do solo rizosférico de leguminosas do semarido e o
isolamento de actinobactérias para posterior avaliagdo do potencial
biotecnolégico. Foram coletadas amostras de solo rizosférico de diferentes
espécies de leguminosas, nas quais foram quantificadas, em meios de cultura
especificos, as popula¢gdes dos seguintes grupos microbianos: bactérias, fungos e
actinobactérias. Col6nias diferentes do udltimo grupo foram selecionadas e
culturalmente caracterizadas. Os valores médios das contagens para bactérias,
actinobactérias e fungos foram 5,2 LogUFC g™, 4,7 LogUFC g e 3,8 LogUFC g™,
respectivamente. Vinte e trés isolados de actinobactérias com diferentes
caracteristicas culturais foram classificados em cinco grupos. Esses isolados
estdo mantidos em agar caseina dextrose amido, a 4 T para posterior
idenficacdo visando a futura implantacdo de uma colecdo de actinobactérias do
semiarido. Os resultados indicaram a abundéancia dos grupos microbianos
avaliados e a diversidade cultural das actinobactérias.

PALAVRAS-CHAVE : actinobactérias, bactérias, caatinga, fungos.

CULTURABLE MICROBIAL COMMUNITY FROM RIZOSPHERIC LEG UMINOUS
SOIL IN THE BRAZILIAN SEMIARID

ABSTRACT

Rhizosphere is the soil region that is characterized by intense microbial activity,
standing out as promising niche for the study of microbial community as well, for
bioprospecting of strains with ecological and technological potential. Given the
extreme environmental conditions prevailing in the Brazilian semiarid, and the
representativeness of the botanical group of leguminous, the present study aimed to
determine the culturable microbial community of the rhizospheric soil of the
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leguminous from semiarid and the isolation of actinobacteria for further evaluation of
biotechnologic potential. Samples from rhizospheric soils of different species of
leguminous were collected and the populations of bacteria, actinobaceria and fungi
were quantified in specific culture media. Different colonies of the actinobacteria were
selected and culturally characterized. The mean values of the counts for bacteria,
actinobacteria and fungi were 5.2 logCFU g*, 4.7 logCFU g* and 3.8 logCFU g*,
respectively. Twenty-three isolates of actinobacteria with different cultural
characteristics were classified into five groups. These isolates are maintained on
casein starch dextrose agar at 4 °C for later iden tification. The results indicated the
abundance of microbial groups evaluated and the cultural diversity of actinobacteria.
KEYWORDS: actinobacteria, bacteria, caatinga, fungi

INTRODUCAO

A faixa de solo sob influéncia das raizes das plantas é denominada rizosfera e
apresenta caracteristicas fisicas, quimicas e microbiolégicas diferentes do solo néo
rizosférico (LOURENTE et al., 2011). As raizes liberam substancias responsaveis
por esse ecossistema especializado, onde o crescimento das populacbes
microbianas pode ser beneficiado ou inibido (BAIS et al., 2006, DANTAS et al.,
2009). Em geral, o numero de micro-organismos na rizosfera pode ser até 100 vezes
maior que no solo livre (HINSINGER et al., 2009).

As bactérias constituem o principal grupo de decompositores responsavel
pela reciclagem de carbono, principalmente por sua capacidade de produzir diversas
enzimas extracelulares que degradam compostos complexos e macromoléculas
(GORLACH-LIRA & COUTINHO, 2007). E o grupo microbiano mais representativo
do solo rizosférico, onde foram registradas populacdes em torno de 10® UFC g™
(DANTAS et al., 2009). Espécies de bactérias da rizosfera exibiram tempos de
geracdo inferiores as do solo néo rizésferico, confirmando que, em geral, as raizes
das plantas desempenham atividades que favorecem o crescimento bacteriano
(ARAUJO et al., 2002).

Ao lado das bactérias, os fungos também estdo presentes em elevadas
concentragdes na rizosfera. E provavel que as atividades das raizes promovam um
habitat favoravel para a germinacédo dos esporos de fungos dormentes, os quais sao
dominantes no solo nao rizosférico. As populacées fingicas atingem 10’ UFC g de
solo rizosférico. Entretanto, o efeito das raizes sobre esse grupo microbiano parece
ser mais limitado do que sobre as populacdes bacterianas (SIQUEIRA &
FRANCO,1988).

Embora a rizosfera também se mostre um nicho favoravel para as
actinobactérias, em geral, essas populacdes sdo inferiores as das bactérias e dos
fungos, pois sdo micro-organismos de crescimento lento, com baixa capacidade
competitiva, que ndo conseguem predominar em substratos organicos nos quais
outros micro-organismos apresentam capacidade de colonizagcdo mais elevada. As
densidades das popula¢cdes de actinobactérias na rizosfera sao variaveis, e podem
atingir de 10° a 10’ UFC g (SIQUEIRA & FRANCO,1988, PEREIRA et al., 1999).

As actinobactérias correspondem a um grupo heterogéneo de bactérias
Gram-positivas filamentosas, que habitam naturalmente o solo, adaptam-se as
diversas condicbes do ambiente e sdo capazes de colonizar a rizosfera. Por
apresentarem elevada diversidade morfolégica e metabdlica sdo importantes do
ponto de vista ecoldgico e industrial, produzindo substancias de alto valor comercial
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(MOHANRAJ et al., 2011), como a maioria dos antibioticos de importancia clinica
(BALAGURUNATHAN & RADHAKRISHNAN, 2007).

Com vistas a aproveitar o potencial biotecnoldgico desse grupo microbiano,
ecossistemas extremos e ainda pouco explorados, tém sido selecionados para
estudo de linhagens de actinobactérias. A regidao semiarida do Nordeste Brasileiro se
caracteriza por condicdes ambientais extremas, como alto nivel de insolacao,
elevadas temperaturas, aliadas a recursos hidricos e chuvas escassas, com longos
periodos de seca (GORLACH-LIRA & COUTINHO, 2007, SOARES et al., 2012).

O PNU se constitui uma area ecologicamente importante para o Ceara,
abrangendo 563 ha de faixas vegetacionais, onde FERNANDES (1990) reportou 283
espécies, sendo o0 grupo taxondmico mais representativo pertence as leguminosas
da familia botanica Fabaceae. A rizosfera das mesmas €, portanto, um nicho
promissor para bioprospeccédo de linhagens microbianas em geral, e, em particular,
de actinobactérias, com possivel potencial biotecnolégico.

Diante do exposto, esse trabalho teve por objetivos determinar a abundancia
de populacbes cultivAveis de micro-organismos do solo rizosférico de diferentes
espécies de leguminosas do semiarido, isolar, selecionar e caracterizar isolados de
actinobactérias com vistas a posteriores estudos sobre o potencial biotecnolégico
dessas linhagens.

MATERIAL E METODOS

CARACTERIZACAO DA AREA

O trabalho foi desenvolvido no Parque Nacional de Ubajara (PNU), criado
pelo Decreto 45.954, de 30 de abril de 1959, teve seus limites alterados pelo
Decreto 72.1444 de 26 de abril de 1973 e pelo Decreto s/n° de 13 de dezembro de
2002, que ampliou sua area para 6.288ha. Esta localizado na Chapada da Ibiapaba,
no noroeste do Estado do Ceara, atingindo parte dos municipios de Ubajara,
Frecheirinha e Tiangua, no dominio da Caatinga (coordenadas geograficas 3° 48’ —
3° 50 lat. S e 40° 52’ — 40° 55’ long. W) (IBDF/FBCN 1981, NASCIMENTO et al.,
2005).

AMOSTRAGEM

As coletas foram realizadas no Pargue Nacional de Ubajara no periodo seco
de 20 a 24 de agosto de 2012. Ressalta-se que foi obtida previamente a autorizacéo
para atividades com finalidade cientifica, concedida pelo Ministério do Meio
Ambiente (MMA), Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade
(ICMBio) e Sistema de Autorizacao e Informagao em Biodiversidade (SISBIO).

Na &area experimental, de aproximadamente 400 m?, foram selecionadas 12
diferentes géneros/espécies de arboreas da familia Fabaceae/Leguminosae (Quadro
1). Foi coletada uma amostra de solo rizosférico de cada leguminosa, equidistantes
entre si, composta de trés sub-amostras tomadas na projecado da copa ao redor da
arvore utilizando-se uma enxada de jardinagem (LUCENA et al., 2013). Esse
conjunto (trés pontos/leguminosa) constituiu uma amostra composta. As amostras
foram acondicionadas em sacos plasticos etiquetados, conservadas em caixas de
isopor com gelo e encaminhadas para o Laboratério de Microbiologia Ambiental
(LAMAB) do Departamento de Biologia da Universidade Federal do Ceara (UFC).
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QUADRO 1 Leguminosas da familia Leguminosae/Fabaceae selecionadas para
coleta do solo rizosférico em uma é&rea experimental do Parque

Nacional de Ubajara (PNU), Estado do Ceara.

Amostras Leguminosas
Nome cientifico Nome vulgar
1 Centrosema spp Centrosema
2 Crataegus monogyna Espinheiro branco
3 Acacia polephella Espinheiro preto
4 Stryphnodendron pulcherrimum Camunze
5 Hymenaea courbari Jatoba
6 Senna spectabilis Besouro
7 Inga spp Inga
8 Caesalpinia spp Juca
9 Bauhinia spp Mororo
10 Piptadenia stipulacea Jurema branca
11 Anadenanthera macrocarpa Angico
12 Mimosa caesalpiniifolia Sabia

PREPARAQAO DAS AMOSTRAS

As amostras do solo rizosférico das leguminosas foram homogeneizadas e 25
gramas de cada foram adicionados a 225 mL de solucao salina a 0,85%. Os frascos
foram mantidos em mesa agitadora orbital com velocidade de 145 rpm por 30
minutog (diluicdio 10, a partir da qual foram preparadas diluicdes decimais seriadas
até 10™.

CONTAGEM DE BACTERIAS HETEROTROFICAS MESOFILAS TOTA IS

A populacdo de bactérias totais foi determinada pela contagem padrdo em
placas usando a técnica de spread-plate em meio Plate Count Agar (PCA) (APHA
2005). Aliquotas de 100 pL das diluicdes 103, 10, 10° e 10°® foram inoculadas, em
triplicatas, em placas com o meio PCA. Apds distribuicdo do indculo, as placas foram
incubadas a 37 °C por 48 horas. Decorrido este periodo, as diluicbes que
apresentaram entre 30 e 300 colonias foram selecionadas para contagem e o
resultado expresso em Unidade Formadora de Coldnia por grama de solo (UFC g™2).

CONTAGEM DE ACTINOBACTERIAS

Para a contagem de actinobactérias também foi utilizada a técnica de spread-
plate no Agar Caseina Dextrose Amido (ACDA) com a seguinte composicao por litro:
K;HPO,4 0,5 g, MgS0,.7H,0 0,2 g, glicose 10 g, caseina 0,2 g e nistatina 0,05 mg
(KUSTER & WILLIAMS, 1964, ARIFUZZAMAN et al., 2010). O meio foi distribuido
em placas de Petri estéreis e 100 pL das diluicdes 10™ até 10° foram espalhados
sobre a superficie das placas que foram incubadas a 28 + 2 C por 10 dias (SHAIKH
et al., 2013). ApOs esse periodo foram selecionadas e quantificadas as diluicbes que
apresentaram entre 30 a 300 colbnias com caracteristicas tipicas de actinobactérias
e o resultado expresso em UFC g de solo. O ensaio foi realizado em triplicata.
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CONTAGEM DE FUNGOS

Para a contagem de fungos também foi utilizada a técnica de spread-plate no
meio Agar Martin (MARTIN, 1950) com a seguinte composic&o por litro: glicose 10,0
g; peptona 5,0 g; KH,PO4 1,0 g; agar 15,0 g e rosa bengala 0,06 g, pH 6,0. Para
cada diluicao foram feitas trés repeticdes por placa. As placas foram incubadas a 25
°C por oito dias. ApOs esse periodo procedeu-se a contagem das colbnias e o
resultado foi expresso UFC g™ de solo (SANTOS-GONZALEZ et al., 2007).

ANALISES ESTATISTICAS

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando a versdo GraphPad Prism
5.0 (GraphPad Software *, San Diego, CA), com niveis de confianca de 95%. Os
dados das contagens de bactérias e fungos foram transformados em logaritmo
decimal. Os resultados foram submetidos ao teste de Tukey, no mesmo nivel de
significancia.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A concentracdo de bactérias totais variou de 4,7 LogUFC g* a 6,2 LogUFC g’
, com valor médio de 5,2 LogUFC g*. Para as actinobactérias esses valores
variaram de 3,7 LogUFC g™ a 5,1 LogUFC g* e média de 4,8 LogUFC g™*. Para os
fungos a contagem variou de 3,2 LogUFC g™ a 5,1 LogUFC g e um valor médio de
4,1LogUFC g™* (Figura 1). A populacéo bacteriana foi significativamente maior que a
de actinobactérias e a de fungos, enquanto a ultima foi significativamente menor que
as demais.
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FIGURA 1. Populacdes de bactérias totais, actinobactérias e
fungos em Log Unidade Formadoras de Colbnias por
grama em amostras de solo rizosférico de leguminosas
do Parque Nacional de Ubajara (PNU) no Estado do
Ceara.

No presente estudo, a maior concentragao microbiana correspondeu ao grupo
das bactérias totais. Populacdes de bactérias de 6 LogUFC g* a 7 LogUFC cm™
foram registrados por GORLACH-LIRA & COUTINHO (2007), em solo rizosférico do
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semiarido nordestino, valores dez vezes maiores que 0s registrados no presente
trabalho. Informacdes sobre a abundéncia e diversidade de micro-organismos do
solo em condic¢@es tropicais de terras secas, especialmente em solos da Caatinga, e
mais especificamente, em solo rizosférico, ainda sao escassas. No entanto, LIMA et
al. (2014) reportaram valores médios de bactérias totais de 5,8Log UFC g*, 5,3 Log
UFC g' e de 4,4 LogUFC g*' para bactérias, actinobactérias e fungos,
respectivamente, em amostras de solo néo rizosférico de caatinga.

Dessa forma héa certa dificuldade de comparagdo dos resultados obtidos e
dados disponiveis na literatura. Considerando trabalhos em areas diferentes do
semiarido, PREVIATI et al. (2012) descreveram contagens que variaram de 5,6
LogUFC g* a 6 LogUFC g’ para as populacbes de bactérias totais em solo
rizosférico de Cerrado da regido de Cuiaba (MT). Embora se trate de uma regiao
diferente, os valores registrados sdo semelhantes aos do presente estudo. DEVI &
CHHETRY (2012) descreveram valores em torno de 6 LogUFC g™ para a populacdo
de bactérias totais em solo rizosférico de uma area rural no distrito de Manipur na
India.

A concentracdo de fungos foi significativamente menor que das bactérias
totais e actinobactérias. MULLER et al. (2010) em trabalho com solo rizosférico de
amendoim na Fazenda Sao Paulo, no municipio de Campo Novo dos Parecis (MT),
também registraram maior nimero de bactérias totais que foi 5 LogUFC g de solo
enquanto a de fungos foi 4,4 LogUFC g* de solo. No entanto, os autores nao
constataram diferencas significativas entre os dois grupos. CHESTER &
PARKINSON (1959) relataram que os fungos sao mais frequentes em solos de nao
leguminosas que de leguminosas, pela dificuldade desse grupo em metabolizar os
aminoacidos liberados pelas raizes das referidas plantas. Em termos quantitativos,
RODRIGUES et al. (2011) compararam as populacfes de fungos e bactérias, na
Floresta Nacional de Caxiuand no Estado do Pard e mostraram que os fungos se
desenvolveram melhor na época seca, e a populacdo das bactérias no periodo
chuvoso. Os resultados do presente trabalho foram diferentes uma vez que as
amostras foram coletadas no periodo seco e a populacéo de bactérias foi superior a
dos fungos.

Apesar da maior disponibilidade de nutrientes na zona rizosférica, a reducéo
no teor de oxigénio pode ter contribuido para a reducéo do crescimento dos fungos,
uma vez que, em geral, esse grupo ocupa areas abertas onde dispdem de elevados
niveis de oxigénio. No entanto, € de extrema importancia destacar, que a
competicdo com as actinobactérias pode ter influenciado de forma negativa o
crescimento dos fungos visto que esse grupo de bactérias foi significativamente
maior que o de fungos, predominando em todas as amostras, com excecdo das
amostras 12 e 13 (Figura 2).

De fato, SILVA et al. (2013) reportaram que, embora a rizosfera se mostre um
nicho favoravel para as actinobactérias em geral, essa influéncia € menor nesse
grupo que sobre as populacdes fangicas, visto que as actinobactérias sdo micro-
organismos de crescimento lento com baixa capacidade competitiva. HENG et al.
(2011) isolaram 132 colbnias de actinobactérias do solo rizosférico de varias
espécies de plantas da Malésia e constataram atividade antifungica em 112 (85%).
Nesse contexto, os isolados de actinobactérias do presente trabalho sdo potenciais
candidatos para producado de substancias antifungicas.
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FIGURA 2. Populacbes de actinobactérias e fungos em Log Unidade
Formadoras de Colbnias por grama em amostras de solo
rizosférico de leguminosas do Parque Nacional de Ubajara (PNU)
no Estado do Ceara.

ZHANG et al. (2013) constataram a influéncia da espécie de planta sobre a
comunidade microbiana do solo rizosférico de uma regido semiarida da China. No
entanto, no presente estudo nao foi registrada diferenca significativa entre as
contagens de cada um dos grupos microbianos avaliados em relagcdo ao solo das
raizes das diferentes espécies leguminosas avaliadas (Figura 3). E possivel que
esse resultado esteja associado ao fato de tratar-se de diferentes espécies de uma
mesma familia.
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FIGURA 3. Populacbes de bactérias (A), actinobactérias (B) e fungos (C) em Unidade
Formadoras de Colbnias por grama em amostras de solo rizosférico das 13
espécies/géneros de leguminosas (L1-L13) do Parque Nacional de Ubajara

~ (PNU) no Estado do Ceara.
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Foram selecionados e caracterizados sob o aspecto cultural, 23 isolados de
actinobactérias. No dendrograma (Figura 4), observa-se que o0s resultados permitem
dividir os isolados em cinco grupos: o grupo |, formado pelos isolados 1, 3, 5, 8, 9,
12, 13, 14, 18, 19, o grupo Il, pelos isolados 10, 15, 16, 17, o grupo lll, isolados 22 e
23, grupo 1V, isolado 11 e grupo V, isolados 2, 4, 6, 7, 20 e 21.
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FIGURA 4. Dendrograma mostrando a relacdo de similaridade
entre os isolados de actinobactérias (1 a 23) quanto
as caracteristicas culturais, de amostras de solo
rizosférico de leguminosas do Parque Nacional de
Ubajara (PNU) no Estado do Ceara.

CONCLUSAO
A abundancia das populacbes de micro-organismos do solo rizosférico do
Parque Nacional de Ubajara indica a fertilidade dessa area de preservacao
ambiental. A regido estudada é um reservatorio de actinobactérias de onde podem
ser isoladas linhagens com potencial biotecnoldgico.
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