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RESUMO

Actinobactérias sao bactérias Gram-positivas que tém no solo seu principal
reservatorio. A diversidade cromogénica desse grupo € fonte de novos genes para
producdo de macromoléculas de interesse ecoldgico e biotecnolégico. Por
crescerem em condi¢cOes extremas, se destacam em solos de clima quente e seco,
como os do semiarido nordestino, particularmente no bioma Caatinga, onde ainda
sdo escassos estudos sobre esse grupo microbiano. Assim, esse trabalho teve por
objetivo caracterizar quanto a producdo de pigmentos e consequente diversidade
cromogénica actinobactérias do solo de um nicho microbiano preservado de
distarbios, na regido semiarida do Estado do Ceara. Vinte e oito cepas de
actinobactérias, oriundos de amostras de solo do Parque Nacional de Ubajara, foram
inoculados em Agar Caseinato Dextrose e incubados a 28C por sete dias. Em
seguida, as colbnias foram reisoladas no mesmo meio de cultura e incubadas sob as
condi¢cbes ja especificadas. As colbnias foram avaliadas quanto a cor do miceélio
aéreo, pigmento reverso da colbnia e pigmentos melandides. Foram caracterizados
17 tipos cromogénicos de actinobactérias indicando a diversidade e o potencial do
solo avaliado como reservatorio desse grupo microbiano.

PALAVRAS-CHAVE: bactérias, pigmentos, semiarido, solo

CHARACTERIZATION AND CRHOMOGENIC DIVERSITY OF ACTIN OBACTERIA
FROM UNDISTURBED MICROBIAL NICHE IN THE CAATINGA BI OME

ABSTRACT

Actinobacteria are Gram-positive soil bacteria which has its main reservoir. The
chromogenic diversity of this group is a source of new genes for the production of
macromolecules of ecological and biotechnological interest. Why grow in extreme
conditions, stand out in hot and dry climate soils, such as the semiarid northeast,
particularly in the Caatinga biome, where they are still few studies on this microbial
group. Thus, this study aimed to characterize as the production of pigments and
consequent diversity chromogenic actinobacteria of the soil microbial niche
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preserved disorders, in the semiarid region of the State of Ceara. Twenty-eight
isolates of actinobacteria derived from soil samples of Ubajara National Park, a
conservation unity, were inoculated in Agar caseinate Dextrose and incubated at 28 °
C for seven days. Then, the colonies were re-isolated in the same culture medium
and incubated under the conditions specified above. The colonies were evaluated for
color aerial mycelium, reverse pigment colony and melanoid pigments. Seventeen
chromogenic types of actinomycetes were characterized indicating the diversity and
soil evaluated as potential reservoir of this microbial group.

KEYWORDS: pigments, semiarid, soil, bacteria

INTRODUCAO

Actinobactérias sdo bactérias Gram-positivas com elevada concentracéo de G
+ C (guanina, citosina) no DNA (SHARMA & DAVID, 2012), encontradas em
diversos ambientes, mas de modo particular no solo (VELAYUDHAM &
MURUNGAN, 2012). Essas bactérias se destacam pela producdo de pigmentos em
tons de azul, violeta, vermelho, rosa, amarelo, verde, marrom e preto, que podem se
apresentar dissolvidos no meio ou retidos no micélio (AMSAVENI et al., 2015).
Essas substancias ndo sao essenciais para 0 crescimento microbiano, mas
desempenham importante papel ecoldgico, uma vez que contribuem para a
sobrevivéncia e competitividade dos micro-organismos (SHARMA, 2014; OLIVEIRA
et al., 2014).

Entre os corantes produzidos pelas actinobactérias destacam-se dois grupos:
carotendides e melandides O primeiro compreende uma familia de terpendides com
coloragéo variando de amarelo para laranja-vermelho. Os melandides séo polimeros
de coloracdo marrom escura que além de representarem um importante critério
taxondmico também se destacam pela similaridade com as substancias humicas do
solo (DASTAGER et al., 2006). As melaninas sao descritas como " armadura " de
protecdo das actinobactérias contra diferentes situacdes de estresse ambiental, tais
como a radiacdo ultravioleta e temperaturas extremas (BUTLER & DAY, 1998).
Ainda sob o ponto de vista ecoldgico, algumas corantes apresentam atividade
antimicrobiana atuando direta e/ou indiretamente na promoc¢ao de crescimento de
plantas (MIYAUCHI, 2012).

Cumpre ressaltar que, corantes sintéticos ainda sdo amplamente utilizados na
producdo de alimentos, industrias téxteis, de papel, em préticas agricolas e em
laboratorios de pesquisas. Tendo em vista os efeitos toxicos e poluidor desses
compostos, constata-se um esforco renovado na pesquisa por corantes naturais
(AMSAVENI et al., 2015). Essas substancias, aléem de aumentar o valor comercial
dos produtos, também exibem atividades biolégicas como acdo antioxidante e
anticancerigena (MALIK, 2012). Assim, além da importancia ecoldgica e taxonémica,
0s pigmentos produzidos pelas actinobactérias se constituem um atrativo para
selecéo de cepas com potencial ecolégico e biotecnolégico (AMAL et al., 2011).

A principio, as actinobactérias foram classificadas como fungos, por
compartilhar caracteristicas comuns a esse grupo, tais como colénias pulverulentas,
formagcdo de hifas, micélio aéreo de diferentes tonalidades e disseminagdo de
esporos (UJIKAWA, 2003). Entretanto, a auséncia de um nucleo, a presenca de
flagelos e a sensibilidade a fagos e antibidticos induziram os pesquisadores a
acreditar tratar-se de um grupo intermediario, entre fungos e bactérias (RAO et al.,
2013).
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A populacdo de actinobactérias em um determinado solo é afetada pela
localizac@o geografica, temperatura e tipo de solo, pH, teor de matéria orgéanica, tipo
de cultivo, aeracédo e umidade (ARIFUZZAMAN et al., 2010). Assim, embora o solo
seja o principal habitat das actinobactérias, a busca por nichos ecoldgicos
inexplorados é crucial para a descoberta de novas cepas (WANG et al., 2008).

Diante do exposto, e tendo em vista a importancia ecolégica e biotecnolégica
de actinobactérias e a escassez de estudos em regides do semiarido, esse trabalho
teve por objetivo caracterizar e avaliar a diversidade cromogénica de actinobactérias
de uma area de preservacdo ambiental do bioma Caatinga.

MATERIAL E METODOS

Actinobactérias

Foram avaliadas 28 cepas de actinobactérias oriundas de amostras de solo
do Parque Nacional de Ubajara (PNU), uma unidade de conservacao, localizada no
planalto da Ibiapaba, ao norte do Estado do Ceard, limite com o Estado do Piaui. A
area do parque esta compreendida entre a latitude 3°46’ S e longitude 40° 54’ W
com altitudes que variam de 800 a 1.100 m (CUNHA & ARAUJO, 2014). As
amostras de solo, classificado predominantemente como do tipo latossolo vermelho-
amarelo distrofico (ICMBio, 2015), foram coletadas numa area de mata Umida, a
uma profundidade de 0-20 cm da rizosfera. Os isolados foram codificados como
“UB”, indicativo de Ubajara, seguido pelo nimero do isolado e a repeticao utilizada,
representada por “R” e sdo mantidos em Caseina Dextrose Agar (CDA) inclinado a 4
T no Laboratério de Microbiologia Ambiental (LAMAB ) do Departamento de Biologia
da Universidade Federal do Ceara. Este trabalho faz parte de um projeto realizado
com a autorizacao do SISBIO (ICMBIio — Instituto Chico Mendes de Conservagéao da
Biodiversidade) processo numero 32890-3 e ndo envolve riscO ou espeécies
protegidas.

Purificagéo e caracterizag&o dos isolados

Cada cepa foi inoculada por estrias em placas de Petri contendo meio seletivo
para actinobactérias, CDA com a seguinte composi¢do por litro: K;HPO,4 0,5 g,
MgS0,4.7H,0 0,2 g, glicose 10 g, caseina 0,2 g e nistatina 0,05 mg (ARIFUZZAMAN
et al., 2010). As placas foram incubadas em B.O.D. a 28 T por sete dias. Para
descricédo das caracteristicas cromogénicas foram avaliados (1) cor do micélio aéreo,
(2) cor do reverso da colbnia e (3) producdo de pigmentos melandides. Quanto as
cores do micélio as colénias foram classificadas em branco, cinza, vermelho, verde,
azul e violeta (PRAUSER, 1964). Quando a cor massa aérea ficou entre duas cores
da série, ambas foram consideradas (SHIRLING & GOTTILEB, 1966). Para
avaliacao da cor do reverso das coldnias as cepas foram divididas em dois grupos,
distintivas (+) e nao distintivas (-), conforme a capacidade de produzir pigmentos
caracteristicos. No caso, de uma cor com baixa saturacdo, como amarelo-palido,
oliva ou marrom amarelada, a cepa foi incluida no segundo grupo, as demais cores
foram classificadas como distintivas. Colonias com coloragdes marrom-esverdeada,
marrom-escuro e castanho foram agrupadas como produtoras de pigmentos
melandide (presente) e as que ndo exibiram essas cores foram classificadas como
nao produtoras (ausente) (SHARMA, 2014).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

As cepas de actinobactérias foram classificadas em 17 tipos cromogénicos
(Quadro 1).

QUADRO 1 Caracteristicas culturais das cepas de actinobactérias

Tipos culturais Cepas Micélio aéreo Lado reverso Pi  gmentos
melandides
1 UB-01-R1 Branco Branco Ausente
UB-10-R1
2 UB-05-R1 Indefinida Branco Ausente
UB-10-R3
UB-14-R1
UB-05-R3
UB-07-R1
UB-09-R1
UB-11-R2
UB-13-R1
UB-15-R2
3 UB-07-R2 Branco Amarelo- Ausente
UB-10-R2 palida
UB-17-R1
4 UB-03-R1 Branco Branco e Presente
castanho
5 UB-03-R2 Indefinida Castanho Presente
6 UB-04-R1 Castanho Castanho Presente
7 UB-04-R2 Branco Amarelo Ausente
8 UB-05-R2 Indefinida Amarelo- Ausente
palido
9 UB-06-R1 Castanho - Castanho Presente
acinzentado
10 UB-07-R3 Cinza Amarelo- Ausente
palida
11 UB-08-R1 Branco e Preta Amarelo Ausente
12 UB-09-R2 Castanho-acinzentado Cinza Ausente
13 UB-13-R2 Castanho-acinzentado Rosa Presente
14 UB-17-R2 Amarela palida Amarelo- Ausente
palida
15 UB-18-R2 Amarela e preta Branco Ausente
16 UB-18-R3 Castanho acinzentada Branco Presente
17 UB-20-R2 Indefinida Amarelo- Ausente
palida

7

A produgcdo de pigmentos € uma caracteristica taxonbmica das
actinobactérias. Estes pigmentos sdo descritos em tons de azul, violeta, vermelho,
rosa, amarelo, verde, marrom e preto, que podem estar dissolvidos no meio ou
retidos no micélio (AMAL et al., 2011). No presente estudo, embora em 42,8% dos
isolados (UB-05-R1, UB-10-R3, UB-14-R1, UB-05-R3, UB-07-R1, UB-09-R1, UB-11-
R2, UB-13-R1, UB-15-R2, UB-07-R2, UB-10-R2, UB-17-R1) ndo tenha sido possivel
definir a cor no micélio aéreo, foi possivel constatar a producdo de pigmentos. Nos
isolados restantes a coloracdo predominante foi branco (UB-01-R1, UB-10-R1, UB-
07-R2, UB-17-R1, UB-03-R1, UB-04-R2) (17,9%) seguido do castanho-acinzentado
(UB-06-R1, UB-09-R2, UB-13-R2, UB-18-R3) (14,3%) e igualmente distribuida entre
as tonalidades, castanho (UB-04-R1) (3,57%), cinza (UB-07-R3) (3,57%), branca e
preta (UB-08-R1) (3,57%), amarelo-palida (UB-17-R2) (3,57%) e amarela e preta
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(UB-18-R2) (3,57%) (Figura 1), confirmando a producédo de pigmentos retidos no
micélio. SILVA (2013) avaliando as caracteristicas macroscopicas de 36 cepas de
actinobactérias isoladas do solo rizosférico do bioma Caatinga, registraram as
mesmas tonalidades observadas no atual estudo, embora a colora¢cao predominante
tenha sido cinza 50% (18), seguido de 30,6% (11) com micélio castanho e 19,4% (7)
micélio branco.

50-
Branco
40- indefinida
castanho
304 castanho-acizentado
cinza

204

NN branco e preto
amarela palido
amarelo e preto

o

1 0— Jonemeneed

BEANBOE

R

Porcentagem de cepas (%)

Cor do micélio aéreo

FIGURA 1 Porcentagem das coloracdes do micélio aéreo das cepas de
actinobactérias isoladas

A analise do lado reverso das colbnias revelou que 53,6% das cepas foram de
cor branca (UB-01-R1, UB-10-R1, UB-05-R1, UB-10-R3, UB-14-R1, UB-05-R3, UB-
07-R1, UB-09-R1, UB-11-R2, UB-13-R1, UB-15-R2, UB-03-R1, UB-18-R2, UB-18-
R3). A cepa UB-13-R2, exibiu um pigmento de cor rosa. Nas demais, foram
observadas cromogénese amarela (UB-08-R1), castanho (UB-03-R2, UB-04-R1, UB-
06-R1) e cinza (UB-09-R2). As cepas (UB-07-R2, UB-10-R2, UB-17-R1, UB-05-R2,
UB-07-R3, UB-17-R2, UB-20-R2) num total de 28,6% apresentaram uma coloracao
amarelo-palida e foram classificadas como distintivas (Figura 2).

60+
Branco

E=3 Amarelo-palido
B&3 Castanho

0 Amarelo
Cinza

Rosa

Porcentagem de cepas (%)

7222, N\ W

Cor do reverso da colénia
FIGURA 2 Porcentagem das coloraces do reverso das colénias das cepas
de actinobactérias isoladas
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AMSAVENI et al. (2015) observaram que entre 26 cepas de actinobactérias
do solo da india, 54% foram pigmentadas e 46% n&o pigmentadas. Embora se
tratando de ecossistemas diferentes, esses resultados foram semelhantes ao do
presente estudo, onde das 28 cepas avaliadas quanto a cromogénese do reverso da
colénia, 46,4% nao apresentaram pigmentos, enquanto em 53,5% essa
caracteristica esteve presente.

Segundo ROMERO et al. (2012) as actinobactérias produtoras de pigmentos
carotenoides podem ser detectadas de forma rapida pela cor de suas colbnias. Os
géneros que produzem esses pigmentos estdo distribuidos em diferentes subordens
e nas classes da ordem Actinomycetales. O quadro 2 apresenta uma relagéo entre
géneros e cores de colbnias de actinobactérias.

QUADRO 2 Lista de géneros e cores (amarelo, rosa, laranja e vermelho) que podem
ser encontrados em actinobactérias produtoras de pigmentos
carotendides

Cor basica Tonalidade Géneros
Amarelo amarelo-palido Actinoplanes, Agrococcus,
Arsenicicoccus, Cellulomonas,
Kocuria,

Microbacterium, Rhodococcus,
Serinicoccus, Streptomyces

amarelo intenso Rhodococcus
amarelo laranja Microcella, Rhodococcus
amarelo-esverdeado Kocuria, Leifsonia,

Microbacterium, Rhodococcus
Rosa Arthrobacter, Gordonia

Laranja-avermelhado Blastococcus, Dietzia ,
Microcella, Micromonospora,
Nocardia, Rhodococcus,
Salinibacterium, Streptomyces,
Verrucosispora

Fonte: ROMERO et al. (2012)

Assim, embora ndo seja objetivo do presente estudo a identificagdo das
cepas, estas podem pertencer aos géneros descritos no quadro 3.
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QUADRO 3 Possiveis géneros de actinobactérias das cepas avaliadas em funcéo
da coloracéo das colonias segundo ROMERO et al. (2012)

Cepas Cores das colbnias Provaveis géneros
UB-07-R2, UB-10-R2, creme-palida Actinoplanes, Agrococcus,
UB-17-R1, UB-05-R2, Arsenicicoccus, Cellulomonas,
UB-07-R3, UB-17-R2, Kocuria,
UB-20-R2 Microbacterium, Rhodococcus,

Serinicoccus, Streptomyces

UB-08-R1, UB-04-R2 amarelo intenso Rhodococcus
UB-13-R2 rosa Arthrobacter, Gordonia

Apesar dos resultados serem preliminares, solos aridos tendem a conter
géneros raros, como Actinoplanes (TSUJIBO et al., 2003). A cepa UB-13-R2
apresentou coloracéo sugestiva dos géneros Arthobacter e Gordonia, enquanto UB-
08-R1, UB-04-R2, exibiram um pigmento caracteristico do género Rhocococcus.
RADWAN et al. (1995) reportaram o isolamento desse género do solo de deserto,
regido com condigbes ambientais extremas.

Pigmentos carotenoides tém recebido atencdo consideravel devido os
potenciais efeitos benéficos na satde humana. Devido as suas atividades bioldgicas
também podem ter aplicacbes, nas industrias de alimentos e farmacéuticas. A
producdo comercial de carotenoides ainda é realizada principalmente por extracao
de tecidos de plantas ou por sintese quimica; no entanto, a producdo microbiana
também tem um grande potencial em termos de eficiéncia (DHARMARAJ et al.,
2009).

Actinobactérias também sintetizam e excretam pigmentos escuros de
melanina ou melandide, que sédo considerados um importante critério para estudo
taxondmico (DASTAGER et al., 2006). Seis cepas (UB-03-R1, UB-03-R2, UB-04-R1,
UB-06-R1, UB-13-R2 e UB-18-R3), representando 21,4% do total das cepas
avaliadas, foram produtoras de pigmentos melandides (Figura 3).

100+
B3 Ausente

B34 Presente
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Porcentagem de cepas (%)

Pigmentos melandides

FIGURA 3 Porcentagem das cepas de actinobactérias produtores
de pigmentos melandides
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Acredita-se que a melanina atua protegendo o0 micro-organismo contra o
estresse ambiental. Bactérias produtoras de melanina também sao mais resistentes
a antibioticos (LIN et al., 2005) e radiacdo gama (AHMED et al., 2014). AMAL et al.
(2011) avaliaram 30 cepas de Streptomyces quanto a producdo de melanina para
aplicacdo em industrias de estampagem e tingimento. Os autores registraram que
somente quatro cepas (13,3%) exibiram referida caracteristica. JANAKI et al. (2014)
avaliando actinobactérias de sedimentos do mangue constataram que 18% das
culturas produziram pigmentos melandides.

Para MIYAURA & TATSUMI (1961) actinobactérias produzem varios tipos de
antibioticos e, estes incluem diferentes pigmentos. Nessa perspectiva, as cepas
obtidas no presente estudo também representam uma fonte potencial para producéo
de antibidticos.

CONCLUSOES
As cepas com diferentes cores indicaram o elevado grau de diversidade
cromogénica das actinobactérias do solo de uma éarea preservada do bioma
Caatinga. Estas apresentam potencial para producdo de pigmentos de interesse
industrial bem como in6culo biolégico em areas de elevado estresse ambiental. A
caracterizagdo em tipos cromogénicos facilitarad futuros estudos ecoldgicos da
comunidade bacteriana nessa area de preservacdo ambiental.
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