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RESUMO

A Caatinga € um bioma Unico, mesmo com o avanc¢o da agroindustria, ela € pouco
explorada para outras finalidades que ndo sejam extrativismo vegetal ou
agropecuéria. As condicbes ambientais presentes no meio, pressionaram 0S
organismos residentes a terem que se adaptar a fatores diversos, tais como:
temperaturas elevadas, escassez de 4gua, exposicdo a radiacdo ultravioleta e solos
extremamente oligotroficos. Existem poucas informacdes sobre a microbiota da
caatinga, sua diversidade e producao de biomoléculas. O presente trabalho teve como
objetivo determinar as caracteristicas fisiologicas e realizar analise filogenética das
bactérias isoladas do solo livre de raizes, solo rizosférico e rizoplano do capim
panasco (Aristida adscensionis L.) da pastagem nativa (caatinga) da regido do Séo
Jodo do Cariri, Paraiba. Foi analisado o crescimento de 36 isolados de bactérias em
meios de cultura com diferentes niveis de concentracdo de nutrientes, bem como na
presenca de 10% de NaCl. Os isolados foram analisados também com relacdo a
producado de enzimas extracelulares pectinases, proteases e lipases em meios solidos
com seus respectivos substratos: pectina citrica, caseina e 6leo vegetal residual; o
uso de acucares como fonte de carbono, resisténcia aos antibiéticos e analise
filogenética na base de sequencias de DNAr 16S. Todos os isolados analisados
demonstraram o crescimento nos meios agar nutriente, agar nutriente 10x e 100x
diluido. Todos os isolados produziram as proteases e a maioria apresentou producao
de lipases. Atividade pectinolitica foi observada principalmente nos isoaldos do
rizoplano de A. adscensionis. A grande maioria dos isolados apresentou sensibilidade
aos antibidticos estreptomicina, cloranfenicol e vancomicina. Nove isolados
submetidos a analise molecular pertenceram a familia Bacillaceae e apresentaram
similaridade com as espécies dos géneros Bacillus (7 isolados) e Anoxybacillus (2
isolados). Alguns isolados apresentaram um  potencial para pesquisas mais
detalhados sobre a producéo de enzimas proteoliticas e lipoliticas.

Palavras-chave: Enzimas extracelulares. Semiarido. Bacillaceae



ABSTRACT

The caatinga is a unique biome that, even with the advancement of
agroindustry, is still underexplored for ends that are not plant extractivism, agriculture
or livestock farming. The present environmental conditions positively pressured the
resident organisms to adapt to diverse factors such as high temperatures, water
shortage, exposure to UV radiation and extremely oligotrophic soils. There is a little
information on caatinga microbiota, about its diversity and production of biomolecules.
The present work had the objective to determine the physiological characteristics and
perform the phylogenetic analysis of bacteria isolated from root-free, rhizospheric and
rhizoplane soil of the grass Aristida adscensionis L. of native pasture at the S&o Jo&o
do Cariri region, Paraiba state, Brazil. In this work were analyzed 36 isolates of
bacteria in culture mediums with different concentrations of nutrients, and at the
presence of 10% NaCl. The production of pectinases, proteases and lipases were
performed using the respective substrates: citrus pectin, casein and residual vegetal
oil. Subsequently, the use of sugars as carbon sources, the resistance to antibiotics
and the molecular characterization of the bacterial isolates was done. All analyzed
isolates showed growth on the nutrient agar, 10x and 100x diluted nutrient agar. All
isolates produced proteases and most of them lipases. Pectinases were produced
mostly by isolates of rhizoplane of A. adscensionis. The vast majority of isolates
showed sensitivity to the antibiotics streptomycin, chloramphenicol and vancomycin.
Nine isolates submitted to molecular analysis belonged to the Bacillaceae family and
showed similarity with the species of the genera Bacillus (7 isolates) and Anoxybacillus
(2 isolates). Some isolates showed the potential for more detailed research on the
production of proteolytic and lipolytic enzymes.

Keywords: Extracellular enzymes. Semiarid environment. Bacillaceae.
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1 INTRODUCAO

A Caatinga € um bioma Unico, mesmo em perspectivas atuais ela € pouco
explorada para outras finalidades que ndo sejam extrativismo de madeira ou
agropecuaria. As condicdes ambientais desse habitat pressionaram 0s organismos
residentes durante milhares de anos a se adaptar a fatores como temperaturas
elevadas, escassez de agua, exposicdo a radiacdo ultravioleta e solos extremamente
oligotréficos.

Quando se trata do conhecimento de biodiversidade local e potencial do uso de
espécies para finalidades biotecnoldgicas, a maioria das pesquisas direcionam as
comunidades vegetais como protagonistas, sendo o conhecimento sobre a microbiota
do habitat irrisério. O entendimento sobre as funcionalidades das comunidades de
microrganismos da Caatinga pode revelar uma vasta quantidade de espécies capazes
de produzir biomoléculas que suportam condi¢cdes ambientais extremas, se mostrando
6timos candidatos para a aplicacdo no mercado de enzimas e antimicrobianos.

Muitos desses organismos possuem relacbes benéficas tanto com outros
microrganismos como com a comunidade vegetal. Na ultima se destaca a regido de
rizosfera (area de contato entre raiz e solo) que demonstra uma microbiota com
grande produtividade de biomoléculas e atividade decompositora. estabelecendo a
manutencgao dos ciclos de C, N e P e mantendo a fertilidade desse solos.

Quando nos direcionamos para as condicdes de preservacdo da caatinga
vemos um bioma muito degrado por acfes antrépicas e fragil para o desenvolvimento
de processos como desertificacdo. Estudos sobre como as comunidades de
microrganismos se comportam nessas condi¢cdes sao importantes ndo s6 para o
interesse industrial, mas também podem ser um grande suporte para restauracao
desses habitats, a partir do desenvolvimento de solugcbes biotecnoldgicas para
recuperacéo desses solos degradados.

Portando o presente estudo teve como objetivo verificar a diversidade
fisiologica e filogenética de bactérias isoladas do solo e da rizosfera do capim panasco
(Aristida adscensionis L.), uma graminea nativa das pastagens da regido de Sao Joao

do Cariri, Paraiba, avaliando a capacidade de crescimento de bactérias em diferentes
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condicbes, producédo de enzimas extracelulares, bem como uso de carboidratos como

fontes de carbono e resisténcia aos antibidticos.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Caracterizagcao de biomas quentes e secos

Grande parte da extensdo dos biomas no planeta sdo compostas por desertos
e regides semiaridas, sendo equivalente a um total de mais de um ter¢co de toda
superficie terrestre (MARES, 2017). As principais caracteristicas ambientais desses
biomas sao a baixa precipitacdo e umidade do ar, uma alta taxa de evapotranspiragao,
temperaturas elevadas no periodo diurno com maximas de até 58°C atmosféricos e
78°C na superficie do solo, diversidade geomorfolégica, solos geralmente com baixa
disponibilidade de matéria orgéanica, vida animal, vegetal e microbiana especializada
e grande aridez (WARD, 2016).

Podemos categorizar os desertos de acordo com dois fatores, o primeiro deles
€ temperatura (quente, temperado ou litordneo), o segundo fator é umidade
(hiperarido, arido, semiarido), a biota de organismos mais “complexos” tem tendéncia
a ser endémica para cada um desses tipos de desertos, j& a microbiota tende a possuir
um maior limiar de sobrevivéncia e adaptabilidade, podendo a mesma espécie ser
encontrada em mais de um dos habitats ja citados. A Caatinga, ambiente em que
foram isoladas as bactérias do presente estudo, apesar de ser classificada como um
bioma unicamente brasileiro e outras vezes relacionada a savana, ou savana-estépica
stricto sensu como é observado em estudo desenvolvido por Fabricante & Andrade
(2007), apresenta os fatores que pertencem a categoria de desertos tropicais,
semiaridos e litoraneos (LAITY, 2009).

2.2 CondigOes ambientais do bioma Caatinga

A Caatinga € um bioma exclusivamente brasileiro que pode ser encontrado em
todos os estados do Nordeste ocupando 54% do seu territério e porcdo norte do
estado de Minas Gerais, possui cerca de 844.453 quildmetros quadrados, ocupando
cerca de 11% de todo territério nacional. Grande parte dessa area possui condi¢cdes
climaticas adversas e uma precipitacdo média anual menor que 800 mm (SILVA et al.,
2004). Cerca de 20% de toda a precipitacdo anual da Caatinga ocorre em um Unico

dia, e 60% em um Unico més, essas taxas podem variar de acordo com as condi¢des
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atuais do ambiente. A temperatura na Caatinga € um fator limitante e pode variar entre
23 e 27°C atmosféricos, com maximas superiores a 32°C, na camada superficial do
solo essa temperatura chega a um valor ainda mais critico podendo superar 60°C. Os
valores persistem com baixos indices de oscilacdo na temperatura média da regido,
sendo o principal fator de alteracéo a altitude, como podemos observar nos brejos
interioranos (extensdes mais elevadas situadas em meio a Caatinga, que podem
apresentar um clima tropical imido ou subumido fresco, e podem desenvolver uma
vegetacao com caracteristicas tanto de Floresta Atlantica como de Caatinga, algumas
regides que podemos encontrar esses brejos sao o planalto da Borborema, Chapada
do Araripe entre outros) (MENEZES et al., 2012).

O bioma apresenta também umidade relativa do ar abaixo de 50% com ventos
fortes e secos, devido a essas condi¢cfes a evapotranspiracao é muito elevada, sendo
em média 1500 mm ao ano, resultando em secas que podem perdurar de 7 a 11
meses ao ano, a relacao de todos os fatores ambientais ja citados € o que caracteriza
a aridez da paisagem (KIILL et al., 2007).

Apesar da desvalorizacdo erronea da Caatinga como um habitat com baixa
diversidade floristica e o conhecimento quase nulo sobre a microbiota (esta que
sempre se encontra associada a vegetacédo e é imprescindivel para sobrevivéncia da
mesma), o bioma € muito diverso em espécies endémicas, com um complexo tipo de
vegetacdo de plantas lenhosas, herbaceas e xerofilas e hiperxerofilas, sendo os
representantes das familias Leguminosae e Cactaceae os mais abundantes e numero
de espécies (GIULIETTI, 2003; QUEIROZ, 2002; TAYLOR & ZAPPI, 2002).

Em todo o Brasil, segundo dados oficiais do ministério do meio ambiente, cerca
de 1.338.046 quildmetros quadrados e 1.482 municipios estdo em regides
susceptiveis a ocorréncia de desertificacdo. Quando direcionamos essa problematica
para a Caatinga observamos que mais da metade de todo o bioma ja sofreu algum
dano devido a fatores antropicos, e entre 15% e 20% do bioma demonstram um alto
grau de degradacéo, ou seja, ja estdo em processo de desertificacdo, todos o0s
estados do Nordeste com excecdo do estado do Maranhdo possuem nucleos de
desertificacdo, os estados mais afetados séo Bahia, Ceara, Pernambuco e Paraiba a
mesma sendo a mais afetada, cerca de 71% de todo o seu territério se encontra
comprometido de alguma forma por a¢des antrépicas, o solo de regides em processo

de desertificacdo tendem a possuir uma classificacdo Bruno Nao Calcico e Litdlicos,
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estes sensiveis aos processos de erosdao (ACCIOLY, 2010; BRASIL, 2004,
RODRIGUES et al., 2016).

Segundo Souza et al. (2015) no estado da Paraiba, 208 municipios, cerca de
46.004 quildmetros quadrados apresentam zonas com alto grau de degradacédo e
ocorréncia de desertificacdo, na regido fisiografica do Planalto da Borborema a
microrregido dos Cariris Orientais € a mais afetada de todas. S&o Jodo do Cariri
municipio este em que foram isoladas as bactérias do presente estudo esté situado
em um desses nucleos de desertificacdo. Através de dados coletados da plataforma
meteoroldgica do INMET podemos classificar o clima de Sdo Jodo do Cariri como
semiarido quente com médias de 25°C, chuvas escassas e um periodo chuvoso curto
com média pluviométrica de 380 mm ao ano. Barbosa (2007) define a vegetacdo no
municipio como Caatinga hiperxerofila, sendo as espécies mais abundantes: jurema
(Mimosa tenuiflora), marmeleiro (Croton sonderianus) pereiro (Aspidorperma
pyrifolium) mandacaru (Cereus jamacaru) e xique-xique (Pilosocereus gounellei) e
capim panasco (Aristida adscensionis L.).

Para Souza et al. (2011), o principal fator relacionado a degradacdo e
aceleracdo do processo de desertificacdo é a antropizacdo causada por humanos,
esta acarreta a condicdes como rarefacao ou auséncia de uma cobertura vegetal, um
solo exposto a insolagéo e com reducao de matéria organica, leva ao empobrecimento
e rapida erosdo, aumento da evapotranspiracdo da area afetada e concentracdo de
sais no solo.

Sousa et al. (2008) associou quais eram as principais atividades relacionadas
a rapidez da antropizacdo causada pelos humanos no municipio de S&do Joao do
Cariri, e foi definido que as principais causas séo a utilizacao da lenha que € a fonte
energética mais utilizada para atividades caseiras ou industriais, agropecuaria
extensiva (bovinos, ovinos e caprinos) que é a principal atividade econémica da
microrregido e a que provoca 0 maior impacto, pressdo e reducdo de individuos da
vegetacao devido ao pastejo, compactacao do solo por pisoteio dos animais e uso de
gqueimadas para produzir novas pastagens ou novas areas de plantio para
autoconsumo. Essas atividades em conjunto as caracteristicas ambientais do bioma,
dificultam a recuperacgéo e favorecem o aparecimento de areas abertas que podem
beneficiar espécies oportunistas ou organismos especializados, formando assim

nichos especificos para esse tipo de ambiente.
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Sabendo da importancia dos microrganismos para a estabilidade de um
ecossistema, e a capacidade que atividades antropogénicas como agricultura, uso de
pesticidas e poluicdo do solo tem de afetar a composicdo fisico-quimica do solo
influenciando assim a biodiversidade microbiana local, se pode aferir que mudancas
da microbiota podem desestabilizar o equilibrio do habitat na superficie e no
subterraneo (KIRK et al., 2004).

2.3 O solo erizosfera como habitat para microrganismos

Berendsen et al. (2012) define o solo como o habitat que apresenta maior
diversidade de vida em todo o planeta, relaciona a dinamicidade biolégica e a relagéo
intrinseca entre todos 0s organismos presentes, sejam eles da fauna, flora ou
microbiota através de condicbes como sinergismo, antagonismo, parasitismo e a mais
comum saprofitismo, e elucida sua importancia para manutencdo e equilibrio do
habitat, sendo o0s microrganismos um dos principais responsaveis por essa
manutencao atraves de atividades como degradacéo de matéria orgéanica, retornando
nutrientes para o solo através de um ciclo continuo.

De acordo com Moreira & Sigueira (2002) quando se analisa meticulosamente
o solo, se pode distinguir a constituicdo basica de cada um deles, seja mais arenoso
ou argiloso, ou uma mistura de ambos que gera solos heterogéneos, esse fator
acarreta na formacdo de agregados (micro-habitats), que podem se distinguir
fisicamente, devido maiores propor¢cdes da matéria base (areia, argila ou silte), ou
guimicamente, por maiores concentracdes ou auséncia de compostos organicos e
inorganicos. A soma de todos esses fatores faz com que cada agregado gere um
micro-habitat especifico, as propor¢des de areia, argila ou silte, podem limitar a
disponibilidade de oxigénio, nutrientes e dara ao solo um melhor ou pior suporte fisico
para aderéncia de microrganismos, por exemplo, algumas bactérias no solo através
da producao de polissacarideos extracelulares interagem com particulas de argila, a
formacdo do complexo argila-polissacarideos é tao forte que as bactérias persistem
fixadas as moléculas de argila mesmo apds sua morte, essas caracteristicas
promovem a formag&do de um micro-habitat que suporte a vida de microrganismos
especializados ou com uma diversidade de metabolismos distintos (DUCHIELA et al.,
2013; HUANG & BOLLAG, 1998).
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A microbiota do solo é muito diversa, sendo composta por bactérias, fungos,
microalgas e pequenos animais como protozoarios, nematoides e rotiferos. Para o
presente trabalho sera salientado o dominio Bacteria, este que € o grupo mais
numeroso e de grande importancia nos varios tipos de solo, atuando na decomposi¢ao
e sintese de matéria organica, fixacdo de nitrogénio, nitrificacdo e desnitrificacéo,
oxidacdo e reducdo de elementos minerais e mineralizacdo e imobilizacdo de
nutrientes (STAMFORD, 2005). Esta biodiversidade é de grande importancia para
manutengdo do solo, a partir do momento em que muitoS organismos possuem
diferentes atividades fisioldégicas e importancia ecoldgica para o micro-habitat que
residem, a reducdo ou perda de biodiversidade pode influenciar na alteracdo dos
ciclos biolégicos e prejudicar a funcionalidade do solo tanto para comunidade
microbiana como para as comunidades de plantas dependentes destes ciclos (BEVER
et al., 2012).

Brandao (1992) estipulou a populacédo bacteriana de solo em uma grandeza de
108 e 10° unidades formadoras de coldnias por cada grama de solo. J& Torsvik et al.
(2009) estimou que para cada grama de solo existiria um total de dez mil espécies de
bactérias. Apesar dos valores categoricamente muito elevados, o espaco ocupado em
solo por microrganismos corresponde a uma proporcdo minima, ocupando menos de
5% de todo o espaco disponivel (INGHAM et al., 1985).

Quando se trata de diversidade bacteriana no solo, NANNIPIERI et al. (2017)
afirma que as populacdes apresentam disposicdo heterogénea, ou seja, existem
pontos com uma concentracdo menor de bactérias e existem hotspots, areas com
maior diversidade de atividade biologica, essas zonas podem se formar por diversos
fatores: propriedades fisico-quimicas do solo, agregados de matéria organica
particulada, adubo de animais e a rizosfera. Os géneros de maior representatividade
no solo sao Agrobacterium, Arthrobacter, Azotobacter, Azospirillum, Bacillus,
Beijerinckia, Clostridium, Derxia, Micrococcus, Nitrosomonas, Nitrobacter,
Pseudomonas, Ralstonia, Rhizobium e Thiobacillus (FIERER & JACKSON, 2006).

O termo rizosfera foi utilizado pela primeira vez pelo agronomo Lorenz Hiltner,
ele a descreveu como area em torno da raiz da planta habitada por microrganismos
gue se beneficiam de compostos quimicos liberados a partir de exsudatos radiculares,
também associou o fator que esses exsudatos poderiam atrair microrganismos que

possam ser benéficos para planta, como organismos capazes de assimilar nitrato e
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amonio, mas também podem atrair microrganismos que podem se adaptar a condicéo
rizosférica e trazer algum maleficio para o vegetal (HILTNER, 1904).

Atualmente a rizosfera é classificada como uma zona critica em torno de raizes
circunvizinhas do solo, influenciada por substancias secretadas das plantas, grande
diversidade de microrganismos e pontos de picos de atividade metabdlica, interacao
microbiana e trocas genéticas (TKACZ et al., 2015). Outras definicdes como a de BAIS
et al. (2006) descreve a rizosfera como regides do solo que sao influéncias pela raiz
de plantas, promovendo o enriquecimento do solo com nutrientes, através das
secrecbes de exsudatos organicos a partir da raiz, estes que sao atrativos para
microrganismos quimiorganotroficos oportunistas, que podem ser benéficos ou
maléficos para o vegetal. A concentracdo de nutrientes dispostos pela planta através
dos exsudatos pode variar durante a vida da raiz, logo, a dinamicidade e diversidade
de microrganismos varia com o tempo, mesmo com estas variacées a rizosfera é um
ambiente favoravel ao crescimento de microrganismos, podendo a populacao
bacteriana atingir valores até 50% superiores as populacées de solo sem raizes
(HOPKINS & HUNER, 1995). Em estudo desenvolvido por Barret et al. (2011) é
observado a grande diferenca na abundancia de microrganismos da rizosfera em
comparacao ao solo sem raizes, quando relacionamos o fator diversidade essa
diferenca ndo se torna expressiva, ja que a comunidade rizosférica € formada por
organismos orginalmente dos solos sem raizes atraidos por nutrientes
disponibilizados pelas plantas.

O tipo de solo, espécie de planta e até mesmo a morfologia da raiz séo fatores
limitantes que restringem a extenséo da rizosfera, mas admitisse que essa area se
delimita da superficie da raiz até alguns milimetros ou centimetros de solo periférico
(WIILADINO et al., 2005). A rizosfera pode ser dividida em trés zonas distintas, a partir
da mais préxima até a mais distante em relacdo a raiz: a endorrizosfera é primeira,
composta pelo cortex e endoderme da raiz; o rizoplano € a segunda zona, composta
pelo epiderme, mucilagem e células corticais da raiz, estas frequentemente invadidas
por microrganismos; a ultima zona é definida como ectorrizosfera se estende do
rizoplano até toda a porcdo de solo periférico afetado pela raiz (CAMPBELL &
GREAVES, 1990; CAVAGLIERI et al., 2009).

O solo rizosférico possui caracteristicas unicas diferindo do solo sem raizes,
por exemplo, o pH de solos rizosféricos podem diferenciar em uma ou duas unidades

a mais ou menos dos solos sem raizes, esse fator esta relacionado as concentracdes



25

das formas de nitrogénio absorvidos pelas plantas. Outra caracteristica que difere € a
composicao idnica, a mesma também esta relacionada a absorcdo das formas de
nitrogénio e posterior efluxo dos ions pelas raizes. Além das concentracdes de gases
como didxido de carbono (CO3) e oxigénio molecular (O2) e concentracdes de matéria
organica (WIILADINO et al., 2005).

A relacdo entre microbiota e plantas € bidirecional, podendo uma beneficiar a
outra, por exemplo, associagfes entre rizobios e leguminosas favorecem a absorcao
de compostos nitrogenados, ja que estas bactérias fixam de 40% a 50% do nitrogénio
da biosfera, enquanto plantas secretam por volta de 40% de seus fotossintatos na
rizosfera (UDVARDI & POOLE, 2013). Ou maléficas através da invasdo das células
do cortex por bactérias ou fungos patdégenos, provocando danos ou até mesmo morte
dessas células. As plantas podem alterar a composicao da rizosfera através dos
exsudatos, alterando pH, promovendo competicdo ou até mesmo favorecendo o
crescimento de microrganismos capazes de inibir a proliferacdo de organismos
patégenos através de compostos antimicrobianos, todos estes fatores podem formar
solos supressivos. A diversidade de processos que ocorrem na rizosfera através do
metabolismo da planta ndo € sé necessaria para saude do vegetal, mas ele influencia
diretamente na dinamica do ecossistema, selecionando microrganismos especificos
para ocupar a rizosfera, logo comunidades na rizosfera de espécies distintas também
irdo apresentar uma biodiversidade particular (CARDOSO et al., 2011; HAWES &
BRIGHAM, 1992; MENDES et al., 2011).

A relacdo de espécies de vegetais esta muito associada a comunidade
microbiana na rizosfera, onde a mesma influéncia diretamente as condi¢ces daquele
ecossistema através da ciclagem e fixacao de nutrientes, favorecendo e influenciando
nas caracteristicas e produtividade da comunidade vegetal, exercendo um limiar de
retroalimentacdo que propicia o0 aumento da biomassa microbiana. Com o aumento
da biomassa néo se espera um enriquecimento de diversidade, os organismos da
rizosfera podem exercer funcdes distintas das que eram exercidas pela espécie no
solo, logo, uma baixa diversidade de microrganismos resulta em um acréscimo no
namero de funcbes que beneficiam a comunidade microbiana e o0s vegetais
(LADYGINA & HEDLUND, 2010; ROMAGNOLI & ANDREOTE, 2016).
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2.4 Condicbes ambientais como fator limitante para o desenvolvimento de

microrganismos no solo

Uma série de condi¢Bes sdo necessérias para um 6timo desenvolvimento da
vida microbiana, entre elas estdo: disponibilidade de nutrientes, fontes de carbono,
energia, minerais, fatores de crescimento, composicao ibnica, disposicdo de agua,
presséo, pH, radiacao, temperatura, umidade, potencial de oxido-reducéo, situacao
da superficie, relagbes espaciais, variabilidade genética dos microrganismos e
interacao entre eles, logo, a natureza nao € inerte e esses fatores tendem a mudar a
medida que o tempo passa, alterando as caracteristicas do solo e gerando novas
dindmicas sucessionais nos micro-habitats (NANNIPIERI et al., 2017).

A capacidade da vida microbiana se adaptar e sobreviver as adversidades e
condicbes ambientais € extraordinaria, podemos encontrar estes organismos em
qualquer parte, sobrevivendo nos ambientes mais extremos do planeta, locais estes
onde varios parametros ambientais estdo proximos do limite minimo ou maximo
requerido para suportar a existéncia da vida. Tais ambientes a muito considerados
impossiveis de suportar vida agora sdo conhecidos por sua gama de espécies
endémicas e extremamente especializadas (LOPEZ-GARCIA, 2007).

A Caatinga por si € considerada um bioma que pode apresentar caracteristicas
de um ambiente extremo, devido as condigcbes naturas observadas, sendo estas
modificadas através da antropizacdo causada pelos humanos e o acelerado aumento
do nimero de nucleos de desertificacdo (PRADO, 2003). A temperatura no solo pode
atingir mais de 60°C, além disso, 0s microrganismos desse ambiente estdo expostos
a um enorme estresse hidrico, temperaturas elevadas, variacao de pH de acordo com
a composicdo de cada tipo de solo e mudancas desse pH através de atividades
antropicas como agropecuaria, além da alta exposicdo a radiacdo ultravioleta. O
acumulo de todos estes fatores e condicbes em um ambiente pode favorecer a
selecdo de organismos extremofilos (SALCEDO et al., 1997).

Segundo Seckbach e Oren (2007) extremoéfilos sdo qualquer forma vida que
possua a capacidade de sobreviver e se desenvolver em ambientes com variaveis
extremas, seja temperaturas muito elevadas ou minimas, pH acido ou alcalino,
ambientes muito salinos, com alta exposicdo a radiacdo ou pressao elevada.
Podemos encontrar extremofilos nos trés dominios da vida, principalmente em Achaea

e Bacteria, dentro de Eukarya os seres do reino Fungi Sdo 0s possuem 0 maior nimero
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representantes de extremofilos. Os organismos que suportam sobreviver em tais
condi¢cbes, podem ser explorados para diversas finalidades, seja no mercado de
enzimas, ou para fins astrobioldgicos, através deles podemos entender qual € o limiar
para existéncia da vida e se a mesma poderia existir em outros corpos celestes.
Apesar de ja existirem registros de extremofilos em ambientes ndo extremos, em sua
grande maioria eles necessitam destas condi¢cdes adversas para manter seu
metabolismo ativo e se desenvolverem (CARDOSO et al., 2011).

Os microrganismos possuem um estado dinamico, se adaptando de acordo
com o0s parametros ambientais devido a uma diversidade de caracteristicas
genotipicas e fenotipicas, como a modificacdo de sintese enzimatica, regulacédo das
taxas de absorcdo dos nutrientes disponiveis, redirecionamento ou reducdo de
atividades metabdlicas e dorméncia. A dorméncia € uma das principais medidas de
sobrevivéncia microbiana em situacfes adversas, sendo esta uma caracteristica bem
desenvolvida durante a histéria evolutiva destes organismos, é notavel diferencas
morfolégicas entre as estruturas de repouso como mixosporos (O-Proteobacteria),
akinetes (Cyanobacteria), exdsporos (Actinobacteria) e endésporos (Firmicutes), as
altimas sendo as formas de dorméncia mais bem sucedidas evolutivamente. A
esporulacdo fornece ao organismo a capacidade de suportar condicfes desfavoraveis
durante meses ou anos em diversos tipos de ecossistemas e retornar seu
metabolismo e divisdo celular a normalidade assim que as condi¢des estiverem
favoraveis (ROSZAK & COLWELL, 1987; JUNIER et al., 2019; PAUL et al., 2019).

2.4.1 TEMPERATURA E UMIDADE

A temperatura € um dos principais fatores limitantes para processos fisicos,
guimicos e biol6égicos no solo, estando intrinsicamente relacionado ao crescimento e
atividade metabdlica dos microrganismos, logo, alteracbes na temperatura podem
induzir a mudancas em toda a comunidade microbiana. A relacdo temperatura e
processos metabdlicos é complexa, pois atua diretamente na estrutura e funcéo de
biomoléculas, além da manutencdo e integridades das estruturas celulares, por
exemplo, o aumento de temperatura acelera as reacdes de catalise enzimatica, mas
se 0 ambiente chegar a temperaturas muito elevadas, a enzima se torna inativa e pode

ser desnaturada. A maioria dos organismos de solo possuem um aumento nas suas
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taxas metabodlicas em faixas de temperatura mesdfilas, ou seja, entre 10°C a 25°C
(PIETIKAINEN et al., 2005; VORONEY, 2007).

N&o obstante, diversas comunidades microbianas podem se tornar ativas a
medida que a temperatura se torna 6tima para o seu desenvolvimento e multiplicagéo,
0 aumento de atividade bioldgica em relacao a temperatura se da a medida que ocorre
uma reestruturacdo destas comunidades de microrganismos, com o aparecimento de
organismos psicréfilos (menos que 20°C), mesdbfilos (entre 20°C e 40°C), termofilos
(mais de 50°C), hipertermdfilos (acima de 80°), ambientes que sdo geotermicamente
estaveis tendem a exercer pressao seletiva sobre a microbiota local, selecionando
organismos termotolerantes que podem crescer em uma variada faixa de temperatura
ou termdfilos obrigatérios (COTTA, 2016; MADIGAN et al., 2016).

psicrofilos
mesofilos
el
hipe-filos

Figura 1 — Escala de classificacdo dos microrganismos de acordo com a temperatura
Otima para atividade metabdlica.
Fonte: Cardoso & Andreote, 2016.

Termofilos por definicdo sdo organismos que possuem um melhor crescimento
e atividade metabdlica em temperaturas acima de 50°C, podem ser encontrados em
diversos ecossistemas, como solos, lagos, fontes termais ou até mesmo em
ambientes termais artificiais, como em aquecedores (ROCCO et al.,, 2001). A
termotolerancia esta relacionada a capacidade dos microrganismos manterem
homeostase funcional independe de mudancas de temperatura no ambiente externo,
muitos organismos da microbiota termotolerante podem ser isolados em regides
tropicais ou semiaridas, a maioria destes possuem um crescimento Otimo a
temperaturas em torno de 35°C a 45°C podendo crescer em temperaturas superiores
a 60°C ou inferiores a 30°C. E proposto que cepas termotolerantes expressdo

fendtipos especificos, se adequando as condi¢cdes do habitat que o microrganismo
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esta inserido, sendo estes organismos totalmente distintos de termofilos obrigatérios
(MATSUSHITA, 2016).

As ordens de Bactérias com maior nimero de representantes termofilos e
termotolerantes no solo séo Bacillales, Clostridiales e Thermoanaerobacteriales,
podemos encontrar estes organismos em diversos ambientes, estando classificados
de acordo com as condicbes ambientais que se encontram, como acidofilos,
neutrofilos, alcaldfilos, aerdbios, anaerdbios facultativos ou anaerdbios estritos,
quimiorganotréficos e quimiolitotréficos (GOMES et al., 2016).

Adaptacbes na membrana, proteinas e DNA dos microrganismos sao
condicbes necessarias para uma maior tolerancia a variacbes no gradiente de
temperatura, sendo crucial para estabilidade estrutural e molecular destes
organismos. As proteinas termofilicas sdo de grande interesse devido possuirem a
composicdo semelhante de proteinas mesdéfilas, sendo constituidas pelos vinte
aminoacidos comuns, mas com a capacidade de ndo desnaturarem a medida que a
temperatura se eleva, essa condi¢cdo esta relacionada a diferencas na sequéncia, com
a substituicdo de apenas alguns aminod&cidos criticos ao longo da enzima que
permitem o dobramento com certa rigidez, mas que mantem a termoestabilidade; a
estrutura proteica possui um maior numero de ligacdes idnicas entre aminoacidos
acidos e basicos e tende a ser muito hidrofébica; além de diferencas nas dinamicas e
propriedades termodinadmicas entre mesofilos e termdfilos. A compreensdo dos
mecanismos relacionados a constancia térmica das proteinas de microrganismos
termdfilos e termotolerantes é de grande interesse para o desenvolvimento de
enzimas termofilicas com melhor atividade catalitica em reacdes bioquimicas para fins
biotecnolégicos e industrias (GOMES et al., 2016; MADIGAN et al., 2016; PICA &
GRAZIANO, 2016).

A umidade é um dos principais fatores limitantes para o desenvolvimento da
vida microbiana, a disponibilidade de agua e a porosidade do solo influéncia
diretamente nas populagdes de microrganismos, estando relacionada diretamente a
atividade biologica, influéncia na aeracao, quantidade de materiais soluveis, pressao
osmoética, pH, difusdo de nutrientes, motilidade microbiana, potencial redox e
temperatura no solo (COTTA, 2016; LIPCZYNSKA-KOCHANY, 2018).

A relacdo de temperatura e umidade do solo, sdo os fatores que afetam mais
fortemente a atividade bioldgica no solo, principalmente pela alteracdo das taxas de

catalise enzimatica. Em solos que a 4gua esta em concentra¢cdes normais e a umidade
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nao se torna um fator limitante, a atividade metabdlica dos microrganismos depende
guase que exclusivamente da temperatura, em contramedida quando a propor¢ao de
agua no solo reduz e ele se torna mais seco, a umidade é promovida para o principal
fator limitante que rege as atividades metabdlicas da microbiota (VORONEY, 2007).
O aumento da temperatura e reducdo de umidade, eleva as taxas de
evapotranspiracdo, aumentando a rotatividade de matéria organica, e ampliando a
perda de carbono nos minerais e solo organico, essa perda restringe diretamente
funcbes do solo, o tornando pobre, com baixa retencdo de agua e afetando
diretamente a biomassa microbiana (KARMAKAR et al., 2016). TRUU et al. (2017)
também estimou que a relacdo do aumento de temperatura com a baixa umidade dos
solos tem efeito muito negativo na respiragdo microbiana, alterando as taxas de
difusdo de gases e nutrientes. A inconstancia dessas condi¢cdes devido mudancas
climaticas influenciam diretamente na transformacdo de nitrogénio do solo
(mineralizacédo, nitrificacdo e desnitrificacdo) alterando fortemente o ciclo de
nitrogénio, afetando negativamente a vegetacao do ecossistema e por consequéncia

as comunidades de solos sem raizes e rizosféricos.

2.4.2 NUTRIENTES

A disponibilidade e concentracdo de nutrientes na natureza é um fator
determinante para o florescimento da vida, sendo dependente da deposicdo de
matéria organica através da morte de formas de vida ou inorganica por diversos ciclos
biogeoquimicos. Os solos sédo 0s ecossistemas que apresentam a maior quantidade
de reservas nutricionais do planeta, muito dessa caracteristica esta relacionada a
constante deposicdo de matéria organica proveniente de atividades biolégicas, como
carbono e formas de nitrogénio (nitrato e amonia), grande diversidade de nutrientes
minerais, como Ca, Mg, Fe, Zn, Mn, K, S, P, Mo, Co, W, V, Cu, Cr, Na, Ni e Se, além
dos constituintes atmosféricos como oxigénio e nitrogénio, estes elementos sendo
constituintes das principais moléculas relacionadas ao metabolismo dos
microrganismos de solo, estes que por sua vez possuem uma diversidade
maquinarios capazes de utilizar os nutrientes disponiveis de diferentes formas
(CARDOSO et al., 1992; COTTA, 2016; MADIGAN et al., 2016).

A matéria organica € a principal fonte energética para o metabolismo da

microbiota de solo, entretanto a mesma nao esta distribuida de forma uniforme, sendo
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gue a maior parte da deposicéo ocorre em regidées mais rasas do solo (0 a 20 cm de
profundidade) ou em areas proximo de raizes, a disponibilidade finita de nutrientes
acomete uma disputa em que o microrganismo beneficiado sera o melhor adaptado a
absorver e converter esses nutrientes em energia, organismo nao adaptados e
adaptados irdo morrer e fazer parte das concentracdes de matéria organica local,
promovendo a manutencéo e continuidade da vida (RASCHE & CADISH, 2013).

Os solos de regifes aridas ou semiaridas tendem a ser oligotréficos, ou seja,
com baixa disponibilidade de nutrientes minerais e matéria organica, o mesmo padrao
€ observado nos solos do semiarido nordestino. Maior parte das comunidades
microbianas de solo € litotréfica e usa carbono e compostos organicos como fonte de
energia, em casos de escassez de carbono uma rota alternativa para oS
microrganismos seria o consumo de acucares, em areas como a Caatinga as bactérias
sdo os principais decompositores e responsaveis pela ciclagem do carbono e
nitrogénio, estas tendem a se adaptar e especializar a baixa disponibilidade de
recursos, temperaturas elevadas e estresse fisico e hidrico, mesmo microrganismos
rizosféricos em micro-habitats com menor pressao seletiva e maior disponibilidade de
nutrientes mantem as suas caracteristicas de resisténcia e oligotrofia (MARTINS et
al., 2010; ARAUJO et al., 2014).

Atividades antropicas no semiarido nordestino como a retirada da vegetacao
nativa, o uso inadequado do solo de forma exaustiva na agricultura, além do pisoteio
de animais que torna os solos mais compactos, acarreta em processos acumulativos
gue aceleram os efeitos da desertificacdo e favorecem uma reducdo notavel da
capacidade de producéo, retencdo de agua e empobrecimento do solo, acarretando
em uma perda significante da biomassa vegetal e microbiana e como consequéncia
reducado da biodiversidade local (TRAVASSOS & SOUZA, 2011).

2.5 O género Bacillus

O género Bacillus foi descrito pela primeira vez por Cohn (1872) e atualmente
é classificado como pertencente ao filo Firmicutes, classe Bacilli, ordem Bacillales e
familia Bacillaceae. Sao facilmente caracterizados por sua forma de bastonete, podem
ser aerobios ou anaerobios facultativos, positivos para coloracdo em Gram,
formadores de enddsporo, organotroficos ou litotréficos e com um amplo espectro

fisiol6gico. SAo cosmopolitas, sendo assim, seus representantes sdo encontrados em
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todos os habitats possiveis na natureza, varios tipos de solos e condicdes ambientais,
associados de forma parasitaria ou simbionte com tecidos vegetais e animais,
sedimentos marinhos e fontes termais (LOGAN et al., 2009; CONNOR et al., 2010).

As relag0es filogenéticas entre as espécies do género Bacillus € incerta sendo
o grupo definido como polifilético, e a maioria dos representantes ndo apresentando
uma histéria evolutiva em comum. A variedade fenotipica em Bacillus dificulta a
classificacdo filogenética e a relacdo com o0s outros géneros pertencentes a familia
Bacillaceae, o que resulta na adicdo de um grande nimero de espécies ao género, as
arvores filogenéticas produzidas através da base de sequencias do gene 16S rRNA
separou as espécies de Bacillus em dois grandes grupos, o clado Bacillus subtilis e 0
clado Bacillus cereus, além disso, devido a relacdo difusa dentro do grupo a
quantidade de espécies tende a variar entre 344 (LIU et al., 2018), até em perspectivas
mais atuais de 293 espécies e subespécies (BHANDARI et al.,, 2013; PATEL &
GUPTA, 2020)

O género Bacillus € composto por organismos com grande importancia médica,
econdmica e historica, possuindo influéncia direta na vida humana. Dentro do género
podemos encontrar espécies muito patogénicas como B. anthracis causador da
doenca sistémica Antraz, estda por sua vez quase sempre letal se ndo tomado os
devidos cuidados, a mesma ja foi utilizada como arma biologica por grupos terroristas
e B. cereus causador de intoxicaces alimentares; espécies utilizadas na agricultura,
como B. velezensis que produz metabdlitos secundarios capazes de inibir o
crescimento de patégenos e promover o crescimento de plantas; Além de B. subtilis,
B. wakoensis e B. clausii muito utilizados para fins biotecnolégicos na producéo de
antibiéticos e enzimas; além da grande importancia do B. subtilis como organismo
modelo para diversos feitos, sendo utilizado até para fins astrobiol6gicos, tais como
sobrevivéncia na exosfera da Terra ou em outros corpos celestes (CONNOR et al.,
2010; NICHOLSON et al., 2018; CORTESAO et al., 2019; PATEL & GUPTA, 2020).

2.6 Importéncia de enzimas extracelulares microbianas

As enzimas extracelulares estdo presentes em todos os tipos de solo, os
principais produtores dessas moléculas organicas sdo 0S microrganismos, mas é
possivel encontrar outras formas de vida capazes de sintetizar essas enzimas como

plantas e animais. Apesar da baixa concentragédo de enzimas extracelulares no solo,
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sdo imprescindiveis para dar inicio a catalise das reacdes metabdlicas dos
microrganismos, estéo relacionadas a continuidade das transformacg6es bioquimicas
no sistema solo-planta e nos ciclos dos compostos organicos e macronutrientes
essenciais como C, N, P e S (ALISSON et al., 2010).

Os picos de atividade enzimética, estes que se relacionam a sintese de carbono
organico e mineralizacdo de nitrogénio e fosforo estédo relacionados a composicao
atual do solo, ou seja, o habitat deve possuir um valor consideravel da biomassa
composta por microrganismos viaveis, condigbes fisico-quimicas (temperatura,
umidade e pH) favoraveis, como também proporcdes consideraveis de matéria
organica (ALISSON et al., 2007). Devido as condi¢@es oligotroficas do solo, 0 mesmo
se torna um ambiente hostil para uma grande variedade de enzimas extracelulares,
estas podendo ser desnaturadas, adsorvidas ou inativas, ndo s6 por fatores
ambientais, mas também por enzimas proteoliticas de outros microrganismos
(BURNS, 1982).

A disponibilidade de recursos no ambiente € finita, logo 0os microrganismos
dispdem de mecanismos para regulacdo de producdo enzimatica. Os principais
mecanismos regulatorios séo a inducéo e repressao, que podem acentuar a producao
da enzima somente quando houver um potencial benéfico para o microrganismos. A
regulacéo se da a partir de fatores genéticos a medida que um promotor interage com
moléculas indutoras ou repressoras, estas que identificam a disponibilidade de
recursos naquele micro-habitat. Mesmo enzimas que ndo possuem alto potencial
regulatério de producdo, sdo induzias a possuir atividade apenas em condicdes
especificas do meio, além disso concentracdes mais elevadas de catabdlicos como a
glicose ou aminoacidos, inibem a atividade enzimética através de repressédo de
transcricdo de genes das enzimas ou mesmo pode ocorrer inibicdo competitiva pela
prépria enzima (HANIF et al., 2004; ALISSON et al., 2010).

A demanda por enzimas extracelulares microbianas cresce exponencialmente
todos os anos nos setores industriais. Apesar da variedade de possiveis formas de
obtencdo dessas enzimas, as fontes microbianas sdo de maior interesse industrial
devido ao baixo custo, alta taxa de producdo em periodos curtos, maior
disponibilidade, melhor estabilidade a altera¢fes fisico-quimicas, além da ampla
diversidade bioquimica desses compostos e propensao a manipulagcdo genética no

intuito de oferecer maior producéo destes compostos (BANERJEE & RAY, 2017).
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Entre as enzimas extracelulares microbianas com finalidade biotecnolégica se

destacam as celulases, amilases, pectinases, lipases e proteases.

2.6.1PECTINASES

A pectina € um polissacarideo amplamente encontrado na parede celular de
diversos tipos de vegetais. E formado a partir de cadeias lineares de acido D-
galacturdnico através de ligacbes a-1,2 e a-1,4 (HARLOT et al., 2010).

As pectinases sdo enzimas pertencentes a familia das polissacaridases e séo
responsaveis por hidrolisar as ligacdes glicosidicas da cadeia carbénica que compde
0S compostos pécticos, estes que sdo macromoléculas &cidas, complexas e com alto
peso molecular, presentes na parede celular dos vegetais (PRATHYUSHA &
SUNEETHA, 2011). As enzimas pectinolitcias podem ser classificadas de acordo com
o local de hidrolise, ou seja, se a clivagem ocorrera de forma randémica ou na por¢ao
terminal do esqueleto galacturbnico, como também pela preferéncia de substrato e
catalise enzimatica por transeliminagdo ou hidrolise (ALKORTA et al., 1998). As
pectinases podem ser distinguidas em trés grupos: pectina esterase (desesterificante
ou desmetoxilante) capazes de remover grupos metil éster da cadeia de pectina,
enzimas despolimerizantes (hidrolases e liases) catalizadoras da hidrélise dos
compostos pécticos e as protopectinases que catalisam a transformacdo de
protopectina em pectina (UENOJO & PASTORE, 2007).

KAVUTHODI & SEBASTIAN (2018) relatam que alguns géneros de bactérias
como Bacillus, Erwinia, Pseudomonas e Micrococcus, possuem enorme potencial na
producéo de pectinases, destacando as espécies B. subtilis, B. pumilus e B. polymyxa
devido a alta eficiéncia na producdo destas enzimas. As pectinases tem ampla
utiidade no mercado, estando relacionadas a atividades como processamento de
frutas; extracdo de 6leos vegetais; na industria téxtil; producdo de biocombustivel e
racao animal; reciclagem de papeis usados; industria de vinhos, fermentacéo de café
e cha; melhoramento da extracdo de amido de plantas e industria de papel e celulase
(JAYANI et al., 2005; GARG et al., 2016).
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2.6.2 LIPASES

Os lipideos sdo compostos organicos muito diversos na natureza, que
apresentam uma variedade de composi¢cées quimicas distintas, mas possuem em
comum a caracteristica de insolubilidade em &agua. Podemos encontrar lipideos
executando diversas funcdes nos organismos desde armazenamento energético
como gorduras e Oleos; compondo estruturas de membranas biolégicas como
fosfolipidios e esterdis; hormbnios e mensageiros intracelulares; cofatores enzimatico,
além de uma grande diversidade de outras funcdes (NELSON & COX, 2018).

As lipases sdo as enzimas responsaveis por hidrolisar os lipideos, sao
classificadas como serina-hidrolases e diferem das esterases pelo substrato que
hidrolisam. A primeira hidrolisa ésteres carboxilicos de acilglicerol de cadeia longa (=
10 4&tomos de carbono) e a segunda hidrolisa ésteres carboxilicos de acilglicerol de
cadeia curta (=10 atomos de carbono), também ¢é possivel diferenciar as duas enzimas
pela composicdo de aminoacidos e distribuicdo eletroestatica da superficie da
proteina (FOJAN et al., 2000; ALI et al., 2012).

As lipases hidrolisam as ligacdes de éster de tri-, di- e monoglicerideos,
formando acidos graxos e glicerol. A catalise enzimatica por lipase possui uma reacao
bifasica, ou seja, além da hidrolise comum existe uma fase organica imiscivel,
contendo o substrato hidrofébico na agua (KAPOOR & GUPTA, 2012).

Lipases sdo enzimas que possuem grande demanda industrial devido a sua
estabilidade em solventes organicos, como também sua acdo em uma grande
diversidade de substratos, seletividade e capacidade de catalisar rea¢cdo sem a adi¢ao
de cofatores custosos. Sé&o utilizadas na indUstria de alimentos, farmacéutica, energia,
téxteis, papel e celulose; na producado de detergentes e agentes de limpeza, farmacos,
produtos quimicos finos, além de aplicacbes médicas e em biorremediacdo e
processos ambientais (HANSAN et al., 2006).

Os géneros de bactérias de solo com representantes utilizados na producao de
lipases sédo Achromobacter, Alcaligenes, Arthrobacter, Bacillus, Chromobacterium,
Geobacillus, Pseudomonas e Streptomyces (CASAS-GODOY et al., 2018).
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2.6.3 PROTEASES

Proteinas sdo macromoléculas compostas por varias ligacbes peptidicas que
unem sequéncias de aminoacidos, essas liga¢cbes permitem a rotacdo da estrutura
proteica permitindo diversas conformacdes singulares. Apesar desse fator, proteinas
tendem a possuir composicdo quimica e estrutura tridimensional Unica, alteracdes
nessas conformagdes tendem a inativar ou alterar sua fungdo. S&o moléculas com
uma enorme diversidade de fungbes e podem ser hidrolisadas de formas distintas
(NELSON & COX, 2018).

As proteases s&0 as enzimas responsaveis por decompor as proteinas através
da hidrolise de suas ligacBes peptidicas. Sdo moléculas que ndo possuem
especificidade de substrato, logo, reconhecem o ponto exato de hidrolise através do
lado carboxilico de um aminoacido (GARCIA-CARREON & DEL TORO, 1997).

Essas enzimas sao divididas em dois grupos: as endopeptidases moléculas de
acdo endocrina, ou seja, atuam clivando ligagBes peptidicas de aminoacidos néo
terminais na parte interna da molécula e as exopeptidades estas hidrolisam as
ligacbes peptidicas na porcéo terminal C ou N no final da cadeia polipeptidica da
proteina (NANNIPIERI et al., 2012). Segundo Contesini et al. (2018) as proteases sao
classificadas em nove familias de acordo ao seu mecanismo de acéo, sado elas:
aspartico (A), cisteina (C), glutdmico (G), metalo (M), asparagina (N), misto (P), serina
(S), treonina (T) e enzimas desconhecidas (U).

O género Bacillus apresenta grande numero de espécies produtoras de
enzimas proteoliticas. E de grande interesse industrial devido ao seu facil crescimento
em diversos tipos de substratos e grande capacidade de producdo. Dentro do género
as espécies que mais se destacam sdo B. subtilis, B. licheniformis, B. gibsoniiand e
B. pumilus (STEFANOV et al.,, 2018). As enzimas proteoliticas sdo de grande
demanda e utilidade nas industrias alimenticias, farmacéutica, téxteis e de couro; e na

producédo de detergentes e peptideos bioativos (CONTESINI et al., 2018).
2.7 Resisténcia de microrganismos a antibiéticos
Os solos sdo ambientes muito heterogéneos e oligotroficos, esse fator faz com

que ele seja um ambiente extremamente competitivo, para um microrganismo

sobreviver a essa condicao ele precisa desenvolver métodos para reduzir os nimeros
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de organismos concorrentes, e a producdo de antimicrobianos é a forma mais efetiva
para inibir o crescimento desses outros organismos, sendo assim a capacidade de
produzir e resistir a acdo desses antimicrobianos é um fator limitante para a
proliferacéo e continuidade da espécie (DUNDORE-ARIAS et al., 2019).

A sintese de antimicrobianos esta relacionada a diversas vias metabolicas,
através da acao de duas familias de proteinas, as policetideos sintase (PKS) e as
peptideos ndo ribossdmicas (NRPS), o primeiro € capaz de sintetizar policetideos,
que é uma classe de compostos bioativos, caracterizado pela capacidade de
alternancia entre os grupos carbonil e metileno (STAUNTON & WEISSMAN, 2001), o
segundo produz peptideos independentes de RNA mensageiro e de maquinas
ribossémicas, devido a enorme similaridade estrutural e funcional dessas proteinas
elas sdo capazes de gerar genes hibridos que demonstram produzir moléculas com
acao antimicrobiana (FISCH, 2013; WALSH, 2016).

Resisténcia € a capacidade permanente ou temporaria de um organismo e sua
progénie sobreviver e permanecer viaveis para multiplicacdo apds a exposi¢cdo a
compostos que inibiriam essa condi¢cdo. As substancias antimicrobianas geralmente
agem sob as funcdes respiratérias e constituicdo da membrana plasmatica, enzimas
e material genético. As bactérias reagem a bactericidas de formas distintas, devido a
sua diferente composicdo de membrana e proteinas ndo favoraveis a acédo do
composto, além do desenvolvimento a resisténcia por exposicdo ou troca génica
(CLOETE, 2003).

De acordo com Bjorkman et al. (2000) os fatores relacionados ao
desenvolvimento de resisténcia bacteriana sdo: o volume e exposicdo ao composto
antimicrobiano, 0s custos necessarios do organismo para atingir aptidao a resisténcia
e a capacidade de compensar geneticamente esses custos, a resisténcia obtida por
plasmideos ou cromossdémicas causam perdas de condicionamentos em outras
atividades daquele microrganismo.

Uma das formas mais efetivas de adquirir resisténcia a antibioticos € atraves
da transferéncia horizontal, ou seja, a transferéncia de material genético para células
gue ndo sao descendentes, esse processo ocorre através de plasmideos, fagos ou
captacdo de DNA (THOMAS & NIELSEN, 2005). O plasmideo é considero o DNA
extracromossOmico que possui a capacidade de se autorreplicar independente do
genoma, e sdo a principal forma de disseminacdo de resisténcia a antibioticos

(ROBICSEK et al., 2006). Devido a facil captacéo do plasmideo e a facilidade em que
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0 mesmo tem de transpassar barreiras entre espécies e géneros ele pode se tornar
um problema a medida que a transferéncia aumenta em comunidades heterogéneas,
assim, a medida que a resisténcia é passada entre as comunidades e diferentes
nichos, organismos que ndo eram expostos a antibidticos podem adquirir resisténcia
(DIONISIO et al., 2002).

Um problema atual sdo os antimicrobianos utilizados na pecuaria para manter
a saude e produtividade dos animais, além de conferir resisténcia a possiveis
patégenos a microbiota local também pode ser favorecida devido ao enriquecimento
do solo a partir do estrume, com a entrada de antibiéticos ndo dissolvidos ou mesmo
através da microbiota do animal (VAN BOECKEL et al., 2015; ARUN et al., 2017).

Uma caracteristica distinta de micro-habitats de solo é a propriedade da fase
solida em adsorver moléculas como proteinas e &cidos nucleicos, podendo ser
protegidos durante longos periodos contra protedlises e nucleases ou desnaturacao
devido fatores ambientais, ainda sim bactérias daquele micro-habitat possuem a
capacidade de captar esses acidos nucleicos e inserir o gene de resisténcia no seu
DNA cromossomico. (NIELSEN et al., 2006; NANNIPIERI et al., 2017).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Determinar as caracteristicas fisiologicas e realizar analise filogenética das
bactérias isoladas do solo livre de raizes, solo rizosférico e rizoplano do capim
panasco (Aristida adscensionis L.) do semiarido Paraibano.

3.2 Objetivos especificos

e Avaliar a capacidade de crescimento dos isolados de bactérias em diferentes

meios de cultura;

e Avaliar a producéo de pectinases, lipases e proteases em meios solidos com

0s substratos especificos;

e Analisar o uso dos acucares (celobiose, frutose, galactose, manose, rafinose,

xilose e salicina) por isolados de bactérias como fonte de carbono;

e Analisar a resisténcia dos isolados de bactérias aos antibidticos

(estreptomicina, cloranfenicol, vancomicina e acido nalidixico).

¢ Identificar e classificar filogeneticamente os isolados de bactérias na base de

analise de sequencias de DNAr 16S.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Isolados de bactérias

O presente trabalho foi realizado no Laboratorio de Biologia de Microrganismos
(BIOMICRO) do Departamento de Biologia Molecular (DBM), Centro de Ciéncias
Exatas e da Natureza (CCEN) da Universidade Federal da Paraiba. Os isolados
utilizados fazem parte de uma colecdo de bactérias pertencentes ao BIOMICRO
obtida pelo Coutinho (2001) a partir do solo sem raizes e rizosfera de capim panasco
(Aristida adscensionis L.) da regido dos Cariris Orientais no municipio de Sao Joao do
Cariri — PB (07° 23' 27" S, 36° 31' 58" W). Os isolados foram denominados comoo
solo T2S_paraisolados de solo, T2R_ para isolados do solo rizosférico e T2RP_ para
isolados de rizoplano. Os isolados foram armazenados em Eppendorf com agua

destilada estéril.

Figura 2- Capim panasco (A. adscensionis) da pastagem nativa da regido do Cariri

paraibano. Fonte: Google Imagens, 2020.

4.2 Purificacéo e cultivo de isolados bacterianos em diferentes meios de cultura

As células bacterianas armazenadas em tubos de eppendorff com agua estéril
foram inoculadas utilizando uma alca bacteriolégica em placas de Petri contendo agar
nutriente diluido 10 vezes — NB/10 (HASHIMOTO & HATTORI, 1929) apresentando
0S seguintes componentes: 2,5 g caldo nutriente HiMedia (peptona 5,0 g, cloreto de
sédio 5,0 g, extrato de carne 1,5 g e extrato de levedura 1,5 g), 15 g de agar, 1000 mL
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de agua destilada. A purificacdo dos isolados foi feita utilizando a técnica de
esgotamento, que consiste em depositar uma parte do material biolégico na placa e
depois espalhar com a alga em partes distintas, obtendo progressivamente
quantidades menores de material e col6nias bacterianas isoladas, além de verificar se
0 estoque de células possui alguma contaminacdo. Apos a obtencao das culturas com
as colbnias separadas nas placas com meio NB/10, os isolados foram repicados para
o0 mesmo meio e foram feitos novos estoques de bactérias.

Os isolados foram testados quanto ao crescimento em meio agar nutriente e
agar nutriente 100x diluido (NB/100). O meio NB/100 possui 0S mesmos componentes
diferindo apenas na concentracdo reduzida para 0,25 g de caldo nutriente.

Os isolados foram analisados também quanto a capacidade de crescimento na
presenca de 10% de NaCl. Os isolados foram repicados com auxilio de uma alga
bacteriol6gica em placas de Petri contendo o meio agar R2A (Difco), contendo 18 g
do meio (0,5 g de estrato de levedura, 0,5 g de proteose peptona N°3, 0,5 g
casaminoacidos, 0,5 g de dextrose, 0,5 g de amido soluvel, 0,3 g de piruvato de sédio,
0,3 g de fosfato dipotassio, 0,05 g de sulfato de magnésio e 15 g de agar, 100g de
NaCl, 1000 ml de agua; o meio foi autoclavado durante 15 min, a uma temperatura de
121 °C e 1 atm. ApOs a inoculacao os isolados foram incubados durante 7 dias a 30

°C. Apoés a incubacéo foi observado o crescimento dos isolados.

4.3 Analise de atividade das enzimas extracelulares

4.3.1 ATIVIDADE PECTINOLITICA

A producgéao de pectinases foi avaliada no meio proposto por Hankin, Zucker e
Sands (1971), contendo 0,5 g de acido péctico, 0,5 g de extrato de levedura, 3 g de
fosfato monopotassico, 0,1 g de sulfato de magnésio heptahidratado, 0,14 g de cloreto
de calcio di-hidratado e 15 g de agar para 1000 ml de tampéao fosfato (pH 8,0) ou
tampéao acetato (pH 5,0). O meio com pH 8,0 é utilizado para a deteccao de pectina
liase e meio com pH 5,0 para detecc¢édo de pectina hidrolases (poligalacturonases). Os
isolados foram incubados em placas de Petri a uma temperatura de 50 °C por 4 dias.

Para visualizacéao do halo formado a partir da hidrolise do substrato foi utilizado
a solucao de Lugol concentrado (1,0 g de iodo, 2,0 g de iodeto de potassio e 300 ml

de agua destilada). O didmetro do halo de degradacéo de pectina foi medido com
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auxilio de uma régua, sendo os resultados correlacionados a uma média aritmética
dos valores observados e classificadas como: <10 mm atividade baixa; <20 mm

atividade alta; <30 mm atividade muito alta.

4.3.2 ATIVIDADE LIPOLITICA

A producédo de lipases foi avaliada no meio proposto por Kouker & Jaeger
(1987) com modifica¢des. Inicialmente foi preparado um meio basico composto por
6,0 g de caldo nutriente HiMedia (peptona 5,0 g, cloreto de sodio 5,0 g, extrato de
carne 1,5 g e extrato de levedura 1,5 g), 1,25 g de extrato de levedura, 10,0 g de agar
para 450 ml de 4gua destilada e uma emulsdo de Gleo vegetal residual, composta por
50 ml de agua destilada, 250 yL de Tween 80 e 30 ml de 6leo vegetal residual. O
corante rodamina B (1 mg/mL) foi preparado dissolvendo 0,050 g do corante em 50
ml de agua destilada estéril.

O meio bésico, emulsdo do Oleo vegetal residual foram autoclavados
separadamente durante 15 min, a uma temperatura de 121 °C e 1 atm. A solucéo de
rodamina foi esterilizada utilizando os filtros de porosidade 0,2 pl.

Aliquota de 20 ml da solucdo de rodamina foi adicionada a emulsédo do 6leo
vegetal residual, sendo miscigenado suavemente, e logo apdés foi retirado 50 ml da
solucéo e adicionado ao meio basico. O meio foi misturado no Blender estéril até obter
meio homogéneo.

Os isolados foram inoculados e incubados em temperaturas 37 °C e 50 °C por
2 dias.

A deteccéo de atividade lipolitica se da através da fluorescéncia de cor laranja
no halo da colénia quando colocado em exposi¢ao a luz UV 350 nm, a auséncia de

fluorescéncia laranja indica auséncia de atividade enzimética.

4.3.3 ATIVIDADE PROTEOLITICA

A producdo de proteases foi avaliada no meio &gar-leite proposto por
Rabinovitch e Oliveira (2015), composto por 50,0 g de leite em p6 desnatado, 5,0 g de
peptona de carne, 3,0 g de extrato de carne e 15,0 g de agar para 1000 ml de agua
destilada.
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No preparo do meio foi utilizado 200 ml de agua destilada para reconstruir o
leite, que logo depois foi autoclavado durante 20 min, a uma temperatura de 121 °C e
1 atm. A peptona e extrato de carne, além do agar foram dissolvidos em 800 ml de
agua destilada com o auxilio do agitador magnético. Apés ajustar o pH (7,0) com
NaOH o meio foi autoclavado durante 15 min, a uma temperatura de 121 °C e 1 atm.
Depois de resfriar foi adicionado os 200 mL de leite assepticamente a composicéo de
estrato e peptona de carne, sendo homogeneizado e plaqueado. Apés inoculados os
isolados foram incubados a uma temperatura de 30°C durante 7 dias.

A visualizacdo do halo formado a partir da hidrolise do substrato de caseina é
direta, passivel de serem observados os halos transparentes em torno das colénias.

O diametro do halo de degradacao de caseina foi medido com auxilio de uma
régua, sendo os resultados correlacionados a uma média aritmética dos valores
observados e classificadas como: <10 mm atividade baixa; <20 mm atividade alta; <30

mm atividade muito alta.

4.4 Uso de carboidratos como fonte de carbono por isolados de bactérias

Os isolados foram testados com relacdo a capacidade de utilizar diferentes
carboidratos como uma fonte de carbono, foi utilizado o meio proposto por Rabinovitch
e Oliveira (2015). Inicialmente foi preparado um meio basico composto por 1,0 g de
fosfato diaménico, 0,2 g de cloreto de potassio, 0,2 g do sulfato de magnésio
heptahidratado, 0,2 g do extrato de levedura, 0,006 g de purpura de bromocresol e
22,0 g de agar para 1000 ml de agua destilada.

Todos os compostos foram dissolvidos em agua destilada com o auxilio do
agitador magnético. Apoés verificar o pH (7,0) o meio foi autoclavado durante 15 min,
a uma temperatura de 121°C e 1 atm.

A solucdo com carboidratos foi preparada separadamente do meio béasico, foi
utilizado 5 g do substrato especifico para 10 ml de agua destilada, a solugcéo de
carboidrato foi esterilizada através do uso de filtros de membrana e adicionada
assepticamente ao meio basico antes do plaqueamento. Os carboidratos utilizados
nos ensaios foram celobiose, frutose, galactose, lactose, manose, rafinose, xilose e
salicilina.

A visualizacdo da formacédo de acidos (reacdo positiva) se da através da

mudanca de cor do meio, alterando a coloracao do violeta para o amarelo.
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4.5 Resisténcia dos isolados de bactérias aos antibioticos

Para identificar os isolados resistentes aos antibidticos (Estreptomicina,
Cloranfenicol, Vancomicina e Acido nalidixico), foi utilizado o teste proposto por Bayer
e Kirby (1966) em que é adicionado um disco-difusdo em agar.

Foram utilizados discos de papel-filtro saturado com os antibacterianos
descritos acima, na concentracdo de 30 mg, os discos foram inseridos sobre a placa
com os in6culos bacterianos com aproximadamente 1 a 2 x 108 UFC/ml em meio Agar
R2A (descrito acima).

As placas foram incubadas entre 16 e 24 horas na temperatura de 30 °C. Os
halos de inibigcdo do crescimento bacteriano foram mensurados e os isolados testados
classificados em dois grupos: resistentes (R) e sensiveis (S). No caso de bactérias
sensiveis foram separadas nos quais acdo do antibidtico foi bacteriostatica (SP), ou
seja, que inibi o crescimento da bactéria, mas ndo tem acao bactericida (FERRARO,
2000).

4.6 Caracterizacdo molecular dos isolados de bactérias

A caracterizacdo molecular das linhagens se deu nas seguintes etapas:
extracdo do DNA gendmico, amplificacdo do gene RNAr 16S através da técnica de
PCR, purificacdo dos produtos de PCR, sequenciamento do gene RNAr 16S e analise
da sequéncia utilizando ferramentas de bioinformatica.

Inicialmente as linhagens foram inoculadas em 10 ml de caldo NB/100 (mesma
composicao ja citada, apenas sem adi¢do de agar) entre 2 e 6 dias a uma temperatura
de 37°C. As culturas foram centrifugadas a 12000 rpm por 2 minutos, as células
bacterianas foram ressuspendidas em agua Milli-Q e congeladas a -20°C.

Para a extracdo do DNA gendmicos foi utilizado o Kit Wizard® Genomic DNA
Purification (Promega) conforme instruido pelo fabricante. A pureza e concentragéo
de DNA extraido foi determinada utilizando um NanoDrop, modelo ND-1000 Uv/Vis.

Foram selecionados os isolados que apresentaram a concentracdo de DNA
satisfatoria para amplificacdo do gene de DNAr 16S em um aparelho termociclador
(Primus, EUA). Foram utilizados: 2 uyl do primer oligo 26F (5-
GAGTTTGATCMTGGCTCAG) e 2ul do 1492R (5’-ACGGCTACCTTGTTACGACTT-



45

3’) na concentragao de 50 pmol/ul (LANE, 1991), 200 ng de DNA gendmico (5 ul) e 45
Ml da solugcdo do kit de PCR Master Mix (Promega), seguindo as indicacdes do
fabricante. A amplificacdo do gene RNAr 16S se deu nas seguintes condicoes:
temperatura de desnaturacéo inicial a 94°C; 25 ciclos: 94°C por um minuto, 57°C por
dois minutos e 72°C por dois minutos; extensao final a 72°C por 10 minutos.

Foi realizado a eletroforese dos produtos de PCR em mini-gel de agarose
utilizando 3 pl do tampéo de corrida, 1 yl de GelRedTM (Biotium) e 5 pul do DNA
amplificado na voltagem de 80 volts, verificando a presenca da banda de 1500 pb que
corresponde ao gene de RNAr 16S utilizando o marcador molecular de 100 pb (Ludwig
Biotec).

A purificacdo dos produtos de PCR foi feita utilizando o kit de purificacéo Kit
PCR Purification — 100 Prep. (Ludwig Biotec), seguindo as indicac¢des do frabricante.
A concentracgao e pureza sendo verificadas com auxilio de um NanoDrop, modelo ND-
1000 Uv/Vis.

As amostras amplificadas das linhagens foram sequenciadas utilizando o
primer 26F (5’- GAGTTTGATCMTGGCTCAG) na Plataforma de Sequenciamento da
UFPE, Recife-PE, onde foi utilizado o sequenciador automéatico ABI-PRISM 3100
Genetic Analyzer (Applied Biosystems).

As sequencias obtidas foram comparas as sequéncias do GenBank
pertencente ao National Center for Biotechnology Information (NCBI), utilizando o
BLASTn (Basic Local Alignment Search Tool), disponivel no site
(http://www.ncbi.nlm.nhi.gov/genbank/), utilizando sequencias de RNA como
referéncia, assumindo que apenas foram consideradas as sequéncias que
apresentam similaridade = 97%.

Para o alinhamento das sequéncia foi utilizado o software ClustalW. Seguindo
o método de construcdo de arvore filogenética com o maximo de parciménia,
bootstrap de 1000 e o modelo Kimura 2-parametros. O arquivo fasta com as
sequéncias desejadas foi aberto no software MEGA X 10.1 (KUMAR et al., 2018) e a
construgéo da arvore filogenética foi realizada utilizando o método neighbour -joining.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Crescimento de bactérias em diferentes condi¢fes de cultivo

Os isolados de bactérias analisados nesse estudo foram provenientes de uma
colecdo de bactérias obtidas por Coutinho (2001) do solo livre de raizes, solo
rizosférico e rizoplano de uma graminea A. adscensionis da pastagem nativa da regiao
de S&o Joao do Cariri, Paraiba. Para este trabalho foi feito o cultivo de 44 isolados de
bactérias do género Bacillus da colecao a partir do estoque de bactérias, dos quais foi
possivel obter as culturas com crescimento bom dos 36 isolados, sendo esses
analisados neste trabalho. Os isolados foram provenientes do solo livre de raizes (6),
solo rizosférico (15) e rizoplano (15) de A. adscensionis.

Os isolados foram testados com rela¢do ao crescimento em meios de cultivo
com baixa (NB/100, agar nutriente 100 vezes diluido) e alta concentracdo de
nutrientes (NB e NB/10, &gar nutriente e agar nutriente 10 vezes diluido,
respectivamente), bem como no meio de cultivo com elevada concentracdo de NacCl
(10%). Todos os isolados cresceram no meio NB/100.

Todas os isolados de solo (Tabela 1) apresentaram um crescimento bastante
expressivo nos meios NB, NB/10 e NB/100. Em relacdo ao meio com concentracao
de 10% de NaCl, apenas um dos isolados (T2S6) apresentou crescimento,
demonstrando a sensibilidade desses organismos ao crescimento em ambientes

salinos.
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Tabela 1 — Crescimento de isolados de bactérias do solo livre de raizes de A.

adscensionis em diferentes meios de cultura.

Isolados Crescimento em diferentes meios de cultura

NB/10x NB/100x 10% NacCl
T2S1 + + -
T2S2 + + -
T2S3 + + -
T2S4 + + -
T2S5 + + -
T2S6 + + +

Fonte: Autor préprio, 2020.

Em relacdo aos isolados da rizosfera (solo rizosférico e rizoplano), todos
as linhagens apresentam um desenvolvimento bastante expressivo nos meios
analisados, com excecao do isolado (T2R26) que obteve um crescimento fraco nos
meios NB/10 e NB/100 (Tabelas 2 e 3).

Em relacdo ao meio salino apenas 3 isolados do solo rizosférico e 2 do
rizoplano cresceram em meio com 10% de NaCl (Tabelas 2 e 3).

Os dados obtidos mostraram que todos os isolados foram capazes de crescer
tanto nos meios com baixa quantidade de nutrientes (NB/100 e NB/10) como no meio
rico de nutrientes (NB), apresentando assim sua adaptacdo para condicdes
oligotréficas e ambientes ricos em nutrientes. Os solos da caatinga geralmente
apresentam baixa quantidade de matéria organica disponivel para os microrganismos,
caracterizando um ambiente oligotrofico. Essas condicdes selecionam as bactérias a
se adaptarem a estes fatores, logo mesmo em habitats com alta disponibilidade de
nutrientes como a rizosfera, as bactérias tendem a manter a capacidade de crescer

em meios com baixa quantidade de nutrientes.
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Tabela 2 - Crescimento de isolados de bactérias do solo rizosférico de A. adscensionis

em diferentes meios de cultura.

Isolados Crescimento em diferentes meios de cultura

NB/10x NB/100x 10% NacCl
T2R1 + + -
T2R2 + + -
T2R3 + + -
T2R10 + + -
T2R11 + + -
T2R12 + + -
T2R13 + + -
T2R14 + + +
T2R15 + + -
T2R16 + + -
T2R17 + + -
T2R18 + + -
T2R19 + + -
T2R24 + + +
T2R26 +/- +/- +

Fonte: Autor préprio, 2020.
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Tabela 3 — Crescimento de isolados de bactérias do rizoplano de A. adscensionis em

diferentes meios de cultura.

Isolados Crescimento em diferentes meios de cultura

NB/10x NB/100x 10% NaCl
T2RP1 + - -
T2RP2 + + -
T2RP3 + + -
T2RP4 + - +
T2RP5 + - -
T2RP6 + + -
T2RP7 + + -
T2RP8 + - -
T2RP10 + - -
T2RP11 + + -
T2RP17 + + -
T2RP18 + - =
T2RP19 + - -
T2RP20 + + -
T2RP21 + + -

Fonte: Autor préprio, 2020.

O método convencional relacionado ao cultivo de bactérias em meios ricos em
nutrientes limita a exploracGes e descobertas de possiveis organismos oligotréficos
como os utilizados do presente estudo.

Huang & Shen (2016) em seu trabalho isolaram bactérias do solo néo
rizosférico em diferentes ambientes como: beiras de estrada, baias, praias e pantanos
em Taiwan. Utilizaram agar nutritivo diluido em 1000x e obtiveram um total de 74
espécies pertencentes aos filos Proteobacteria, Firmicutes e Actinobacteria. Esses
dados sugerem gque o uso de meios pobres em nutrientes pode ser 6timo meio para

melhor avaliacdo da biodiversidade de microrganismos oligotréficos dos ambientes.
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Figura 3 — Crescimento de isolados T2R26 (A) e T2RP4 (B) no meio NB/100.
Crescimento: fraco (A); forte (B).

Fonte: Autor préprio, 2020.

Sugimoto et al. (1990) avaliaram a diversidade bioldgica de um solo rizosférico
oligotrofico, utilizando o meio KB 250x diluido e um meio agar nutriente para isolar a
comunidade microbiana da rizosfera. Os autores obtiveram uma maior diversidade de
rizobactérias no meio diluido, demonstrando a eficiéncia destes meios para captacao

de biodiversidade em habitats pobres em nutrientes.
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Figura 4 - Crescimento de isolados de bactérias em diferentes meios de cultura.

Fonte: Autor proprio, 2020.
E possivel observar que todos os isolados independente do micro-habitat (solo,

rizosfera e rizoplano) obtiveram crescimento em meio oligotrofico, j& em relacdo ao
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meio salino, uma minoria de 16,6% das bactérias apresentou caracteristicas de
halotolerancia, devido ao seu 6timo crescimento ao meio a que foi exposta.

A temperatura € um dos principais fatores limitantes para o desenvolvimento
da microbiota de solo, sendo assim, tomando como base para estipular a
termotolerancia dos isolados os valores de temperaturas minima (Tmin), 6tima (To) e
maxima (Tmax) sugeridas por Madigan et al. (2016) e Soonleitner (1983), onde o
Tmin é = 30°C, o To entre 45-55°C e Tmax < 55°C.

Os isolados analisados nesse estudo apresentaram bom crescimento entre as
temperaturas de 40 e 65°C, sendo esta a melhor faixa para o desenvolvimento dos
isolados (Figura 4) (Coutinho, 2001). Sete isolados (T2R1, T2R2, T2R11, T2R12,
T2R13 T2R15 e T2RP11) da rizosfera demonstraram crescimento até 70°C e uma das
linhagens (T2R24) mostrou o crescimento fraco em temperatura méaxima de 75°C
(Coutinho, 2001).

Também se nota a capacidade de crescimento em temperaturas de 30°C para
todos os isolados, com excecao de dois (T2S3 e T2S5) (Coutinho, 2001), que mesmo
demonstrando crescimento fraco, conseguiram se desenvolver em temperaturas de

25°C, menores que classificagdo do Tmin = 30°C para as bactérias termofilicas.
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Figura 5 - Crescimento de isolados de bactérias em diferentes temperaturas de
incubacéo.
Fonte: Autor proprio, 2020; Coutinho, 2001.
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As cepas que apresentam maior tolerancia a variedade de temperatura sao
T2R24 que cresceu em uma faixa de 25 a 75°C e T2RP11 que expressou crescimento
entre 20 e 70°C. Todos os dados analisados no estudo corroboram com a ideia
exposta na hipotese, que debatem a respeito dos graus de termotolerancia dos
isolados mensurados, que crescem em temperaturas abaixo do Tmin = 30°C, e acima
Tmax < 55°C como € visto na Figura 4.

Com base nos estudos de Rolli et al. (2015), o solo sem raizes é um ambiente
mais propicio a sofrer com alterac6es naturais ou antropicas. A exposi¢cdo do mesmo
a irradiacao solar faz com que ele demonstre uma variavel de temperatura muito alta.
Apresenta pico de temperatura em torno de meio dia, e muitas vezes esse solo
permanece aquecido durante o periodo noturno.

Mesmo as linhagens de rizosfera demonstrando uma tolerancia de até 10°C
(75°C) a mais em relacédo a temperatura limite dos isolados de solo (65°C). H4 uma
enorme proximidade genética entre as espécies, a partir da relacdo que bactérias
rizosféricas em algum momento foram linhagens de solo, atraidas pelos exsudatos
liberados pela vegetacédo local. Logo, boa parte das caracteristicas adquiridas pela
comunidade da rizosfera se deu apds especiacdo e adaptabilidade as novas

condicBes apresentadas no micro-habitat (BARRET et al, 2011).

5.2 Atividade enziméatica dos isolados de bactérias

5.2.1 ATIVIDADE PECTINOLITICA

Os dados da atividade pectinolitica dos isolados bacterianos sdo mostrados
nas Tabelas 7-9.

Os isolados de bactérias provenientes do solo livre de raizes ndo apresentaram
atividade pectinolitica (Tabela 4).

Entretanto, 20% dos isolados do solo rizosférico produziram enzimas
pectinoliticas em pH 5 e 8 (Tabela 5). Os isolados mais ativos que apresentaram maior
zona de hidrolise de pectina hidrolase (pH 5) foram: T2R3 (35 mm) e de pectina liase
(pH 8) T2R11 (25 mm).

Entre todos os micro-habitats, o rizoplano demonstrou maior porcentagem de
isolados com atividade pectinolitica, correspondendo a 53% dos isolados que

produziram pectina liase (pH 8) (Tabela 6). O isolado T2RP4 apresentou a maior zona
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de hidrolise de pectina (32 mm) entre os isolados do rizoplano. A proporcdo de
bactérias que expresséao atividade para a pectinase liase, em pH 5, se assemelha ao

observado nos isolados de rizosfera e rizoplano (Tabela 8-9).

Tabela 4 — Atividade pectinolitica de isolados de bactérias do solo livre de raizes da

pastagem de A. adscensionis.

Pectina Pectina
Isolados hidrolase liase
(pH 5) (pH 8)

Zona de hidrolise (mm)

T2S1 0 0
T2S2 0 0
T2S3 0 0
T2S4 0 0
T2S5 0 0
T2S6 0 0

Fonte: Autor préprio, 2020.
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Tabela 5 — Atividade pectinolitica de isolados de bactérias do solo rizosférico de A.

adscensionis.

Pectina Pectina
Isolados hidrolase liase
(pH 5) (pH 8)

Zona de hidrolise (mm)

T2R1 0 0
T2R2 0 0
T2R3 35 0
T2R10 0 0
T2R11 25 25
T2R12 0 0
T2R13 0 0
T2R14 0 0
T2R15 0 0
T2R16 0 0
T2R17 0 24
T2R18 0 0
T2R19 0 0
T2R24 16 16,5
T2R26 0 0

Fonte: Autor préprio, 2020.
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Tabela 6 — Atividade pectinolitica de isolados de bactérias do rizoplano de A.

adscensionis.

Pectina Pectina
Isolados hidrolase liase
(pH 5) (pH 8)

Zona de hidrolise (mm)

T2RP1
T2RP2
T2RP3
T2RP4
T2RP5
T2RP6
T2RP7 1
T2RP8
T2RP10
T2RP11
T2RP17
T2RP18
T2RP19
T2RP20 24
T2RP21 17

h © © o o o o

o O O O o o

0

0

0
32

12

14,5
12
26
25
27

16,5

Fonte: Autor préprio, 2020.
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Figura 6 — Atividade pectinolitica dos isolados T2R3 (A — pectina hidrolase, pH 5,0) e
T2RP4 (B — pectina liase, pH 8,0).
Fonte: Autor proprio, 2020.
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Figura 7 — Numero de isolados do solo livre de raizes, solo rizosférico e rizoplano com
atividade pectinolitica.

Fonte: Autor proprio, 2020.

Existem poucos estudos sobre producdo de pectinases por bactérias dos
ambientes aridos. Os autores como como Egamberdiyeva & Hoflich (2004) e
posteriormente Egamberdiyeva (2005) registraram atividade pectinolitica em
rizobactérias classificadas como B. amyloliquefaciens e B. laevolacticus promotoras
de crescimento de plantas, em um regido semiarida do Uzbequistéo.



57

Torimiro & Okonji (2013), testaram para trés espécies (B. stearothermophilus,
B. cereus e B. subtilis) a atividade pectinolitica em diferentes temperaturas e pHSs.
Para o B. stearothermophilus o melhor pico de atividade enzimatica se deu a 60°C.
J&, B. cereus e B. subtilis obtiveram maior producéo de enzimas pectinoliticas a 50°C.
Todas as trés espécies demonstraram atividades 6timas de pectinase em pH 7,5, 8 e
9. A faixa de temperatura para as espécies de B. cereus e B. subtilis e o pH 8,
corrobora com os dados obtidos no presente estudo.

Mohandas et al. (2018) verificou que para B. soronesis, bactéria isolada a partir
de frutas e legumes em decomposicédo, a capacidade de producéo potencializada de
pectinase se relaciona a trés fatores principais: pH 8, concentracdo da massa de
MgSO4 = 0,75% e pectina a 15%. Ja no trabalho produzido Roosdiana et al. (2013)
foi visto que o melhor pico de atividade pectinolitica para B. firmus se deu a
temperatura de 50°C e pH 7.

E notavel a relacdo de pH e temperatura com atividade pectinolitica. De fato, é
perceptivel que na maioria dos estudos os ensaios produzidos em pH mais &cido ndo

se obtém a mesma produtividade que em valores neutros ou mais alcalinos.

5.2.2 ATIVIDADE PROTEOLITICA E LIPOLITICA

Todos os isolados testados apresentaram atividade proteolitica e a maioria dos
isolados atividade lipolitica (Tabelas 7-9).

Entre os isolados do solo livre de raizes o T2S5 foi a que demonstrou maior
zona de hidrolise de caseina (38 mm) (Tabela 7).

Com relacdo a atividade lipolitica dos isolados do solo livre de raizes, foi
observado que 66% dos isolados apresentaram producéo de lipases em 37°C e 50%
em 50°C (Tabelas 7-9). O isolado T2S1 demonstrou maior atividade lipolitica indicada

pela maior intensidade de fluorescéncia em ambas as temperaturas (Tabela 7).
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Figura 8 — Numero de isolados de solo livre de raizes, solo rizosférico e rizoplano com

atividade proteolitica e lipolitica.

Fonte: Autor proprio, 2020.

Tabela 7 — Atividade proteolitica e lipolitica de isolados de bactérias do solo livre de

raizes da pastagem de A. adscensionis.

Isolados Protease  Lipase 3”°C  Lipase®C
(Zona de hidrélise mm)
T2S1 38 +++ ++
T2S2 10 + -
T2S3 12 + +
T254 13 + +
T2S5 45 - -
T2S6 23 - -

Fonte: Autor préprio, 2020.
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Tabela 8 — Atividade proteolitica e lipolitica de isolados de bactérias do solo rizosférico

de A. adscensionis.

Isolados Protease  Lipase 3”°C  Lipase®°c

Zona de hidrdlise (mm)

T2R1 25 - -
T2R2 40 + +
T2R3 12 +++ +++
T2R10 40 +++ +
T2R11 20 + -
T2R12 14 + +
T2R13 20 +++ +
T2R14 16 +++ +++
T2R15 12 - -
T2R16 10 + -
T2R17 13 + -
T2R18 14 + +
T2R19 14 + -
T2R24 18 - -
T2R26 24 + -

Fonte: Autor préprio, 2020.

Entre os isolados do solo rizosférico T2R2 e T2R10 se destacaram na producao
de proteases (Tabela 8).

Com relacéo as lipases, 80% dos isolados apresentaram atividade em 37°C, e
46,6% em 50°C, as cepas que demonstraram maior atividade em ambas temperaturas
foram T2R3 e T2R14 (Tabela 8).

Entre os isolados do rizoplano T2RP1, T2RP2 e T2RP19 foram os mais ativos
na degradacéo de caseina com halos de hidrolise de 45 mm (Tabela 9). A producao
de lipases em 37°C foi observada em 80% dos isolados e em 50°C em 53,3%, sendo
gue o isolado T2RP1 expressou maior atividade lipolitica em ambas temperaturas.

Para todas as enzimas testadas nesse estudo o rizoplano foi o micro-habitat

com maior numero de isolados que expressaram atividade de enzimas extracelulares.
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Tabela 9 — Atividade proteolitica e lipolitica de isolados de bactérias do rizoplano de

A. adscensionis.

Isolados  Protease  Lipase 3¢ Lipase®C

Zona de hidrolise (mm)

T2RP1 45 +++ ++
T2RP2 45 + +
T2RP3 10 + -
T2RP4 24 +++ -
T2RP5 10 + -
T2RP6 10 + +
T2RP7 11 + -
T2RP8 25 + -
T2RP10 14 + +
T2RP11 15 + +
T2RP17 18 +++ +
T2RP18 34 + +
T2RP19 45 +++ +
T2RP20 15 - -
T2RP21 28 - -

Fonte: Autor préprio, 2020.
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Figura 9 — Isolados de bactérias lipoliticas (A: T2S1 e T2R14; B: T2R3) em meio de
cultura com 6leo vegetal residual e Rodamina B. As coldnias positivas exibem a

fluorescéncia sob irradiagdo da luz UV. Fonte: Proprio autor, 2020.

Devido alta capacidade dos isolados analisados para producédo de enzimas, 0s
trabalhos futuros e mais detalhados, podem revelar possiveis aplicacbes dessas
enzimas. O fato que todos os isolados estudados neste trabalho produziram
proteases € promissor, principalmente devido o potencial de aplicacdo e
bioprospecc¢éo dessas enzimas para a indastria.

A utilizagdo da producdo de proteases através dos métodos enzimaticos
bacterianos é menos agressiva ao meio ambiente do que o0 processo quimico, além
do enorme potencial para o mercado de enzimas e aplicacao industrial (SINGHAL et
al., 2012). Por exemplo, Uddin et al. (2017) isolou uma protease termotolerante de um
B. subtilis com aplicagdo no processamento de couro e detergentes. A descoberta de
novas espécies produtoras de proteases € essencial para o estabelecimento de uma
vasta lista de possiveis enzimas com ampla utilidade na industria. Como a protease
alcalina termoestavel de Anoxybacillus sp. purificada por Bekler et al. (2015), esta que
possui atividade maxima na temperatura de 50°C a pH 9. Ou mesmo isolados de B.
cereus tolerantes a solventes organicos capazes de produzir proteases com atividade
Otima a 60°C (GHORBEL et al., 2003).

O potencial de uso dos isolados analisados para producéo de lipases também
é alto, j& que 77,7% dos isolados em 37°C e 50% em 50°C demonstraram atividade.
Alguns dos isolados como T2S1, T2R3, T2R10 e T2RP1 demonstram forte atividade
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lipolitica em temperatura 50°C, mostrando sua tolerancia a temperaturas elevadas,
que pode ser um fator determinante para o uso das mesmas em pesquisas com
finalidades biotecnoldgicas.

Estudos como o de Gaur et al (2012) que isolou um Bacillus sp. de regides
semiaridas no Rajastdo com melhor atividade lipolitica em temperaturas de 60°C e pH
8. Ou o trabalho Ugras (2017) que isolou e produziu uma cepa de B. licheniformis
capaz de produzir lipases eficientes a um temperatura de 90°C e pH 9. Corroboram
com o potencial das enzimas termotolerantes no uso industrial.

Outros géneros como Anoxybacillus sdo potenciais produtores de lipases
termotolerantes. Como é visto no estudo produzido por Burcu Bakir & Metin (2017),
que isolou uma bactéria, classificada posteriormente como Anoxybacillus sp. HBB16,
com taxas de crescimento e producéo de lipases a 50°C e pH 6,5. No mesmo estudo,
foi verificado que o cultivo do isolado a uma velocidade de 180 rpm, potencializa a
atividade enzimatica a uma temperatura de 55°C e pH 9,5, sendo este um salto
discrepante de uma condicao 4cida para uma alcalina. Sahoo et al. (2020) verificou a
eficiéncia da lipase produzida pelo isolado Anoxybacillus sp. ARS-1 na industria de
detergentes, em que foi aferido uma atividade 6tima a temperatura de 57,7 °C e pH

8,31 e resisténcia a maioria dos detergentes quimicos e comuns utilizados no estudo.

5.3 Consumo de carboidratos como fonte de carbono

Os dados de uso de carboidratos como fonte de carbono por isolados de
bactérias mostram as Tabelas 13 - 15.

Entre os isolados do solo (Tabela 10) foi observado que T2S2, T2S3, T254 e
T2S5 utilizaram a maioria dos acucares testados, ou seja, galactose, lactose, manose,
rafinose e xilose como fonte de carbono. J& os isolados T2S1 e T2S6 néo utilizaram

nenhum dos carboidratos.
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Tabela 10 — Uso de carboidratos como fonte de carbono por isolados de bactérias do

solo.
Isolados Carboidratos
Cel Fru Gal Lac Man Raf Xil Sal
T2S1 - - - - - - - -
T2S2 - - + + + + + .
T2S3 - - + + + + + -
T2S4 - - + + + + + -
T2S5 - - + + + + + -
T2S6 - - - - - - - -

Cel= Celobiose; Fru= Frutose; Gal= Galactose; Lac= Lactose; Man= Manose; Raf=
Rafinose; Xil= Xilose e Sal= Salicilina.
Fonte: Autor proprio, 2020; Grudzinska, 2005.

O consumo dos carboidratos na rizosfera (Tabela 11) ndo se torna mais
expressivo, sendo assim, mais da metade dos isolados, cerca de 55,3% n&o utilizou
nenhum dos substratos dispostos, 33,3% usufruiu de frutose, galactose, lactose,
manose, rafinose e xilose como fonte de carbono, entre eles a cepa T2R16 consumiu
os carboidratos ja citados anteriormente com excecéo da frutose, este que foi o Unico
aproveitado pelo isolado T2R1. Celobiose e salicilina novamente ndo foram utilizados

como fonte de carbono.
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Tabela 11 — Uso de carboidratos como fonte de carbono por isolados de bactérias do

solo rizosférico de A. adscensionis.

Isolados Carboidratos
Cel Fru Gal Lac Man Raf Xil Sal

T2R1 - + - - - - - -
T2R2 - - - - - - - -
T2R3 - - - - - - - -
T2R10 - - - - - - - -
T2R11 - + + + + + + -
T2R12 - + + + + + + -
T2R13 - + + + + + + -
T2R14 - - - - - - - -
T2R15 - - - - - - - -
T2R16 - - + + + + + -
T2R17 - - - - - - - -
T2R18 - + + + + + + -
T2R19 - + + + + + + -
T2R24 - - - - - - - -
T2R26 - - - - - - - -

Cel= Celobiose;

Rafinose; Xil= Xilose e Sal= Salicilina.
Fonte: Autor préprio, 2020; Grudzinska, 2005.

Fru= Frutose; Gal= Galactose; Lac= Lactose; Man= Manose; Raf=

Quando direcionamentos a capacidade de consumo de carboidratos e

relacionamos aos dados obtidos com a comunidade do rizoplano (Tabela 12)

podemos observar que o aproveitamento dessas biomoléculas é superior ao que foi

constatado nos dois micro-habitats anteriores (solo e rizosfera). De modo que, 60%

dos isolados utilizada algum dos substratos para obtencéo de carbono em contraste

aos 40% que néo se beneficia de nenhum deles. Em virtude disso, destacam-se as

cepas T2RP8, T2RP19 e T2RP20 por usufruir de todos os carboidratos com excec¢ao

da salicilina. Além disso, os unicos consumidores de celobiose foram as linhagens

citadas anteriormente e o isolado T2RP10.
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Tabela 12 — Uso de carboidratos como fonte de carbono por isolados de bactérias do

rizoplano de A. adscensionis.

Isolados Carboidratos

Cel Fru Gal Lac Man Raf Xil Sal
T2RP1 - + - - - + + -
T2RP2 - + - - - + + -
T2RP3 - + + + + + + -
T2RP4 - - - - - - - -
T2RP5 - + - - - + + -
T2RP6 - + + + + + + -
T2RP7 - - - - - - - -
T2RP8 + + + + + + + -
T2RP10  + + - - - + + -
T2RP11 - - - - - - - -
T2RP17 - - - - - - - -
T2RP18 - - - - - - - -
T2RP19 + + + + + + + -
T2RP20 + + + + + + + -
T2RP21 - - - - - - - -

Cel= Celobiose; Fru= Frutose; Gal= Galactose; Lac= Lactose; Man= Manose; Raf=
Rafinose; Xil= Xilose e Sal= Salicilina.
Fonte: Autor proprio, 2020; Grudzinska, 2005.

A maioria das bactérias podem utilizar seletivamente diversos substratos para
obtencdo de carbono, como os carboidratos. A presenca de diferentes fontes de
carbono preferiveis aquele organismos impede a expressao de sistemas catabdlicos
gue permitam o uso de substratos secundarios. Esse mecanismo é conhecido como
CCR ou represséo ao catabdlico secundario, este que regula a expressao de genes
necessarios para a utilizacdo dessas fontes secundarias (GORKE & STULKE, 2008).
A CCR pode agir limitando a captacao e utilizagao de carboidratos, regulando-se nas
capacidades metabdlicas da bactéria. Muito da escolha do carboidrato como fonte de
carbono é feita por inducéo especifica do acucar. E mesmo em situacdes que apenas

uma fonte de carboidrato esteja disponivel a CRC continua agindo regulando e
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limitando o consumo interno de carboidratos das bactérias (BRUCKNER &
TITGEMEYER, 2002).
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Figura 10 — Numero de isolados de solo livre de raizes, solo rizosferico e rizoplano
com atividade proteolitica e lipolitica capazes de usar os carboidratos como fonte de
carbono. C= Celobiose; F= Frutose; G= Galactose; L= Lactose; M= Manose; R=
Rafinose; X= Xilose e S= Salicilina.

Fonte: Autor préprio, 2020; Grudzinska, 2005.

A capacidade das linhagens em todos os micro-habitats de usufruir dos
carboidratos como fonte de carbono é diminuta. O consumo de celobiose s6 foi
registrado em isolados do rizoplano, representando apenas 11,1% para todas as
linhagens do estudo. Para frutose, galactose, lactose e manose, esses valores sobem
para 41,5%, sendo 0s numero mais expressivos para rafinose e xilose, equivalendo a
um total de 52,2% de todos os isolados. Em virtude disso estimasse a nao

necessidade do gasto energético com essa rota alternativa de obtencao de carbono.

5.4 Resisténcia microbiana a antibi6ticos

A resisténcia microbiana € um dos fatores mais preocupantes para a sociedade,

visto que o desenvolvimento de cepas hiper-resistentes se torna um problema a
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medida que ndo existiiam antibidticos efetivos para combater os patdégenos ja
conhecidos ou possiveis patdgenos futuros (MARTINEZ, 2012).

Independente das linhagens utilizadas no estudo nao serem classificadas como
patégenos, é relevante o entendimento acerca de possiveis resisténcias adquiridas e
quais os fatores relacionados a mesmo, por exemplo, o uso de antimicrobianos
agricolas ou mesmo transferéncia horizontal.

Os dados referentes aos isolados de solo (Tabela 13) mostraram uma forte
sensibilidade de isolados a estreptomicina, apenas um isolado T2S4 demonstrou ser
resistente. Todos os isolados foram sensiveis aos antibidticos cloranfenicol e
vancomicina, no entanto, o acido nalidixico so foi efetivo sobre a linhagem T2S2, todos

as outras sendo resistentes ao seu efeito antibactericida.

Tabela 13 — Resisténcia de isolados de bactérias do solo livre de raizes aos

antibidéticos.
Isolados Antibidticos
Estreptomicina Cloranfenicol Vancomicina Ac. nalidixico
T2S1 S S S R
T2S2 S S S
T2S3 S S S R
T2S4 R S S R
T2S5 S S S R
T2S6 S So) S R

Resistentes (R) e sensiveis (S) no caso de bactérias sensiveis foram separadas as
quais a agdo do antibidtico foi bacteriostatica (SP).
Fonte: Autor proprio, 2020; Grudzinska, 2005.

Os isolados do solo rizosférico (Tabela 14) demonstraram forte sensibilidade
aos antibidticos estreptomicina, cloranfenicol e vancomicina. Em relagdo ao acido
nalidixico, 66% das linhagens se mostraram resistentes, sendo o seu efeito

antimicrobiano inferior aos outros antibiéticos testados.
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Tabela 14 - Resisténcia de isolados de bactérias do solo rizosférico de A.

adscensionis aos antibioticos.

Isolados

Antibidticos

Estreptomicina Cloranfenicol

Vancomicina Ac. nalidixico

T2R1

T2R2

T2R3
T2R10
T2R11
T2R12
T2R13
T2R14
T2R15
T2R16
T2R17
T2R18
T2R19
T2R24
T2R26
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Resistentes (R) e sensiveis (S) no caso de bactérias sensiveis foram separadas as

quais a acéo do antibidtico foi bacteriostatica (Sb).
Fonte: Autor préprio, 2020; Grudzinska, 2005.

Os dados referentes aos isolados de rizoplano (Tabela 15) mostram maior

namero de isolados que exibem a resisténcia aos antibioticos testados. 33,3% dos

isolados foram resistentes a estreptomicina, 20% a cloranfenicol, 6,6 % a vancomicina

e 93,3% para acido nalidixico. E evidenciado a notavel tolerancia antimicrobiana da

cepa T2RP18 que demonstrou resisténcia para todos os antibioticos com excecao do

cloranfenicol, o qual exibiu o efeito bacteriostatico.
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Tabela 15 — Resisténcia de isolados de bactérias do rizoplano de A. adscensionis aos

antibioéticos.
Isolados Antibioticos
Estreptomicina Cloranfenicol Vancomicina Ac. nalidixico
T2RP1 S R S R
T2RP2 R S R
T2RP3 S R S R
T2RP4 R S S R
T2RP5 S S S R
T2RP6 S S S R
T2RP7 S R S S
T2RP8 S S S R
T2RP10 S S S R
T2RP11 S®) Sb) S S
T2RP17 R S®) S R
T2RP18 R Sb) R R
T2RP19 S S S R
T2RP20 S S S R
T2RP21 R Sb) S R

Resistentes (R) e sensiveis (S) no caso de bactérias sensiveis foram separadas as
quais a acéo do antibidtico foi bacteriostatica (Sb).
Fonte: Autor proprio, 2020; Grudzinska, 2005.

A resisténcia das bactérias aos antimicrobianos € multifatorial, podendo se
originar através da exposicao direta a antibiéticos ou mesmo a resisténcia adquirida
por transferéncia horizontal de genes (BJORKMAN et al., 2000; THOMAS & NIELSEN,
2005).

Bais et al. (2005) demonstraram a resisténcia adquirida através da exsudacao
de antimicrobianos de raizes, em que a exposicao persistente das bactérias a esses
exsudatos conferiu a elas resisténcia especifica e capacidade de inibicdo da sintese

desses antimicrobianos, permitindo assim a contaminacgéo das raizes.
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Figura 11 — Numero de isolados de solo, rizosfera e rizoplano resistentes aos
antibioticos estreptomicina, cloranfenicol, vancomicina e acido nalidixico. Est =
Estreptomicina, Clo= Cloranfenicol, Van= Vancomicina e Ac. nal = Acido nalidixico.
Fonte: Autor proprio, 2020; Grudzinska, 2005.

A maioria dos antibi6ticos foram efetivos contra os isolados, a propor¢cao de
resisténcia foi minima, para estreptomicina apenas 16,6% dos isolados sobreviveram,
para cloranfenicol somente 8,3% foram resistentes, a vancomicina foi o antibiotico
mais efetivo dos quatro, apenas 2,3% dos isolados possuindo resisténcia, a Unica
excecao entre os antibidticos foi o acido nalidixico com 77,7% dos isolados sendo
resistentes. As linhagens do rizoplano foram as mais expressivas em questao de

resisténcia aos antibioticos, a cepa T2RP18 foi a Unica tolerante a vancomicina.

5.5 Identificacdo e analise filogenética dos isolados de bactérias

Analise molecular foi realizada para oito isolados de bactérias, os quais foram
submetidos a extragédo de DNA, amplificagdo e sequenciamento do gene de DNAr
16S.

Os valores de concentracdo de DNA obtidos variaram entre 10,0 ng/ul e 41,9
ng/ul (Tabela 16). Quanto a razdo entre as absorbancias 260/280, esta utilizada para

estimar a pureza das amostras, os valores obtidos variaram entre 1,64 e 2,2.
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Tabela 16 — Quantidade e pureza do DNA gendmico dos isolados de bactérias do solo
(T2S_), solo rizosférico (T2R_) e do rizoplano (RP_) de capim panasco (Aristida
adscencionis L.).

Isolados DNA (ng/pl) 260/280
T2R10 26,5 2,2
T2RP2 16,6 1,78
T2RP17 27,3 1,87
T2RP5 20 1,84
T2R14 41,9 1,88
T2R13 10.0 1,64
T2S6 10,7 1,67
T2RP6 29,7 1,83

Fonte: Autor préprio, 2020.

Os isolados de bactérias utilizadas no presente estudo haviam sido
classificadas na base de caracteristicas fenotipicas por Coutinho (2001) como as
bactérias em forma de bastonetes, gram-positivas, aerobias e formadoras de esporos,
identificando-as como Bacillus spp.

Os dados obtidos na base das sequencias de DNAr 16S e analise BLAST
mostraram que os isolados analisados pertencem a familia Bacillaceae, género
Bacillus e Axonybacillus do filo Firmicutes.

Os isolados Bacillus spp. T2R10, T2R14, T2RP2, T2RP5, T2RP6 e T2RP17
apresentaram 97% de similaridade com as espécies B. wiedmanni, B. proteolyticus,
B. albus, B. cereus e B. paramycoides.

Os isolados Axonybacillus spp. T2R13, T2RP21 e T2S6 apresentaram 97,50%
de similaridade com a espécies A. rupiensis e 97,40% com A. geothermalis.
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Tabela 17 — Identificacdo dos isolados de bactérias baseada nas sequéncias parciais
de DNAr 16S submetidos a anélise BLAST.

Isolados Alinhamento Cddigo de E- Id

mais significativo acesso - NCBI value max. %

Bacillus wiedmannii NR_152692.1 0,0 97,00

T2R10, T2R14, Bacillus proteolyticus NR_157735.1 0,0 97,00

T2RP2, T2RP5, Bacillus albus NR_157729.1 0,0 97,00

T2RP6, T2RP17 Bacillus paramycoides NR_157734.1 0,0 97,00

Bacillus cereus NR_074540.1 0,0 97,00

T2S6, T2R13, Anoxybacillus rupiensis NR_042379.1 0,0 97,50

T2RP21 Anoxybacillus geothermalis NR_151896.1 0,0 97,40

Fonte: Autor proprio, 2020.

T2R10
T2R14
100 | T2RP2
T2RP5
T2RP6
T2RP17
NR 152692.1 Bacillus wiedmannii strain FSL W8-0169
NR 157735.1 Bacillus proteolyticus strain MCCC 1A00365
NR 157729.1 Bacillus albus strain MCCC 1A02146
% | NR 074540.1 Bacillus cereus ATCC 14579
NR 157734.1 Bacillus paramycoides strain MCCC 1A04098
100 , NR 042379.1 Anoxybacillus rupiensis strain R270
L NR 151896.1 Anoxybacillus geothermalis strain ATCC BAA-2555

= T2R13
T2RP21
1071256

0.010

Figura 12 — Arvore filogenética de bactérias isoladas do solo (T2S_), solo rizosférico
(T2R_) e do rizoplano (RP_) de A. adscencionis e de linhagens de bactérias do
GenBank baseada na comparacdo das sequencias de RNAr 16S, utilizando anélise
neighour-joining e o modelo Kimura 2 parametros. Os valores de bootstrap mostrados
na arvore foram obtidos com base em 1.000 réplicas; NR _ sdo numeros de acesso
das sequencias do GenBank.

Fonte: Autor préprio, 2020.
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O género Bacillus € cosmopolita, deste modo, dispde de uma ampla variedade
de espécies com diferentes metabolismos susceptiveis a suportar diversas condicdes.
Jé o género Anoxybacillus € comumente encontrado em fontes termais ou em esterco
de animais (ZEIGLER & PERKINS, 2008; GOH et al., 2014). A maioria dos trabalhos
que registraram 0 género Anoxybacillus estd relacionado a ambientais com
temperaturas muito elevadas e condicbes geralmente extremas, como aguas de
fontes termais (DULGER et al., 2004), solos geotermais, alguns desses encontrados
na Antértica (POLI et al., 2006) ou em estrume (PIKUTA et al., 2000).

As relacdes filogenéticas dentro da familia Bacillaceae € inconsistente, mesmo
géneros ja bem estabelecidos como Bacillus ou Geobacillus ou mesmo novos géneros
como Anoxybacillus sao polifiléticos, e a maioria de suas espécies ndo possuem
histérias evolutivas em comum. Uma enorme problemética para classificacdo desses
organismos € a diversidade fenotipica observada no género Bacillus que dificulta n&o
s6 o estabelecimento das relacdes filogenéticas dentro do préprio género, mas
também interfere nos clados dos demais géneros pertencentes a Bacillaceae (PIKUTA
et al, 2000; LIU et al., 2018; PATEL & GUPTA, 2020).



74

6 CONCLUSOES

e Todas os isolados utilizados no estudo apresentaram crescimento expressivo
nos meios NB, NB/10 e NB/100, ou seja, podem ser classificados como

organismos oligotroficos facultativos;

e Apenas 16,6% dos isolados cresceram no meio de cultura com concentracao de
10% de NaCl, demonstrando a sensibilidade desses organismos a alta

salinidade;

e A maioria dos isolados foram  produtores de proteases e lipases, e
demonstrando potencial para futuras aplicacdes em pesquisas biotecnoldgicas;

e O rizoplano foi o Unico micro-habitat que apresentou maior nimero de isolados

produtores de pectinases, cerca de 53% dos isolados produziram pectina liase;

e Entre os isolados analisados, 11% utilizaram celobiose, frutose, galactose,
lactose e manose 44%, 52,2% rafinose e xilose, e 41,5% n&o utilizaram

nenhuma fonte de acucar testada.

e A grande maioria dos isolados apresentou sensibilidade aos antibiéticos
estreptomicina, cloranfenicol e vancomicina. Entretanto a maioria dos isolados

foi resistente ao acido nalidixico.

e Nove isolados analisados na base das sequencias de DNAr 16S pertencem a
familia Bacillaceae, género Bacillus (7 isolados) e Axonybacillus (2 isolados) do

filo Firmicutes.
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