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RESUMO

A biodiversidade é reconhecida como o principal fator que afeta o funcionamento do
ecossistema e a estabilidade funcional do solo. As atividades humanas estao
levando a uma reducdo rapida e significativa da biodiversidade. A maioria dos
processos do solo é realizada por grupos de espécies microbianas que podem
amortecer as mudancas induzidas pela atividade humana. O surgimento de
incéndios florestais, como as queimadas, pode resultar em efeitos negativos na
comunidade microbiana do solo levando a degradacdo do mesmo. Dentre os
microrganismos do solo, destacam-se as actinobactérias, que sdo conhecidas por
sua ampla producéo de enzimas que desempenham diversas funcdes ecoldgicas. O
objetivo desse trabalho foi investigar como as queimadas afetam o potencial
enzimatico de actinobactérias isoladas de solos da regido semiarida do nordeste
brasileiro. Vinte cepas de actinobactérias, isoladas de solo antes e depois de
aplicacado de fogo (queimada), foram avaliadas quanto a producao extracelular de
amilase, celulase e xilanase. Todas as cepas apresentaram atividade amilolitica, por
sua vez 14 cepas apresentaram atividade celulolitica e 10 cepas apresentaram
atividade xilanolitica. A atividade amilolitica foi negativamente afetada pela
gueimada de modo que os indices enzimaticos das cepas isoladas apos o incéndio
foram significativamente menores ao da &rea antes da queimada. As atividades
celulolitica e xilanolitica foram aumentadas no solo submetido ao fogo. Conclui-se
que a queimada afetou significativamente a producdo das enzimas hidroliticas
extracelulares de cepas de actinobactérias isoladas do solo.

PALAVRAS-CHAVE: Incéndios florestais; microbiota do solo; servigos
ecossistémicos.
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EFFECT OF THE BURNING ON EXTRACELLULAR ENZYMATIC ACTIVITY OF
ACTINOBACTERIAL STRAINS ISOLATED FROM SOIL IN THE SEMIARID
REGION OF CEARA

ABSTRACT

Biodiversity is recognized as the main factor affecting ecosystem functioning and soil
functional stability. Human activities are leading to a rapid and significant reduction in
biodiversity. Most soil processes are carried out by microbial groups that can dampen
changes induced by human activity. The emergence of forest fires can result in
negative effects on the soil microbial community, leading to its degradation. Among
the soil microorganisms, actinobacteria stand out, which are known for their diverse
enzyme production that perform various ecological functions. The objective of this
work was to investigate how forest fires affect the enzymatic potential of
actinobacteria isolated from soils in the semiarid region of northeastern Brazil.
Twenty actinobacterial strains, that were isolated from soil before and after
application of fire, were evaluated for amylase, cellulase and xylanase extracellular
production. All strains showed amylolytic activity, in turn 14 strains showed cellulolytic
activity and 10 strains showed xylanolytic activity. The amylolytic activity was
negatively affected by the burning so that the enzymatic indexes of the strains
isolated after the fire were significantly lower than that of the area before the burning.
Cellulolytic and xylanolytic activities were increased in soil subjected to fire. It is
concluded that forest fire significantly affected the production of extracellular
hydrolytic enzymes of actinobacteria strains isolated from the soil.

KEYWORDS: Forest fires; ecosystem services; soil microbiota.

INTRODUCAO

O solo garante a provisdo de varios servicos ecossistémicos, regulando
processos naturais e fornecendo funcdes essenciais para o habitat dos organismos
que nele vivem (GREINER et al., 2017; GREINER et al.,, 2018). A biota do solo
participa do processo de formacdo do mesmo transformando a matéria organica que
resulta na producdo de substancias humicas promovendo a agregacdo das
particulas (LEHMANN et al., 2017).

Os incéndios florestais, também conhecidos como queimadas sdo uma das
principais causas da destruicdo e renovacdo da vegetacdo podendo ser causados
por fatores ambientais ou antropicos. As queimadas de origem antrépica passaram a
ser a principal causa de desmatamento no Brasil, que se acentuou nos ultimos anos,
sendo uma ameaca a conservacao da biodiversidade (SOUZA; PEREIRA, 2019).

Muitas propriedades fisicas, quimicas, mineraldgicas e bioldgicas do solo
podem ser afetadas por incéndios florestais e tais efeitos s&o principalmente
decorrentes da gravidade da queima, que consiste nos picos de temperatura e na
durac&o do incéndio (SINGH et al., 2017 ; ALCANIZ et al., 2018).

O impacto das queimadas resulta em uma exposicédo prolongada do solo ao
fogo que reflete diretamente na comunidade edéfica, pois ocasiona um aumento
significativo do pH, carbono orgéanico total, nitrogénio total e matéria organica nos
solos queimados (RODRIGUEZ et al., 2017; PRENDERGAST-MILLER et al., 2017),
levando ao aumento da comunidade microbiana do solo que responde com maior
atividade e producéo de biomassa (RODRIGUEZ et al., 2018).

As comunidades microbianas presentes no solo afetam a sua qualidade,
proporcionando um ambiente estavel (APARICIO et al.,, 2017; BUNEMANN et al.,
2018). Dentre os microrganismos do solo, encontram-se as actinobactérias que sao
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bactérias aerdbias Gram-positivas, amplamente distribuidas no solo, formando um
filo cosmopolita que inclui bactérias em forma de bastonetes e filamentosas, que
também desempenham um papel importante como simbiontes e como patdgenos
em comunidades microbianas associadas a plantas (NOUIOUI et al., 2018; HAMEDI
et al. 2019).

Essas bactérias sdo quimioheterotroficas e podem utilizar polimeros
complexos presentes no ambiente como fonte de energia produzindo metabdlitos
secundéarios que atuam na ciclagem de biomassa, degradacdo de substancias
organicas, polissacarideos, gorduras, proteinas e materiais recalcitrantes (MEIJ et
al., 2017). Actinobactérias estao presentes no solo da regido semiarida do nordeste
brasileiro (CAVALCANTE et al., 2017) sendo adaptadas as condi¢cdes de estresse
abidtico caracteristicas desse ambiente tais como baixa disponibilidade hidrica,
periodo de estiagem prolongado, temperaturas elevadas, alto indice de radiacéo
solar e limitacdo de recursos (MUNOZ-ROJAS et al., 2016).

As adaptacdes das actinobactérias ao longo do seu periodo evolutivo incluem
a producao enzimas extracelulares capazes de degradar carboidratos complexos
encontrados nos vegetais que Sao 0s principais componentes de matéria organica
do solo (LACOMBE-HARVEY et al., 2018), o que representa uma vantagem
evolutiva em relagdo aos outros microrganismos.

A atividade de enzimas hidroliticas tais como amilase, celulase e xilanase
vém sendo observadas nas actinobactérias gracas a sua importancia ecoldgica na
ciclagem de nutrientes, bem como no potencial biotecnolégico para utilizagdo
industrial e bioremediacdo de solos degradados (APARICIO et al., 2017; GOSAI et
al., 2018). Além disso, a atividade enzimatica microbiana também € considerada
bioindicadora de disturbios que afetam o solo (MENDES et al., 2015).

Diante do exposto o objetivo desse trabalho foi investigar como as queimadas
afetam a atividade amilolitica, celulolitica e xilanolitica de actinobactérias isoladas de
solos da regido semiarida do nordeste brasileiro.

MATERIAL E METODOS
Local de estudo e origem das cepas

Os microrganismos utilizados nesse estudo sdo provenientes de 20 amostras
de solo que foram gentilmente cedidas pelo Centro Nacional de Prevencdo e
Combate a Incéndios Florestais (Prevfogo) e sao procedentes da Fazenda Normal,
localizada no municipio de Quixeramobim no Estado do Ceara (5°07'12,1” S e
39°10’33,3” W) onde uma éarea de 1 hectare foi isolada por uma faixa de 3 metros
sem vegetacéao (aceiro florestal) para simulacdo do incéndio. O solo foi coletado nos
periodos antes e depois da queimada utilizando os mesmos pontos amostrais com
10 amostras para cada periodo, numa profundidade de 0-20 cm.

O solo da area € um Luvissolo Croémico Palido Tipico, vegetacdo Caatinga
hiperxerdfila e relevo plano a suave ondulado. O clima é classificado como Tropical
Quente Semiarido, apresenta pluviosidade meédia anual de 600 a 800 mm,
concentrada nos meses de fevereiro a abril e temperatura média de 26°C a 42°C
(ARAUJO, 2011).

As cepas foram previamente isoladas e caracterizadas com base em seus
aspectos culturais e se encontram depositadas na colecdo de culturas do
Laboratério de Microbiologia Ambiental do Departamento de Biologia da
Universidade Federal do Ceara. Foram selecionadas as cepas QB06, QB11, QB24,
QB65, QB68, QB83, QB114, QB142, QB190, QB191 (amostras de solo antes da
queimada) e QB32, QB45, QB55, QB93, QB102, QB104, QB153, QB183, QB186,
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QB189 (amostras de solo depois da queimada). O critério de selecdo das cepas
para esse estudo baseou-se na diferenca das caracteristicas culturais (cor dos
micélios) que essas apresentaram em relacdo as demais.

Atividade enzimatica

A determinacdo da atividade amilolitica seguiu a metodologia descrita por
Mishra e Behera (2008). As cepas foram inoculadas em placas contendo o meio
agar amido que foram incubadas a 28°C por 10 dias. ApGs o crescimento das
colonias, foram adicionados 10 mL da solugcao de lugol (1% iodo em 2% iodeto de
potassio) nas placas e a producdo da enzima amilase foi evidenciada pela
descoloracdo do meio, formando uma zona translicida em torno da colénia (halo de
hidrolise do amido).

A atividade celulolitica foi avaliada segundo Hendricks et al. (1995), utilizando
meio de cultivo suplementado com carboximetilcelulose (NaNOs: 3,0 g. L™ KoHPO,:
1,0 g. L't MgS0,: 0,5 g. L™ KCI: 0,5 g. L™ FeS0,.7H,0: 10,0 mg. L™*; CMC: 10,0 g.
Lt agar: 20,0 g. L) e a atividade xilanolitica seguiu a metodologia descrita por
Breccia et al. (1995) utilizando meio suplementado com xilana (NaNO3: 3,0 g. L™
K.HPO4: 1,0 g. L™ MgSO.: 0,5 g. L™ KCI: 0,5 g. L™ FeS04.7H,0: 10,0 mg. L™
xylan: 10,0 g. L™ agar: 20,0 g. L™). As cepas foram inoculadas e incubadas a 28°C
por 10 dias. Apés a incubacgéo, foram adicionados 10 mL de solu¢do de vermelho
congo a 0,5% em cada placa, deixando-se agir por 15 minutos a 28°C.
Posteriormente, o excesso da solucéo foi drenado e 10 mL de solucdo de NaCl (2 M)
foram adicionados em cada placa, deixando-se agir por 30 minutos. As atividades
celuloliticas e xilanoliticas foram detectadas pela formacao de um halo alaranjado ao
redor das colbnias. Todos os testes foram realizados em quadruplicata com duas
repeticdes e as cepas foram inoculadas na forma de spots.

Analise dos dados

O indice enzimético (IE) foi calculado para quantificar a atividade enzimética
(método semiquantitativo) utilizando-se a seguinte equacéo: IE = Dh/Dc. Sendo Dh o
didmetro em mm do halo de hidrélise e Dc o didmetro em mm da colbnia
(STAMFORD et al., 1998).

Os dados obtidos a partir do calculo dos indices enzimaticos foram
submetidos ao teste de normalidade, homogeneidade de variancias e logo em
seguida a analise de variancia (ANOVA, p<0,05) para avaliar a atividade enzimatica
do solo antes e depois da queimada. Também foi construido um diagrama de
similaridade utilizando o algoritmo UPGMA e a distancia euclidiana como parametro
de similaridade. Os dados foram analisados no software estatistico PAST e os
graficos foram plotados no software Prism GraphPad 5.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Os resultados mostram que a queimada altera o potencial enzimatico das
cepas de actinobactérias. A partir da ANOVA foi possivel observar que os indices
enzimaticos obtidos das cepas isoladas de solo antes e depois do fogo séo
significativamente diferentes (p<0,05) para as trés enzimas estudadas (Figura 1).
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FIGURA 1. Médias e desvios-padrao da atividade
enzimatica das cepas de actinobactérias isoladas do solo
antes e depois da queimada
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Fonte: Autores (2021)

Atividade amilolitica

Com relacdo a atividade amilolitica, todas as cepas utilizadas nesse estudo
apresentaram producdo de amilase com destaque para a cepa QB114 que
apresentou a menor meédia de indice enzimatico (IE=2,22) comparado ao padrao
demonstrado pelas demais cepas. As cepas das amostras pOs-queimada
apresentam valores médios de IE menores que as cepas pré-queimada, onde a
cepa QB45 apresentou o menor IE (2,41) e a QB 32 apresentou o maior valor (4,48).

A atividade amilolitica apresentou diferenca significativa na analise de
variancia considerando conjunto de cepas antes e depois da aplicagcdo do fogo,
indicando que a alta temperatura provocada pelas queimadas influencia a atividade
enzimatica da microbiota do solo. Essa alteracdo pode trazer prejuizos para a
fertilidade do solo uma vez que essas enzimas participam da transformacédo dos
substratos organicos. A Figura 2 mostra as médias e amplitudes dos IE da atividade
amilolitica das cepas antes e depois da queimada.

FIGURA 2. Box-plot da atividade amilolitica das
cepas de actinobactérias isoladas do solo antes
e depois da queimada
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Nota-se que o uso do fogo provocou a reducéo na meédia dos IE das cepas de
actinobactérias, o que demonstra o efeito deletério nas fun¢des que essas bactérias
podem oferecer para o ecossistema. Por outro lado, a amplitude dos valores de IE
das cepas isoladas da area pos-queimada foi maior indicando maior variabilidade na
producdo enzimatica por essas cepas.

Actinobactérias na regido semiarida do Ceara ja sdo conhecidas como
produtoras de amilase em outros estudos (ALVES et al., 2016; LOPES et al., 2018).
A atividade amilolitica leva a degradacdo de amido em amilose e amilopectina.
Entretanto, o calor proveniente do fogo pode levar a enzima a sua desnaturacdo e a
calcinizagdo do substrato leva ao decaimento do amido no solo, ocasionando a
diminuicdo da producdo de amilase pelas actinobactérias (KHVEDELIDZE et al.,
2017; HAMEED et al., 2017; VAIKUNDAMOORTHY et al., 2018).

Por outro lado, aumento de matéria organica, incluindo o amido, pode levar a
uma maior atividade enzimatica pela comunidade microbiana do solo que tem a
capacidade de adaptar-se as mudancas ambientais através da modulacdo da sua
composicéo e fungdes metabdlicas (RODRIGUEZ et al., 2018). A menor atividade
amilolitica no solo apds a queimada pode ter sido ocasionada pelas altas
temperaturas provenientes do incéndio, de modo que as cepas sofreram
modulacdes diferentes na sua producéo de amilase como mecanismo de adaptacéo
a esse estresse.

Além disso, o fogo reduz drasticamente a matéria organica do solo
provocando um aumento da competicdo entre 0S microrganismos que adotam
estratégias de buscas por substratos organicos incluindo a maior producdo de
enzimas extracelulares, o que justifica os maiores valores de IE no solo ap6s o0 uso
do fogo.

Atividade celulolitica

Dentre as 20 cepas testadas apenas 14 apresentaram atividade celulolitica,
destacando-se as actinobactérias do periodo pés-queimada com oito cepas que
apresentaram as maiores meédias de indice enzimatico. Apenas seis cepas da area
pré-queimada apresentaram atividade celulolitica e as médias dos IE foram menores
comparados a area apos a utilizacao de fogo.

Os IE da atividade celulolitica entre os tratamentos pré e pdés queimadas
foram estatisticamente diferentes de acordo com a ANOVA, o que indica um efeito
do fogo sobre o potencial enzimatico das actinobactérias em relacdo a producdo de
celulase. Os dados da atividade celulolitica estdo graficamente apresentados na
Figura 3.
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FIGURA 3. Box-plot da atividade celulolitica das
cepas de actinobactérias isoladas do solo antes
e depois da queimada
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A atividade celulolitica mostrou-se mais expressiva nas cepas isoladas de
solo submetido ao fogo. Os valores médios dos IE, bem como a amplitude dos
dados foram maiores na area pos-queimada sugerindo um aumento do potencial
enzimatico das actinobactérias por esse agente fisico. Bactérias e fungos sao
considerados principais produtores de celulases na natureza (GUPTA et al., 2012) e
na regido semiarida do Ceara actinobactérias sdo apontadas como produtoras de
enzimas celuloliticas (ALVES et al., 2016; LOPES et al., 2018).

Actinobactérias produzem celulases com propriedades bioquimicas
peculiares, com grande estabilidade e alta atividade em condicbes de pH e
temperaturas mais extremas (OLIVEIRA et al.,, 2016). Neste aspecto, o efeito da
temperatura na atividade de celulases € bastante importante e as enzimas das
actinobactérias apresentam, na grande maioria, valores 6timos de atividade na faixa
de 40 a 60°C (JANG; CHEN, 2003; LIMA et al., 2005), o que pode estar associado
ao maior numero de cepas produtoras dessa enzima no solo apés o incéndio.

Conforme discutido anteriormente, o fogo transforma os substratos organicos
do solo em minerais e cinzas e com isso provoca maior competicdo da microbiota
por recursos. As actinobactérias sdo conhecidas por aumentar sua producdo de
enzimas extracelulares em resposta ao estresse ambiental, 0 que esta de acordo
com os resultados obtidos.

O fato de as cepas apresentarem menor atividade celulolitica do que
amilolitica na &rea antes da queimada pode estar relacionado com as caracteristicas
da celulose e a forma como ela esta disponivel no ambiente, pois é constituinte da
parede celular dos vegetais e € o maior carboidrato sintetizado por eles, sendo um
polissacarideo mais complexo que o amido (BAYER; LAMED, 1992).

Atividade xilanolitica
Dentre as enzimas estudadas a xilanase foi a que apresentou menor
potencial, pois apenas dez cepas mostraram atividade xilanolitica, sendo quatro
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cepas da area pré-queimada e seis cepas do periodo pés-queimada. Os dados da
atividade xilanolitica estdo graficamente apresentados na Figura 4.

FIGURA 4. Box-plot da atividade xilanolitica
das cepas de actinobactérias isoladas do solo
antes e depois da queimada
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Houve diferenca estatistica entre os tratamentos e a atividade xilanolitica das
cepas aumentou no solo da é&rea pos-queimada. Assim como na atividade
celulolitica, as cepas originadas do solo ap6s a aplicagdo de fogo parecem ter maior
potencial para producédo enzimatica em resposta a pressado abidtica as quais foram
submetidas.

Nos estudos de Borjesson et al. (2018) a atividade da xilanase aumentou
gradualmente a medida em que a temperatura aumentou até o valor de 60°C, tendo
alta efetividade em degradar os polimeros de xilana que sdo construidos por uma
cadeia linear de unidades de xilose unidos através de uma ligacdo (-1,4, onde 0s
grupos laterais podem ser substituidos por acidos urdnicos, ferdlicos ou
arabinofuranose, o que da caracteristica rigida a xilana. As caracteristicas da xilana
refletem a grande variedade de enzimas com atividade de xilanase (COLLINS et al.,
2005).

A atividade da xilanase de actinobactérias do género Thermomonospora sp. é
maior na temperatura de 70°C, produzindo atividade até 80°C (GEORGE et al.,
2001), por sua vez os estudos de Sanjivkumar et al. (2017) observaram que a
atividade de xilanases extracelulares produzidas por actinobactérias do género
Streptomyces sp. era maior na temperatura de 40°C.

As xilanases produzidas por fungos apresentam temperatura 6tima de 50°C,
variando até 80°C (BEDADE et al., 2017 ; KUMAR; SHUKLA, 2018). O fato de essa
enzima estar associada a temperaturas mais elevadas pode explicar os valores de
IE mais elevados, principalmente nas cepas isoladas do solo ap6s a queimada. O
dendrograma da Figura 5 mostra as cepas agrupadas de acordo com a similaridade
de seu potencial enzimatico considerando as trés enzimas e 0s seus respectivos
valores de IE.
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FIGURA 5. Dendrograma de similaridade entre as cepas isoladas do
solo pré-queimada (verde) e pés-queimada (vermelho) considerando
as atividades amilolitica, celulolitica e xilanolitica
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Percebe-se que varios grupos foram formados e que as cepas séo
dissimilares em relacdo a sua atividade enzimatica. Isso pode ser explicado
primeiramente pela diversidade metabdlica intrinseca das cepas bem como pelo
efeito do fogo no solo que possivelmente causou selecédo de cepas com potencial
enzimatico diferente daquele que havia antes do disturbio. Além disso, as cepas pré
e pos queimada ndo se agrupam entre si, o que reforca os resultados obtidos pela
analise estatistica, no qual evidenciou diferenca estatistica entre os IE das cepas
considerando as trés enzimas estudadas.

Em resumo, a temperatura € extremamente importante na regulacdo do
crescimento e atividade fisiolégica dos microrganismos, bem como na atividade das
enzimas produzidas (KHVEDELIDZE et al., 2017). Imediatamente ap0s a aplicacéo
de fogo, os efeitos na comunidade microbiana sao negativos, mas o0s
microrganismos possuem capacidade de adaptar-se as mudancas ambientais
(PRENDERGAST-MILLER et al., 2017 ; RODRIGUEZ et al., 2018). Além disso, a
atividade das enzimas hidroliticas sofre modificacéo significativa apds acéao do fogo
(SINGH et al., 2017). E por fim, € importante salientar que apesar do fogo ser um
agente fisico capaz de eliminar as diversas formas de vida na natureza, esse tem
seu efeito mais pronunciado apenas na superficie do solo, o que permite a tolerancia
e sobrevivéncia da microbiota que habita a subsuperficie.
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CONCLUSAO

A queimada afetou significativamente a producdo das enzimas hidroliticas
extracelulares de cepas de actinobactérias isoladas do solo que pode ocasionar um
desequilibrio nas funcdes ecossistémicas que essas desempenham.

A atividade amilolitica foi negativamente afetada pela queimada de modo que
os indices enzimaticos das cepas isoladas ap6s a queimada foram
significativamente menores que os das cepas da area antes da aplicacéo de fogo.

As atividades celulolitica e xilanolitica foram aumentadas no solo submetido
ao fogo, 0 que pode estar associado a capacidade de adaptacdo das actinobactérias
as condicdes estressantes as quais sdo submetidas.
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