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RESUMO

MARINEIDE RODRIGUES DO AMORIM. Bioprospeccdo de bactérias promotoras de
crescimento de plantas em nodulos de feijdo caupi das mesorregides Pernambucanas.
Total de paginas:108. Universidade Federal do Piaui, Teresina, 2023.

O feijao-caupi (Vigna unguiculata L Walp.) € uma leguminosa que tem a capacidade de se
associar com uma grande diversidade de bactérias rizobianas e ndo rizobianas. Essas bactérias
habitam as raizes formando estruturas denominadas nodulos, onde sdo responsaveis pela
fixacdo bioldgica de nitrogénio e consequente promog¢éo do crescimento vegetal. Objetivou-
se realizar a avaliacdo metagendmica e a caracterizacdo polifasica de isolados nativos de
nddulos do Vigna unguiculata L. em trés regibes edafocliméticas de Pernambuco. O geno6tipo
de feijao-caupi “IPA 206” foi utilizado como planta isca para captura dos isolados, em
amostras de solos coletadas de localidades de trés regides distintas de Pernambuco, Brasil:
Zona da Mata, Agreste e Sertdo. Para analise de metagendmica dez nddulos intactos, ativos e
ndo danificados, por planta, de seis localidades foram selecionados aleatoriamente
para extracdo de DNA. Em seguida as amostras de DNA foram submetidas ao sequenciamento
de terceira geracdo. Para a caracterizacdo polifasica foram obtidas e identificadas 173
bactérias de nove localidades, das quais 111 apds coloracdo de Gram foram identificadas
como bastonetes e submetidas a caracterizacdo morfologica, fisioldgica e bioquimica e 42 ao
processo de sequenciamento genético. Na andlise metagen6mica, observou-se uma maior
variedade de comunidades bacterianas no solo em relacdo aos nédulos onde neste houve uma
predominancia de Proteobactérias, que representaram 99,8% das sequéncias totais. Uma
pequena proporcao das sequéncias foi associada a Actinobacteria, Acidobacteria, Firmicutes,
entre outros. Os resultados das analises polifasicas evidenciam a diversidade morfoldgica,
fisioldgica e bioquimica entre as bactérias de nodulos do feijdo-caupi entre as regides
avaliadas. Os resultados demonstram que ha uma menor riqueza e diversidade bacteriana
dentro dos nodulos quando comparados com solos a granel e que as analises filogenéticas
foram eficientes na diferenciacdo dos isolados nde nodulos de feijdo-caupi encontrados em
solos das trés mesorregides Pernambucanas.

Palavras chave: Vigna unguiculata L.(Walp), metagendmica, Caracterizacdo polifasica,
bactérias promotoras de crescimento.
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ABSTRACT

MARINEIDE RODRIGUES DO AMORIM. Bioprospecting plant growth-promoting
bacteria in cowpea nodules from the mesoregions of Pernambuco. Total pages:108.
Federal University of Piaui, Teresina, 2023

Cowpea (Vigna unguiculata L Walp.) is a legume that has the ability to associate with a wide
range of rhizobian and non-rhizobial bacteria. These bacteria inhabit the roots forming
structures called nodules, where they are responsible for biological nitrogen fixation and
consequent promotion of plant growth. The objective was to perform a metagenomic
evaluation and polyphasic characterization of native isolates of Vigna unguiculata L. nodules
in three edaphoclimatic regions of Pernambuco. The cowpea genotype “IPA 206” was used
as a bait plant to capture the isolates, in soil samples collected from locations in three different
regions of Pernambuco, Brazil: Zona da Mata, Agreste and Sertdo. For metagenomic analysis
ten intact, active and undamaged nodules per plant from six locations were randomly selected
for DNA extraction. Then the DNA samples were submitted to third-generation sequencing.
For the polyphasic characterization, 173 bacteria from nine locations were obtained and
identified, of which 111 after Gram staining were identified as rods and subjected to
morphological, physiological and biochemical characterization and 42 to the genetic
sequencing process. In the metagenomic analysis, a greater variety of bacterial communities
was observed in the soil in relation to the nodules, where there was a predominance of
Proteobacteria, which represented 99.8% of the total sequences. A small proportion of the
sequences were associated with Actinobacteria, Acidobacteria, Firmicutes, among others. The
results of the polyphasic analyzes show the morphological, physiological and biochemical
diversity among the bacteria in cowpea nodules between the evaluated regions. The results
demonstrate that there is less bacterial richness and diversity within the nodules when
compared to bulk soils and that the phylogenetic analyzes were efficient in differentiating
isolates from cowpea nodules found in soils of the three mesoregions of Pernambuco.

Keywords: Vigna unguiculata L.(Walp), metagenomics, polyphasic characterization, growth
promoting bacteria.
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1. INTRODUCAO GERAL

A fixagdo bioldgica de nitrogénio (FBN) é um processo ecoldgico e sustentavel
importante para a disponibilizacéo de N as plantas. Este processo contribui com a reducéo da
utilizacdo de fertilizantes nitrogenados, economia para o produtor com menor polui¢do do
solo (MAHMUD et al., 2020). Em leguminosas, a FBN € resultado da simbiose entre bactérias
diazotroficas e as plantas através de estruturas radiculares conhecidas por nodulos
(MARTINEZ-HIDALGO e HIRSCH, 2017).

Dentre as leguminosas conhecidas, o feijdo-caupi (Vigna unguiculata L.(Walp))
apresenta graos ricos em proteinas servindo como importante fonte de alimento (NYAGA e
NJERU, 2020; SIMBINE et al., 2021). Apesar de apresentar boa adaptabilidade as regides
quentes, sendo muito importante para o Nordeste brasileiro, os niveis de produtividade ainda
sdo baixos nessa regido, em virtude principalmente da baixa fertilidade do solo e
disponibilidade de nutrientes, tais como nitrogénio (N) (MARINHO et al., 2017). Neste
contexto, a FBN pode contribuir para a melhoria da nutricdo nitrogenada da cultura.
Entretanto, fatores bidticos e, principalmente, abidticos podem influenciar na FBN em
leguminosas e ndo leguminosas. Dentre os fatores abidticos, as propriedades do solo,
temperatura e umidade podem influenciar negativamente ou positivamente a capacidade de
FBN (BOUKAR et al.; 2018; GUINET et al., 2018). Desta forma, a prospeccdo e
caracterizacdo de microrganismos eficientes na FBN, principalmente em feijao-caupi, pode
contribuir para selecdo de bactérias com maior capacidade de fixa¢do de N (CHIDEBE et al.,
2018; NYAGA e NJERU, 2020; CHAULAGAIN e FRUGOL, 2021).

Embora seja conhecido que os nddulos em leguminosas sejam colonizados por bactérias
especificas, conhecidas genericamente por rizobios, estudos recentes tém verificado um
microbioma diverso (MARTINEZ-HIDALGO e HIRSCH, 2017; AMORIM et al., 2022). Isto
é importante pois estes microrganismos colonizando os noédulos ndo somente fixam N, mas
podem contribuir para a promoc¢do do crescimento das plantas pela atuagdo em outros
porcessos. Dentre 0s principais grupos microbianos encontrados nos ndédulos, as
Proteobactéria sdo mais abundantes (CLUA et al., 2018), compreendendo géneros
conhecidos, tais como Rizhobium e Bradyrhizobium (KOSKEY et al., 2018). Por outro lado,
outros géneros microbianos sao encontrados nos nédulos incluindo Agrobacterium, Bacillus,
Paenibacillus e Pseudomonas (PATIL et al., 2017; LEITE et al., 2017).
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Neste sentido, os estudos sobre prospeccao e caracterizacdo de bactérias presentes nos
nodulos de leguminosas devem levar em consideracdo ndo somente as Proteobacterias
(riz6bios), mas também outros grupos importantes. Assim, as hipoteses deste estudo séo: a)
os diferentes fatores abioticos podem contribuir para uma maior diversidade de rizobios nos
nodulos de feijdo-caupi; b) os nodulos de feijdo-caupi abrigam uma comunidade microbiana
diversa composta por géneros de diferentes filos. Para responder estas hipdteses, o objetivo
deste estudo consistiu na caracterizacdo polifasica das bactérias presentes em nddulos de

feijdo-caupi cultivados em solos de trés mesorregides de Pernambuco.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Feijao Caupi

O feijdo-caupi (Vigna unguiculata L. Walp) também conhecido como feijdo-fradinho é
uma leguminosa que pertence a familia Fabacea, tribo Phaseoleae, género Vignae
secdo Catiang (MARECHAL et al., 1978 ). Essa leguminosa possui um alto valor nutricional
(alto teor de proteina e fibra e baixo teor de gordura) sendo uma fonte de alimentagcdo humana
e animal (MOHAMMED et al., 2018). O feijdo-caupi tem importancia econdmica mundial
com producdo anual estimada em 7 milhdes de toneladas de gréos secos colhidos em cerca de
14 milhdes de hectares ( SINGH, 2020), sendo amplamente cultivada em mais de 100 paises
(MOHAMMED et al., 2018).

No Nordeste brasileiro, a area cultivada de feijdo caupi é 8.478,5 hectares com producéo
estimada de 23 milhdes de toneladas (CONAB, 2022). Nesta regido, a producdo concentra-se
nas areas semiaridas, onde é realizada por pequenos agricultores familiares, principalmente
na forma de sequeiro, devido a capacidade do feijao-caupi de tolerar condi¢des de elevada
temperatura e baixa disponibilidade de agua (DUTRA et al., 2017; SENA et al., 2020). Os
gendtipos dessa cultura também tém boa adaptabilidade em solos do sertdo que sdo mais
férteis que a regido semiarida (MARINHO et al., 2017).

Embora possua diversas vantagens, a produtividade do feijdo-caupi no Nordeste é muito
baixa em comparacéo as regides norte e centro-oeste, atingindo apenas 328 kg ha* (FREIRE
FILHO, 2011). Um dos fatores limitantes a maior produtividade da cultura nessa regido € a
disponibilidade de nutrientes, principalmente nitrogénio. Entretanto, o feijdo-caupi pode
formar uma associacdo simbiotica com bactérias fixadoras de N (MARTINS et al., 2003). O
processo de fixacdo de N pode contribuir com 40 a 90% do total de N acumulado pelo feijao-
caupi (ALCANTARA et al., 2014). Por outro lado, a espécie tem baixa seletividade podendo
se associar com diferentes grupos bacterianos fixadores de N (NUDNGU et al., 2017). Neste
sentido, ha a necessidade de se caracterizar os simbiontes preferenciais do feijdo-caupi nas

diferentes condic6es edafocliméticas do semiérido.

2.2 Caracterizacdo de bactérias diazotroficas nos nodulos de leguminosas

As leguminosas sdo plantas difundidas em todo o mundo. Elas séo capazes de

estabelecer uma simbiose com bactérias do solo formadoras de nédulos, chamadas
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coletivamente de rizobios. Além dos rizobios, algumas bactérias ndo simbidticas
(denominadas de endofiticas) de outros géneros também foram isoladas de nddulos de
leguminosas (MARTINEZ-HIDALGO e HIRSCH, 2017; JOHNSON, 2019; DENG et al.,
2020; CHIBEBA et al., 2020; CHEN et al., 2021).

As bactérias associativas e as endofiticas podem promover o crescimento vegetal sendo
conhecidas como bactérias promotoras de crescimento de plantas (BPCP) (MILIUTE et al.,
2015). Dentre elas, temos as diazotroficas que sdo consideradas as Unicas capazes de realizar
a FBN, uma vez que possuem a enzima nitrogenase em sua composicdo (AFZAL et al., 2019).

As bactérias diazotroficas além de promoverem o crescimento vegetal, aumentam a
disponibilidade de nutrientes (GUPTA e PANDEY, 2019), induzem a exsudacao da raiz
(VACHERON et al., 2013), controlam os fitopatdgenos, liberam fitormonios, protegem as
plantas de estresses bidticos e abioticos (salinidade, seca, toxicidade de metais pesados e
desequilibrio nutricional) (BERG e SMALLA, 2009; KHATOON et al., 2022; LAU et al.,
2022). Além disso, ajudam a reduzir o uso de insumos quimicos, pois de adaptam facilmente
as condi¢Oes ambientais melhorando as interagcdes planta-microrganismo (VERMA et al.,
2013).

Os rizobios sao bactérias diazotroficas Gram-negativas (Proteobacteria) (WANG et al.,
2019). Atualmente foram identificados 89 genomas de rizébios completamente sequenciados,
incluindo diferentes linhagens da mesma espécie. Varios géneros que formam nddulos
abrangem espécies simbidticas e ndo simbidticas (KASCHUK e HUNGRIA, 2017). As
caracteristicas morfoldgicas e fisioldgicas de rizébios fornecem importantes informacdes para
sua identificacdo e agrupamento. De um modo geral sdo classificadas como sendo moveis,
néo esporuladas e em forma de bastonete (JAIN et al., 2017).

Algumas caracteristicas sdo utilizadas para diferenciar os géneros e espécies. Por
exemplo, as bacterias pertencentes ao género Bradyrhizobium sdo col6nias de crescimento
lento, com forma circular, raramente transldcidas ou opacas, sdo secas, acidas e puntiformes.
Ja as do género Rhizobium s&o col6nias creme ou branca, circulares, planas, semitranslicidas
ou opacas, gomosas, com producdo abundante de muco, &cidas e com crescimento rapido
(YATES et al., 2016). Na regido Nordeste, analises dos isolados de feijdo-caupi de diferentes
locais mostraram um aumento na proporcao de rizébios de crescimento rapido, no sentido da
costa brasileira para a regido semiarida (FREITAS, 2007).

Dentro do grupo das bactérias ndo rizobianas temos os Firmicutes e Actinobacterias. Os

Firmicutes incluem bactérias gram-positivas e bactérias com paredes celulares atipicas. Esse


https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/phytopathogen
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/metal-toxicity
https://sfamjournals.onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/jam.14754#jam14754-bib-0022
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1878818117302451?casa_token=crM87BrlQ9MAAAAA:m9bB8dZCn3GiivZ-8uTXl2pgQA0k6gOCBzc24mG9HKW2uDaSNt6IdsvR1fd4hNlpymqvcB8fGvw#bib51
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1878818117302451?casa_token=crM87BrlQ9MAAAAA:m9bB8dZCn3GiivZ-8uTXl2pgQA0k6gOCBzc24mG9HKW2uDaSNt6IdsvR1fd4hNlpymqvcB8fGvw#bib51
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/rhizobiaceae

19

filo é formado por bactérias que possuem células esféricas, retas, curvas, bastdes, helicoidais
ou sarcinas, podendo ou ndo apresentar flagelos (MEGRIAN et al., 2020). Compreende
espécies aerobias, facultativas e anaerdbias. O crescimento 6timo da maior parte das espécies
se da em pH neutro, mas podem ser encontradas espécies acidofilas ou alcalifilas (MOREIRA
e SIQUEIRA, 2006). As actinobactérias sdo bactérias endofiticas Gram-positivas
filamentosas; principalmente aerdbica, anaerdbica facultativa ou anaerobica (HAZARIKA e
THAKUR, 2020). Apresentam variadas formas como coco-bacilos (Arthrobacter), cocos
(Micrococcus), hifas curtas e rudimentares (Nocardia spp.) e micélio ramificado
(Streptomyces spp.) (LI, et al.,2016; ARAUJO et al., 2016).

As caracteristicas bioguimicas trazem informac6es importantes sobre o potencial dos
rizobios e ndo rizobios de produzir enzimas e horménios que promovem o crescimento vegetal
(YATES et al., 2016). Nos rizébios as enzimas liticas como protease e lipase lisam fungos
patogénicos e paredes celulares bacterianas (PATIL et al., 2017). A enzima celulase é
essencial para a infeccdo bacteriana dos pélos radiculares e a subsequente liberacéo da bactéria
para o fio de infeccdo dentro das células do nédulo do hospedeiro (NUNES et al., 2018).
Bactérias ndo rizobias produtoras de celulase podem facilitar a penetracdo de cepas de rizébios
nos pélos radiculares ou nos espacos intercelulares das células radiculares, resultando em
aumento do numero de nédulos (ETESAMI et al., 2015, ETESAMI e ADL, 2020a).

A catalase é uma das enzimas que atua na protecdo da planta contra o estresse quimico,
ambiental e mecénico, mantendo os niveis de espécies reativas de oxigénio - ROS (KUMARI
et al., 2018). As enzimas urease, protease, amilase e gelatinase sdo enzimas que atuam na
formacédo de nddulos e consequente fixacdo de nitrogénio, garantindo um melhor desempenho
dos rizébios produtores (KUMARI et al., 2010).

Além das enzimas, o0s rizébios e ndo rizébios também produzem fitormdnios tais como
a auxina. O acido indolacético (IAA) é um fitormobnio que estd envolvido na promogédo do
crescimento e desenvolvimento vegetal (ALEMNEH et al., 2020). Nas enddfitas a sua
producdo também altera as caracteristicas das raizes (ou seja, alteracdo da proliferacdo das
raizes, metabolismo e taxa de respiracdo) para facilitar a absorcdo de éagua e
nutrientes (ETESAMI e ADL, 2020b). A producdo da auxina ja foi relatada para rizobios
classicos do género Rhizobium, Ensifer, (anteriormente Sinorhizobium), Mesorhizobium e
Bradyrhizobium (VELAZQUEZ et al., 2017).

A solubilizacdo de fosfato € um dos mecanismos responsaveis pela promocdo do
crescimento de plantas (VELAZQUEZ et al., 2017). A capacidade dos rizébios de solubilizar
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fosfato é conhecida entre os Mesorhizobium, Ensifer (anteriormente Sinorhizobium),
Rhizobium e para a endossimbiotica Burkholderia (ANGUS et al., 2013). A capacidade de
solubilizar fosfato foi amplamente encontrada em endofitos de nddulos de leguminosas
(KHALIFA e ALMALKI, 2015; PANDYA et al., 2015; SAINI et al., 2015).

Outra caracteristica das bactérias endofiticas é sua capacidade de producdo de
osmoprotetores (ou seja, prolina, poliaminas, glutamato e aminodcidos livres totais)
(NASEEM et al., 2018; KRISHNAMOORTHY et al., 2022). Eles contribuem para a
salinidade e tolerancia ao estresse hidrico em plantas inoculadas com bactérias ndo rizobianas
(ETESAMI e MAHESHWARI, 2018; ETESAMI e GLICK, 2020; BONATELLI et al.,
2021). Essas bactérias diminuem o pH pela producéo de acidos organicos e protons. Auxiliam
na exsudacdo de compostos sollveis, na decomposi¢do da matéria organica do solo e na
mobilizacdo e mineralizagdo de outros nutrientes (ETESAMI e ADL, 2020b). Podem
melhorar a tolerancia das leguminosas ao estresse por déficit hidrico produzindo
exopolissacarideos e substancias humicas e proteinas criando microambientes controlaveis
em torno de células microbianas para o intemperismo (ETESAMI, 2022).

A producdo de exopolissacarideos (EPS) por algumas bactérias ndo rizobianas
melhoram a simbiose leguminosa-rizobio sob condicGes estressantes a partir da expressdo de
genes relacionados a tolerancia ao estresse vegetal por seca e salinidade (ETESAMI e ADL,
2020b; NOORI et al., 2021). Sdo capazes ainda de aumentar a expressao de genes nod, a
atividade de nitrogenase e a producdo de flavonoides, que induz a expressao de genes de
nodulacdo bacteriana (ETESAMI et al, 2015; MARTINEZ-HIDALGO e HIRSCH, 2017).
Atualmente, os produtos de maior representatividade sdo goma xantana, dextrana, gelana,
carragenana e pululana. Além da industria de alimentos, cosmético e farmacos, os EPSs
possuem grande potencial de aplicabilidade em formula¢des de agroquimicos e bioinsumos
(CAO et al., 2020; ZHANG et al., 2020). Desta forma, pode-se dizer que os EPS sédo

potenciais bioinsumos de interesse para 0 agronegocio.

2.3 Comunidade bacteriana nos nodulos de leguminosas

A maioria dos géneros (cerca de 60%) de leguminosas sdo capazes de se associar
simbioticamente com bactérias formando nodulos (SRENT, 2001). Destes, 97% das espécies
pertencem aos papilionodides, mais de 90% das espécies mimosoides e apenas 23% das
espécies de caesalpinioides (GEBREMEDHIN, 2018). A maioria das bactérias noduladoras

radiculares de plantas leguminosas (LNB) sdo membros da classe a e -proteobacteria. Os
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rizobios sdo classificados em 18 géneros, dos quais 15 pertencem a classe o—Proteobacteria,
enquanto trés géneros se agrupam em p—Proteobacteria (BANASIEWICZ et al., 2021).

Dentre as espécies de bactérias fixadoras de nitrogénio temos: Rhizobium,
Bradyrhizobium, Mesorhizobium, Azorhizobium, Ensifer (anteriormente Sinorhizobium),
Methylobacterium, Devosia, Microvirga, Ochrobactrum, Phyllobacterium e Shinella, que sdo
classificado sob a-Proteobacteria, enquanto Burkholderia, Trinickia e Cupriavidus
(anteriormente Ralstonia) pertencem a b- Proteobacteria (Leite et. al., 2017; Mukhtar et al.,
2020) e, finalmente, um género Pseudomonas € classificado na subclasse y-Proteobacteria
(Verma et. al., 2020).

Algumas cepas de rizobios sdo capazes de nodular um grande nimero de leguminosas,
enquanto outras cepas podem nodular apenas algumas leguminosas. Phaseolus
vulgaris e Vigna unguiculata tém sido destacados por serem noduladas por diferentes géneros
de rizObios nas a-proteobactérias, assim como Burkholderia nas [B-proteobactérias
(MARTINEZ-HIDALGO e HIRSCH, 2017). Em trés estudos, Phaseolus lunatus foi relatado
como nodulado por Bradyrhizobium e Rhizobium, enquanto Vigna angularis, Vigna
radiata e Vigna subterranea foram relatados como nodulados por trés géneros de rizébios
separados (ANDREWS e ANDREWS, 2017; CHIBEBA et al., 2020). Dentro do grupo a-
Proteobacteria, Bradyrhizobium e Rhizobium constituem os géneros mais abundantes em
nddulos de feijdo-caupi (LEITE et al., 2017 ; MARINHO et al., 2017 ; ROCHA et al.,
2020; NYAGA e NJERU, 2020 ). Esses dois géneros bacterianos contribuem eficientemente
para suprir de forma total ou parcial o N para as plantas e melhoram a produtividade do feijao-
caupi (GALINDO et al., 2021).

As bactérias do género Bradyrhizobium possuem a habilidade de colonizar pelo menos
24 das 33 familias de Fabaceae nodulantes, apresentando a maior variedade de hospedeiros
entre todos os géneros de rizobios (BANASIEWICZ et al., 2021). Importantes leguminosas
tais como a soja e o feijdo-fava sdo infectados por diferentes espécies
de Bradyrhizobium (ORMENO-ORRILLO e MARTINEZ- ROMERO, 2019; CHIBEBA et
al., 2020). Este género possui estabilidade genética (COSTA et al., 2017), pode fixar
nitrogénio simbioticamente com leguminosas
das subfamilias Papilionoideae e Caesalpinioideae (AVOUNTUUR et al., 2019) e atua em
outros processos promotores de crescimento, tais como a solubilizagdo de fosfato e a
producdo de fitorménios (MARRA et al., 2011; OLIVEIRA-LONGATTI et al., 2014).
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O género Rhizobium é composto por mais de 90 espécies de bactérias (TONG et al.,
2018). As bactérias desse género sdo comumente capazes de nodular o feijdo comum como R.
tropici, R. etli , R. freirei , R. leucaenae, e R. paranaense (BONFIM et al., 2021). O género
Burkholderia de B-Proteobacteria contém espécies capazes de induzir nddulos eficazes em
diferentes leguminosas, mas também pode viver como endofito em varios nddulos de
leguminosas (PEIX et al., 2015). A diversidade de Burkholderia com nodulacdo de
mimosoideas € alta e inclui espécies como B. phymatum , que é capaz de nodular vérias
leguminosas importantes, incluindo o feijdo comum ( Phaseolus vulgaris) e feijao-caupi
(Vigna unguiculata), onde promovem a producdo ou manipulagéo de fitormonios e fornecem
nutrientes (POUPIN et al., 2013; MOULIN et al., 2014).

Outros géneros de bactérias noduladoras de leguminosas sdo capazes de promover o
crescimento vegetal dos hospedeiros dos quais foram isoladas, como por exemplo o0s nédulos
que continuam o género Pantoea aumentaram a biomassa de amendoim (TAURIAN et al.,
2010); Pseudomonas, que aumentou 0s pesos secos da parte aérea e da semente de Vicia faba
(SAIDI et al., 2013); Agrobacterium, que promove o crescimento do feijio comum
(CHIHAQUI et al., 2015); e Serratia que aumentou o rendimento de grdos de gréo de bico
(ZAHEER et al., 2016). Foram relatados ainda que algumas bactérias dos géneros
Pseudomonas, Enterobacter e Klebsiella isoladas de ndédulos de amendoim sdo capazes de
promover seu crescimento (IBANEZ et al., 2009) e também promover o crescimento de milho
utilizado em rotacdo com amendoim.

Os estudos demonstram que as bactérias ndo rizobianas sdo altamente diversas e
abundantes nos nddulos das culturas de leguminosas (MARTINEZ-HIDALGO E HIRSCH,
2017; NOORI et al., 2018; ROCHA et al., 2020) Essas bactérias sdo capazes de entrar nos
nddulos radiculares de leguminosas em associacao com bactérias rizobianas infectantes pelos
fios de infeccdo (DENG et al., 2011; LU et al., 2017 ). Ji et al., (2014) verificaram a presenca
de bactérias endofiticas, sendo duas espécies de Paenibacillus, trés espécies de
Microbacterium, trés espécies de Bacillus e quatro espécies de Klebsiella.

Os Firmicutes € um filo que se destaca na habilidade de habitar a rizosfera das plantas
tanto em solos como na regido da endosfera (HASHMI et al., 2020). Dentre 0s géneros que
pertencem a esse filo temos Bacillus, Salipaludibacillus e Sporosarcina. O género Bacillus é
considerado o mais importante e mais diversificado de bacilos aerébios formadores de
enddsporos. Varias espécies de Bacillus ja foram isoladas de tecidos internos de plantas: B.

amyloliquefaciens, B. cereus, B. endophyticus, B. insolitus, B. licheniformis, B. megaterium,
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B. pumilus, B. siamensis, B. subtilis e B. velezensis (REVA et al., 2002). Cepas do género
Gram-positivo Bacillus isoladas de soja aumentaram o nimero de nddulos, peso do nodulo,
peso da parte aérea, peso da raiz, biomassa total, nitrogénio total e rendimento de gréos (BAI
et al., 2002, 2003). Diversas linhagens de bactérias do género Bacillus sp ja foram estudadas
e relatadas como produtoras de biopolimeros (CAQ et al., 2020). Também, Bacillus é o quarto
género mais presente em inoculante registrado no Brasil, sendo aplicado para cultura de alface,
cana-de-acgucar, batata, milho, soja e tomate (MAPA, App Bioinsumos, 2020).

Segundo Kavamura et al. (2013), as estirpes do género Bacillus produzem
exopolissacarideos que contribuem para a sobrevivéncia, crescimento e desempenho de
mudas de Zea mays L., aumento da area foliar, caule e massa seca da parte aérea sob estresse
hidrico devido a formacdo de biofilmes. J& o género Sporosarcina é composto quase
inteiramente por espécies em forma de bacilo, enquanto S. ureae € a Unica Sporosarcina em
forma de coco estabelecida (OLIVER et al., 2018). Se caracteriza por apresentar multiplos
atributos promotores de crescimento de plantas, como producéo de sideroforos, solubilizacao
de fosfato, producédo de AlA e fixagéo de nitrogénio (HASHMI et al., 2020).

O filo Actinobactéria € representado por bactérias de vida livre, as que formam relacdes
simbioticas especificas com plantas e endofitos actinobacterianos que podem colonizar alguns
ou parte dos tecidos internos de uma planta (HAZARIKA e THAKUR, 2020). Apresentam
mais de 200 géneros distribuidos em cerca de 52 familias, 25 ordens e 6 classes (SATHYA et
al., 2017). As Actinobactérias endofiticas s&o menos abundantes e sua distribui¢do é menos
conhecida em comparacdo com as actinobactérias do solo. A densidade populacional e a
diversidade de Actinobactérias dependem de seu habitat e das condi¢des climaticas que a
influenciam (HAZARIKA e THAKUR, 2020).

Dentre os géneros que compdem o filo das Actinobactérias podemos citar
Conexibacter e Amycolatopsis. Conexibacter € caracterizado por produzirem catalase e
oxidase e serem capazes de reduzir nitrato a nitrito ( MONCIARDINI et al., 2003),
enquanto Amycolatopsis é uma conhecida bactéria promotora de crescimento de plantas
(RADHAKRISHNAN et al., 2017 ) que pode aumentar significativamente o crescimento da
parte aérea nas plantas (TAMOSIUNE et al., 2018). Curiosamente, o género Amycolatopsis é
conhecido por produzir muitos tipos de antibidticos tais como Vancomicina, Rifamicina e
Tetraciclina atipica (XING et al., 2013; LUKEZIC et al., 2019; BETANCUR et al., 2020),

que podem ser importantes para proteger as plantas contra patégenos.
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2.4 Comunidade bacteriana habitando o nédulo de feijao-caupi

O Estado de Pernambuco, localizado no Nordeste do Brasil, apresenta trés regides
ecofisiograficas distintas conhecidas como Zona da Mata, Agreste e Sertdo, com diferentes
condicGes edafocliméticas, que exibem diferentes desempenhos na produtividade do feijao-
caupi. As diferencas na produtividade tém sido atribuidas aos fatores quimicos do solo e as
comunidades bacterianas que habitam o solo (LOPES et al., 2021). Existem poucos estudos
que relacionam a comunidade bacteriana que habitam essa leguminosa com os diferentes tipos
de cobertura vegetal encontrada na regido semiérida.

Estudos tem sido desenvolvidos com o objetivo de identificar a diversidade da
comunidade bacteriana que habita o feijao-caupi, bem como avaliar como os fatores biéticos
e abidticos do solo influenciam na composicéo, estrutura e diversidade dessa comunidade
(MARINHO et al., 2017). A identificagdo da comunidade bacteriana que habita essa
leguminosa visa selecionar estirpes que sejam capazes de nodulag¢do ou vivam em sinergismo
com bactérias noduladoras, eficientes na fixacdo bioldgica de nitrogénio e sejam tolerantes as
condicGes edafocliméticas da regido que habita.

A identificacdo dessas estirpes € uma ferramenta que permite que sejam recomendados
inoculantes especificos, eficientes e bem adaptados para cada regido. Atualmente existem
quatro inoculantes de cepas de Bradyrhizobium (BR 3267, BR 3262, INPA 03-11B e UFLA
03-84) de feijdo-caupi sendo comercializados no Brasil. No entanto, essas cepas tém baixa
resposta produtiva quando utilizado em gendétipos de feijdo-caupi cultivados em solos da
regido semiarida do pais (ZILLI et al., 2009). Além disso, tem crescido a tecnologia da
coinoculagdo através da combinacdo de diferentes microrganismos que promovem o
crescimento vegetal. Os inoculantes mistos, possuem grande potencial para serem utilizados
pelos agricultores como mecanismo para aumentar a producao agricola (Chibeba et al. 2015 ;
Bulegon et al. 2017; Ferri et al. 2017 ).

Estudos de diversidade genética de bactérias que habitam os nddulos de feijao-caupi
vem sendo realizados nas regides produtoras dessa leguminosa. Solos da regido amazonica
(JAMARILLO et al., 2013; CASTRO et al., 2017) e da regido nordeste (DA SILVA et al.,
2021) tem demonstrado possuir alto indice de diversidade genética de bactérias habitando o
feijdo-caupi. Em solos de Pernambuco Santos et al., (2018), verificaram que a inoculacao de
Bradyrhizobium com bactérias promotoras de crescimento em feijdo-caupi sob condic¢des de

estresse salino aumentou a producdo de enzimas que atuam no sistema antioxidante.
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Na regido Pernambucana, observa-se que os nodulos de feijao-caupi além de abrigar
bactérias do género Bradyrhizobium (seu principal simbionte), pode ser habitada por outros
grupos bacterianos distribuidos entre rizobios e endoéfitos. Cepas de Rhizobium, Enterobacter,
Bacillus, Pseudomonas estéo entre os tipos bacterianos que podem ser encontrados dentro dos
nodulos de feijdo-caupi atuando na promogéo do crescimento vegetal (CASTRO et al., 2017;
LEITE etal., 2017; SUMAN et al., 2018; AMORIM et al., 2022).

2.5 Condicdes edafocliméticas influenciando a comunidade bacteriana nos nédulos

A formac&o dos nddulos é um processo altamente regulado, cujo sucesso depende dos
fatores bidticos e abioticos (SINDHU et al., 2020). Nos tropicos, a saliniza¢éo, diminuicdo do
pH, altas temperaturas, fertilidade do solo, textura do solo e a umidade sdo os principais
fatores abidticos que causam a insuficiéncia de nodulacéo afetando todas as fases da simbiose
e podendo limitar o crescimento e a sobrevivéncia de rizbios no solo (ETESAMI, 2022).
Podem ainda causar nos rizobios delecbes plasmidiais, rearranjos genémicos e diversidade
reduzida (ALMEIDA et al., 2018). A resposta ao estresse pode diferir em organismos
semelhantes com diferentes niveis de tolerancia ao estresse imposto (SILVA et al., 2017).

A salinidade é um dos fatores abi6ticos que comprometem o crescimento vegetal e a
formacdo dos nodulos. Ela pode afetar varios processos fisiolégicos e bioquimicos, seja por
toxicidade direta ou por estresse osmético (WADHWA et al., 2017). Algumas espécies de
leguminosas sdo capazes de crescer em condicdes de salinidade moderada e efetivamente
aumentar o N disponivel (BRUNING et al., 2015), no entanto, sua capacidade de estabelecer
simbiose de fixacdo de nitrogénio depende da tolerancia de rizébios compativeis ao mesmo
estresse (SILVA etal., 2017). A alta salinidade ocasiona a acumulacgéo de certos ions no tecido
vegetal em concentrac@es tdxicas e diminui o enrolamento do pélo radicular, a formacéo de
fios de infeccdo, o que compromete a formacdo de nddulos (ABD-ALLA et al., 2019;
ETESAMI, 2022). Segundo Sobti et. al., (2015) o género Rhizobium quando € naturalmente
adaptado a ambientes desérticos demonstra ter um bom desempenho na formagéo de nodulos
na raiz de leguminosas que é cultivada em solos com alto teor de sal. Além disso, ele contribui
para 0 crescimento e melhor desempenho da leguminosa. As bactérias
endofiticas Stenotrophomonas maltophilia e S. rhizophila sdo resistentes ao sal e capazes de
fixar nitrogénio ( PARK et al., 2005; BERG et al., 2013).

Segundo Ali et al., (2009) as células rizobianas crescem melhor em uma faixa de pH

que varia entre 6,0 e 7,0, sendo poucas as estirpes com capacidade de crescimento em pH
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abaixo de 5,0. O pH do solo muito baixo ou muito alto afeta significativamente a simbiose,
reduzindo o crescimento e desenvolvimento vegetal, e a principal consequéncia é a deficiéncia
na absorcao de nutrientes e na troca de cations de ambos os parceiros simbiéticos (KOPITTKE
et al.,2015). A acidez do solo interfere na interacdo leguminosa-rizébio de diversas outras
maneiras tais como: diminui a producdo de componentes de nodulagdo precoce, como
flavonoides, fatores Nod e outros componentes de nodulacdo (MIRANSARI e SMITH, 2007;
FERGUSON et al., 2019). Essa reducdo impede a fixacdo do rizébio aos pélos radiculares e
ocasiona a deformacdo e ondulacdo dos pélos radiculares ( Miransari et al., 2006;
MIRANSARI e SMITH, 2007; FERGUSON et al., 2019).

Além disso, solos acidos inibem diretamente a nodulacéo ao induzir um sinal derivado
de leguminosas que suprime sistemicamente a nodulagdo (LIN et al., 2012). Aarons e
Graham (1991) afirmam que a acidez pode afetar o crescimento bacteriano, pois em meio
acido ha uma diminuicdo da sintese de proteinas pelas bactérias, além disso, alguns dos seus
processos citoplasmaticos sdo sensiveis a acidez. A acidez do solo é um problema gque néo se
limita aos efeitos do H * nas culturas, mas também sobre genes importantes para o crescimento
e sobrevivéncia em condicdes de baixo pH (FERGUSON et al., 2019).

A temperatura € um dos fatores que mais pode gerar perdas significativas na associacdo
dos microrganismos e as leguminosas e consequente fixacdo bioldgica de nitrogénio
(GAULTER et al., 2017). Temperaturas elevadas ocasionam a diminui¢do da infec¢do dos
pélos radiculares, o tamanho do nddulo, a atividade da nitrogenase, a assimilacéo de nitrato e
a eficiéncia do nédulo (HUNGRIA e FRANCO, 1993; HUNGRIA e KASCHUK, 2014 ). J&
as baixas temperaturas atrasam a nodulacdo e reduzem a atividade simbidtica a partir da
dissimilacdo de acucares no nédulo (HANSEN, 2017). As leguminosas tropicais sao
particularmente sensiveis a baixas temperaturas abaixo de 25°C, o que pode retardar 0s
eventos de nodulacdo precoce e reduzir a eficiéncia de fixacdo de nitrogénio (ZHANG et al.,
1995).

Os rizébios adotaram mecanismos de sobrevivéncia em areas aridas e semiaridas, que
consiste no seu crescimento num curto periodo de tempo (NYAGA e NJERU, 2020). Segundo
estudos de Hungria e Vargas, (2000) os rizébios tém capacidade de tolerar uma ampla faixa
de temperatura, embora seu crescimento varie com a mudanga de temperatura. Zahran et. al.,
(2012), obteve 68 isolados tolerantes a varios fatores ambientais, incluindo a seca, que se
associavam as leguminosas Cicer arietinum, Lens esculentus, Phaseolus vulgaris, Pisum

sativum e Vicia faba.
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A fertilidade do solo interfere na capacidade das leguminosas fixarem nitrogénio. Solos
que possuem baixa fertilidade, a FBN ¢é impulsionada pelo crescimento das plantas devido a
escassez de nutrientes. Em solos com alta fertilidade, a FBN dependera das mudancas nos
reservatorios de N mineral do solo (ROMANYA e CASALS, 2020). Esses efeitos dependem
da espécie ou cultivar que pode ser afetada pela sensibilidade a disponibilidade de nutrientes
do solo, que atuam na selecdo ou sobrevivéncia de certos grupos microbianos (SANTOYO et.
al., 2017; GUINET et. al., 2018).

Dentre os nutrientes que interferem na formacéo de nédulos em leguminosas, temos o
Nitrogénio e o fosforo (LIU et al., 2018). Quando o nitrogénio esta em quantidade suficiente
no solo fazem com que as leguminosas regulem negativamente o nimero de nédulos, tamanho
e atividade de fixagdo de nitrogénio (KASPER et al., 2019). Baixos niveis de nitrogénio no
solo aumentam a nodulacdo (VAN NOORDEN et al., 2016 ). A resposta parece depender da
fonte de nitrogénio, onde o nitrato e a aménia tém um forte efeito inibitério no
desenvolvimento do nddulo, enquanto a ureia geralmente ndo, com algumas excecdes
especificas da espécie, como por exemplo, no feijdo-caupi (VIGUE et al., 1977). Os
processos de regulacdo do nitrogénio da nodulacédo e a regulacdo da fixacdo de nitrogénio
aparentam ser regulados por diferentes mecanismos (NISHIDA et al., 2018 ).

Os nodulos de leguminosas tém uma alta exigéncia de fésforo (P) mineral, o que 0s
torna vulneraveis as deficiéncias de P do solo. O P é vital nos processos metabdlicos de
energia que conduzem a fixacdo simbidtica de N2> em NHs; (LE ROUX et al., 2006), sua
conversdo em N organico como aminoacidos e ureideos, além de afetar a respiracdo dos
bacteroides nos nodulos (VALENTINE et al., 2017). O déficit de fésforo tem sido ainda
associado com o menor peso dos nodulos (DIVITO et al., 2014). Com isso, a deficiéncia de
fésforo (P), portanto, é uma restricdo critica para as leguminosas. No entanto, estudos
realizados em soja (LE ROUX et al., 2009), Lupinus angustifolius (LE ROUX et al., 2006,
2009) e Trifolium repens (HOGH-JENSEN et al., 2002), relataram que durante curto prazo, o
crescimento de nddulos pode ser mantido mesmo a custa de crescimento radicular e com a
deficiéncia de P. Durante a limitacdo prolongada de P, o mecanismo de inibicdo do
crescimento do nddulo parece operar inibindo diretamente a nodulacdo, ou indiretamente
reduzindo a oferta de carbono (C) (VALENTINE et al., 2017).

A textura do solo é outro fator que também interfere no processo de nodulagdo em
leguminosas. Solos arenosos tém baixa capacidade de retencdo de &gua e sdo pobres em

nutrientes, o que inibe os processos de nodulagdo. Esse tipo de solo ndo é favoravel porque,
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por possuirem particulas maiores (macroagregados) criam um microambiente muito arejado
e seco, o que dificulta uma invasao bacteriana bem-sucedida e simbiose (MOHAMMADI et
al., 2012). Além disso, os macroporos ocasionam altas taxas de difusdo de oxigénio, o que
gera a secura dos pélos radiculares e das bactérias e prejudica o crescimento e invasdo no
vegetal (WOLF e ROHRS, 2001). Solos argilosos, retem mais agua do solo do que solos
arenosos, apoiando a ideia de sobrevivéncia dos rizébios, pois solos argilosos protege-0s
contra altas temperaturas, devido sua composicdo de microagregados (NDUNGU et al.,
2018).

A maior riqueza de simbiontes de nddulos radiculares de feijdo-caupi em areas de baixa
pluviosidade apoia a ideia de que solos mais secos podem ser mais ricos em rizébios
(NDUNGU et al., 2018). A umidade do solo esté diretamente relacionada & capacidade de um
organismo de colonizar a rizosfera (SANTOYO et al., 2017). A precipitacdo estd intimamente
associada a formacdo do tipo e estrutura especificos dos solos, especialmente solos aridos ou
semiaridos. Bachar et. al., (2010) ao estudaram o efeito da chuva em solos aridos e semiaridos,
observaram que a abundancia de bactérias diminuiu em relacdo a precipitacdo; no entanto, a
diversidade bacteriana foi independente do gradiente de precipitacdo. A baixa disponibilidade
hidrica impedem a mobilidade e funcionamento dos rizébios que reduz a formacéo dos fios
de infeccdo (MNASRI et al., 2007 ). Solos encharcados diminuem a disponibilidade de
oxigénio prejudicando a respiracdo do nddulo (MINCHIN et al., 2008 ).

Algumas espécies de leguminosas quando associadas com bactérias conseguem
melhorar seu desempenham sob estresse hidrico. A inoculacdo bacteriana de Pseudomonas
fluorescens em arroz promove a tolerancia intrinseca dessa leguminosa ao estresse hidrico e
estimula a expressdo de genes sintéticos de auxina, principalmente na fase de reproducédo
vegetal (ENEBE e BABALOLA, 2018). Sinorhizobium meliloti e S. medicae , possuem a
capacidade de proteger a leguminosa Medicago truncatula da senescéncia das folhas sob
estresse hidrico (STAUDINGER et al., 2016 ). Em solos encharcados a Sesbania, forma
nodulos em caules flutuantes presos a raizes adventicias e desenvolve tecido de aerénquima
secundario ao redor do noédulo para aumentar a permeabilidade dos gases (STRIKER e
COLMER, 2016).

Diante dos fatores abidticos aos quais as leguminosas podem ser submetidas, estudos de
identificacdo e caracterizacdo de rizobios e ndo rizébios com nodulagédo superior tolerantes a
esses fatores estdo sendo realizados para que esses vegetais aumentem sua produtividade em
condigBes estressantes (AHMAD et al., 2019; SINDHU et al., 2020). Os fatores que
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ocasionam estresse ao vegetal inibindo seu crescimento e nodulagdo precisam ser estudados
de forma abrangente, afim de que diferentes bactérias com caracteristicas agricolas

importantes possam ser utilizadas para inocula¢do em leguminosas (SINDHU et al., 2020).
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4. CAPITULO I: Bioprospeccéo de bactérias promotoras de crescimento presentes

em nddulos de feijdo-caupi de trés mesorregides de Pernambuco

RESUMO

Vigna unguiculata (L.) Walp. conhecida como feijdo-caupi € uma das espécies do
género Vigna de grande importancia econdmica, devido seu potencial nutricional, resisténcia
aos estresses ambientais e capacidade de se associar com bactérias simbidticas e endofiticas
que promovem o crescimento vegetal. O objetivo do trabalho foi caracterizar a diversidade
de bactérias presentes em nddulos de feijdo-caupi cultivados em solos de trés regides
edafoclimaticas de Pernambuco utilizando caracteres morfofisiologicos, bioquimicos e
genéticos. Foram obtidos 173 isolados de nddulos coletados do genétipo feijdo-caupi IPA-
206, cultivados em solos de nove localidades pertencentes a trés regides ecofisiograficas
encontradas no estado de Pernambuco, Nordeste do Brasil: Mata, Agreste e Sertdo. Desses
isolados 111 apos a coloracdo de Gram foram identificados como bastonetes e submetidos a
caracterizagdo morfologica, fisioldgica e bioquimica e 42 foram pré-selecionados para a
identificacdo molecular. A caracterizacdo polifasica exibiu uma diversidade de isolados
presentes nas trés mesorregides que podem estar associados aos diferentes tipos de solo de
origem. A baixa reatividade dos isolados a maioria das enzimas avaliadas demonstram que 0s
mesmos podem exibir dificuldade na promocdo do crescimento vegetal.. As analises
moleculares baseadas em perfis de restricdo de 16S rRNA amplificados mostraram uma
variacdo genética altamente significativa de isolados ndo rizobianos nas trés mesorregites
Pernambucanas representados por oito géneros encontrados, Enterobacer, Pantoea,
Pseudomonas, Skermanella, Brucella, Brevibacillus, Priestia e Bacillus. Esses resultados
demonstram que bactérias ndo noduladoras que foram efetuadas caracterizacdo taxondmica é
um recurso de acdo sinérgica com 0s rizobios para 0 aumento de novos inoculantes
microbianos mais eficientes para a cultura do feijdo-caupi. E as analises morfofisioldgicas e
bioquimicas foram eficientes na diferenciacdo dos isolados presentes em nodulos do feijao-

caupi encontrados em solos das trés mesorregides de Pernambuco.

Palavras chaves: bactérias promotoras de crescimento de plantas, Vigna unguiculata (L.)
Walp., diversidade filogenética, caracterizacdo polifasica.
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CHAPTER I: Bioprospecting of growth promoting bactéria present in cowpea nodules
from three mesoregions of Pernambuco

ABSTRACT

Vigna unguiculata (L.) Walp. known as cowpea is one of the species of the genus Vigna of
great economic importance, due to its nutritional potential, resistance to environmental
stresses and ability to associate with symbiotic and endophytic bacteria that promote plant
growth. The objective of this work was to characterize the diversity of bacteria present in
cowpea nodules cultivated in soils of three edaphoclimatic regions of Pernambuco using
morphophysiological, biochemical and genetic characters. A total of 173 nodules isolated
from the cowpea genotype IPA-206 were obtained, cultivated in soils of nine localities
belonging to three ecophysiographic regions found in the state of Pernambuco, Northeastern
Brazil: Mata, Agreste and Sertdo. Of these isolates, 111 after Gram staining were identified
as rods and subjected to morphological, physiological and biochemical characterization and
42 were pre-selected for molecular identification. The polyphasic characterization showed a
diversity of isolates present in the three mesoregions that may be associated with the different
types of soil of origin. The low reactivity of the isolates and most of the enzymes evaluated
demonstrate that they may have difficulty in promoting plant growth. Molecular analyzes
based on restriction profiles of amplified 16S rRNA showed a highly significant genetic
variation of non-rhizobian isolates in the three mesoregions of Pernambuco represented by
eight genera found, Enterobacer, Pantoea, Pseudomonas, Skermanella, Brucella,
Brevibacillus, Priestia and Bacillus. These results demonstrate that non-nodulating bacteria
that underwent taxonomic characterization are a resource of synergistic action with rhizobia
to increase new, more efficient microbial inoculants for cowpea culture. And the
morphophysiological and biochemical analyzes were efficient in differentiating the isolates
present in cowpea nodules found in soils of the three mesoregions of Pernambuco.

Keywords: plant growth-promoting bacteria, Vigna unguiculata (L.) Walp., phylogenetic
diversity, polyphasic characterization.
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4.1 INTRODUCAO

As leguminosas sdo plantas capazes de associar-se simbioticamente com bactérias
(chamadas coletivamente de rizébios) do solo formando estruturas radiculares especificas
denominadas ndédulos (SHARMA et al., 2020). Além dos riz6bios, estudos vem demonstrando
que nessas estruturas também podem ser encontrados bactérias ndo simbiéticas (denominadas
de endofiticas) (MARTINEZ-HIDALGO e HIRSCH, 2017; JOHNSON, 2019; AMORIM et
al., 2022). Essas bactérias sdo capazes de entrar nos ndédulos radiculares de leguminosas em
associagao com bactérias rizobianas infectantes (DENG et al., 2011; LEITE et al., 2017 ).

O feijao-caupi (Vigna unguiculata L. Walp) é uma leguminosa da familia Fabaceae que
abriga alta diversidade genética de bactérias rizobianas e ndo rizobianas. Os principais grupos
microbianos encontrados nos nodulos pertencem ao filo das Proteobactérias (CLUA et al.,
2018; LOPES et al., 2021), que englobam tanto espécies simbioticas e ndo simbidticas. Dentre
as espécies simbioticas presentes nessa leguminosa destacam-se 0s géneros aquelas
pertencentes aos géneros Rizhobium e Bradyrhizobium (KOSKEY et al., 2018). Estudos tem
relatado a presenca de bactérias endofiticas coabitando nos nodulos de leguminosas,
principalmente do género Pantoea, Serratia, Pseudomonas, Bacillus, Enterobacter e
Burkholderia (ZAHEER et al., 2016; PATIL et al., 2017; LEITE et al., 2017; CHIBEBA et
al., 2020; LOPES et al., 2021).

A diversidade de bactérias encontradas dentro dos nédulos pode ser determinada tanto
por fatores abi6ticos quanto bidticos (CUSTODIO et al., 2022). A simbiose é um processo
regulado por fatores abioticos como a salinizacdo, diminuicdo do pH, temperatura elevada,
fertilidade, textura e umidade do solo, que podem ocasionar insuficiéncia na nodulacéo. Esses
fatores afetam as fases da simbiose e limitam o crescimento e sobrevivéncia das bactérias
nodulares simbidnticas e endofiticas (ETESAMI, 2022) diminuindo assim a diversidade
dessas bactérias (ALMEIDA et al., 2018). A resposta ao estresse imposto a essas bactérias
pode diferir em organismos semelhantes com diferentes niveis de tolerancia. Os niveis de
tolerancia estdo relacionados aos processos bioquimicos que as bactérias sdo capazes de
realizar (DA SILVA et al., 2017).

As caracteristicas bioguimicas juntamente com as caracteristicas morfofisioldgicas e
moleculares sdo determinantes para a identificacdo e agrupamento das bactérias nos seus
respectivos géneros e espécies. Além disso essa caracterizacao permite identificar as bactérias

que possuem caracteristicas ecologicamente adaptadas para promoc¢do do crescimento de
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plantas e melhor fixacdo de nitrogénio para que possam ser utilizadas como possiveis
inoculantes (IBNY et al., 2019, CORDERO et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2018).

Diversas caracteristicas bioquimicas que os microrganismos simbi6ticos e endofiticos
desempenham sdo essenciais para o crescimento e desenvolvimento vegetal, através dos
processos como: fixacdo bioldgica de nitrogénio, protecdo contra fitopatdgenos e tolerancia
aos diversos fatores edafoclimaticos aos quais sdo submetidos (GOUDA et
al.,, 2016; AZEVEDO et al., 2021; JIMENEZ-MEJIA et al., 2022). Dentre essas
caracteristicas podem ser citadas: liberagdo de fitorménios (como auxina, citocinina, acido
abiscisico, etileno); solubilizacdo de fosfato; producdo de enzimas como catalase, protease,
urease, lipase, amilase, carboximetilcelulase; producdo de sideréforos (AHEMAD E
KIBRET, 2014).

O uso da biologia molecular, é uma ferramenta essencial para o estudo da diversidade
de estirpes de bactérias presentes nos nodulos das leguminosas. Por isso tem sido amplamente
utilizado para os estudos taxondémicos (WDOWIAK — WROBEL et al., 2017). Ela tem por
base as analises do gene 16S rRNA que esta presente em todas as bactérias, e se caracteriza
por ter regibes conservadas e possuir um tamanho suficiente para analises filogenéticas
(TOLEDO et al., 2009). Essas caracteristicas permitem uma identificacdo das bactérias a nivel
de género e uma estimativa da distancia filogenética. A partir do sequenciamento do gene 16s
rRNA é possivel a identificacdo de outras bactérias que nodulam as leguminosas e que nao se
enguadram dentro do grupo dos rizébios (VANDAMME et al., 2002, CHIBEBA et al., 2020).

Como os nodulos podem ser habitados tanto por bactérias simbioticas como endofiticas,
que atuam na promocao do crescimento vegetal e resisténcia aos estresses abioticos (Martinez-
HIDALGO e HIRSCH, 2017; PAPIK et al., 2020; IDRIS e NOH, 2021), os estudos de
prospeccao e caracterizacdo devem ser direcionados para ambos os tipos de bactérias. Além
disso, existem ainda algumas espécies bacterianas que coabitam os nddulos de leguminosas e
cujo papel no hospedeiro ainda ndo esta claro (Beghalem et al., 2017).

A caracterizacdo da populacdo nativa de bactérias diazotroficas que habitam os nodulos
de leguminosas é muito importante para se conhecer a biodiversidade e selecionar estirpes que
sejam capazes de promover o crescimento vegetal, eficientes na fixacdo biologica de
nitrogénio, atuem na protecdo contra fitopatdgenos e sejam resistentes as condigdes adversas
(Adediran et al., 2019; Rocha et al., 2020). Para a regido Pernambucana esse tipo de
caracterizacdo é muito importante, ja que os agricultores cultivam o feijdo-caupi e usam essa

leguminosa como fonte de renda e alimentacéo.


https://link.springer.com/article/10.1007/s11274-021-03168-2#ref-CR75
https://sciprofiles.com/profile/2416091
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0882401017304059?casa_token=iPNf3dAWkZkAAAAA:BcLwZDcWNVlpv0exOM4qQgBjcUtKF1Wo_WIYGSjCV9rokDHt4GNUHHt-3zWI3ZXWezgwDccN2A#!
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Além nessas localidades de Pernambuco ndo existem estudos sobre bactérias que
habitam o feijdo-caupi. O uso de bactérias promotoras de crescimento no feijao-caupi (Vigna
unguiculata L.) por exemplo na regido semiarida do Nordeste ainda é incipiente e nas
localidades Pernambucanas analisadas nesse trabalho ndo existem estudos relacionadas a
caracterizacdo polifasica desses tipos de bactérias. Com isso ha a necessidade de prospectar
estirpes especificas para essas regides Pernambucanas que sejam eficientes e bem adaptadas
para que possam ser utilizadas como inoculantes (TAIWO et al., 2018).

Assim as hipoteses deste estudo séo: a) as diferentes condi¢des edafoclimaticas podem
contribuir para uma maior diversidade de bactérias diazotroficas nos nodulos de feijdo-caupi;
b) os nodulos de feijdo-caupi abrigam uma comunidade microbiana diversa composta por
géneros de diferentes filos. Para responder estas hipoteses, o objetivo deste estudo consistiu
em avaliar a variabilidade fenotipica e molecular de bactérias isoladas de nddulos de feijédo-

caupi cultivados em trés mesorregides de Pernambuco.

4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Coleta do solo
Foram coletados solos referentes as trés mesorregides Pernambucanas: Zona da Mata

(municipios de Itapirema e Vitoria de Santo Antdo); Agreste (municipios de Caruaru, Surubim
e Lajedo) e Sertdo (municipios de Salgueiro, Belém de Sdo Francisco, Araripina e Ibimirim)
(figura 1).

SAA

SCS
ZMI

BARRAGEM D

4 PAULO AFONSO

ARRAGEM DE AC AL
SORRADINHO

Figura 1. Localizacdo geografica das dos locais utilizados para coleta dos solos. O mapa foi criado usando QGIS
software version 3.12.1 (https://qQis.0sgeo.orq).

As amostras compostas de solos foram coletadas ao acaso na camada de 0-20cm (dez
sub amostras por local) para compor uma amostra para realizacdo das analises de fertilidade
e granulométricas, segundo a metodologia da EMBRAPA (2009).


https://qgis.osgeo.org/
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O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo, no Centro de Ciéncias Agrarias da
Universidade Federal do Piaui (UFPI), em Teresina, Pl. Como planta isca foram utilizadas
sementes de feijdo-caupi “IPA 206" fornecida pelo Banco de Germoplasma do Instituto
Agrondmico de Pernambuco- IPA (Recife-PE).

Foram plantadas cinco sementes por vasos organizados em triplicatas contendo 2kg de
solo cada um. Apos 15 dias da emergéncia (DAE) foi realizado o desbaste deixando uma
planta por vaso. A colheita das plantas foi efetuada aos 35 dias apds o plantio. Apds a colheita,
as raizes foram lavadas com &gua corrente, os 10 maiores nodulos foram destacados,
preferencialmente da base da raiz e acondicionados em tubos de vacuo com silica gel, em

temperatura ambiente, para posterior procedimento de isolamento.

4.2.2 I1solamento e purificagado dos isolados bacterianos

O isolamento e a purificacdo das bactérias foram realizados segundo Hungria & Aradjo
(1994) e Vincent (1970). As colbnias de isolados foram repicadas trés vezes em meio YMA
(Yeast, Manitol, Agar)) com indicador vermelho congo (MARTINS et al., 1997) até a
obtencdo de colbnias puras, livres de contaminacdo. Em seguida os isolados foram
transferidos para o meio de cultura YMA com azul de bromotimol (pH 6,8), para

procedimento da caracterizacdo morfoldgica.

4.2.3 CaracterizacGes morfoldgica e fisioldgica das col6nias

As caracteristicas morfoldgicas observadas foram: forma — tamanho, elevacao, bordas,
superficie, consisténcia, estrutura, caracteres Oépticos, cromogenia ou pigmentacao
(MELLONI, 2006). As caracterizag@es fisioldgicas avaliadas foram: tempo de crescimento,
formacdo de &cidos e alcalis, formacdo de muco, volume do muco, elasticidade do muco
(MELLONI, 2006).

4.2.4 Caracterizacao bioquimica dos isolados bacterianos

Os isolados foram submetidos a testes de: coloracdo de Gram (YANO et al., 1991);
producdo de urease (ROBERGE e KNOWLES, 1966); protease, carboxil-metil-celulase
(CMC) (DEES et al.,1995); amilase (VEDDER, 1915); lipase (RENWICK et al., 1991);
solubilizacédo de fosfatod de calcio (NAUTIYAL, 1999; VERMA et al., 2001); producéo de
catalase e teste de gelatinase (YANO et al., 1991) e producéo de acido indol-3- acético (AlA)
(SARWAR e KREMER, 1995).
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Analises multivariadas das caracteristicas morfofisioldgicas e bioquimicas foram
utilizadas para a identificacdo inicial da diversidade genética de isolados encontrados nessas
mesorregides. Para tal, empregou-se 0s métodos de agrupamento por otimiza¢do (método de
Tocher) e os hierarquicos (UPGMA).

4.2.5 Caracterizacdo molecular dos isolados bacterianos

4.2.5.1 Extracdo de DNA e sequenciamento

Um total de 42 isolados os quais exibiram o maior nimero de resultados positivos para
os testes bioquimicos foram selecionados para serem submetidos analise molecular. Os
isolados foram cultivados em meio de cultura YM, em seguida, 0 DNA dos isolados foi
extraido utilizando-se o Kit Wizard Genomic DNA Purification (Promega), conforme
recomendacdes do fabricante. Em seguida diluido e purificado para ser submetido ao processo
de PCR (Reacao de cadeia de polimerase).

A PCR teve por objetivo confirmar a identificacdo a nivel de género onde foi realizada
a amplificacdo do gene 16S rRNA, para todos os isolados. Os iniciadores utilizados foram
foward 26F (5’- GAG TTT GAT CMT GGC TCA G - 3’) e reverse 1492R (5’- ACG GCT
ACCTTG TTA CGACTT - 3’) (Lane, 1991). Os produtos da PCR previamente purificados
foram submetidos ao processo de sequenciamento (Plataforma de sequenciamento
LABCEN/CCB/UFPE). As sequéncias foram confrontadas com a base de dados (Reference
RNA sequences) do GenBank (NCBI), utilizando 0 BLAST

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), para a identificacdo dos isolados.

4.2.5.2 Andlises das sequencias
Para a separac¢do dos grupos genotipicos, as sequéncias do gene 16S rRNA dos isolados,

foram alinhadas entre si, utilizando-se o programa Bioedit v.7.0.9.0, e cortadas as
extremidades apds o alinhamento, usando-se o programa ClustalW, com um bootstrap de 1000
réplicas. Apds o corte, ficaram aproximadamente 650 pb, que foram enviadas para 0 GenBank
(National Center for Biotecnology Information — NCBI) através do programa Sequin
Application version 9.50.

Apbs o alinhamento e corte do inicio e fim das sequéncias que ndo foram alinhadas, a
matriz foi convertida pelo programa MEGA V.7 e as sequéncias de nucleotideos foram
analisadas pelo codigo genético padrdo. A arvore filogenética foi construida pelo método de
Neighbor Joining (NJ) (SAITOU e NEI, 1987), usando-se o teste de filogenia Bootstrap, com
1000 repeticdes, delecdo pairwise. Os dendrogramas foram construidos atraves do programa

TreeExplorer.
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4.2.6 Autenticacao dos isolados

Apos as analises fenotipicas e moleculares foi desenvolvido um experimento em casa
de vegetacdo do Laboratério de Solos da UFPI com feijdo-caupi (Vigna unguiculata [L.]
Walp.) cv “IPA-206” inoculado com os isolados bacterianos obtidos do experimento planta-
isca, visando identificar quais os isolados apresentam capacidade de nodulacéo.

As plantas foram cultivadas em vasos de Leonard com areia autoclavada com solugéo
nutritiva de Hoagland e Arnon, (1950) modificada conforme Silveira et. al., (1998), isenta de
nitrogénio. Como controles foram utilizadas trés testemunhas absoluta (TA) ndo inoculadas e
irrigadas por capilaridade com a mesma solucgéo nutritiva.

A colheita foi realizada apés 20 dias do plantio. Ao final do periodo experimental foram
medidas o comprimento da planta e das raizes, determinadas as matérias secas da parte aérea

e das raizes e verificada a presenca ou auséncia de nédulos.

4.3 RESULTADOS

As propriedades dos solos mostraram grande variabilidade entre as areas (Tabela 1). O
solo do Agreste de Surubim (AS) apresentou maiores valores para a maioria dos parametros
quimicos (pH, P, Ca*?, Mg*?, K*, SB, CTC, V) analisados. Por outro lado, os solos das areas
de Zona da Mata (ZMI) exibiram maiores valores de C organico. As temperaturas observadas
entre as areas mostraram variagdo com maiores temperaturas no Sertdo e menores no Agreste
(Tabela 1).



Tabela 1. Propriedades do solo nas localidades das mesorregides de Pernambuco analisadas.

Zona da Mata Sertéo Agreste

VSA ZMI BSF SAA AS AL
pH 6,4 52 6,6 4,5 6,5 6,5
P (mg kg?) 25 13 36 3,0 175 125
Ca?* (cmolc kg?) 2,6 0,7 2,4 0,3 4,5 2,1
Mg?* (cmol. kg™t) 1,3 0,4 0,8 0,4 2,0 0,9
AP (cmolc kgt) 0 0,1 0 0,5 0 0
Na* (cmolc kg™) 0,11 0,04 0,17 0,02 0,07 0,04
K* (cmol. kgt) 0,28 0,02 0,19 0,03 1,40 0,37
SB (cmol. kg?) 4,3 1,3 3,7 0,9 7,7 2,5
CTC (cmolc kg?) 6,4 3,5 4,5 4,5 9,7 4,5
V (%) 68 34 81 21 80 66
m (%) 0 8,3 0 62,1 0 0
COT (g kg™ 11 75 3,2 4.8 4 8,6
Avreia (%) 90 89 75 80 68 63
Silte (%) 2 4 15 1,5 16 15
Argila (%) 8 7 9 19 15 12
Temperatura (°C) 27,5 27 30 31 25 25
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Legenda: SB - soma das bases; CTC - capacidade de troca de catibnica; V (%) - saturagdo por bases; m (%) -
saturacdo por Al3+; COT - carbono orgénico total; VSA - Vitoria de Santo Antdo; ZMI - Itapirema; AS -
Surubim; AL- Lajedo; BSF - Belém do Séo Francisco; SAA - Araripina.

A partir do processo de isolamento foram obtidos e identificados 173 bactérias extraidas

de nddulos de Vigna unguiculata L., distribuidos entre 23 isolados do Agreste de Lajedo (AL),
20 isolados do Agreste de Caruaru (AC), 14 isolados do Agreste de Surubim (AS), 27 isolados
do Sertdo de Moxot6 de Ibimirim (SMI), 19 isolados do Sertdo de Central de Salgueiro (SCS),

18 isolados de Belém de Sao Francisco (BSF), 16 isolados do Sertdo de Araripe Araripina

(SAA), 15 isolados de Vitoria de Santo Antdo (VSA), 21 isolados da Zona da Mata de
Itapirema (ZMI). Apds realizar a coloragdo de Gram, um total de 111 isolados foram

classificados como bactérias Gram-negativas do tipo bastonetes e caracterizados a partir de

analises morfoldgicas, fisioldgicas e bioquimicas.

4.3.1 Caracterizagdo morfologica e fisiologica

A maioria dos isolados das trés mesorregides exibiram colbnias circulares,

transllcidas, com bordas inteiras e de superficie rugosa com elevacdo das colbnias entre
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convexas e planas. As analises morfoldgicas indicaram elevada diversidade entre as bactérias

de nddulos do feijao-caupi nos solos das mesorregifes Pernambucanas analisadas (Figura 2).

(A) Shape of colony (B) Elevation of colony (C) Border of colony (D) Surface of colony
Circul 54% 81%
y oo © °
Irregular (4%) Translucent Opagque
oval (6%) 19% Appearance of colony
Punctiform (1%) Convex Flat Whole Wavy 1% 29%
Rough Smooth

(E) Color of colonies (F) Production of mucus

Moderate (19% ) (G) Mucus consistency

Gummy
Abundant (2% ) Dry
Viscous

Yellow

| | |
T T 1

0 34 68 102
Number of isolates

Multicolor

Scarce (9% )

Cream

(H) Time of bacterial growth 0] Formatio7rgo/of acids and alkalis
0

Intermediate (1% )

Ao

24%
Acid  Neutral

Figura 2. Aspectos morfofisioldgicos de isolados bacterianos: Forma (A), elevagdo (B), borda (C), superficie e
aparéncia (D) das col6nias bacterianas; (E) Cor das colbnias; (F) Producdo de muco; (G) Consisténcia de muco;
(H) Tempo de crescimento bacteriano; e (1) Formacao de 4cidos e alcalis.

Em relacdo as caracteristicas fisiologicas houve predominancia de colbnias de
crescimento rapido, aciddéfilas, de cor creme e com pouca producdo de muco. A diferenca
mais significativa observada foi quanto a producgdo de muco, nos isolados da regido da Zona

da Mata que variou de auséncia a elevada producdo de muco.

4.3.2 Caracterizagdo bioquimica

Dentre os 111 isolados classificados como Gram-negativos; 37 do Agreste (15 — AL,
12- AC- 10- AS), 48 isolados do Sertdo (12- SMI, 6- SAA, 15- BSF, 15- SCS) e 26 da Zona
da Mata (15- ZMlI, 11 — VSA), as formas bacterianas observadas foram bastonetes e cocos.
As analises bioguimicas demonstraram que o0s isolados das trés mesorregides exibiram baixa

atividade para a maioria dos testes avaliados (Figura 3).
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(B) Urease Protease Amylase Lipase
(n =33) (n=14) (n =24) (n=14)
AL T AL T AL T AL T
AC + AC + AC + AC +
AS + AS + AS + AS +
SMI + SMI + SMI + SMI NI
(A) BSF + BSF +NI BSF + BSF NI
SCS BSF SCS + SCS +NI SCS NI SCS NI
SAA (8) SAA + SAA + SAA + SAA +
(6) (11) ™I+ ™I+ AR ™I+
ZMI SMI  VSA + VSA +NI VSA + VSA +
(15) (12) 0 %) 50 0 ) s0 0 % 50 0 (%) 50
CMC Gelatinase Catalase Phosphate
(n=19) (n =58) (n =91) (n =51)
VSA AL NI AL T+ AL + AL +
(8) AC 1 AC 1 AC 1 AC 1
AS + AS + AS + AS +
SMI + SMI + SMI + SMI +
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SCS + SCS + SCS + SCS +
SAA NI SAA + SAA + SAA +
ZMI + ZMI + ZMI + ZMI +
VSA + VSA + VSA + VSA +

0 (%) 50 0 (%) 50 0 (%) 50 0 (%) 50

Figura 3. Respostas bioquimicas de isolados bacterianos coletados em solos do Agreste, Sertdo e Zona da Mata
de Pernambuco: (A) nimero de isolados testados separados por areas de coleta; e (B) porcentagem de isolados
bacterianos com respostas positivas a cada teste bioquimico realizado, separados por area de coleta. Em B, ‘n’
representa o nimero total de isolados com respostas positivas ao teste bioquimico. AL = Agreste de Lajedo. AC
= Agreste de Caruaru. AS = Agreste de Surubim. SMI = Sertdo de Moxot6 de Ibimirim. SCS = Sertdo de Central
de Salgueiro. BSF = Belém de S&o Francisco. SAA = Sertdo de Araripe Araripina. VSA = Vitdria de Santo
Antdo. ZMI = Zona da Mata de Itapirema. CMC = Carboximetilcelulose.

Levando em consideracdo a habilidade dos isolados de produzirem e liberarem enzimas
especificas a partir da formacdo de halos ao redor das colénias, foi observado que em relagao
a atividade da urease, lipase, protease, amilase e celulase, os isolados das trés mesorregides
de um modo geral exibiram baixa capacidade de degradacdo dessas enzimas com percentuais
abaixo de 50% de seus representantes.

Catalase foi o teste bioquimico com maior nimero de reagdes positivas entre 0s
isolados das trés mesorregides avaliadas, com percentual de reatividade acima de 80%. Os
testes de gelatinase e solubilizagdo de fosfato demonstraram que somente os isolados das
localidades ZMI e VSA tiveram poucos resultados positivos com percentuais abaixo de 50%.
Verificou-se que os isolados das trés mesorregides exibiram variacdo na producao de AIA na
presenca de L-triptofano (Figura 4).
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Figura 4. Producéo de acido indol-3-acético (IAA) de isolados bacterianos coletados em solos do Agreste (A-
C), Sertdo (D-F) e Zona da Mata (G-H) de Pernambuco. Os resultados foram ordenados do maior para o menor
em cada area de coleta.

A partir da analise multivariada pelo agrupamento de Tocher verificou-se que 0s

isolados coletados em solos do Sertdo foram reunidos em oito grupos de diversidade (A, B,
C, D, E, F, G e H), os da mesorregido do Agreste em 11 grupos (A, B,C,D,E,F, G, H, I,Je
K) e 0s da Zona da Mata em seis grupos (A, B, C, D, Ee F) (Tabela 5, 6 e 7, respectivamente).
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Tabela 2. Grupos de isolados de nodulos do feijdo-caupi cultivados em solos de do Sertdo de
Pernambuco, estabelecidos pelo método de Tocher, com base na matriz de dissimilaridade das
caracteristicas morfoldgicas e fisiologicas.

GRUPO

ISOLADOS

SCS2 SCS4 SMI11 SCS1 SMI4 SMI5 BSF1 BSF2 BSF7 SAA4 SMI10 SMI12 SAAS
BSF3 SAA2 BSF6 BSF8 BSF9 BSF11

SMI2 SMI9 SMI1

SCS3 SMI6 BSF4

SCS8 BSF10 SCS6 BSF5

SAA1 SAA3 SCS5

SMI8 SMI11

SAAG

I oM Mmoo O |@| >

SMI7

Tabela 3. Grupos de isolados de nédulos do feijdo-caupi cultivados em solos de do Agreste de
Pernambuco, estabelecidos pelo método de Tocher, com base na matriz de dissimilaridade das
caracteristicas morfoldgicas e fisiologicas.

GRUPO

ISOLADOS

AL2 AL5 AS4 AL3 AL7 AC2 AL8 AC13 AC3 AC12 AS1 AC6 AL13 AC14 AL4 ALS
AL15 AC15 AL14 AS12 AL10 AC1 AC5 AS11 AS10

AS5 AC7

AS6 AS8 AS3 AC10

AL1 AC4

AL6 AL12

AS2 AC8

AS9

IT|o|m|mio|lo|w| >

AC9

AC11

J

AL11

K

AS7

Tabela 4. Grupos de isolados de nddulos do feijao-caupi cultivados em solos de do Zona da Mata de
Pernambuco, estabelecidos pelo método de Tocher, com base na matriz de dissimilaridade das
caracteristicas morfoldgicas e fisiologicas.

GRUPO

ISOLADOS

ZMI1 VSA8 VSAT ZMI16 ZMI5 ZMI8 ZMI7 ZMI14 VSA3 ZMI2

ZMI14 ZMI115 VSAL ZMI11 ZMI9 ZMI110

A

B

C ZMI12 VSA4

D VSA2 VSA5 VSA6
E ZMI3

E ZMI13
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A andlise pelo método hierarquico UPGMA (Unweighted Pair-Group Method with
arithmetic mean) através da construcéo de dendrograma (Figura 5, 6 e 7) de cada mesorregiao
demonstrou que no Agreste e na Zona da Mata a quantidade de perfis filogenéticos é igual ao
total de diversidade genética inicial. No Agreste observou-se ainda um aumento no nimero
de grupos monofiléticos em compara¢do com o método de Tocher.

Comparando-se os métodos de Tocher e 0 UPGMA observou-se que ambos séo
eficientes na diferenciacdo da diversidade genética entre os isolados presentes dentro de
nodulos de feijdo-caupi coletados das trés mesorregiGes Pernambucanas. A partir desses
métodos foi observado pouca varia¢do na quantidade de grupos formados, onde o Tocher foi
mais restritivo no Sertdo Pernambucano, permitindo uma melhor distin¢cdo dos isolados e
semelhante ao UPGMA nas mesorregides do Agreste e Zona da Mata. As arvores filogenéticas
mostraram uma diversidade genética entre os isolados de nédulos nativos presentes nas trés

mesorregides, evidentes pelos diferentes grupos e subgrupos.
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Figura 5. Dendrograma obtido pelo agrupamento hierdrquico realizado pelo algoritmo UPGMA a partir da matriz de dissimilaridade genética usando caracterizagdo
morfofisioldgica e bioquimica de 37 isolados bacterianos associados ao Feijdo-caupi cultivado em solos de quatro localidades (Moxéto de Ibimirim, Belém de S&o Francisco
(Sertdo de Itaparica), Central de Salgueiro, Araripe Araripina) da mesorregido do sertdo Pernambucano. O coeficiente de Simple Matching foi utilizado para a construcdo da
matriz de dissimilaridade com bootstrap de 1000 repeticdes. O estabelecimento dos grupos foi obtido considerando o nivel de dissimilaridade de 69%.
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Figura 6. Dendrograma obtido pelo agrupamento hierdrquico realizado pelo algoritmo UPGMA a partir da matriz de dissimilaridade genética usando caracterizacdo
morfofisioldgica e bioquimica de 42 isolados bacterianos associados ao Feijdo-caupi cultivado em solos de trés localidades Lajedo, Surubim e Caruaru) da mesorregido do
Agreste Pernambucano. O coeficiente de Simple Matching foi utilizado para a construcdo da matriz de dissimilaridade com bootstrap de 1000 repeti¢Bes. O estabelecimento
dos grupos foi obtido considerando o nivel de dissimilaridade de 67%.
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Figura 7. Dendrograma obtido pelo agrupamento hierdrquico realizado pelo algoritmo UPGMA a partir da matriz de dissimilaridade genética usando caracterizagdo
morfofisioldgica e bioquimica de 23 isolados bacterianos associados ao Feijao-caupi cultivado em solos de duas localidades ( Zona da Mata de Itapirema e Vitoria de Santo
Antdo) da mesorregido da Zona da Mata Pernambucana. O coeficiente de Simple Matching foi utilizado para a construcdo da matriz de dissimilaridade com bootstrap de 1000
repeticdes. O estabelecimento dos grupos foi obtido considerando o nivel de dissimilaridade de 61%.



62

4.3.4 Caracterizacdo molecular

O sequenciamento parcial do gene 16S rRNA dos 42 isolados selecionados a partir
dos resultados bioquimicos resultou em 650 a 700 pb por amostra. Os isolados com nimero
de sequéncias inferiores a 650 pb ndo foram incluidos para a construcdo da arvore
filogenética. Todos os isolados em estudo, exibiram identidade acima de 99%, mostrando
uma qualidade das amostras analisadas. Neste estudo foi observada a presenga de nove
géneros bacterianos, distribuidos em trés classes alfaproteobacterias, betaproteobacterias e
gamaproteobacterias, sendo o género Enterobacter com maior nimero de representantes
(50%), sequido de Pseudomonas (19%), Pantoea (9,5%), Bacillus (4,8%), Brevibacillus
(4,8%), Skermanella (2,4%), Brucella (2,4%) e Priestia ( 4,8%) e Rhizobium (2,4%)
(Tabela 5).

Tabela 5: ldentidade dos isolados nédulos de feijdo-caupi, com base na sequéncia parcial
do gene 16S rRNA realizada pelo programa Blastn no GenBank.

Isolado  Alinhamento mais N° Acesso (Cepa de identidade
significativo pelo NCBI, Referénciado GenBank) (%)

Genbank

BSF01 Enterobacter sp. NR_148649.1 99,23
BSF 02  Enterobacter sp. NR_148649.1 99,11
BSF 03  Enterobacter sp. NR_148649.1 99,26
BSF 04  Enterobacter sp. NR_117679.1 99,71
SMI01 Enterobacter sp. NR_146667.2 99,39
SMI102  Pseudomonas sp. NR_181729.1 99,85
SMI 03  Enterobacter sp. NR_118011.1 99,85
SMI104  Enterobacter sp. NR_118011.1 99,85
SMI 05  Priestia megaterium NR_116873.1 99,86
SAA 01 Pseudomonas sp. NR_156986.1 100,00
SAA 02 Rhizobium sp. NR_102511.1 100,00
SAA 03 Bacillus sp. NR_117946.1 99,71
SCS 01 Brevibacillus agri NR_113767.1 99,70
SCS 02 Enterobacter sp. NR_148649.1 99,55
SCS03  Pseudomonas sp. NR_116904.1 99,35
SCS 04  Skermanella aerolata NR_043929.1 99,55
SCS 05  Pseudomonas sp. NR_116904.1 99,12
AS 01 Enterobacter sp. NR_102794.2 99,70
AS 02 Enterobacter sp. NR_148649.1 99,70
AS 03 Enterobacter sp. NR_118011.1 99,71
AS 04 Pantoea dispersa NR_116797.1 99,41
AL 01 Enterobacter sp. NR_148649.1 99,70
AL 02 Enterobacter sp. NR_118011.1 99,71
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AL 03 Enterobacter sp. NR_118011.1 99,71
AL 04 Pseudomonas sp. NR_156986.1 100,00
AL 05 Enterobacter sp. NR_118011.1 99,70
AL 06 Enterobacter sp. NR_117679.1 99,85
AL 07 Enterobacter sp. NR_118011.1 99,85
ACO01 Enterobacter sp. NR_146667.2 99,28
AC 02 Pantoea dipersa NR_116797.1 99,42
AC 03 Pseudomonas sp. NR_156986.1 100,00
AC 04 Pseudomonas sp. NR_156986.1 96,30
AC 05 Priestia megaterium NR_116873.1 100,00
ZMI101  Bacillus subtilis NR_102783.2 99,86
ZMI102  Pseudomonas sp. NR_156986.1 100,00
ZMI1 03  Enterobacter sp. NR_028993.1 99,70
ZMI1 04  Pantoea dispersa NR_116797.1 99,55
ZMI05 Pantoea dispersa NR_116797.1 99,40
VSA 01 Enterobacter sp. NR_146667.2 99,10
VSA 02 Brucella intermedia NR_113812.1 99,85
VSA 03 Brevibacillus agri NR_113767.1 99,71
VSA 04 Enterobacter sp. NR_118011.1 99,41

A éarvore filogenética construida com as sequéncias do gene 16S rRNA apresentou

uma boa definicéo, dividindo-se em nove grupos principais (Figura 8). O primeiro grupo
G1 pertence ao género Enterobacter e reline 0 maior numero de representantes num total
de 21 isolados (VSA 04, VSA 01, ZMI 03, AC 01, AL 07, AL 06, AL 05, AL 03, AL 02
AL 01, AS 03, AS 02, AS 01, SCS 02, SMI 04, SMI 03, SMI 01, BSF 01, BSF 02, BSF
04) que estdo associados com maior identidade com as estirpes de Enterobacter sp. O grupo
G2, representado por bactérias do género Pantoea, apresentou quatro representantes (AS
04, AC 02, ZMI 04 e ZM1 05) com identidade de 99%, onde a percentagem de ligamento
deu-se agrupando-se com Pantoea dispersa NR_116797.1.

O grupo G3, contendo os isolados que tiveram agrupamento com as bactérias do
género Pseudomonas, apresenta-se dividido em quatro subgrupos (Figura 8). O primeiro
dele representado pelos isolados SCS 03 e SCS 05 constituiu uma associagdo com
Pseudomonas taiweanensis NR_116172.1. O segundo e o quarto subgrupos representados
respectivamente por SMI 02 e AC 04 sdo considerados ramos monofiléticos, onde o
segundo agrupa-se com  Pseudomonas moraviensis NR_043314.1, P. glycinis
NR_181729.1 e P.koreensis NR_025228.1 e o quarto com P.mucidolens NR_114225.1. O
terceiro subgrupo representado pelos isolados SAA 01, AL 04, AC 03 e ZMI 02 se
associaram com a espécie P. lactis NR_156986.1 com identidade de 100%.
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O grupo G4, G5, G6 e G9 formaram ramos monofiléticos, onde o G4 (SCS 04) teve
agrupamento com bactérias do género Skermanella, com identidade de 99% com a espécie
S. aerolata NR_043929.1, o grupo G5 (SAA 02) com agrupamento de 100% com
Rhizobium sp NR_102511.1. O grupo G6 (VSA 02) agrupou-se com Brucella intermedia
NR_113812.1 e 0 G9 com bactérias do género Bacillus, onde neste ZMI 01 teve uma
identidade de 99% com a espécie B. subtilis NR_102783.2 e SAA 03 teve ligagdo com a
espécie B. amyloliquefaciens NR_117946.1. Os grupos G7 e G8, possuem dois
representantes cada um, onde o G7 (VSA 03, SCS 01) estdo agrupados com Brevibacillus
agri NR_113767.1 e 0 G8 (AC 05, SMI 05) associados ao género Priestia, sendo a espécie
P. megaterium NR_116873.1 e P. aryabhattai NR_115953.1 com maior identidade entre

os dois isolados deste grupo.
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Figura 8. Arvore filogenética (gene rRNA 16S) dos isolados + linhagens de referéncia relacionadas
(GenBank — obtidas pelo BLASTN), utilizando o método Neighbor-Joining. A porcentagem de arvores em
gue os taxons associados se agruparam (analises Bootstrap com 1000 repeti¢des) € mostrada nos ramos.

Dentre as trés classes taxondmicas: Alfaproteobacteria, Gammaproteobacteria e
Bacilli observadas entre os isolados verificou-se uma maior associacdo destes com
bactérias dos géneros Enterobacter, Pantoea e Pseudomonas que pertencem a classe

Gammaproteobacteria.

4.3.5 Autenticacao dos isolados para comprovar a habilidade de nodulagdo

A autenticacdo dos isolados foi baseada na presenca de pelo menos um nédulo nas
raizes das plantas de feijdo-caupi. Ela que tem por objetivo comprovar os resultados obtidos
a partir da analise molecular demonstrou uma diferenca dos resultados moleculares em
relacdo ao experimento de autenticacdo. Foi observado que entre os isolados avaliados,
VSA 01, VSA 03, ZMI 05, BSF 01, SAA 03, SMI 04, SCS 01, AS 03 foram capazes de
nodular a planta hospedeira. Os demais isolados foram estabelecidos como endoéfitos néo
rizobianos. No grupo controle TA néo foi observado nodulos nas plantas, dando indicio de
boa conducgéo do experimento.

5.3 DISCUSSAO

Em relacdo as propriedades fisicas-quimicas a maior correlacdo das comunidades
bacterianas nos solos de Mata com o Carbono organico se deve a alta fertilidade do
Argissolo (JESUS et al., 2019) que contribui com o aumento de nutrientes para 0s
microrganismos (PERREIRA et al., 2018). A presenca elevada do aluminio Al*3 e o baixo
pH como observado em SAA, ocasionam menor quantidade de nutrientes disponiveis, tais
como P, N e K, interferindo na comunidade bacteriana (MENDES et al., 2015) e inibindo
o crescimento da raiz (RYAN e DELHAIZE, 2017).

5.3.1 Caracteristicas morfoldgicas e fisiologicas

As propriedades fisico-quimicas do solo, a localizacdo geogréfica e o tipo de
leguminosa moldam as caracteristicas fenotipicas dos microrganismos a ela associados
determinando sua diversidade e distribuicdo (MOHAMMED et al., 2018, KOSKEY et al.,

2018). A influéncia das caracteristicas do solo na diversidade de bactérias ja foi observada
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para rizobios endofitos e nao rizébios de feijao-caupi na regido semiarida brasileira (SENA
et al., 2020).

Medeiros et al., (2009) ao avaliarem os isolados de nddulos de feijdo-caupi em solos
do estado do Rio Grande do Norte, verificaram coldnias de coloracdo creme, borda inteira,
circular e translicida. Os resultados das analises dos isolados das trés mesorregifes
Pernambucanas analisadas evidenciam a diversidade morfoldgica entre as bactérias
presentes em nodulos do feijdo-caupi entre as regibes avaliadas, diversidade esta, também
podendo ser explicada pelas caracteristicas diferentes dos solos de origem (MANET et al.,
2016; RABIU, 2017).

Embora o feijdo-caupi seja geralmente nodulado por rizébios de crescimento lento
pertencente ao género Bradyrhizobium (ORMENO-ORRILLO e MARTINEZ- ROMERO,
2019), bactérias de crescimento rapido que tanto podem ser rizébios quanto endofiticas
também podem estar presentes nos nodulos dessa espécie (CHIDEBE et al., 2018,
KENASA et al., 2018), corroborando com o que foi observado neste trabalho. O
crescimento rapido de bactérias que nodulam leguminosas em regides aridas e semiaridas
como o Nordeste é uma estratégia de sobrevivéncia que permite que elas se multipliqguem
rapidamente num curto periodo de tempo (NYAGA e NJERU, 2020).

Em relacdo a produgdo de &cido e alcalis, a predominancia de isolados com reagao
acida nas trés mesorregides corrobora com as caracteristicas de bactérias de crescimento
rapido (SANKHLA et al., 2015). A producdo de muco é uma caracteristica importante no
processo de infec¢do inicial das raizes. Quanto maior a sua producdo, mais vantagem tera
essa bactéria na competicdo da infeccdo inicial das raizes, colonizacdo e formacdo dos
nddulos (SANTOS et al., 2011). A baixa producdo de muco observada entre os isolados
das mesorregides analisadas, principalmente Sertdo e Zona da Mata pode representar uma
desvantagem para essas bactérias infectarem as raizes, pois 0 muco atua na colonizacao e
formag&o de nodulos.

A producdo de muco é uma caracteristica importante no processo inicial de infeccao
das raizes onde, segundo Santos et al., (2011), isolados com capacidade de produzir muco
possuem vantagem competitiva na infecgdo inicial das raizes, colonizacao e formacgéo de
nodulos. Além disso, as bactérias ficam menos resistentes a microrganismos produtores de
antibidticos, pois é a producdo de muco que ocasiona a alteracdo da permeabilidade das
celulas (MEDEIROS et al., 2009).

Segundo Pervin et al., (2017), caracteristicas morfofisioldgicas geralmente estaveis

como forma, tamanho, consisténcia, tempo de crescimento, alteracdo de pH séo uteis na
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definicdo de estirpes. A similaridade de resultados quanto as caracteristicas
morfofisioldgicas encontradas nos maiores grupos verificados em cada mesorregido
analisada confirmam uma possivel semelhanca dos tipos de isolados encontrados em cada
regido. Além disso, confirma que as condicOes edafoclimaticas exercem influéncia no
processo de simbiose entre as bactérias e as leguminosas e quanto a sua capacidade de se
adaptar ao meio onde habitam (MOURA et al., 2020).

5.3.3 Caracteristicas bioquimicas

A baixa reatividade dos isolados em relacdo a maioria das enzimas avaliadas
demonstram que os isolados nativos de cada uma dessas mesorregides podem exibir
dificuldade na promocéo do crescimento vegetal através desses processos bioquimicos. Em
relacdo a urease, a sua baixa producdo é um indicativo que a quantidade disponivel de
nitrogénio para os vegetais é pequena, havendo a necessidade da utilizagdo dos consorcios
com outras bactérias fixadoras de N2 como requisito para a sobrevivéncia (CHIBEBA et
al., 2020).

A baixa producdo de amilase, protease e lipase, que sdo enzimas que atuam
indiretamente no crescimento vegetal a partir da supressdo de patégenos (REDDY, 2013),
demonstram que o feijdo-caupi, cultivado nestas regides, podera estar mais suscetivel a
acao de fitopatdgenos, comprometendo assim sua produtividade. As condi¢des do solo
podem ter influenciado nos resultados desse trabalho. Além disso, como protease e amilase
junto com urease e gelatinase participam da formacao dos nédulos e consequente processo
de fixacdo bioldgica de nitrogénio (KUMARI et al., 2010), esses processos podem ser
comprometidos.

Assim como a maioria das outras enzimas avaliadas a baixa producdo de celulase
observada nas trés mesorregides pernambucanas também interfere na promocdo do
crescimento vegetal, uma vez que ela participa ativamente do processo simbiético entre
bactérias e leguminosas. A celulase atua na infecgdo bacteriana nas raizes e na liberacéo
das bactérias dentro do nddulo do hospedeiro (MARTINEZ-HIDALGO e HIRSCH, 2017).
Os rizébios noduladores por exemplo séo capazes de produzir celulase em algum momento
da sua atividade metabodlica (NUNES et al., 2018).

Uma forma de fazer a diferenciacdo dos microrganismos é através da hidrolise da
gelatinase onde ela pode ser utilizada para determinar a patogenicidade a partir da sua

capacidade de quebrar o colageno e se espalhar pelo organismo hospedeiro (PILLAY et
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al., 2018). As espécies reativas de oxigénio sdo um metabdlito vegetal produzido sob
condigdes de crescimento normal e de estresse bidtico e abidtico. Enzimas como a catalase
estdo envolvidas no metabolismo de ROS e no processo de defesa das células vegetais. A
expressao da catalase é induzida por estimulos de estresse ambiental e patogenos (SINGH
etal., 2021).

O fosforo é o segundo macronutriente mais limitante necessario para o crescimento
vegetal depois do nitrogénio, onde existe uma demanda relativamente alta de fosforo nos
nodulos de leguminosas fixadoras de N2. A disponibilidade de fdsforo controla o
crescimento e desenvolvimento de todas as culturas (WYNGAARD et al.,2016). Bacteérias
solubilizadoras de fosfato convertem o fosforo insoltvel que esté indisponivel para a planta
em soltvel (ZAIDI et al., 2017). A solubilizacéo do fosfato de calcio tem sido considerada
uma caracteristica importante que as bactérias apresentam para promover o crescimento da
planta, uma vez que sob baixa disponibilidade de P, os nédulos diminuiriam em grande
parte a utilizagdo do nitrogénio atmosférico (SANCHEZ-CRUZ et al., 2019; LIU et al.,
2018).

Como as condi¢bes adversas da regido semiarida podem inibir a sobrevivéncia das
bactérias nesses solos, devido a temperaturas altas, baixa umidade do solo e baixo teor de
matéria organica, a producdo de catalase, gelatinase e solubilizacdo de fosfato representam
caracteristicas ecoldgicas vantajosas de sobrevivéncia para as bactérias em solos com baixo
teor de carbono e fosforo (CHIBEBA et al., 2020).

A auxina é o principal hormbénio produzido nas plantas, onde ela controla
muitos processos fisioldgicos importantes, incluindo aumento e divisdo celular,
diferenciacdo de tecidos, respostas a luz ( JI et al., 2014), melhora 0 nimero de raizes
adventicias, o que resulta em aumento da absorcdo de nutrientes (BABAR et al., 2021) e
agua, estimulando assim o seu crescimento ( KUMARI et al., 2018). A producdo de AIA
(&cido indol 3-acético) é uma ferramenta eficaz na selecdo de microrganismos benéficos
na promocao de crescimento das plantas (WAHYUDI et al., 2011).

A diferenca entre a quantidade de testes positivos observados entre os isolados das
trés mesorregides analisadas pode ser um parametro a ser empregado na selecdo de estirpes
bacterianas eficientes no processo de nodulacdo e promocdo de crescimento do feijao-
caupi. Além disso, esses isolados podem ser utilizados como potenciais inoculantes nas
praticas agricolas, uma vez que atuam como biofertilizantes e estimuladores da tolerancia
as condigdes de estresse (GLICK, 2012).


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/solubilization
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De um modo geral as analises morfologicas, fisioldgicas e bioquimicas é um passo
inicial para a identificacdo da similaridade entre os grupos de bactérias estudadas nas trés
mesorregifes Pernambucanas e a diversidade de isolados. A partir das analises dos testes
de agrupamento pelo método de Tocher e UPGMA observou-se que os isolados da regido
do Agreste exibiram um maior numero de grupos monofiléticos em relacdo as demais
regides analisadas o que representa uma maior diversidade genética.

A diminuigdo da diversidade genética verificada na mesorregido do Sertéo é devido
a presenca de duplicadas e triplicatas indicando que determinados isolados possuem
caracteristicas semelhantes. Além disso permitem uma melhor compreensao do papel que
eles exercem na promocdo de crescimento das plantas (CORDEIRO et al., 2016;
OLIVEIRA et al., 2018).

5.3.4 Caracterizacdo molecular

As andlises moleculares baseadas em baseadas no sequenciamento parcial do 16S
rRNA amplificados mostraram uma variacdo genética altamente significativa de isolados
ndo rizobianos nas trés mesorregides Pernambucanas em relacdo aos rizobios. A auséncia
do género Bradyrhizobium em nodulos de feijao-caupi, considerado o principal simbionte
dessa leguminosa, como observado neste trabalho, se deve ao fato de que cepas de
Bradyrhizobium sofrem influéncia das condi¢bes climaticas em regides aridas e semi-
aridas podendo ocasionar a diminuicdo da sua abundancia e diversidade (SENA et al.,
2020; MUINDI et al., 2021).

Bactérias do género Rhizobium sdo encontradas em nodulos do feijdo-caupi (
ROCHA et al., 2020; MUINDI et al., 2021; AMORIM et.al., 2022) assim como foi
observada neste trabalho. Essas bactérias estimulam o crescimento vegetal através da
supressdo de doencas através da producdo de sider6foros (KHAN et al.,2018), producao
de fitormonios (VELAZQUEZ et al., 2017), fixagcdo de nitrogénio (ANDREWS E
ANDREWS, 2017), tolerancia aos estresses abioticos (RAMIREZ et al., 2020; ODORI et
al., 2020) e solubilizagdo de fosfato (RODRIGUES et al., 2018; FLORES-FELIX et al.,
2020).

Fato interessante observado neste estudo, é que dentre 0s oito géneros encontrados,
Enterobacer, Pantoea, Pseudomonas, Skermanella, Brucella, Brevibacillus, Priestia e
Bacillus, distribuidos entre as classes Alphaproteobacerias, Gamaproteobacterias e Bacillis

nenhum deles até o momento sdo descritos como noduladores de feijao-caupi (COSTA et
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al., 2013; MUINDI et al., 2021). Todos esses géneros sdo considerados endofiticos nao
noduladores, podendo ter capacidade promotoras de crescimento (COSTA et al., 2016;
NAVEED et al., 2014; LEITE et al., 2017).

Estudos demonstram que as bactérias ndo rizobianas sdo altamente diversas e
abundantes nos nodulos das culturas de leguminosas (MARTINEZ-HIDALGO E
HIRSCH, 2017, NOORI et al., 2018; ROCHA et al., 2020). Mayhood e Mirza, (2021);
Sharaf et al., (2019) e Wigley et al., (2017) relataram abundancia de bactérias néo
rizobianas em nodulos radiculares na porcentagem de <0,1%, ~40% e <3%,
respectivamente. Os isolados do género Enterobacter, sdéo comumente achados em
nddulos de leguminosas, podendo estar coabitando com outras espécies bacterianas. Este
género ja foi encontrado em feijdo-comum (Phaseolus vulgaris) e outros feijées como
promotores de crescimento (KAWAKA et al., 2018; SHAMMER e PRASAD, 2017).
Espécies de Enterobacter ja foram relatadas como tendo capacidade de infeccdo e genes
de nodulacdo (DENG et al., 2020).

Pseudomonas, Bacillus, Enterobacter atuam na promocéo do crescimento vegetal
através a tolerdncia a estresses abidticos como seca e salinidade (COSTA et al., 2013;
ILYAS et al., 2020, SAGAR et al., 2020) producéo de sideréforos (COSTA et al., 2016;
VERMA et al., 2019 a; VERMA et al., 2019 b) e fitorhormonios (KHAN et al., 2016) e
solubilizacdo de fosfato de célcio (MAGIOGLIO et. al., 2022). Cepas de Bacillus foram
obtidas de nddulos radiculares de plantas de feijao-caupi cultivadas em solos do semiarido
brasileiro (COSTA et al., 2013 ) e cepas de Pseudomonas, Enterobacter e Bacillus foram
isoladas de nddulos de feijao-caupi (JARAMILLO et al., 2013; OLIVEIRA-LONGATTI
et al., 2014) na regido amazonica.

Da Silva et al., (2021) demonstrou que Pseudomonas atua no combate de agentes
patogénicos (Fusarium e Macrophomina) aumentando a germinacdo e emergéncia do
feijdo-caupi. Além disso, proporcionou ganhos no peso seco da parte aérea e da semente
de Vicia faba (SAIDI et al., 2013) e junto com Pantoea promoveu crescimento em
Tremoco (Lupinus luteus e Lupinus angustifolius) (FERCHICHI et al., 2019). Pantoea ja
foi encontrado em nodulos de amendoim onde atuaram no aumento da sua biomassa
(TAURIAN et al., 2010) e em nddulos de Alfafa proporcionando resisténcia a estresses
abioticos (NOORI et al., 2021). Priestia e Brucella foram encontrados em raiz de gréo de
bico atuando no combate de fitopatogenos (KANNA et al., 2022).

A presenca dessa variedade de bactérias endofiticas dentro dos nodulos de feijdo-

caupi confirmam os estudos de Zgadzaj et al., (2015) que utilizando Mesorhizobium loti
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inoculado em Lotus japonicus relataram que o processo de infeccdo gerado pelo simbionte,
direciona seletivamente as bactérias endofiticas até o nddulo primordial, onde, em caso de
compatibilidade, se multiplicam. Essa infecgdo pode ser considerada algo negativo do
ponto de vista econdbmico, uma vez que as bactérias endofiticas competem por espago nos
nodulos com as simbiontes, podendo diminuir a eficiéncia da fixacao de nitrogénio e afetar
negativamente o crescimento da planta (TERPOLILLI et al., 2012).

No entanto, h& poucas informacgdes sobre o papel dessas bactérias endofiticas nos
nodulos de leguminosas, sendo que podem ser importantes ecoldgica e evolutivamente,
especialmente quando presentes em plantas pioneiras localizadas em solos pobres quanto
a presenca de bactérias fixadoras de nitrogénio (ZGADZAJ et al., 2015). Além disso,
mesmo que estas bactérias ndo fixem nitrogénio, mas uma vez possuam outras
caracteristicas que as classifiguem como Rizobactérias promotoras de crescimento vegetal
(RPCPs), elas podem trazer diversos beneficios & hospedeira. E o caso, por exemplo, dos
géneros Enterobacter, Bacillus (SHAMEER e PRASAD, 2017) e Pseudomonas
(SHAILENDRA SINGH, 2015; ROYCHOWDHURY et al., 2019; FAN e SMITH, 2021).

Diante do observado nesse trabalho verifica-se que o estudo dos isolados deve ser
realizado por mais de um método, visto que alguns taxons dominantes ndo podem ser
estudados por uma abordagem tradicional (CHIDEBE et al., 2018). A taxonomia polifasica
deve ser aplicada a estes microrganismos permitindo a melhor compreenséo das mudancas
dindmicas durante o processo de isolamento em planta, diferenciar os locais de coleta, visto
gue novos genes poderiam ajudar na conclusdo de uma filogenia molecular segura (COSTA
etal., 2018, DA COSTA et al., 2017).

5.3.5 Autenticacdo de isolados do feijdo-caupi

A diferenca entre os resultados moleculares e a autenticacdo dos isolados
demonstram que estes podem ter sido submetidos a estresse abidtico tais como temperatura,
que tem grande efeito sobre o crescimento dos rizobios (SINGH et al., 2013; PINHEIRO
et al., 2014; TENA et al., 2017) e com isso favoreceu o crescimento de bactérias ndo
rizobias que sdo mais tolerantes a altas temperatura de incubacdo (BODHANKAR et al.,
2017; VO et al., 2021)

Além disso, como as bactérias isoladas eram predominantemente de crescimento
rapido e acidificantes, caracteristicas estas que estdo presentes em bactérias endofiticas,
estas podem ter crescido mais rapido que os rizobios durante o processo de isolamento (LI

et al., 2008). Vale destacar ainda que as bactérias ndo rizdbias podem ter gerado
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antibidticos que inibiram o crescimento de rizobios durante o isolamento (ETESAMI,
2022). A presenca de isolados endofitos nos nddulos comprova a compatibilidade dessas
bactérias com a planta hospedeira e que cada um ocupa um nicho ecologico diferente no
nodulo radicular coexistindo com os rizobios (DE MEYER et al., 2015; MUINDI et al.,
2021).

6. CONCLUSAO

As analises morfofisioldgicas e bioquimicas foram eficientes na diferenciagdo dos
isolados presentes em nddulos do feijdo-caupi encontrados em solos das mesorregiées do
Sertdo, Agreste e Zona da Mata de Pernambuco.

Os isolados SMI 02, SMI 09, BSF 05, SAA 04 e SAA 05 no sertdo, AL 02, AC 02,
AC 05, AC 09, AS 02 e AS 10 no Agreste, ZMI 02, ZM1 09, ZMI 10, ZMI 11, VSA Ol e
VSA 04 na Zona da Mata possuem o maior numero de caracteres bioquimicos que 0s
classificam como promotores de crescimento em feijdo-caupi.

Nodulos de feijdo-caupi sdo colonizados por bactéria dos géneros Enterobacer,
Pantoea, Bacilus, Pseudomonas, Skermanella, Brucella, Rhizobium, Brevibacillus e
Priestia que caracterizam-se como potenciais promotores de crescimento.

As bactérias ndo noduladoras que foram efetuadas caracterizacdo taxonémica € um
recurso de acdo sinérgica com o0s rizébios para 0 aumento de novos inoculantes
microbianos mais eficientes para a cultura do feijdo-caupi.

Os solos da mesorregido do Agreste possuem maior riqueza e diversidade de isolados

em relacdo aos das mesorregides do Sertdo e Zona da Mata.
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8. Capitulo Il - Comunidade bacteriana nos nodulos de feijao-caupi cultivados

em solos de Pernambuco.

RESUMO
A nodulagdo resulta de uma associacdo hospedeiro-especifica entre rizobios e leguminosas.

No entanto, tem sido observada uma comunidade bacteriana rica e diversa no interior dos
nodulos. Este estudo avaliou a comunidade bacteriana em nodulos de feijao-caupi
cultivados em locais com propriedades de solo distintas para levantar a hipotese de que
essas diferencas poderiam influenciar a comunidade bacteriana dentro dos nédulos.
Amostras de solo e nodulos de feijdo-caupi foram coletadas em seis localidades do
Nordeste do Brasil. Houve uma estrutura e composi¢do da comunidade bacteriana diferente
comparando solo volumoso e nédulos, com menor diversidade no ultimo. No entanto, as
comunidades bacterianas dentro dos nédulos ndo foram diferentes comparando todos os
locais. As comunidades bacterianas encontradas no interior dos nédulos pertenciam a
Proteobacteria (Bradyrhizobium e Rhizobium com 97% e 2,63%, respectivamente),
Actinobacteria (Conexibacter e Amycolatopsis com 0,047% e 0,015%, respectivamente) e
Firmicutes (Bacillus e Salipaludibacillus com 0,042% e 0,040 %, respectivamente). Nossa
analise também mostrou que bulk solo e nédulos apresentaram 99,3% e 0,03% de OTUs
exclusivas, respectivamente, enquanto esses pools compartilharam 0,4% dos grupos
bacterianos. Esses resultados indicam que o caupi selecionou um grupo bacteriano

especifico que coloniza os nodulos e ndo é influenciado pelas propriedades do solo.

Palavras-chave: Sequenciamento de 16S rRNA; Simbiose; Interacdes planta-micrébio;

Ecologia microbiana.
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Chapter 11 - Bacterial community in cowpea nodules cultivated in Pernambuco soils.

ABSTRACT

Nodulation results of a host-specific association between rhizobia and leguminous plants.
However, it has been observed a rich and diverse bacterial community inside nodules. This
study assessed the bacterial community in nodule of cowpea grown in sites with distinct
soil properties to address the hypothesis that these differences could influence the bacterial
community inside the nodules. Soil samples and nodules of cowpea were collected in six
different sites from Northeastern, Brazil. There was a different bacterial community
structure and composition comparing bulk soil and nodules, with lower diversity in the last.
However, the bacterial communities inside the nodules were not different comparing all
sites. The bacterial communities found inside the nodules belonged to Proteobacteria
(Bradyrhizobium and Rhizobium with 97% and 2.63%, respectively), Actinobacteria
(Conexibacter and Amycolatopsis with 0.047% and 0.015%, respectively), and Firmicutes
(Bacillus and Salipaludibacillus with 0.042% and 0.040%, respectively). Our analysis also
showed that bulk soil and nodules presented 99.3% and 0.03% of exclusive OTUs,
respectively, while these pools shared 0.4% of the bacterial groups. These results indicate
that cowpea selected a specific bacterial group that colonizes the nodules, and it is not

influenced by soil properties.

Keywords: 16S rRNA sequencing Symbiosis Plant-microbe interactions Microbial

ecology
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8.1 INTRODUCAO

A nodulacdo € um processo especifico de leguminosas com bactérias,
genericamente conhecidas como rizobios e envolve a formacdo de um Orgdo especial
chamado nddulo nas raizes das plantas (LU et al., 2020; STACEY, 2007 ). Assim, a
formacédo de nodulos radiculares pode indicar o estabelecimento de simbiose, porém, sua
eficacia (interacdo mutualistica) é indicada pelo tamanho do nddulo e pela coloracéo
avermelhada no interior do 6rgéo, caso contrario, trata-se de um nodulo néo fixador, sendo
uma infec¢do parasitaria. Quando efetiva, a simbiose entre leguminosas e rizobios realiza
o processo de fixacdo bioldgica de N, (FBN). E importante, pois a FBN é reconhecida
como o segundo processo biolégico mais importante na natureza, contribuindo para o N
disponivel para as plantas e diminuindo a dependéncia de fertilizantes nitrogenados
(WAGNER, 2011 ). Por exemplo, a simbiose entre soja e Bradyrhizobium contribui, por
meio da FBN, com o total de N exigido por essa cultura no campo ( BARBOSA et al.,
2021).

Embora a nodulacéo seja reconhecida como um processo especifico do hospedeiro,
ou seja, um reconhecimento proximo e especifico entre bactérias especificas e a planta
hospedeira, estudos anteriores recentes relataram que os nodulos radiculares apresentam
uma comunidade bacteriana rica e diversificada ( SHARAF et al., 2019 ; ROCHA et al.,
2020 ; PANG et al., 2021 ). De fato, Sharaf et al., (2019) encontraram em nddulos de soja
diferentes géneros bacterianos além de Bradyrhizobium,
como Pseudomonas e Enterobacter. A presenca de outras bactérias dentro dos nédulos
pode ser interessante, uma vez que essas bactérias sdo geralmente promotoras de
crescimento de plantas e podem ajudar as plantas contra estresses abidticos ( ROCHA et
al., 2020 ; CHOUHAN et al., 2021).

Em feijdo- caupi ( Vigna unguiculata L.), um tipo especial de leguminosa utilizada
como fonte de proteina, a FBN pode contribuir com 50-90% de sua necessidade de N
( NAAB et al., 2009 ). Para realizar BNF em feijao-caupi, o principal género bacteriano
encontrado nos noédulos é Bradyrhizobium (STACEY, 2007 ). No entanto, estudos
anteriores  relataram  outros fixadores de N2nodulando o feijo-caupi,
como Rhizobium e Enterobacter (ZHANG et al., 2007 ; LEITE et al., 2017 ). Embora o
feijdo-fradinho possa hospedar alguns simbiontes distintos, outros grupos bacterianos,
principalmente promotores de crescimento de plantas, podem ser encontrados no interior
dos nddulos. Por exemplo, feijdo-caupi cultivado em solo contaminado com cromo
mostrou uma comunidade bacteriana distinta dentro dos nddulos com alta abundancia
de Bradyrhizobium mas também Microbacterium,
Chitinophagales, Acetobacteraceae e Bacillus (ROCHA et al., 2020 ).
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Por outro lado, este estudo realizado por Rocha et al., (2020) avaliaram a
comunidade bacteriana em nodulos de feijao-caupi cultivado em solo contaminado por
metais. Assim, ainda ndo esta clara a composi¢ao da comunidade bacteriana em nodulos
de feijdo-caupi cultivado em solos ndo contaminados e em locais onde esta cultura é
normalmente cultivada. Por outro lado, mesmo em solos ndo contaminados,
as propriedades do solo , como pH e teor de C orgénico, podem influenciar a comunidade
bacteriana nos nodulos, uma vez que esses mesmos fatores alteram as comunidades
microbianas do solo onde o feijdo-caupi foi cultivado ( LOPES et al., 2021 ). Por
exemplo, Lopes et al., (2021) avaliaram a composi¢do e estrutura da comunidade
bacteriana ao longo de trés regides distintas no Nordeste, Brasil e observaram diferentes
respostas da comunidade bacteriana as propriedades do solo, como pH do soloe C
organico.

Uma vez que as comunidades bacterianas que colonizam a rizosfera do feijao-caupi
foram reconhecidas como importantes para aumentar o desempenho da planta ( LOPES et
al., 2021 ), é necessario destrinchar a diversidade, composicéo e estrutura da comunidade
bacteriana dentro dos nédulos do feijao-caupi. Neste estudo, hipotetizamos que solos com
diferentes caracteristicas quimicas teriam uma influéncia distinta na formacdo da
comunidade bacteriana dentro de nodulos de feijdo-caupi. Para abordar essa hipdétese,
usamos 0 sequenciamento do gene 16S rRNA de alto rendimento para avaliar a
comunidade bacteriana dentro de nédulos de feijao-caupi cultivado em solos de seis locais
diferentes em trés regides encontradas no Nordeste do Brasil.

8.2 MATERIAIS E METODOS

8.1.1 Condic6es do estudo

O estudo foi conduzido em casa de vegetagdo do Departamento de Engenharia
Agricola e Solos (DEAS) da Universidade Federal do Piaui. Seis localidades, com
diferentes condi¢des de solo, pertencentes a trés regides ecofisiograficas (Agreste, Sertdo
e Zona da Mata) do estado de Pernambuco foram selecionadas: Surubim (AS; 07°49'59"S
e 35°45'17"W); Lajedo (AL; 08°39'49"S e 36°19'12"W); Belém do Sao Francisco (BSF;
08°45'14"S e 38°57'57"W); Araripina (SAA; 07°34'34"S ¢ 40° 30 29'54"W); Vitoria de
Santo Antdo (VSA; 08°06'50"S e 35°1729"W); Itapirema (ZMI; 07°33'38"S e
35°17"29"W) (Zona da Mata) (Figura 1).
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Figura 1. Localizacao geografica das dos locais utilizados para coleta dos solos. O mapa foi criado usando

QGIS software version 3.12.1 (https://gQis.0sgeo.org).

8.1.2 Coleta do solo e captura dos nédulos

Em cada localidade foram coletados 15 kg de solos a uma profundidade 0-20cm em
marco de 2019. Parte das amostras dos solos foram homogeneizadas e submetidas a
analises quimicas e fisicas realizadas no Laboratorio de Fertilidade do Solo do Instituto
Agronémico de Pernambuco — IPA. O restante das amostras foi armazenado em sacos
plasticos selados e conduzidas ao Laboratorio de Solos do DEAS/UFPI.  ApGs serem
peneiradas as amostras foram distribuidas em vasos com capacidade de 2kg, onde foi
cultivado por vaso cinco sementes da cultivar de feijdo-caupi (IPA-206). Decorrido 15 dias
da germinacéo, realizou-se o desbaste, restando uma planta por vaso. Os vasos foram
irrigados diariamente com agua esterilizada para manter a umidade do solo em 70% da
capacidade de campo.

Os nodulos de feijdo-caupi foram coletados aos 35 dias apds a emergéncia (periodo
que corresponde a floracao da planta). As plantas foram cortadas para separar a parte aerea
das raizes. As raizes e o solo aderente a cada planta foram separados utilizando-se uma
peneira de malha de 1 mm. Posteriormente, as raizes foram lavadas com um jato suave de
agua da torneira para remover o solo. Dez nddulos por planta foram selecionados
aleatoriamente, lavados em agua corrente, pesados e colocados posteriormente em tubos

de eppendorf previamente esterilizados para posterior extracdo de DNA.


https://qgis.osgeo.org/
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Os nodulos foram imersos em 70% (v / v) de etanol (C2HsO) por 1 minuto e depois
deixados de molho em 6% (v / v) hipoclorito de sédio (NaOCI) por 3 minutos antes de
serem cuidadosamente enxaguados seis vezes em agua estéril. J& as raizes e a parte aérea
das plantas foram medidas, pesadas e em seguida armazenadas em sacos para serem secas
em estufa por trés dias. Ap0s a secagem foi realizada a pesagem da matéria seca das raizes

e da parte aérea de cada planta.

8.1.3 Extracéo e sequenciamento de DNA do solo e dos nodulos.

O DNA total dos nodulos (0,5 g) e do solo (0,5 g) foi extraido usando o kit de
isolamento PowerLyzer PowerSoil DNA (MoBIO Laboratories, Carlsbad, CA, EUA), de
acordo com as instrugdes do fabricante. A extracdo do DNA foi realizada em triplicata para
cada amostra. A qualidade e a concentracdo do DNA extraido foram determinadas usando
0 espectrofotdbmetro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, Waltham, EUA). A regido V4 do
gene 16S rRNA foi amplificada com primers especificos da regido (515F / 806R)
(CAPORASO et al., 2011). Cada reagao de PCR de 25 uL continha o seguinte: 12,25 uL
de agua livre de nuclease (Certified Nuclease-free, Promega, Madison, WI, EUA), 5,0 uL
de solucéo tampé&o 5x (MgCl2 2 mM), 0,75 pL de solugdo de ANTP (10 mM), 0,75 uL de
cada primer (515 YF 40 uM e 806 R 10 uM), 1,0 unidade de Platinum Taq polimerase
High Fidelity em uma concentragao de 0,5 uL (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) e 2,0 uL.
de modelo DNA. Além disso, uma reacdo de controle foi realizada adicionando agua em
vez de DNA. As condicdes para a reacdo de PCR foram as seguintes: 95 ° C por 3 min, 35
ciclosa 98 ° C por 20s,55° Cpor20se 72 ° C por 30 s, e uma extensdo final de 3 min
em72°C.

Apbs a indexacdo, os produtos de PCR foram limpos com Agencourt AMPure XP
- esferas de purificacdo de PCR (Beckman Coulter, Brea, CA, EUA), de acordo com 0
manual do fabricante, e quantificados com o kit de ensaio dSDNA BR (Invitrogen,
Carlsbad, CA, EUA) em um fluordometro Qubit 2.0 (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA). Uma
vez quantificadas, as concentragOes equimolares de cada biblioteca foram agrupadas em
um unico tubo. Apos a quantificacdo, a molaridade do pool foi determinada e diluida para
2 nM, desnaturada e, em seguida, diluida para uma concentracédo final de 8,0 pM com um
pico de PhiX de 20% (Illumina, San Diego, CA, EUA) para carregamento no sequenciador
[llumina MiSeq (Illumina, San Diego, CA, EUA).



93

8.1.4 Processamento dos dados

As leituras de extremidades emparelhadas do gene 16S rRNA foram inicialmente
mescladas usando PEAR (ZHANG et al., 2014). Em seguida, as sequéncias mescladas
foram processadas usando QIIME 2 versdo 2019.10 (BOLYEN et al., 2019). Em primeiro
lugar, as sequéncias foram demultiplexadas e o controle de qualidade foi realizado usando
DADAZ2 (CALLAHAN et al., 2016), usando o0 método de consenso para remover quaisquer
sequéncias quiméricas remanescentes e de baixa qualidade. Posteriormente, as amostras
foram rarefeitas para 49.200 sequéncias, seguindo o0 numero da amostra mais baixa, e
sequéncias de singletons, dupletons, cloroplasto e mitocondrias foram removidos de
analises posteriores. A afiliagdo taxondmica foi realizada com 97% de similaridade usando
0 banco de dados Silva v. 132 (QUAST et al., 2013), e a matriz gerada foi posteriormente
usada para analises estatisticas. As sequéncias do gene 16S rRNA foram depositadas no
banco de dados do NCBI Sequence Archive sob os nimeros de acesso PRINA646266 e
PRINA758404.

8.1.5 Analise dos dados

Os dados foram inicialmente checados quanto a distribuicdo normal pelo teste de
Shapiro-Wilk e homogeneidade da variancia pelo teste de Levene, que indicou distribuicdo
ndo normal. Assim, primeiro usamos a analise candnica (CA) para comparar a comunidade
bacteriana entre as amostras de solo e nddulos. Em seguida, executamos a andlise de
correspondéncia candnica (CCA) para o solo a granel e os nddulos separados, para avaliar
a correlacdo entre a estrutura da comunidade bacteriana com os parametros do solo e 0s
parametros da planta para o solo a granel e os dados dos nddulos, respectivamente. A
selecdo direta (FS) e o teste de permutagdo de Monte Carlo foram aplicados com 1.000
permutacOes aleatorias para verificar a significancia da correlacdo entre propriedades do
solo e parametros da planta com a comunidade bacteriana. O grafico CCA foi gerado
usando Canoco 4.5 (Biometrics, Wageningen, Holanda). Usamos PERMANOVA
(Anderson) para testar se nicho, regido e local abrigavam comunidades microbianas
significativamente diferentes. O indice filogenético de Faith foi calculado em QIIME2 e a
riqueza foi calculada com base na matriz taxondmica no nivel de OTU usando o software
PAST 4.01 (HAMMER et al., 2001). Em seguida, comparamos a composicdo das
comunidades bacterianas entre nichos e locais usando o software Statistical Analysis of
Metagenomic Profile (STAMP) (PARKS et al., 2014). Para isso, a tabela OTU no filo e
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nivel OTU gerada a partir de QIIME2 foi usada como entrada. Os valores de P foram
calculados usando um teste de Tukey-Kramer bilateral, e a correcéo foi feita usando a taxa
de descoberta falsa de Benjamini-Hochberg (BENJAMINI e HOCHBERG 1995).

8.2 RESULTADOS

As propriedades dos solos mostraram grande variabilidade entre as &reas (Tabela 1).
O solo de Surubim apresentou maiores valores para a maioria dos parametros quimicos
(pH, P, Ca*2, Mg*?, K*, SB, CTC, V) analisados. Por outro lado, os solos das areas de Zona
da Mata apresentaram maiores valores de C organico. As temperaturas observadas entre as

areas mostraram variacdo com elevacdo no Sertdo e reducdo no Agreste.

Tabela 1. Propriedades do solo nas localidades das mesorregides de Pernambuco ( Zona da Mata , Agreste e
Sertdo) analisadas.

Zona da Mata Sertéo Agreste
VSA ZMI BSF SAA AS AL
pH 6,4a 52D 6,6 a 45¢ 6,5a 6,5a
P (mg kg™ 25¢ 13d 36¢ 30e 175a 125 b
Ca?* (cmol. kg?) 26h 0,7d 24b 0,3d 45a 2,1hbc
Mg?* (cmol. kg?) 13b 0,4d 08¢ 0,4d 20a 09c
AR (cmolc kgt) 0b 01b Ob 0,5a 0b Ob
Na* (cmol. kg?) 0,11a 0,04d 0,17 a 0,02d 0,07c 0,04 cd
K* (cmol kg?) 0,28b 0,02¢c 0,19b 0,03¢c 140a 0,37b
SB (cmolc kgt) 43b 1,3d 3,7b 0,9d 7,7a 25¢c
CTC (cmolc kgh) 6,4b 3,5d 45¢ 45¢ 9,7a 45¢
V (%) 68 b 34c 8la 21d 80a 66 b
m (%) Oc 8,3b Oc 62,1a Oc Oc
COT (g kg?) 11la 75b 3.2¢ 48¢ 4c¢ 8,6b
Areia (%) 9a 89a 75b 80b 68 c 63 ¢
Silte (%) 2b 4b 15a 15b 16a 15a
Argila (%) 8d 7d 9cd 19a 15b 12 ¢
Temperatura (°C) 275b 27D 30a 3la 25¢ 25¢

Legenda: SB - soma das bases; CTC - capacidade de troca de catiénica; V (%) - saturagdo por bases; m (%)
- saturagdo por Al3+; COT - carbono orgéanico total; VSA - Vitéria de Santo Antdo; ZMI - Itapirema; AS -
Surubim; AL- Lajedo; BSF - Belém do Sdo Francisco; SAA - Araripina. Diferentes letras mindsculas
referem-se a diferencas significativas entre as areas. A comparacdo € baseada no teste one-way ANOVA

seguido do teste post-hoc de Tukey (p<0,05).
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A andlise de correspondéncia canonica (CCA) separou a comunidade bacteriana dos
nddulos em relacdo ao solo (PERMANOVA F = 34,23, p = 0,0001) e entre os nddulos
obtidos nas plantas cultivadas (PERMANOVA F = 3,282, p = 0,001) (Figura 2A). Quando
se comparou somente o solo, observou-se uma separacdo da comunidade entre as areas
(Figura 2B). Assim, as comunidades bacterianas nos solos da Zonada  Mata se
correlacionaram com o C organico, enquanto as outras areas se correlacionaram com o pH,
V, Ca, Mg, P, CTC e K. A excecdo deveu-se a comunidade bacteriana do solo de Araripina
que apresentou correlagdo com Al. Na comparacdo das comunidades bacterianas nos
nodulos, observou-se a separacéo entre as areas (Figura 2C).

A excecdo foi para os nddulos coletados do solo Itapirema e Lajedo que apresentam
comunidades bacterianas semelhantes. Os parametros vegetativos se correlacionaram com
as comunidades bacterianas dos nddulos da regido do Agreste e Vitoria de Santo Antdo na
zona da mata em relacdo a matéria seca da raiz e do nédulo, bem como da parte aérea. Ja
nas localidades do sertdo que foram analisadas o fator vegetativo que teve influéncia foi o

comprimento da raiz.
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Figura 2. Estrutura e diversidade da comunidade bacteriana no solo e nédulos ao longo de trés ecorregides
distintas sob cultivo de feijdo-caupi com base no gene 16S rRNA. (A) Analise candnica da estrutura da
comunidade bacteriana comparando solo e nédulos. (B) Analise de correspondéncia candnica dos padrfes da
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comunidade bacteriana e parametros quimicos do solo no solo a granel. (C) Analise de correspondéncia
candnica dos padrdes da comunidade bacteriana e parametros de desempenho da planta em nédulos de feijdo-
caupi. As setas nas analises CCA indicam a correlacdo entre os parametros ambientais / da planta e o perfil
microbiano. Os asteriscos indicam fatores significativos.

Ao avaliar a diversidade e a riqueza, observou-se que o solo apresentou maiores
valores significativos em comparacdo a comunidade bacteriana nos noédulos (Figura 3A,
B). Alem disso, observou-se que a diversidade e riqueza bacteriana variou entre o solo nao-

rizosférico, enquanto ndo houve diferencas entre as comunidades bacterianas nos nédulos.
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Figura 3. Diversidade filogenética (A) e riqueza da comunidade bacteriana em nivel de OTU (B). As barras
de erro representam o desvio padréo. Diferentes letras minusculas referem-se a diferencas significativas entre
cada site com base no teste HSD de Tukey (p <0,05).

A comunidade bacteriana do solo apresentou abundancia de varios filos, com
predominancia respectivamente de Actinobactérias, Proteobacterias, Acidobactérias e
Firmicutes (Figura 4A). Estes filos apresentaram abundancias variadas de acordo com as
areas amostradas. Por outro lado, a comunidade bacteriana nos nédulos mostrou uma
reducao geral no nimero de filos representados sendo dominada por Proteobacterias, com
alta e significativa abundancia de Bradyrhizobium (97%) e Rhizobium (2.6%) (Figura 4B).
De forma interessante, os nddulos apresentaram abundancia de outros grupos tais como,
Conexibacter, Bacillus, Salipaludibacillus e Klebsiella. A analise do diagrama de Venn
mostrou grupos exclusivos de bactérias no solo (99.3% da comunidade) e nddulos (0.03%
da comunidade), enquanto houve um compartilhamento de 0.4% de grupos bacterianos

entre ambos (Figura 4C).
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Figura 4. Composi¢do da comunidade bacteriana no solo e nédulos com base no gene 16S rRNA. (A)
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mais abundantes em nddulos. (C) Diagrama de Venn mostrando a proporcdo de OTUs exclusivos e
compartilhados entre o solo e os nédulos.

A partir da tabela de OTUs verificou-se que ha uma variacdo de abundancia de
géneros bacterianos dos nddulos dentro de uma regido e entre as regides avaliadas (Figura
5).
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Figura 5. Gréfico de dispersdo mostrando a abundancia diferencial de OTUs nos n6dulos. As comparacdes
sdo baseadas no teste t de Welch com correcéo de Benjamini-Hochberg (P <0,05).

A comparagdo entre regibes demonstrou uma maior abundancia da ordem
Oligoflexales e do género Bradyrhizobium. Oligoflexales é mais abundante em Belém de
Sdo Francisco (BSF) e o género Bradyrhizobium s&o mais abundantes em Zona da Mata de
Itapirema (ZMI), Agreste de Salgueiro (AS) e Agreste de Lajedo (AL). Dentre os
Bradyrhizobium encontrados nessas trés localidades destacam-se a OTU 2em ZMl e AL e
OTU 3 em AS. Vitoria de Santo Antdo (VSA) e Sertdo de Araripe Araripina (SAA) ndo
demonstraram possuir um género de maior abundancia em relacdo as demais localidades
comparadas. VSA também se caracterizou por ndo possuir representantes de

Bradyrhizobium.

8.3 DISCUSSAO

Os resultados obtidos pelo sequenciamento do gene 16SrRNA mostraram que,
comparando as regides avaliadas, o solo apresenta uma maior diversidade bacteriana, em
relacdo aos nddulos. Estes resultados sdo confirmados por outros estudos que
demonstraram que o solo possui uma comunidade bacteriana complexa influenciada pelos
fatores bioticos e abioticos, enquanto os nddulos sdo mais seletivos, sendo determinado
principalmente pela interacdo com as espécies de plantas (XIAO et al, 2017, CLUA et al.,
2018).

Os dados mostraram uma correlacdo positiva entre COT e a comunidade bacteriana
no solo da regido da zona da mata e isto aconteceu devido a alta fertilidade do Argissolo
(JESUS et al., 2019) o que contribui com nutrientes para os microrganismos (PERREIRA
et al., 2018). Por outro lado, a presenca elevada do aluminio Al*® e o baixo valor de pH
foram os fatores determinantes para separar a comunidade bacteriana nos nodulos das
plantas no solo do Sertao (Araripina) em comparag¢do com as demais regides. O Al é um
elemento téxico que atua inibindo o crescimento da raiz principalmente em solos &cidos
(RYAN e DELHAIZE, 2017), com isso a sua presenca em alta quantidade pode interferir
na rizosfera e influenciar no recrutamento de bactérias. Baixos valores de pH ocasionam
menor quantidade de nutrientes disponiveis, tais como P, N e K, interferindo na
comunidade bacteriana (MENDES et al., 2015).

A elevada abundancia dos filos Actinobacteria e Proteobacteria no solo nas trés regies

analisadas confirmam a adaptabilidade desses grupos as condi¢cdes ambientais adversas tais
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como solos acidos, pobres em nutrientes e temperaturas medianas a elevadas (LIRA et al.,
2021). O filo Actinobacteria apresenta oligotrofia e predomina em ambientes pobres em
nutrientes (REN et al., 2021), se caracterizando por ser termofilifico, acidofilico, halofilico,
além de possuirem metabolismo secundario (LOPES et al.,, 2018) e producdo de
antibidticos (ELBENDARY, et al., 2018; YANG et al., 2020). Este filo também atua no
sequestro de carbono no solo e aumentam a disponibilidade de nitrogénio através da
decomposicdo de residuos (BAO et al., 2021). As proteobacterias sdo relacionadas a uma
ampla variedade de funcgdes nos ciclos do C, Ne S (CASTANHEDA e BARBOSA, 2017).

Estudos recentes tém revelado que a distribuicdo e a diversidade dos microssimbiontes
nas leguminosas, bem como sua capacidade de fixar nitrogénio sao moldados pelo gendtipo
da planta, pelas propriedades do solo e localizagdo geografica (MOHAMMED et al., 2018,
PUOZOA et al., 2019), como ja foi observado na regido semiarida brasileira (SENA et al.,
2020).

Nos nodulos, a predominancia do filo Proteobacteria corrobora com estudos
anteriores que destacam que esse grupo € o principal simbionte das leguminosas. Neste filo
destaca-se 0 género Bradyrhizobium que sdo comumente encontrados dentro dos nddulos
de feijao-caupi (MARINHO et al., 2017) e que apresenta tolerancia as flutuacdes de
temperatura do solo (NDUNGU et al, 2017).

A maior abundancia do Bradyrhizobium nos nddulos do feijao-caupi pode estar
relacionada ao fato dessa bactéria se associar com plantas do género Vigna (NDUNGU et
al, 2017; PUOZAA et al., 2019). Embora verifique-se uma predominancia de
Bradyrhizobium nodulando o feijdo-caupi, estudos tem demonstrado que essa leguminosa
se associa com uma variedade muito mais diversa de bactérias, que incluem rizébios e ndo-
rizobios (JOHNSON, 2019; MARTINEZ -HIDALGO e HIRSCH, 2017).

Essa diversificacdo de microrganismos é confirmada pela presenca e/ou dominancia
da ordem Oligoflexales pertencente ao filo Proteobacteria nos nédulos do feijao-caupi em
algumas regides analisadas. O enriquecimento dos nédulos por Oligoflexales, nas trés
regibes em estudo, demonstra que essa ordem esta presente em ambientes com poucos
nutrientes, onde apresenta uma versatilidade metabdlica e, devido ao crescimento lento,
sugere adaptabilidade & condi¢des ambientais adversas (Nakai et al., 2014; NAKAI et.al.,
2016).

Os géneros Rhizobium, Bacillus, Conexibacter também foram encontrados nos
nodulos do feijao-caupi. Esses géneros sdo considerados microrganismos promotores de

crescimento e apresentam caracteristicas proprias que os permitem se adaptar aos mais
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diversos tipos de ambientes. Rhizobium é um género também pertencente ao filo
Proteobacteria e que se caracteriza como nodulares, fixadores de nitrogénio e promotores
de crescimento. No entanto, diferente do outro género, produz substancias de protecdo aos
estresses ambientais tais como solos acidos denominadas exopolissacarideos, o que permite
que possua crescimento rapido (Patil et al., 2017).

Além do filo Proteobacteria observou-se a presenca de Firmicutes, representado pelo
género Bacillus. O Bacillus consiste no grupo nédo rizobiano mais abundante encontrado
em nodulos que esta relacionado a promogdo do crescimento das plantes através da
aquisicdo de nutrientes, producdo de fitohorménios e supressdo de patégenos (
FIGUEIREDO et al., 2016; ALOO et al., 2019; HUANG et al., 2022). A presenca do filo
Actinobacteria também foi observado nos nddulos analisados. O género Conexibacter foi
verificado nos nodulos obtidos nas trés regides estudadas. As bactérias desse género se
caracterizam por crescerem em ambientes de altas temperaturas e com variacdes de pH, o
que as torna adaptadas as variagcGes ambientais (DOBROVOLSKAYA et al., 2020). Além
disso, 0 género Conexibacter apresenta catalase positiva, atuando no processo de protecao
(MONCIARDINI et al., 2003).

8.4 CONCLUSAO

Este estudo mostrou que o solo exibe uma maior diversidade de bactérias e que os
nddulos apresentam uma predominancia de Proteobacterias (Bradyrhizobium). Além disso
verificou-se que as diferentes condi¢bes do solo ndo influenciaram na comunidade
bacteriana. A comunidade bacteriana identificada nos nddulos esta relacionada a promocéo
do crescimento vegetal o que é essencial para ajudar os produtores de feijao-caupi a

aumentar a producéo dessa leguminosa.
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ANEXOS

Anexo 1

Formulario de avaliagdo morfo-fisioldgica e bioquimica das bactérias da colecéo de
culturas de microrganismos multifuncionais da UFPI, modificado de Hungria e Silva
(2011)

Projeto:
Responsavel:
Identificacdo Inicial: Identificacdo Final:

As caracteristicas dos itens 3 a 14 devem ser observadas na fase final de
avaliacdo, a partir da anotacédo do didmetro das colonias.

1. Manifestacdo do Crescimento (colbnias isoladas):
() rapida (até 3 dias) ( ) intermediaria (4 a 5 dias)
( ) lenta(6a 9 dias) ( ) muito lenta (acima de 10 dias)
2. Tamanho (didmetro das coldnias):
mm aos dias (na manifestacdo das colbnias isoladas) réapido —
5 dias intermediario — 8 dias ____mmaos __ dias (no final da avaliacéo) lento — 12

dias muito lento — 15 dias

3. Alteragédo do pH no meio YMA com o indicador Azul de Bromotimol:

() &cido (amarelo) () neutro (sem alteracéo de cor) () alcalino
(azul)

4. Formada colonia:

() puntiforme (até 1 mm) () circular () irregular

5. Elevacdo da colbnia:

( ) plana ( ) lenticular () convexa ( ) pulvinada (drop-like)

6. Borda da colbnia:

() inteira () ondulada ( ) lobada ( )denteada ( ) filamentosa
7. Superficie da colbnia:

( ) lisa () rugosa () papilada

8. Produgdo de muco:

() escassa ( ) pouca () moderada () abundante

9. Consisténcia da massa de crescimento:

( ) seca ( )aquosa ( ) gomosa (creme)( ) viscosa

(elastica) () butirica (manteiga)

10. Detalhes 6pticos:

() transparente () translacido () opaco

11. Cromogénese da col6niaem meio YMA com indicador Azul de Bromotimol:

() incolor (lupa) ( ) branco (olho nu) ( ) creme ( ) amarelo () rosa



12. Cromogénese da coldniaem meio YMA com corante Vermelho Congo:

() incolor (lupa) () branco () rosado (levemente) ( ) rosa
(bebé) () avermelhado (centro) ( ) vermelho

13. Coloracdo de Gram:
( ) Gram-positiva cor violeta ( ) Gram-negativa cor vermelha

14. Atividade UREASE
() positivo () negativo

15. Atividade PROTEASE

() positivo () negativo

16. Atividade AMILSASE

() positivo () negativo

17. Atividade LIPASE

() positivo () negativo

18. Atividade SOLUBILIZAQAO DE FOSFATO
() positivo () negativo

Diametro de halo final:
Diametro da col6nia final:

19. Teste de CATALASE

() positivo () negativo

20. Teste de GELATINASE

() positivo () negativo

21. Producdo de ACIDO INDOL-3-ACETICO (AIA)
() positivo () negativo

22. Carboxi-metil-celulose (CMC)

() positivo () negativo

23. Lipase

() positivo () negativo

Outras informag@es (registrar no verso)

Data: / / Responsavel:
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