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Influéncia do material de origem e da cobertura vegetal na microbiota de solos do
semiarido tropical

RESUMO

O semiarido tropical apresenta solos com diferentes graus de degradacéao, onde a vegetacdo nao
consegue recuperar o seu potencial floristico naturalmente, com provaveis efeitos na microbiota
do solo. Além disso, o material de origem predominante no solo pode ser determinante na
diversidade e na atividade microbiana. Sendo assim, o objetivo deste estudo foi estabelecer as
influéncias de solos formados sobre rochas acidas (Planossolo) ou bésicas (Luvissolo) na
populacao bacteriana e fangica em ambiente semiarido vegetado e em desertificagdo no tropico
semiarido de Pernambuco, Brasil. Foram realizadas caracteriza¢cGes quimicas, densidade do
solo (DS) e granulometria para cada horizonte de um solo com cada origem, com vegetagéo ou
em desertificacdo. Paralelamente, a populacdo bacteriana de nddulos foi determinada para
feijdo-caupi (Vigna unguiculata L. (Walp)) também para todos os horizontes e, ap6s 32 dias de
inoculacdo, foi estimado o numero de bactérias, e feita caracterizacdo por box-PCR e
sequenciamento do gene 16S de estirpes representantes. Também foram extraidos esporos
fangicos e a colonizacdo de FMA foi determinada utilizando como hospedeira a jurema-preta
(Mimosa tenuiflora Mart. (Benth.)), obtendo-se assim a taxa de micorrizagdo. O fosforo da
biomassa microbiana do solo foi estimado, além da quantificagdo da glomalina em fracdes de
proteinas facilmente extraivel (GFE) e total (GT). Todas as varidveis foram avaliadas
comparando os dois tipos de solo e as duas coberturas, de forma independente, pelo teste t de
Student, ao nivel de 10% de significancia. Foram encontrados 132 isolados, sendo sequenciadas
30 estirpes. A populacdo bacteriana foi afetada negativamente pelos teores de Mg, Mn, Fe, pH,
Ca?*, Mg?* e argila, ja o nimero de isolados bacterianos foram afetados pela presenca de Ca,
Zr, Ca?*, K* e argila. A diversidade bacteriana foi afetada por K20, K*e Ca?*. A populacio
bacteriana apresentou-se maior no Planossolo, enquanto a presenca da vegetacao favoreceu uma
maior diversidade bacteriana, e talvez maior redundancia funcional. A maioria dos isolados
bacterianos sequenciados pertence ao género Paenibacillus, sendo também encontrados
isolados pertencentes aos géneros Bacillus, Aneurinibacillus, Priestia e Methylobacterium, com
predominancia de bactérias pertencentes ao filo Firmicutes. O fosforo da biomassa microbiana
foi significativamente superior no Planossolo, mas ndo foi afetado pela cobertura vegetal. O
nimero de esporos de fungos micorrizicos apresentou uma correlagdo negativa para Ca, Mg?*,
Argila, Mg, Ti, Fe, Na* e Ca?*, ja a taxa de coloniza¢io mostrou correlacio positiva para P e
K*. O Luvissolo apresentou maior GFE e GT que o Planossolo. De forma geral, ambos os solos
estudados apresentam populacdes bacterianas e flangicas capazes de fixar nitrogénio e
disponibilizar P, respectivamente, mesmo nos horizontes mais profundos, que portanto podem
desempenhar papel na formacao destes solos e de sua fertilidade.

Palavras-chave: Diversidade. Fungos micorrizicos. Rocha basica. Rocha acida. Rizdbio.



Influence of source material and vegetation cover on tropical semi-arid soils microbiota

ABSTRACT

The tropical semi-arid region has soils with different degrees of degradation, where the
vegetation cannot naturally recover its floristic potential, with likely effects on soil microbiota.
In addition, parent material of predominant soils can be determinant in microbial diversity and
activity. Thus, this study aimed to establish the influences of soils formed on acidic rocks
(Planosol) and of basic rocks (Luvissol) on the bacterial and fungal population in a vegetated
semi-arid environment and in desertification in the state of Pernambuco, Brazil. Chemical
characterizations, soil density (DS) and granulometry were carried out for each horizon of a
soil with each origin, with vegetation or in desertification. At the same time, the bacterial
population of nodules was determined in cowpea (Vigna unguiculata L. (Walp)) also for all
horizons and, after 32 days of inoculation, the number of bacteria was estimated, and
characterization was performed by box-PCR and sequencing of the 16S gene of representative
strains. Fungal spores were also extracted, and AMF colonization was determined using black
jurema (Mimosa tenuiflora Mart. (Benth.)) as hostt, thus obtaining the mycorrhization rate. Soil
microbial biomass phosphorus was estimated, in addition to the quantification of glomalin in
easily extractable (GFE) and total (GT) protein fractions. All variables were evaluated by
independently comparing the two soil types of soil and the two plant covers, by Student's t test,
at a 10% significance level. A total of 132 isolates were found, and 30 strains were sequenced.
The bacterial population was negatively affected by the levels of Mg, Mn, Fe, pH, Ca?*, Mg?*
and clay, whereas the number of bacterial isolates was affected by the presence of Ca, Zr, Ca®*,
K* and clay. Bacterial diversity was affected by K,O, K* and Ca?*. The bacterial population
was higher in Planossolo, while the presence of vegetation favored greater bacterial diversity,
and perhaps greater functional redundancy. Most bacterial isolates sequenced belong to the
genus Paenibacillus, and isolates belonging to Bacillus, Aneurinibacillus, Priestia and
Methylobacterium genera are also found, with a predominance of bacteria belonging to the
phylum Firmicutes. Phosphorus in microbial biomass was significantly higher in Planossolo
but was not affected by vegetation cover. Mycorrhizal fungi spore numbers showed a negative
correlation with Ca, Mg?*, Clay, Mg, Ti, Fe, Na" and Ca?*, whereas the colonization rate
showed a positive correlation for P and K*. The Luvisol presented a greater amount of GFE and
GT proteins than the Planosols, but there was no development of AMF spores, regardless of the
presence or absence of vegetation. Therefore, it is concluded that the chemical and physical
nature of the soil formed of basic rock did not favor the increase in the bacterial population and
AMF spores. In general, both soils studied have bacterial and fungal populations capable of
fixing nitrogen and making P available even at the deepest horizons, which may therefore have
a role in soil formation and fertility.

Keywords: Diversity. Mycorrhizal fungi. Basic rock. acid rock. Rhizobia.
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1 INTRODUCAO

O semiarido brasileiro se caracteriza pela precipitacdo pluviométrica concentrada em
poucos meses do ano, com distribuicdo irregular e pelas altas taxas de evapotranspiracdo. Nessa
regido, o bioma predominante € a Caatinga, constituida por diversos vegetais como arvores e
arbustos com espinhos, com alta diversidade floristica. No entanto, a vegetacdo vem sendo
explorada para diversos fins, frequentemente de forma excessiva, levando a degradacao do solo
e de sua cobertura vegetal. Assim, como o processo geomorfolégico natural da evolucdo da
depressdo sertaneja que também dificulta a restituicdo da cobertura vegetal nessas areas.

A regido semiarida apresenta relevo plano a ondulado, com maior parte da regido
inserida na Depressdo Sertaneja com predominio de gnaisses, granitos, migmatitos e xistos;
areas do cristalino recoberto por materiais mais ou menos arenosos; e areas sedimentares
relativamente recentes (10.000 anos) em comparacdo ao cristalino de 2-3 bilhGes de anos de
depésitos fluviais. De modo geral, os Planossolos e Luvissolos estdo entre as principais classes
de solo dessa regido quanto a sua extenséo.

Os Luvissolos séo desenvolvidos de rochas com relativa maior quantidade de minerais
méficos, incluindo algumas rochas basicas, podendo apresentar contribuicdo de sedimentos
depositados na superficie, com alta fertilidade. Esses solos apresentam também argila de
atividade alta e elevada saturacdo por bases. J& nos Planossolos, o material de origem é
constituido por saprolito de rochas acidas e sedimentos para os horizontes superficiais, trata-se
de solos biplex e suas areas estdo relacionadas principalmente a ma drenagem e sinais visiveis
de hidromorfismo, condicionando baixos teores de Oxidos de ferro livre.

Planossolos e Luvissolos abrigam uma grande biodiversidade de micro-organismos, 0s
quais desempenham papeis fundamentais na ciclagem da matéria organica, incluindo a
disponibilizacdo de nutrientes essenciais para o desenvolvimento vegetal, atuando assim, para
satde do solo. No microbioma solo, as bactérias por meio da fixacéo biologica disponibilizam
o0 nitrogénio (N), ja as solubilizadoras de fosfatos e os fungos micorrizicos sdo responsaveis
pela disponibilizacédo de fosforo (P) ao vegetal. Além disso, esses micro-organismos promovem
0 intemperismo do material mineral por meio da acidificacdo, excrecdo de ligantes e
mobilizagdo de Mg, Fe, Al e K na interface hifa-mineral, contribuindo assim com a distribuicéo
mineral ao longo dos horizontes pedogenéticos.

Alguns fatores como a composi¢do quimica do material de origem do solo e a perda da

vegetacao, devido principalmente aos processos erosivos pelos quais a regido semiarida tropical
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esta sujeita, podem influenciar nas populagdes bacterianas e fungicas, promovendo mudancas
na abundancia e riqueza de determinadas espécies, a ponto de regredir a redundancia funcional
microbiana atuante no ecossistema solo, principalmente em regides inseridas em nucleos de
desertificacdo, onde a degradacdo da paisagem é notoria.

Embora essenciais aos processos biogeoquimicos do solo, as diversidades das
populacdes bacterianas e de fungos micorrizicos do solo tem sua amplitude de pesquisas
restritas aos horizontes superficiais, desconsiderando os demais horizontes pedogenéticos.
Portanto, conhecer essas comunidades microbianas e algumas de suas funcdes ao longo de todo
o perfil de Luvissolos e Planossolos vegetados ou ndo, é fundamental para estabelecer relacoes
com o material de origem desses solos, cujos resultados poderdo auxiliar em demais estudos

que objetivem a recuperacdo floristica do ambiente semiarido.
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1.1 Hipdteses

1- A natureza quimica de solos de rocha basica condiciona um aumento na diversidade e
populacéo rizobiana, devido a abundancia de micronutrientes, em relacdo aos solos formados a
partir de rocha acida.

2- A auséncia da vegetacdo em Luvissolos e Planossolos diminui a populagao bacteriana, a
abundancia de esporos flngicos e a taxa de colonizag¢do micorrizica.

3- Solos provenientes de rochas basicas promovem maiores disponibilidades de P disponivel
e imobilizado pela biomassa microbiana do que os solos formados a partir de rochas &cidas.

4- O aumento de fosforo em profundidade promove a diminuicdo da abundancia de esporos
fangicos e das taxas de micorrizacdo, tanto em solos de rocha basica quanto em solos de rocha
acida.

1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo Geral

Estabelecer as influéncias de solos com diferentes materiais de origem na populacéo
bacteriana e fungica em ambiente semiarido vegetado e em desertificacao.
1.2.2 Objetivos Especificos

Todos os objetivos especificos abrangem Luvissolos e Planossolos em ambiente com e
sem a vegetacdo predominante no ambiente semiarido tropical. Sao eles:

1-Quantificar os elementos quimicos totais.

2- Mensurar o efeito do material de origem e da cobertura vegetal sobre a populacao e
diversidade bacteriana.

3-Sequenciar os isolados obtidos ao longo do perfil pedogenético.

4- Avaliar o efeito do material de origem e da cobertura vegetal nos esporos de fungos
micorrizicos arbusculares ao longo do perfil pedogenético.

5- Avaliar o efeito do material de origem e da cobertura vegetal na colonizacdo de
fungos micorrizicos arbusculares ao longo do perfil pedogenético.

6- Avaliar o efeito do material de origem e da cobertura vegetal na glicoproteina
glomalina ao longo do perfil pedogenético.

7-Correlacionar os dados de caracterizacdo quimica e fisica com os dados
microbiol6gicos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Semiérido brasileiro

Considerando a delimitacdo atual da Superintendéncia do Desenvolvimento do
Nordeste (SUDENE) (Resolucdo 150, de 13 de dezembro de 2021), o semiarido brasileiro
abrange 1.427 municipios (SUDENE, 2021), com precipitacdo pluviométrica média anual igual
ou inferior a 800 mm; o indice de Aridez de Thornthwaite igual ou inferior a 0,50 e o percentual
diario de déficit hidrico igual ou superior a 60%, considerando todos os dias do ano ( SUDENE,
2021).

A maior parte do semiarido brasileiro situa-se no Nordeste e metade dos seus estados
possuem mais de 85% de area caracterizada como semiarida, sendo o Ceara o estado que possui
a maior parte de seu territdrio com esse perfil (ASABRASIL, 2022). Essa regido se caracteriza
principalmente pela irregularidade das chuvas e pelas altas taxas de evapotranspiracdo, que
juntas contribuem para o risco constante de escassez hidrica. Ao mesmo tempo tem-se monc¢des
torrenciais, que caem eventualmente em periodos curtos e provocam cheias (INSA, 2022).

Irregularidades pluviométricas, intensificagdo das mudancas climaticas e a exploracéo
da vegetacdo do semidrido brasileiro elevam a degradacdo dos solos, com diminuicdo
possivelmente irreversivel da composicéo floristica, deteriorando ainda mais a paisagem que
contempla o bioma Caatinga, pontuando-se assim locais cujo microbioma solo perdeu suas
funcdes essencialmente vitais na ciclagem da matéria organica, como acontece na regiao
fitogeografca do Sertdo do Sdo Francisco-PE, conhecida como Nucleo de Desertificagdo de
Cabrobé (PEREZ-MARIN et al., 2012).

2.2 Bioma Caatinga e sua microbiota

No Semiarido ocorrem os biomas Caatinga e Cerrado, que estdo presentes em 1/3 do
territério nacional. A Caatinga foi reconhecido como uma das 37 grandes regifes naturais do
planeta, ao lado da Amazonia e do Pantanal, porém, por possuir 45% de sua area desmatada,
passou a ser o terceiro bioma mais degradado do pais depois da Mata Atlantica e do Cerrado.
A Caatinga também tem uma importancia fundamental para a biodiversidade do planeta, pois
1/3 de suas plantas e 15% de seus animais sao espécies exclusivas desse bioma (ASABRASIL,
2022). O termo Caatinga vem da lingua tupi-guarani (ka'a-madeira; tinga-branco), significando
floresta branca. Este nome decorre devido ao aspecto acinzentado da vegetacao decidua durante

a estacdo seca (SILVA, 2019). A caracteristica mais marcante das plantas regionais € a
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deciduidade da maioria das arvores e arbustos, folhas pequenas, espinhos, habito suculento,
com producdo de folhas e flores na estacdo chuvosa (FERNANDES, 2018).

A Caatinga hiperxerdéfila ocorre em locais baixos entre serras e planaltos, na chamada
depressdo sertaneja. Esta situa-se entre o Planalto da Borborema e a Chapada do Araripe, com
altitudes dominantes na faixa de 300 a 500 m, relevo pouco movimentado, com ligeira
inclinacédo voltada para a calha do rio S&o Francisco. Nos pedplanos (superficie com topografia
plana a suavemente inclinada) sdo verificadas extensas areas de Planossolos, Neossolos
Litélicos e Luvissolos. O periodo de chuva nesta regido é entre dezembro e maio, ficando a
maior parte do ano em condigdes secas (ARAUJO FILHO, 2003; TORRES; PFTALZGRAFF,
2014).

Na Caatinga ocorrem cerca de 3.150 espécies, distribuidas em 950 géneros e 152
familias de angiospermas (FERNANDES, 2018). A familia Fabaceae € uma das mais
representativas, com aproximadamente 300 espécies endémicas distribuidas nas suas trés
subfamilias. Grande parte das leguminosas é capaz de formar simbiose com bactérias capazes
de fixar biologicamente o nitrogénio atmosférico, contribuindo assim para a manutencao da
fertilidade do solo e recomposicdo de nitrogénio perdido em solos da regido semiarida
(TEXEIRA et al., 2006).

A vegetacdo vem sendo severamente modificada pela agricultura, extracdo de madeira
e pela acdo continua de rebanhos bovinos e caprinos, e apenas uma pequena porcentagem esta
bem preservada e protegida (SILVA, 2019; GIULIETTI et al., 2004). Estudos de algumas
regibes do semiarido mostram a importancia socioambiental de alguns produtos florestais
madeireiros e ndo madeireiros, 0s quais sdo obtidos de diversas espécies nativas, com destaque
para a utilizacdo de troncos, galhos e cascas destas espécies. As principais especies utilizadas
sdo: marmeleiro (Croton sp.), jurema-preta (Mimosa tenuiflora), catingueira (Poincianella
pyramidalis) e sabid (Mimosa caesalpiniifolia) (SERVICO FLORESTAL BRASILEIRO,
2019; 2016).

O bioma da Caatinga inclui comunidades microbianas rizosféricas, que variam de
acordo com varios fatores, dentre eles a temperatura do solo, espécies vegetais, estado
nutricional, idade da planta, estresse e resisténcia a doengas (SILVA, 2019). O microbioma
associado a vegetacao inclui além das bactérias fixadoras de nitrogénio, as solubilizadoras de
fosfato, fungos micorrizicos, agentes de biocontrole, de bioremediagcdo, outros micro-
organismos promotores de crescimento vegetal e patogénicos (KUMAR et al., 2022;
SEHRAWAT; SINDHU, 2019; SINGH et al., 2021).
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Estudos recentes mostram que a degradacdo da cobertura vegetal pode afetar
comunidades microbianas e suas fun¢des, levando a uma diminuicdo de sua diversidade, além
de alteracGes quimicas do solo, consequentemente ou ndo (PEREIRA et al. 2022). Por exemplo,
Luvissolos com diferentes niveis de degradacdo e com a perda da vegetacao tém reducdo nos
estoques de carbono e nitrogénio e na proporcao de bactérias diazotréficas e mineralizadoras
de fésforo (SANTOS et al.,, 2022), enquanto Planossolos degradados apresentaram uma
reducdo nos estoques de C, embora tenham mantido os estoques de N e a biomassa microbiana,
conforme observado por NEVES et al. (2021). Assim, é necessario ampliar o conhecimento

acerca de populacdes especificas e de seus papeis nesses ambientes considerados degradados.

2.3 Solos do semiarido brasileiro

A maioria dos solos encontrados no semiarido brasileiro sdo pouco desenvolvidos
(SARAIVA et al., 2021) e predominam os Planossolos, Neossolos Lit6licos e Luvissolos que
estdo geologicamente representadas pelos Complexos Gnaissico-Migmatitico e Migmatitico-
Granitdide, pertencentes ao Pré-Cambriano indiviso. Gnaissico-Migmatitico é de maior
representacdo no estado de Pernambuco, onde compreende granitos, granodioritos, gnaisses e
gabros. Migmatitico-Granitdide litologicamente estd representado por rochas granitizadas e
migmatitos (ARAUJO FILHO, 2003).

Os Luvissolos, anteriormente conhecidos como Bruno néo célcico, fazem parte de areas
expressivas da regido semiarida Pernambucana com cerca de 11 mil km2 (11% da superficie do
estado de Pernambuco) (ARAUJO FILHO, et al., 2000) e tém como principal material de
origem as rochas com relativo maiores conteidos de minerais méaficos (principalmente biotita-
xisto). Esses solos, como descritos no Sistema Brasileiro de Classificacdo de solos apresentam
horizonte B textural com argila de atividade alta, que corresponde a um valor igual ou superior
a 27cmol. Kg* de argila. E saturacdo por bases alta que se aplica a solos com saturagao por
bases igual ou superior a 50% (eutréfico) na maior parte dos primeiros 100 cm do horizonte B,
imediatamente abaixo de qualquer tipo de horizonte A (exceto A chernozémico) ou sob
horizonte E (EMBRAPA, 2018).

A principal caracteristica de Luvissolos é a alta fertilidade natural, devido aos teores de
nutrientes disponiveis para plantas e minerais primarios que sdo facilmente intemperizados e
ricos em bases trocaveis (CAMARA et al., 2021). Luvissolos possuem atributos quimicos,
fisicos e morfoldgicos que indicam a possibilidade de praticas agricolas, porém com potencial

de uso restrito devido a presenca de calhaus e matacdes que se espalham na superficie, além de
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sua textura que varia a extremamente dura, dificultando o desenvolvimento do sistema radicular
das culturas locais (OLIVEIRA et al., 1992; CAMARA et al., 2021).

Os Planossolos, que comumente ocorrem na regido Nordeste do Brasil, sdo
predominantemente Natricos ou Haplicos solddicos (IBGE, 2007). Em Pernambuco, esses solos
abrangem uma extensdo de aproximadamente 15.830 km? (16 % da superficie do Estado)
(ARAUJO FILHO et al., 2000). S&o originados de substratos diversificados (principalmente
rochas acidas) e estdo mais correlacionados as areas onde ocorrem problemas de deficiéncia de
drenagem, comumente junto as calhas de rios e riachos (TORRES; PFTALZGRAFF, 2014) e
sdo solos constituidos por material mineral com horizonte A ou E seguido de horizonte B
planico (EMBRAPA, 2018).

Os feldspatos presentes em Planossolos sdo importantes fontes de Ca*2, K* e Na*, e tém
facil decomposicéo, constituindo fontes de minerais de argila para o solo (CAMARA, 2021).
Rughoft et al. (2016) observaram que amostras de solo baséltico e levemente acidas
apresentaram em média cinco vezes maior contetido de N, C e nitrato do que os solos graniticos.
Solos que sdo originados de rochas basicas, sdo mais ricos em micronutrientes quando
comparados com solos originados sobre granitos (ARAUJO FILHO, 2003; OLIVEIRA, et al.,
1999; TILLER, 1989).

A formagdo inicial do solo é altamente dependente da atividade microbiana no
intemperismo do mineral, mas a0 mesmo tempo, 0 estabelecimento da microbiota é
influenciado pela composic¢do quimica e estrutura fisica do material de origem nos quais 0s
solos se formam (RIBEIRO, 2020; KEL et al., 2013). Os micro-organismos podem desencadear
0 intemperismo mineral por meio de reacfes biomecénicas e bioquimicas, como a acidolise,
transformacbes de redox e outros metabolitos (WANG et al., 2020), contribuindo para
fertilizacdo mineral dos solos. Além disso, a biodiversidade do solo também pode ser usada
como indicador do funcionamento do ecossistema e do nivel de sua perturbacdo (BARDGETT;
VAN DER PUTTEN, 2014).

2.4 Bacterias no microbioma solo

Alguns micro-organismos, pertencentes aos dominios Bacteria e Archaea , sdo capazes
de realizar a fixacdo bioldgica de nitrogenio (FBN), um processo extremamente importante,
pois o0 nitrogénio é normalmente o nutriente limitante no desenvolvimento das culturas.
Determinados micro-organismos diazotroficos sdo capazes de converter o N atmosférico
relativamente inerte (N2) em uma forma assimilavel como a aménia (NH3) e depois a nitrato
(NO*) (AASFAR et al., 2021).
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Dentre os diazotroficos destacam-se 0s rizobios, que sdo bactérias fixadoras de
nitrogénio capazes de estabelecer uma relacdo mutualistica com leguminosas. Os riz6bios
fixam nitrogénio em estruturas especializadas chamadas de nddulos radiculares, que sao
formados como resultado da sinalizagdo molecular entre rizébios e a planta hospedeira. A
sinalizacdo molecular ocorre com a liberacdo de flavonoides e isoflavonoides pelas raizes das
plantas, que induzem os genes de expressdo da nodulacdo (NodABC). Estes genes, que
codificam enzimas responsaveis pela biossintese e secrecdo de fatores Nod (FN) sdo
lipoquitoligossacarideos (LCOs) (DENARIE; DEBELLE; PROME, 1996).

A presencga da vegetacdo pode influenciar na comunidade de bactérias do solo pela
liberacdo de uma variedade de moléculas, como agucares, acidos organicos e metabolitos
secundarios, como mucilagem que moldam as comunidades microbianas (SASSE;
MARTINOIA; NORTHEN, 2018) e a escolha da espécie hospedeira utilizada para capturar
rizébios do solo também pode influénciar a diversidade das comunidades rizobianas (SANTOS
et al., 2022). Estudos analisando a diversidade de comunidades bacterianas associadas aos
nodulos de caupi detectaram que o tipo de solo foi o principal fator que impulsionava a
composicdo de endofitos ndo rizobianos como o de Leite et al. (2017).

Caracteristicas de fertilidade dos solos com diferentes usos agricolas no semiarido
brasileiro influenciam na diversidade genética nos isolados rizobianos de caupi (SENA et al.,
2020). Os nutrientes contidos em minerais podem favorecer a adsor¢ao ou ndo de determinados
micro-organismos e alguns dos nutrientes liberados podem estar diretamente disponiveis a
biota, ou podem formar precipitados (6xidos) que requerem solubilizacdo para se tornarem
disponiveis (UROZ et al., 2015).

Plantas inoculadas com rizébio sobrevivem melhor em condigdes estressantes como
seca e estresse salino do que as plantas ndo inoculadas (LIU; GUO; SHI, 2022). Algumas
linhagens de rizobios séo bastante resistentes a perda de agua do solo e podem sobreviver em
micro-filmes de agua ao redor das particulas do solo. Quando os rizobios sdo expostas ao
estresse osmotico, ele altera o lipopolissacarideo da sua membrana, que é muito importante para
0 processo de reconhecimento do hospedeiro, podendo também afetar o corddo de infeccdo
(SINGH et al. 2021).

Bactérias rizobianas ou ndo, que vivem dentro do nédulo, tém a capacidade produzir
substancias que contribuem para aliviar 0s estresses abidticos e atuam na promogdo de
crescimento vegetal, que incluem a solubilizacdo fosfato (ETESAMI, 2022; COMPANT et al.,
2005). Essas bactérias solubilizam fosfato por meio da liberacdo de protons e de acidos
organicos e inorganicos (ETESAMI; JEONG; GLICK, 2021). Essas substancias acidas
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produzidas sdo capazes de modificarem as propriedades fisioquimicas do solo que facilitam a
solubilizacdo do P fixado ou imobilizado no solo (ADNAN et al., 2022).

2.5 Fungos micorrizicos arbusculares

Uma variedade de plantas séo colonizadas e tém relacdes simbioticas com fungos que
formam micorrizas arbusculares (FMA) (SMITH; READ, 2008). Por meio de suas hifas criam
uma rede subterrdnea formando uma conexao direta entre raizes de plantas, solo e microflora
associada (VAN DER HEIJDEN; THOMAS, 2009). Os FMAs contribuem para o crescimento
e a saude de suas plantas hospedeiras, aumentando a aquisicdo de nutrientes do solo,
principalmente o fosforo inorganico (Ql et al., 2022) e,em troca, 0s FMAs recebem das plantas
os carboidratos (SMITH; SMITH, 2011).

Os FMA pertencem ao grupo monofilético, Filo Glomeromycota, Classe
Glomeromycetes (REDECKER; SCHUSSLER; STOCKINGER, 2013). A simbiose entre FMA
e raizes de plantas inicia-se por meio da sinalizacdo molecular, onde as raizes liberam
estrigolactona para os FMA na rizosfera. A percepcao de estrigolactonas promove a germinacao
de esporos e ramificacdo de hifas. A invasdo de FMA envolve uma infeccdo do hifopddio que
permite o crescimento de hifas fungicas na célula epidérmica da raiz. O fungo coloniza o cortex
daraiz da planta por meio do crescimento das hifas intercelulares, ja os arbusculos sao formados
em células corticais da raiz interna das hifas intercelularer (OLDROYD, 2013).

Os FMA produzem proteinas relacionadas a glomalina do solo (PRGS), que sdo
glicoproteinas estaveis, pegajosas e hidrofdbicas produzidas em paredes das hifas. PRGS sdo
recalcitrantes, resistentes a ataques microbianos e permanecem no solo por anos, permitindo o
sequestro de C em longo prazo e a estabilidade dos agregadados. No solo, essas glicoproteinas
estdo sob a forma facilmente extrativavel (FE) e total (T), sendo a PRGS-FE mais labil do que
a PRGS-T. A PRGS forma revestimentos protetores para hifas e agregados, protegendo as hifas
da seca e do estresse salino (AGNIHOTRI et al., 2022).

Varios fatores interferem na colonizacdo de FMA em plantas da Caatinga, tais como:
competitividade nutricional dos hospedeiros, fisiologia das raizes e diferentes mecanismos de
sobrevivéncia dos FMA, que sdo a germinacdo de esporos, quantidade de in6culo e crescimento
micelial (MERGULHAO et al., 2007). Estudos indicam que atividades antropogénicas,
caracteristicas do solo, tipos de vegetacdo e outras condicdes ambientais relacionadas ao

microclima e as mudancas sazonais engatilham alteracdes nas comunidades e na distribuicdo
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de espécies de FMA no semiérido (MARINHO et al., 2019; SILVA et al., 2014; VIEIRA et al.,
2020).

O teor de argila pode reduzir a riqueza de FMA, indicando que a textura do solo pode
ser restritiva para espécies de micorrizas (VIEIRA et al., 2020). Xi&o et al. (2019) observaram
que a diversidade de FMA foi significativamente afetada pela adigdo de P e sabe-se que teores
de P e N sdo determinantes da diversidade de fungos e da densidade de esporos nos solos. Além
disso, a adicdo de nutrientes pode alterar a estequiometria de C, N e P, e 0s custos relativos e
beneficios das simbioses de FMA (JOHNSON et al., 2010; MA et al., 2020).

A maioria dos estudos sobre a populacdo rizobiana e de fungos micorrizicos avaliam
apenas os horizontes superficiais dos solos. Assim, trabalhos que analisem informacdes sobre
0s micro-organismos ao longo de perfis pedogenéticos de solos formados por diferentes
materiais de origem € de extrema importancia no entendimento da atuacdo da populacéo
microbiana em ambientes semiaridos tropicais, tendo em vista a possibilidade de recuperacéao

de areas consideradas degradadas.

2.6 Impressao digital gendbmica com base em BOX-PCR

A diversidade genética pode ser determinada por técnicas moleculares, tais como
elemento BOX a base de reacdo em cadeia da polimerase (BOX- PCR). Essa é uma técnica
discriminatoria precisa para determinar a relacdo genetica e diversidade e é de grande
importancia em estudos que compdem um grande numero de amostras (ERCOLE et al., 2021).

Diversos estudos utilizando essa tecnica molécular tem sido relatado, como o trabalho
de Ercole et al. (2021) que observaram em seu estudo uma alta diversidade intraespecifica entre
isolados coletados da rizosfera do milho com base nos perfis BOX-PCR. No estudo de Chidebe
et al. (2018) verificaram que a técnica foi empregada com sucesso em estudos de diversidade
de rizobios para identificar variagdes entre linhagens. E mesmo que a regido seja altamente
conservada, as distancias genéticas entre sequéncias repetitivas podem variar em organismos
ndo relacionados. Chibeba et al. (2020) estudando a diversidade de rizobios e outras bactérias
residentes em nddulos na regido semiarida por meio da impressao digital genética por BOX-
PCR verificou notavel diversidade. E, Gasmi et al. (2019) explorarando o potencial microbiano
de um solo semiérido do centro-sul da Argelia, observou que a analise por impressdes digitais
gendmicas com base em BOX-PCR mostrou alta diversidade genética dentro dos isolados

estudados.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Descricdo da area de estudo

As amostras de solo foram coletadas ao longo de perfis de solos derivados de rocha
acida (Planossolo) (NEVES et al., 2021) e bésica (Luvissolo) (SANTOS et al., 2022), com a
presenca de vegetagcdoe em desertificacdo, no semiarido tropical de Pernambuco, no municipio
de Itacuruba, localizado na Mesorregido do S&o Francisco em Pernambuco e Microrregido
Sertdo de Itaparica, inserida no Nucleo de Desertificacdo de Cabrob6. Os perfis sdo similares
em todos os fatores de sua formacdo, com a exce¢do do material de origem e da presenca ou
cobertura vegetal muito mais esparsa predominantemente composta por Caatinga Hiperxerofila
com trechos de Floresta Caducifolia.

A regido de estudo pertence a unidade geoambiental da Depressdo Sertaneja,
caracterizada por uma superficie de pediplanacao, relevo predominantemente suave-ondulado,
cortada por vales estreitos. O clima é do tipo Tropical Semiarido, com chuvas de verdo. O
periodo chuvoso se inicia em novembro com término em abril, a precipitacdo média anual é de
431,8mm. Geologicamente, esse municipio esta inserido na Provincia Borborema, sendo
constituido por litotipos dos complexos Cabrobo e Beléem do Sdo Francisco, dos Granitdides
Indiscriminados, da Suite Calcialcalina Concei¢do e dos Depositos Coluvio-eluviais e
Aluvionares (CPRM, 2005).

—Planossolos

De acordo com o Sistema de Classificacdo Brasileiro de Solos (SIBCS), Embrapa
(2018), os solos originados de rocha &cidas foram classificados como Planossolo Léptico
Eutrico (Figura 1). O Planossolo da area em desertificacdo (PAD) esté localizado a 08°48'56"S
¢ 38°41'03"W, apresentando horizontes na sequéncia A-Btn-R/Cr. O Planossolo com vegetacao
(PCV), localiza-se a 08°45'02"S ¢ 38°48'12"W, apresentando os horizontes na sequéncia Al-
A2-Btn1-Btn2-R/Cr e é coberto por vegetagdo de caatinga arbustiva ou arbérea arbustiva densa
composto por: catingueira (Caesalpinia piramidalis), faveleira (Cniddscolo baiano), pereira
(Aspidosperma pyrifolium), jurema-preta (Mimosa tenuiflora), macambira (Encholirium sp.),

xique-xique (Pilosocereus gounellei) e coroa-de-frade (Melocactus bahiensis).
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Figura 1 - Perfil do Planossolo da &rea em desertificagdo (PAD) e com vegetagdo (PCV)
pertencentes ao municipio de Itacuruba-PE, Brasil

Foto: Neves (2021)

—Luvissolos

De acordo com o Sistema de Classificacao Brasileiro de Solos (SIBCS), Embrapa (2018),
os solos originados de rochas bésicas foram classificados como Luvissolos crémicos (Figura 2).
O Luvissolo da area em desertificacdo (LAD) (Figura 2) estd localizado a 08°44°48.6”S /
38°46°27°"W) apresenta horizontes na sequéncia A-Bt-C-Cr. O Luvissolo com vegetagdo (LCV)
localiza-se a 08°42°22.1”S / 38°45°20”’W, apresentando horizontes na sequéncia A-Bt-C-Crl-
Cr2 e tem a presenca de vegetacdo predominante de: pereiro (Aspidosperma pyrifolium Mart.),
catingueira (Poincianella pyramidalis), jurema-preta (Mimosa tenuiflora Willd), coroa-de-frade
(Melocactus bahiensis Britton & Rose) e mandacaru (Cereus jamacaru).

Os horizontes e as respectivas profundidades dos perfis de Planossolo e Luvissolo estdo

descritos na tabela 1.
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Figura 2 - Perfil de Luvissolo da &rea em desertificagdo (LAD) e com vegetagédo (LCV),
pertencentes ao municipio de Itacuruba-PE, Brasil

Foto: Valdomiro Souza-Junior (2018) (LAD) e Silva (2018) (LCV)

Tabela 1 - Caracteristicas dos horizontes pedogenéticos e suas respectivas profundidades nos
perfis de Planossolo e Luvissolo, Itacuruba-PE, Brasil

PLANOSSOLO PLANOSSOLO LUVISSOLO LUVISSOLO

em desertificacdo com vegetacdo em desertificacdo com vegetacao

Horizonte Horizonte Horizonte Prof. (cm) Horizonte Prof. (cm) Horizonte Prof. (cm)

A 0-12 Al 0-10 A 0-8 A 0-9

Btn 12-30 A2 10-18 Bt 8-30 Bt 9-40

R/Cr 30-45+ Bt1 20-40 C 30-42 C 40-53
Bt2 40-55 Cr 42-75+ Crl 53-66
R/Cr 55-85+ Cr2 66-80+

3.2 Caracterizagao quimica

As caracterizagBes quimicas, densidade do solo (DS) e granulometria do PAD e PCV
foram cedidas por Neves et al. (2021). A caracterizagdo quimica foi realizada conforme
métodos de andlise presentes em Embrapa (2009) e a determinacdo da composicao
granulométrica foi pelo método do hidrémetro (EMBRAPA, 2017); argila dispersa em agua
(ADA); densidade do solo pelo método do anel volumétrico e torrdo parafinado (GROSSMAN;
REINSCH, 2002).

As caracterizacdes quimicas, densidade do solo (DS) e granulometria do LAD foram

cedidas por Santos et al. (2022) e do LCV por Silva (2018), conforme métodos de analise



27

presentes em Embrapa (2017), j& a analise granulométrica foi realizada pelo método do
densimetro, adaptado conforme Almeida (2008) e a DS foi determinada pelo método do torrao
parafinado (EMBRAPA, 2017) . Em todos os casos da caracterizacdo quimica foram
determinados: pH em agua e KCI 1 mol L (relagéo 1:2,5); Acidez potencial pelo método de
Acetato de calcio 1 mol L™ e determinago por titulagdo; Ca?*, Mg®* e AI** trocaveis extraidos
por KCI 1 mol L ! e determinados por absorgdo atdmica; Na?* e K* trocaveis extraidos por
Mehlich 1 (HCI 0,05 mol L™ e H,SO4 0,025 mol L™) e determinados por fotdmetro de chama.
O fosforo disponivel foi extraido com solucdo de Mehlich 1 e determinaram por colorimetria
(Tabela 2).

Tabela 2 - Caracteristicas quimicas, granulometria e densidade de Planossolos e Luvissolos
com vegetacao e em desertificacdo ao longo de seus horizontes, Itacuruba-PE, Brasil

Horizontes pH (H,0) P K* Na* Ca* Mg? Argila Areia Silte DS
Perfil Planossolo com vegetag¢do (NEVES et al., 2021)

mg.kg? cmolc kg g.kg? kg.m?3
Al 6,4 0,39 0,03 001 1,36 5,13 100 680 220 1,54
A2 5,8 0,24 0,01 0,02 1,91 2,2 150 695 145 1,58
Btnl 6,5 0,25 001 022 2,82 2,76 403 384 213 2,2
Btn2 6,5 1,03 0,01 0,2 45 7,14 408 528 62 2,2
R/Cr 6,9 18,66 0,01 0,09 1,7 5,17 110 848 36 1,1
Perfil Planossolo em desertificagdo (NEVES et al., 2021)
A 5,6 0,78 0,02 0,16 1,19 1,6 109 761 141 2,2
Btn 6,9 0,32 0,01 0,37 1,89 2,9 362 546 84 2,19
R/Cr nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd
Perfil Luvissolo com vegetagao (SILVA, 2018)

mg.kg* cmolc kg* g.kg? kg.m?3
A 6,9 186 052 0,11 91 504 313 529 159 1,32
Bt 7,2 0,53 0,08 1,34 10,07 13,64 534 337 129 1,88
C 7,2 2,33 0,09 2,31 10,59 19,27 433 425 132 1,89
Perfil Luvissolo em desertificagdo (SANTOS et al. (2022)
A 6,3 6,5 032 032 7,25 3,55 285 555 166 1,67
Bt 5,9 25 0,13 4,36 14,85 10,1 383 447 171 1,59
C 7 6,5 0,12 4,25 13,05 9 371 525 107 1,9

N&o determinado (nd)

3.3 Analise de elementos totais determinados por fluorescéncia de raios-x

As amostras dos solos foram maceradas em almofariz e passadas em peneira de 200 mesh
(0,074 mm de abertura da malha). Uma porgéo de amostra foi seca em estufaa 110 °C, seguida
por secagem em mufla a 1000 °C por 2 horas para determinagédo da perda ao fogo para parte da

amostra, e analise em espectrometro de fluorescéncia de raios-X para o restante. Os resultados
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da varredura semi-quantitativa foram recalculados para 100% apds a incorporagéo do valor da

perda ao fogo. Os resultados foram expressos em peso%. (Tabela 3).

Tabela 3 - Elementos totais determinados por fluorescéncia de raios-x em Luvissolo e
Planossolo, Itacuruba-PE, Brasil

Horizontes Na,O MgO A|203 SiO, P,Os KO CaO TiO, MnO Fe, O3 ZrO,

Perfil Planossolo com vegetacdo

Al 1,53 0,92 19,65 62,25 0,03 4,27 161 0,77 0,09 359 0,05
A2 1,41 0,89 19,26 63,29 0,02 4,22 1,68 0,73 0,07 356 0,07
Btnl 0,82 1,60 2182 5198 0,00 2,16 159 1,09 0,06 8,00 0,04
Btn2 1,11 1,85 21,01 5363 0,00 2,57 1,80 1,07 0,07 7,10 0,05
R/Cr 3,73 0,88 16,67 63,39 0,18 578 320 0,69 0,05 3,34 0,05
Perfil Planossolo em desertificacao

A 2,53 0,48 16,68 67,70 0,07 3,62 1,38 0,76 0,05 258 0,10
Btn 2,13 0,92 20,53 5850 0,01 2,86 1,08 09 0,04 509 0,08
R/Cr 4,90 0,40 1720 64,63 000 692 1,79 028 0,18 155 0,22
Perfil Luvissolo com vegetacdo

A 1,72 1,67 1850 54,83 0,06 2,27 1,68 1,03 0,27 7,42 0,06
Bt 1,48 1,58 1994 5130 0,01 152 1,34 1,07 0,19 936 0,05
C 1,86 2,75 1855 50,34 0,01 2,19 1,43 1,05 0,46 10,24 0,04
Crl 1,93 2,92 18,00 52,33 0,06 2,53 1,48 090 051 9,64 0,04
Cr2 193 2,92 18,00 52,33 0,06 253 1,48 0,90 051 9,64 0,04
Perfil Luvissolo em desertificacdo

A 1,32 0,99 16,92 58,74 0,05 424 3,02 1,84 0,17 7,84 0,31
Bt 1,76 1,74 19,67 53,71 0,03 290 2,30 1,48 0,22 831 0,11
C 1,46 2,80 19,46 50,94 0,01 2,75 2,35 1,44 0,10 9,53 0,08
Cr 2,76 2,13 16,88 56,52 0,22 3,27 440 120 0,13 7,35 0,13

3.4 Estimativa e isolamento da populacdo bacteriana endofitica associada a nédulos

O experimento para quantificacdo e captura da populacdo bacteriana foi conduzido em
casa de vegetacdo. Foram avaliadas 17 amostras compostas de solo, sendo: 3 amostras do
Planossolo em desertificacdo (horizontes A, Btn e R/Cr) e 5 amostras do Planossolo com
vegetacao (Al, A2, Btnl, Btn2 e R/Cr), 4 amostras do Luvissolo em desertificacdo (A, Bt, C e
Cr) e 5 do Luvissolo com vegetacdo (A, Bt, C, Crl e Cr2). Para cada horizonte, foram avaliadas
oito diluigdes seriais e trés repeticdes, no delineamento em blocos inteiramente casualizados.
Também foram avaliados um controle negativo ndo inoculado e sem N, um com a inoculacédo
da estirpe BR3267 de Bradyrhizobium yuanmingense (LEITE et al., 2018), recomendada para
a cultura (BRASIL, 2011) e outro com N mineral (HOAGLAND; ARNON 1950).

As diluicdes seriais foram obtidas pela suspensdo de 10 g de solo, 40 ml de solugéo
fisiologica estéril (0,85% de NaCl) sob agitacdo durante 30 min a 125 rpm em agitador orbital,
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para a diluicdo 57, sequida por cinco passos sucessivos de uma adicdo de 1,0 mL de aliquota
em tubo contendo 4,0 mL de solucio fisioldgica (diluicdes de 52 a 5°).

A planta-isca foi o feijdo-caupi (Vigna unguiculata L. Walp) cultivado em copos de 500
mL com areia:vermiculita 1:1 esterilizada por autoclavagem. As sementes foram desinfestadas
superficialmente com &lcool a 70% durante 30 segundos e imersas em solucdo de hipoclorito
de sodio a 2,5% durante 5 minutos, com 8 lavagens sucessivas em agua destilada esterilizada.
Posteriormente foram colocadas para germinar em papel germitest esterilizado, umedecido e
incubados a 28 ° C durante 2 dias.

As plantulas foram inoculadas com 1,0 mL de cada dilui¢do. Durante o experimento foi
aplicada &gua destilada e autoclavada de acordo com a necessidade das plantas e de solugdo
nutritiva de Hoagland; Arnon (1950) sem N duas vezes por semana. Apos 32 dias de inoculacéo,
as plantas foram coletadas e observado a presenca ou auséncia de nodulos, estimando-se o
namero de isolados bacterianos no solo, com base em Briones jr. e Reichardt (1999). As plantas
foram coletadas e a parte aérea separada do sistema radicular. Apds lavagem das raizes, 0s

nodulos foram destacados, contados e acondicionados em silica gel até o isolamento.

3.5 Isolamento, caracterizacdo morfofisioldgica e armazenamento dos isolados

Para o isolamento, foram selecionados 15 nddulos aleatoriamente de cada horizonte do
PAD, PCV, LAD e LCV. Os nodulos foram desinfestados de forma semelhante as sementes.
Apos a desinfestacao, os nédulos foram macerados com o auxilio de uma pinca e riscados com
alca de platina em placas de Petri com meio de cultura YMA (levedura-manitol-agar)
(VINCENT, 1970), com adicé&o de vermelho congo (0,25% em 0,2N de KOH). As placas foram
incubadas em cdmara de crescimento tipo BOD e sucessivamente repicadas em placas contendo
meio de cultura YMA, com indicador azul de bromotimol (0,5% em 0,2N de KOH), até a
obtencéo de colbnias puras.

A caracterizacao dos isolados foi baseada no tempo de crescimento para aparecimento de
coldnias isoladas (rapida: até 3 dias; intermediaria: 4 a 5 dias; lenta: 6 a 10 dias); alteracdo do
pH (&cido, neutro e alcalino); quantidade de muco (pouco ou muito); tamanho (<1,1a2 mme
> 2 mm), cor das colonias (amarela, branca, résea e creme), tipo de muco (viscoso, butirico e
floculoso) e quantidade de muco (escasso, pouco, intermediario e muito). Depois de
caracterizados, iniciou-se o processo de estocagem dos isolados em tubos de polipropileno

contendo meio YM com glicerina a 20% e armazenados em freezer.
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3.6 Extracdo do DNA gendmico total dos isolados

Para extracdo do DNA gendmico total bacteriano utilizou-se o método “bead beating”
que consiste em: lise da célula, extracdo e concentracdo dos acidos nucléicos, precipitacdo de
impurezas e purificagdo (ARAUJO et al., 2020).

3.7 Impressao digital do genoma BOX-PCR

Para a caracterizagdo genotipica, os perfis de DNA foram obtidos nas analises box-PCR
para 132 isolados capturados ao longo dos perfis dos solos tratamentos avaliados (LAD, LCV;
PAD e PCV).

As impressOes digitais de DNA bacteriano foram obtidas com o método BOX-PCR
utilizando o primer BOX AIR (5’-CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-3’) (VERSALOVIC
et al., 1994). O volume final da reacdo foi de 10uL e continha: 1,0 pL de tampéo (1x), 0,6 pL
de MgCl, (3 mM), 0,3 puL de dNTPs (0,3 mM), 2 pL de primer (0,2 uM), 0,2 pL de Taq (1U),
1 pL de DNA e agua milli-Q estéril para completar o volume da reacdo. As condicdes de PCR
utilizadas foram a desnaturacéo inicial de 94°C por 7 min, seguida por 35 ciclos de desnaturagédo
a 94°C por 1 min, anelamento a 53°C por 1 min e extensdo a 65°C por 8 min, com um ciclo de
extensdo final de 65°C para 16 min.

Os fragmentos amplificados foram separados por eletroforese horizontal contendo
tampdo TBE 0,5X a 65 V, durante 360 min em géis de agarose a 1,5%, corados com SybrGold.
E os géis foram visualizados sob luz UV (KASCHUK et al., 2006). Fragmentos dentro da faixa
de 300 a 1500 bp foram considerados na analise e um dendrograma de similaridade foi
construido (Anexo E). Os dendrogramas foram construidos com o programa Geljv2 utilizando
o coeficiente de Jaccard e algoritmo UPGMA (HERAS et al., 2015; DELAMUTA et al., 2017)
a 80% de similaridade formando 30 grupos (Anexo E) sendo selecionado um representante de
cada grupo para o sequenciamento. Para estimativa da diversidade genética foram construidos
dendrogramas a 100% de similaridade e o programa de software de estatistica (PAST)
(HAMMER et al., 2001). Foram calculados os indices de Dominéncia, Simpson, Shannon,
Margalef e Equitabilidade.

3.8 Amplificacdo e sequenciamento do gene 16S rRNA dos isolados bacterianos

Para a amplificacdo parcial do gene 16S rRNA foram utilizados os iniciadores 27F
(AGAGTTTGACCTGGCTCAG) e 1492R (GGTTACCTTGTTACGACTT) (LANE, 1991). O
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volume final da reacé@o de amplificacdo foi de 50 pL e constituiu-se de: 2 pL de DNA, 1,5 pL
de MgClI2, 5,0 pL tampéo 10X para PCR, 1,0uL dNTP’s, 2,0 uL de cada primer (27F e 1492R),
0,6 uL de Tag DNA Polimerase e agua Mili-Q para completar a reacdo. A reacdo de
amplificacéo foi realizada em termociclador, nas seguintes condi¢des: desnaturacédo inicial de
94 °C por 5 minutos, 35 ciclos de desnaturacdo a 94 °C por 40 segundos, anelamento a 55 °C
por 40 segundos, extensdo a 72 °C por 1 minuto e 30 segundos e uma extensao final de 72 °C,
por 7 minutos. Os produtos amplificados foram avaliados em géis de agarose 1% a 100V
durante 30 min e visualizados sob luz UV.

Os produtos de PCR foram enviados para a Macrogen (Coreia do Sul) para purificacéo e
sequenciamento. As sequéncias obtidas foram comparadas ao banco de dados do NCBI. Para a
realizacéo do alinhamento pelo programa Clustal W (THOMPSON et al., 1994), foram obtidas
sequéncias similares no GenBank (NCBI). As sequéncias alinhadas foram utilizadas para
analise filogenética pelo método Neighbour-Joining, usando Kimura-2 parametros (KIMURA,
1980) pelo programa MEGA 6 (TAMURA et al., 2013), aplicando um bootstrap com um

minimo de 1.000 replicacdes.

3.9 Avaliacéo da solubilizacéo de fosfato de calcio e aluminio

A avaliacéo da solubilizag&o de fosfato de célcio e aluminio foi realizada para todos os
158 isolados bacterianos. Sendo, a solubiliza¢ao de fosfato de célcio bibasico realizada segundo
a metodologia descrita por Verma; Ladha; Tripathi (2001) com modifica¢des. E para fosfato de
aluminio utilizando o método descrito por Hara; Oliveira (2005).

Foi retirado uma porgéo da coldnia isolada e foi realizado um leve toque no meio de
cultura com auxilio de alca de platina. Esse procedimento foi realizado em triplicata. Os
isolados foram incubados em meio de cultura solido e incubados a 28°C por 15 dias. Quando
foi observado formacdo do halo translucido em torno da col6nia indica a solubilizagdo do
fosfato. Foi realizado a medicdo do halo com o auxilio de um paquimetro e o calculou-se o
indice de solubilizagdo (IS) (BERRAQUERO et al., 1976).

Diametro do halo
IS =

Didmetro da colonia

Os isolados foram classificados de acordo com os indices de solubilizacdo como baixa
(IS < 2), média (2 < IS < 4) e alta (IS > 4) capacidade de solubilizacdo (HARA; OLIVEIRA,
2005).
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3.10 Extracao e densidade de esporos de fungos micorrizicos arbusculares

Para a extracdo dos esporos de FMAs foram utilizados 50g de solo de cada horizonte.
Ao todo foram 17 amostras compostas de solo e 3 repeti¢des, sendo: trés amostras do PAD
(horizontes A, Btn e R/Cr), cinco amostras do PCV (Al, A2, Btnl, Btn2 e R/Cr), quatro
amostras do LAD (A, Bt, Ce Cr) e cincodo LCV (A, Bt, C, Crl e Cr2) e uma amostra controle
com Glomus clarum e 3 repeticdes. Foi utilizado uma amostra com esporos ja conhecidos a
titulo de comparacdo com os esporos extraidos nos solos estudados. A extracdo foi realizada
por meio da técnica de peneiramento Umido (GERDEMANN; NICOLSON, 1963) e
centrifugacdo em &agua e sacarose 50%, recolhidos em placa canaletada e quantificados em
estereomicroscopio (40X). A quantificacdo dos esporos foi realizada no laboratério de
Micologia da UFRPE. Os resultados da densidade foram expressos em quantidade de esporos

por grama de solo.

3.11 Analise de colonizacdo de raizes de jurema-preta (Mimosa tenuiflora) por FMA

O experimento para analise de colonizacdo por FMA foi conduzido em casa de vegetacao,
nas dependéncias da Universidade Federal Rural de Pernambuco, avaliando as mesmas
amostras da fase anterior e dois controles, um néo inoculado e outro inoculado com G. clarum,
com trés repeticGes no delineamento em blocos casualizados.

Jurema-preta (M. tenuiflora) foi usada como planta-isca em sacos para mudas de 2 Kg,
preenchidos com solo autoclavado (121 °C/1h por trés dias consecutivos). O solo utilizado foi
um Argissolo Amarelo com baixa disponibilidade de P coletado a uma profundidade de 0- 20
cm de uma area rural no municipio de Moreno, PE. As caracteristicas fisicas e quimicas do solo
foram determinadas por Buzé (2021) utilizando a metodologia da EMBRAPA (2017) e foram
as seguintes: areia 420 g.Kg?, silte 345 g.kg?, argila 235 g.Kg?, pH H20 =5,3; Al= 0,3
cmolcdm®; Ca= 2,5 cmolcdm™ ; Mg=1,15 cmolcdm™ ; K=0,08 cmolcdm™, NT= 1,18 g.Kg?;
CO= 23,33 g.kg?, P=1,56 mg.dm=, H+Al= 5,53 cmolc.dm™,

As sementes de jurema-preta foram cedidas pelo Nucleo de Ecologia e Monitoramento
Ambiental (NEMA) da Universidade Federal do Vale do Sao Francisco (Univasf). A quebra da
dorméncia das sementes foi por meio de escarificacdo com lixa, depois foram desinfestadas
superficialmente com alcool 70% durante 30 segundos e imersas em solugdo de hipoclorito de
sodio a 2,5% durante 5 minutos, com 8 lavagens sucessivas em &gua destilada esterilizada
(ADE). Posteriormente foram colocadas para germinar em placas de Petri contendo agar-agua
a8,5g.L" e incubados a 28 ° C durante 5 dias.
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Foi adicionado 10g de amostra de solo inoculo de cada horizonte e realizou-se a
transferéncia das mudas para os sacos contendo solo autoclavado. Foi realizada a aplicacédo de
agua destilada e autoclavadas de acordo com a necessidade das plantas. Apos 80 dias de
inoculagdo, as plantas foram coletadas e as raizes lavadas e cortado segmentos de
aproximadamente 3cm e armazenados em capsulas e em recipiente com alcool 70% até o
momento da Andlise. Para avaliacdo da taxa de micorrizacdo, as raizes foram lavadas
completamente com agua da torneira para remover o alcool, e colocadas em recipiente contendo
10% de KOH e aquecidas em banho maria a 90 °C por 1 hora. Raizes branqueadas foram
lavadas com agua da torneira e as capsulas com as raizes foram colocadas em solugdo de tinta
de caneta e no banho maria a 90°C por 1 min., depois foram para tubos Falcon contendo lacto
glicerol incolor. O material do tubo Falcon foi colocado em placa canaletada e quantificados
em estereomicroscopio (40X). A colonizacdo da raiz de FMA foi determinada registrando
presenca ou auséncia de infeccdo em pontos de interseccdo raiz/grade e expressa em
porcentagem (GIOVANNETTI; MOSSE, 1980; PHILLIPS; HAYMAN, 1970).

Para a analise do contetdo total de P, a parte aérea das plantas foram moidas e a
determinacéo ocorreu por meio da digestdo umida em forno micro-ondas no laboratorio de
quimica ambiental de solos da UFRPE. O tecido vegetal foi digerido com HNO3 65% em tubos
de Teflon fechado sob temperatura de 170 °C a 180 °C e presséo de 20 bar a 25 bar. A
determinacéo de P foi por meio de espectrofotometria com amarelo-de-vanadato (EMBRAPA,
2009).

3.12 Proteina do solo relacionada a glomalina

A extracdo e quantificacdo da glomalina foi realizada para os Planossolos e os dados dos
Luvissolos foram obtidos por Santos et al. (2022). A extracdo foi a partir de 1 g de cada amostra
de solo de cada horizonte em 8 mL de tampéo citrato de sddio. Ao todo foram 6 amostras
compostas de solo e 3 repeti¢des, sendo: 2 amostras do Planossolo em desertificacédo (horizontes
A e Btn) e 4 amostras do Planossolo com vegetacdo PCV (Al, A2, Btnl, Btn2), as amostras de
solo se encontravam refrigeradas. Duas fracfes de proteinas do solo relacionadas a glomalina
(PSRG) foram avaliadas: facilmente extraivel (GFE) e total (GT). Para a obtencdo da GFE foi
realizada uma primeira autoclavagem de 1g de solo acrescido de 8 mL de citrato de sédio
(20mM; pH 7,0) por 30 minutos. Para a extracdo da GT foram necessarios multiplos ciclos de
autoclavagem por 60 minutos com reposi¢do da solucdo extratora (2 mL) de citrato de sodio
(50mM; pH 8,0) até que o sobrenadante ndo apresentasse coloracgéo tipica de glomalina, ou seja,
vermelho-amarronzado (WRIGHT; UPADHYAYA, 1998). Depois disso, ambas foram
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quantificadas pelo método de Bradford (1976), em espectrofotdmetro (595 nm) e os dados

apresentados em miligrama por grama de solo.

3.13 Fosforo da biomassa microbiana do solo

A avaliacéo do P da biomassa microbiana do solo (P-BMS) foi estimada para o Planossolo
com vegetacdo e em desertificagéo e os dados do Luvissolo com vegetacdo e em desertificacdo
foram obtidos por Santos et al. (2022). Foi utilizado o método da irradiacdo e extracao
conforme descrito por Mendonga; Matos (2017) e adaptado de Islam; Weil (1998). Foram
pesadas 1,59 de amostra de solo de cada horizonte. Ao todo foram 6 amostras compostas de
solo refrigerado e 3 repeticOes, sendo: 2 amostras do Planossolo em desertificacdo (horizontes
A e Btn) e 4 amostras do Planossolo com vegetacdo PCV (Al, A2, Btnl, Btn2). Uma parte das
amostras foram irradiadas e outras ndo irradiadas. A leitura da absorbancia foi em
espectrofotdbmetro a 882 nm de comprimento de onda.

Para determinacdo da concentracdo de P nas amostras foi utilizada a curva padrédo de P.
Foi realizado também o ensaio do P-recuperado (P-Spike) que € necessario para os calculos de
P-BMS. A determinacdo da umidade das amostras foi realizada a partir de 10 g de solo pesado
em placas de Petri e seco em estufa a 105 °C por 24 horas. Os teores de P presente na biomassa
microbiana foram calculados a partir das equacdes abaixo:
Pliq = PI — PNI
Onde: Plig = P liquido, PI = teor de P na amostra irradiada, PNI = teor de P na amostra néo
irradiada.
Pmic (mg kg™*) = Plig/Kp x 100 %/Prec
Onde: Kp = 0,40 (fator de correcdo referente a fracdo de P extraido pelo NaHCO3), %Prec =

percentual de P recuperado apés agitacdo do solo com 1 mL de solugdo 25 mg L-1 de P.

3.14 Andlise estatistica

Foi utilizado o teste t de amostra para testar se ha diferenca estatisticamente significativa
entre os valores médios dos atributos quimicos, fisicos e microbioldgicos em Luvissolos e
Planossolos com e sem vegetacdo, apds a determinacéo da igualdade de variancia no desvio
padrdo e tamanho da amostra por meio do método Pooled e Satterthwaite. A significancia
estatistica foi definida com um valor de p de 0,1 ou menos. As analises de correlacéo linear de
Pearson a 10% de significancia foram realizadas desconsiderando os tipos de solo e cobertura
vegetal. Os coeficientes de correlacdo foram considerados como fracos de 0,10 até 0,30,
moderados, de 0,40 até 0,6 ou fortes de 0,70 até 1 (DANCEY; REIDY, 2005).



35

4 RESULTADOS

4.5 Elementos totais determinados por fluorescéncia de raios-x, atributos quimicos e
fisicos de Luvissolo e Planossolo com vegetacdo e em desertificacdo

Os teores de Mg, Ti, Mn e Fe foram significativamente maiores no Luvissolo, enquanto
os teores de Si e K foram significativamente superiores no Planossolo, enquanto apenas Zr foi
afetado pela cobertura vegetal, com maiores teores nos solos em desertificacdo (Tabela 4).

Os atributos quimicos K*, Na*, Ca** e Mg?" foram significativamente maiores no
Luvissolo do que no Planossolo, ao passo que o teor de argila foi significativamente superior
no Luvissolo e o de areia no Planossolo, ndo sendo encontradas diferengas significativas em

funcéo da presenca de cobertura vegetal (Tabela 4).
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Tabela 4 — Elementos totais, atributos quimicos e fisicos de Luvissolos e Planossolos e de
solos com vegetacdo ou em desertificacdo de Itacuruba-PE, Brasil.

Variaveis Luvissolo Planossolo Pr>t  Com vegetacdo deser'ltzipgca(;éo Pr>t
Na,O 18,02 22,71 0,39 17,53 24,08 0,20
MgO 21,68 0,99 0,00 17,99 13,51 0,30
Al,O3 184,35 191,01 0,41 191,37 181,94 0,24
SiO, 534,48 606,70 0,01 555,66 586,77 0,27
P>0Os 0,06 0,04 0,54 0,04 0,06 0,70
K20 26,89 40,50 0,06 30,04 37,94 0,26
CaOo 21,64 17,66 0,35 17,28 23,31 0,22
TiO, 12,11 0,79 0,01 0,93 11,36 0,34
MnO 0,28 0,08 0,00 0,23 0,13 0,16
Fe O3 88,13 43,50 0,00 71,88 60,33 0,43
Zlotal 0,09 0,09 0,75 0,05 0,15 0,02

pH 67,50 63,71 0,21 66,75 63,40 0,29
P 61,60 30,96 0,43 52,54 33,20 0,56
K* 0,21 0,01 0,04 0,10 0,12 0,79
Na* 21,15 0,15 0,05 0,54 18,92 0,25
Ca* 108,18 21,96 0,00 52,56 76,46 0,41
Mg# 101,00 38,43 0,04 75,44 54,30 0,49
Argila 386,50 234,60 0,05 306,40 302,00 0,96
Areia 469,70 634,60 0,04 553,30 566,80 0,88
Silte 144,00 128,70 0,61 137,00 133,80 0,92
DS 17,08 18,59 0,48 17,14 19,10 0,36

* Os valores em negrito sdo significativamente superiores pelo teste t de Student de acordo com a Probabilidade
indicada na coluna apropriada

4.6 Estimativa do numero de rizébios de Luvissolo e Planossolo com vegetacdo e em
desertificacao

A populacgéo bacteriana e o nimero de isolados foram significativamente maiores
no Planossolo em relagdo ao Luvissolo, mas ndo houve diferenca significativa para 0s
indices de diversidade. Enquanto para populacdo bacteriana ndo houve diferenca
significativa em funcdo da presenca de cobertura vegetal, o nimero de isolados e o indice
de Margalef foram significativamente superiores em ambos o0s solos com a presenca da

vegetacdo (Tabela 5).
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Tabela 5 - Populagdes bacterianas e dos indices de diversidade de Luvissolo e Planossolo do
municipio de Itacuruba-PE, Brasil

Variaveis Luvissolo  Planossolo Pr>t  Com vegetacdo Em desertificagcdo Pr>t
Populacio 35,94 77,25 0,00 55,90 54,64 0,93
Isolados 60,00 98,75 0,08 99,00 48,57 0,02
Dominancia 0,25 0,21 0,78 0,12 0,43 0,15
Simpson 0,75 0,79 0,78 0,89 0,57 0,15
Shannon 17,08 20,83 0,38 22,24 13,47 0,11
Margalef 27,64 37,00 0,24 38,37 22,23 0,04
Equitability 0,87 0,87 0,99 1,00 0,67 0,17

*QOs valores em negrito so significativamente superiores pelo teste t de Student de acordo com a Probabilidade
indicada na coluna apropriada

4.7 Caracterizacao morfofisiologica de isolados bacterianos de Luvissolo e Planossolo com
vegetacao e em desertificacdo

Foram observadas a presenga de bactérias ao longo de todos os perfis, com a excecao
do horizonte Cr do Luvissolo em desertificacdo. No total, foram obtidos 158 isolados, sendo 68
do Planossolo com vegetacdo, 26 do Planossolo em desertificacdo, 47 do Luvissolo com
vegetacdo e 17 do Luvissolo em desertificacao.

Embora nos solos com vegetacédo e em desertificacdo tenha ocorrido predominancia de
isolados de crescimento rapido, também foram encontrados isolados com crescimento lento nos
solos com vegetacdo (Figura 3). Os solos com cobertura vegetal e em desertificacdo
apresentaram isolados bacterianos capazes de alterar o pH para &cido, embora somente isolados
dos solos com vegetagédo foram capazes de alterar o pH do meio para alcalino (Figura 3).

Com relacdo a cor da colbnia, o Planossolo com a presenca da vegetacdo apresentou
uma maior variacao de cor (Figura 3). A maioria dos isolados situaram-se na faixa de escasso
até pouca producdo de muco. Planossolo em desertificacdo e Planossolo com vegetacao tiveram
um maior percentual de isolados com pouca produc¢do de muco e Luvissolo em desertificagcéo
e Luvissolo com vegetacdo tiveram um maior percentual de isolados com producdo de muco

escasso (Figura 3) e (Anexos A, B, C e D).
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Figura 3 - Caracterizacdo fenotipica de isolados bacterianos ao longo do perfil de Planossolo
e Luvissolo com a presenca de vegetacdo e em desertificacdo no municipio de Itacuruba-PE,
Brasil
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4.8 Impresséo digital do genoma BOX-PCR

Para a analise de impressdes digitais de DNA dos 132 isolados bacterianos obtidos do
Luvissolo com vegetacdo, Luvissolo em desertificacdo, Planossolo com vegetacéo e Planossolo
em desertificagdo. Todos os isolados apresentaram perfis Unicos de DNA ao nivel de 100% de

similaridade pelo box-PCR, apresentando um grau elevado de diversidade genética (Anexo E).

4.9 Correlacdo de Pearson entre as variaveis microbioldgicas e os atributos quimicos e
fisicos do Planossolo e Luvissolo

Para o coeficiente de correlacdo de Pearson, embora fosse esperado uma maior
populacdo bacteriana no Luvissolo, em funcdo de sua maior fertilidade em relacdo ao
Planossolo, destaca-se que essa populagéo e os seus isolados foram significativamente maiores
no Planossolo.

A populacédo bacteriana mostrou correlacdo negativa com forca mediana e significativa
para Mg, Mn, Fe, pH, Ca*, Mg?" e argila e correlagdo positiva com forca mediana e
significativa para Si. O Al mostrou correlagdo positiva com forca mediana para os indices de
Simpson e equitabilidade. O indice de dominéncia apresentou correlagdo negativa com forca
mediana e significativa para aluminio e correlacdo positiva com forca mediana e significativa
para potassio. O Zirconio apresentou uma correlacdo fortemente positiva com o indice de
Dominancia e uma correlagdo negativa com os indices de Simpson, equitabilidade, Shannon e

Margalef (Figura 4).
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Figura 4 - Coeficiente de correlacdo de Pearson entre as variaveis microbioldgicas e 0s
atributos quimicos e fisicos do Planossolo e Luvissolo, Itacuruba-PE, Brasil
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Equitabilidade

4.10 Solubilizacéo de fosfato de célcio e aluminio

Nenhum dos 158 isolados foi capaz de solubilizar o fosfato de aluminio, enquanto 58%
desses isolados foram capazes de solubilizar fosfato de célcio, além disso, 39% apresentaram
indice de solubilizagdo (IS) baixo, 18% IS médio e 1% apresentou IS alto. Todos os solos e
horizontes estudados, em ambas as condi¢cdes de presenca ou auséncia de vegetacdo
apresentaram isolados bacterianos capazes de solubilizar fosfato de célcio.

O Planossolo e o Luvissolo com vegetacdo apresentaram isolados com IS alto, acima de

4,0 nos horizontes A2 e C. O Planossolo com vegetacdo apresentou maior percentagem de IS
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médio para os horizontes Bt e Cr e 0 solo em desertificacdo para o A e R/Cr, ja o Luvissolo
com vegetacao apresentou a maior percentagem de IS médio para os horizontes Bt e C e o solo

em desertificacdo para o horizonte Bt (Figura 5).

Figura 5 - Percentagem da solubilizacéo de fosfato de calcio pelos isolados bacterianos,
obtidos ao longo de um perfil de Planossolo e de um Luvissolo com vegetacdo e em
desertificacédo, Itacuruba-PE, Brasil
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4.11 Sequenciamento do gene 16S rRNA dos isolados bacterianos

De acordo com a analise da sequéncia do gene 16S rRNA, foi observado que dos 30
isolados sequenciados 15 pertencem ao género Paenibacillus, 4 ao género Bacillus, 4

Aneurinibacillus, 5 Priestia e 1 ao género Methylobacterium. (Tabela 6 e Figura 6).
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Tabela 6 - Identidade e cobertura das sequéncias de 16S rRNA comparadas com outras
sequéncias depositadas no GenBank (NCBI)

Local .
Isolados de ID Filo Classe Espécie Cobertur  Identida Acesso
X a (%) de (%)
Origem
3.2B PCV  SegBac02 Firmicutes Bacilli Paenibacillus rigui 98 93.00 EU939688
61.12 LSV SeqBac03 Firmicutes Bacilli Bacillus licheniformis 96 97.57 KX785171
21.14 PCV  SegBac04 Firmicutes Bacilli Paenibacillus rigui 98 94.40 EU939688
89.1C LCV  SeqBac05 Firmicutes Bacilli Paenibacillus rigui 96 94.79 EU939688
75.13 LCV ~ SeqBac06 Firmicutes Bacilli Paenibacillus rigui 98 94.34 EU939688
8.A PCV  SegBac07 Firmicutes Bacilli Paenibacillus rigui 94 92.97 EU939688
87.5 LCV  SeqBac08 Firmicutes Bacilli Paenibacillus rigui 96 94.29 EU939688
40.3C PSV  SeqBac09 Firmicutes Bacilli Priestia megaterium 97 100,00 KJ569088
57.1 LSV SegBaclO Firmicutes Bacilli Bacillus licheniformis 83 97.14 KX785171
Aneurinibacillus
94.5A LCV  SeqgBacll Firmicutes Bacilli sediminis 96 94.78 KU324479
15.1F PCV  SegBacl2 Firmicutes Bacilli Paenibacillus rigui 95 95.03 EU939688
7.1A PCV  SegBacl3 Firmicutes Bacilli Paenibacillus rigui 94 91.78 EU939688
25.5D PCV  SegBacl4 Firmicutes Bacilli Paenibacillus rigui 99 93.33 EU939688
99.3C LCV  SeqBacl5 Firmicutes Bacilli Paenibacillus rigui 98 95.00 EU939688
49.1 LSV SegBacl6 Firmicutes Bacilli Paenibacillus rigui 94 94.79 EU939688
Aneurinibacillus
61.3B LSV SegBacl7 Firmicutes Bacilli sediminis 96 94.74 KU324479
1.4A PCV  SegBacl8 Firmicutes Bacilli Paenibacillus rigui 97 94.43 EU939688
13.3A PCV  SegBacl9 Firmicutes Bacilli Paenibacillus rigui 98 94,67 EU939688
Aneurinibacillus
99.3A LCV  SeqBac20 Firmicutes Bacilli sediminis 96 94.74 KU324479
Aneurinibacillus
99.2A LCV  SeqBac21 Firmicutes Bacilli sediminis 97 94.90 KU324479
61.3A LSV SegBac22 Firmicutes Bacilli Paenibacillus rigui 98 94.43 EU939688
55.3A LSV SeqBac23 Firmicutes Bacilli Priestia megaterium 95 99.42 KJ569088
40.3D PSV  SeqgBac24 Firmicutes Bacilli Priestia megaterium 95 96.84 KJ569088
75.3 LCV  SeqBac25 Firmicutes Bacilli Bacillus licheniformis 97 97.70 KX785171
65.3 LSV SeqBac26 Firmicutes Bacilli Priestia megaterium 98 96.34 KJ569088
32.1C PSV  SeqBac27 Firmicutes Bacilli Paenibacillus rigui 95 98.39 EU939688
94.6A LCV  SeqBac28 Firmicutes Bacilli Bacillus licheniformis 98 96.89 KX785171
Proteobact Alphaproteoba Methylobacterium
7.12 PCV  SeqgBac29 eria cteria radiotolerans 94 87.11 MF977620
4.2B PCV  SegBac30 Firmicutes Bacilli Priestia megaterium 96 95.86 KJ569088
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Figura 6 - Arvore filogenética determinada pelo método neighbour-joining gerada a partir do
parametro Kimura 2 e teste de bootstrap com 1000 repeti¢Bes. Sequéncias do gene 16S rRNA
dos isolados bacterianos de nddulos de feijdo-caupi
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4.12 Numero de esporos, taxa de colonizacdo em raizes de Mimosa tenuiflora, teor de
fosforo da planta, PRGS-FE, PRGS-T e fésforo da biomassa microbiana em Luvissolo e
Planossolo com vegetacdo e em desertificacao

Proteina relacionada a glomalina do solo facilmente extraivel e total (PRGS-FE e PRGS-

T) foram significativamente maiores no Luvissolo, ja o fésforo da biomassa microbiana foi

significativamente superior no Planossolo. N&o houve diferenca significativa das variaveis

estudadas em fungéo da cobertura vegetal (Tabela 7).
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Tabela 7 — Variaveis relacionadas aos FMA em Luvissolo e Planossolo com a presenga da
vegetacao e em desertificacdo, Itacuruba-PE, Brasil

Variaveis Luvissolo Planossolo  Pr>t vegce(;:‘géo deserfirf?cagéo Pr>t
N2 de esporos (g.solo-!) 0,41 0,84 0,12 0,67 0,54 0,64
Colonizacdo (%) 90,01 60,11 0,33 7,82 7,27 0,86
Teor de P (mg.kg?) 390,60 389,70 0,98 389,60 391,00 0,97
PRGS-FE (mg.g?) 0,18 0,02 <0,0001 0,09 0,11 0,72
PRGS-T (mg.g-1) 0,31 0,08 <0,0001 0,18 0,22 0,64
PBM (mg.Kg?) 0,32 4,51 0,01 3,15 1,40 0,33

* Os valores em negrito sdo significativamente superiores pelo teste t de Student de acordo com a Probabilidade
indicada na coluna apropriada. Proteina relacionada a glomalina do solo facilmente extraivel (GFE), Proteina
relacionada a glomalina do solo total (GT), Fésforo da biomassa microbiana (PBM)

Para o coeficiente de correlacdo de Pearson, o nimero de esporos apresentou uma
correlagdo negativa com forga mediana para Ca, Mg?* e Argila e fortemente negativa para Mg,
Ti, Fe, Na" e Ca?". Foi observado correlacdo positiva mediana para Si e areia. A taxa de
colonizacdo mostrou correlacdo positiva com forca mediana para P e K* (Figura 7).

O teor de P da planta apresentou uma correlagdo positiva com forca mediana para Mg, ja
a proteina relacionada a glomalina do solo facilmente extraivel e total foram medianamente
negativos para Si e areia e forca mediana e negativa para densidade do solo, porém positiva
para Mg, Ti, P, Na*, Mg?* e argila e fortemente positiva para Mn, Fe, K*, Ca*. O fdsforo da
biomassa microbiana apresentou uma correlagio mediana e negativa para Mn e Mg?" e

fortemente negativo para Ca*. Com forga mediana e positiva para Al (Figura 7).
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Figura 7 - Coeficiente de correlagdo de Pearson entre as variaveis relacionadas aos FMA e 0s
atributos quimicos e fisicos de Luvissolos e Planossolos, Itacuruba-PE, Brasil
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5 DISCUSSAO

Um fator que pode ter contribuido para uma diminuicdo da populacdo bacteriana em
Luvissolos (Tabela 4 e 5) foi o processo de argiluviacdo, onde ha uma translocacéo de particulas
de argila de horizontes superficiais para os sub superficiais ao longo do perfil do solo. Como
também o processo de lixiviagdo que pode induzir a migracdo dos sais sollveis e
consequentemente afetar de forma negativa as comunidades microbianas desse solo
(PIOTROWSKA-DLUGOSZ et al., 2020).

Embora a hipdtese contemplasse uma maior populacdo rizobiana nos solos com
vegetacdo em relagdo aos solos em desertificacdo, isso ndo ocorreu. Essa hipotese baseava-se
que na presenca dos vegetais, mesmo em ambientes degradados, as plantas liberassem uma
variedade de exsudatos radiculares, como agucares, acidos organicos e metabdlitos secundarios,
bem como polimeros complexos, como mucilagem, que seriam incorporados pelas bactérias.
De fato, isso deve acontecer, mas particularmente ndo foi um fator decisivo na proporgao dessa
populacéo bacteriana especificamente.

Além de apresentar uma maior fertilidade em relacdo aos Planossolos, os Luvissolos
vegetados apresentaram maiores estoques de C e N (como observado por Santos et al., 2020),
0s quais sustentariam de forma mais eficaz o estabelecimento de comunidades bacterianas, pela
maior imobilizacdo de nutrientes essenciais ao desenvolvimento celular microbiano (SASSE;
MARTINOIA; NORTHEN, 2018). No entanto, reforca-se que a presenca da vegetacéo néo teve
efeito significativo superior na populacdo bacteriana (Tabela 5). Portanto, as caracteristicas
quimicas de ambos os solos estudados foram mais determinantes na populacao e diversidade
bacteriana do que a presenca da vegetacdo predominante do ambiente semidrido tropical.

De fato, os elementos Mg, Mn, Fe, Ca?*, Mg?* e o pH e argila sio importantes para o
metabolismo energético da populagéo bacteriana, porém, altos teores dos mesmos podem afetar
negativamente o desenvolvimento bacteriano, diminuindo o potencial reprodutivo (Figura 4).
Resultados do presente estudo corroboram os dados obtidos por Pereira et al. (2022), que
observaram que a presenca do teor elevado de argila teve uma correlacdo negativa com a
maioria dos filos microbianos, e que Actinobacteria, Verrucomicrobia e Entotheonellaeota
apresentaram uma correlacdo negativa com pH, Ca%", Mg?*. Pereira et al. (2022) também
encontraram elevados teores de Ca?*e Mg?*" em solo degradado e isso possivelmente foi
determinante para a formacdo de uma comunidade microbiana distinta. Com predominio de

filos especificos mais representativos em ambientes hostis, onde a degradacdo do solo favorece
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a selecdo de grupos microbianos mais tolerantes aos estresses hidricos e /ou salinos
(BATISTAO et al., 2020).

No estudo de Bossolani et al. (2021), avaliando a aplicacdo de Ca como corretivo de
acidez em solos do semiarido tropical ao longo de 17 anos, observou certa influéncia negativa
nas propriedades fisico-quimicas do solo e comunidades bacterianas e fungicas, com a
diminuicdo de bactérias do género Bradyrhizobium e Nitrobacter, semelhantemente ao
observado no presente estudo, cujos solos com maior teor de Ca?* determinou uma diminuic&o
da populacao rizobiana (Figura 4). As alteracGes do solo baseadas no contedo de Ca reduzem
a presséo seletiva da disponibilidade de nutrientes sobre os micro-organismos (DAl et al., 2018;
LEFF et al., 2015). Outro fator que pode influenciar a populacdo bacteriana é o pH do solo,
entretanto a neutralidade observada nos Luvissolos e Planossolos pode favorecer a
multiplicacdo desses grupos microbianos ao longo do tempo (KOME et al., 2019).

Na correlacdo de Pearson (Figura 4) também foi observado influéncia da argila na
populacéo bacteriana. Isso no Luvissolo, pode estar ocorrendo devido as interagdes interfaciais
entre particula sélida, células bacterianas e substrato, que podem influenciar o metabolismo
bacteriano. Uma vez que, os minerais tém grandes areas de superficie especifica e altas
reatividades de superficie (RONG; HUANG; CHEN, 2007) e isso pode ter influenciado a uma
menor populacgdo bacteriana no Luvissolo.

Outro fator que pode ter contribuido para uma correlagdo negativa da argila na
populacéo rizobiana foi a presenca de particulas menores do que o das células bacterianas que
interagem com as células microbianas por meio de forcas eletrostaticas no sistema bactérias-
mineral. As particulas de minerais de argila se ligam fortemente as superficies de determinadas
bactérias, como por exemplo Shewanella putrefaciens penetrando a parede celular e perfurando
a camada peptidoglicano. Dessa forma, o mineral de argila firmemente ligado a superficie
bacteriana poderiam n&o apenas reduzir a superficie disponivel para absorcdo de nutrientes,
mas também romper parede celular e provocar morte imediata da célula bacteriana
(GLASAUER; LANGLEY; BEVEIDGE, 2001).

A correlacdo positiva do Si com a populacéo rizobiana do solo (Figura 4) pode acontecer
porque o silicio estimula o crescimento microbiano mesmo sob condigdes ricas em nutrientes,
e contribui para o estabelecimento de proteobactérias, pela presenca em forma de silicatos
hidrolisaveis mesmo em condigdes oligotroficas (WAINWRIGHT et al. 2003;
WAINWRIGHT; AL-WAJEEH; GRAYSTON 1997). O aumento na popula¢do microbiana por
silicio também foi relatado nos trabalhos de Karunakaram et al. (2013) e Wainwright et al.
(2003).



48

Hirota et al. (2010) também verificaram que bactérias que absorvem silicato foram
filogeneticamente classificadas como pertencentes ao género Bacillus e que a absorcdo de
silicato esta relacionada a formacédo de esporos. O silicato é primeiramente incorporado na
célula e depois acumulado no esporo, e a camada de Si confere resisténcia celular a estresses
abidticos e bidticos, contribuindo positivamente para 0 aumento da populacéo bacteriana em
solos com elevado teor de Si, como € o caso do Planossolo estudado (Tabela 4 e Figura 4).

O estudo da biodiversidade microbiana é um parametro importante para avaliar a satde
do solo, e estéa diretamente relacionada a funcionalidade desse microbioma. Alguns elementos
quimicos contidos em minerais, como o aluminio podem ser toxicos as plantas e aos micro-
organismos (UROZ; PICARD; TURPAULT, 2022), e assim, favorecer aqueles micro-
organismos gue tenham mecanismos de sobrevivéncia aos ambientes degradados, como o0s
formadores de endosporos.

No estudo de Fajardo et al. (2014) foi observada a incidéncia variavel de nano particulas
de aluminio na estrutura microbiana, promovendo o dominio de alguns grupos especificos,
porém, diferentemente deste estudo que foi observado uma correlacdo positiva do Al com o
indice de Simpson e Equitabilidade e negativa com o indice de dominéncia (Figura 4), isso
independentemente do solo ou da presenca da cobertura vegetal.

Possivelmente, essa correlacdo positiva do Al com os indices de diversidade (Figura 4)
foi devido & alta producéo de polissacarideo extracelular usada para formar um biofilme mais
robusto ao redor das células, restringindo a entrada de AI®* adicional, uma vez que esse
elemento é transportado para as células, usando mecanismos semelhantes ao do ferro. O
aluminio também transmite efeitos nocivos sobre as bactérias do solo em uma ampla faixa de
pH (WEKESA et al., 2022) e sua liberacdo pode ser atraves do intemperismo de
aluminosilicatos em solos &cidos (UROZ; PICARD; TURPAULT, 2022). Portanto, o teor de
Al favoreceu a diversidade bacteriana independentemente do tipo de solo ou presenca da
vegetacao.

Na tabela 4 foi observado um teor elevado de K no Planossolo, e esse elemento
apresentou uma correlacdo positiva para a dominancia da populacdo bacteriana estudada
(Figura 4), apresentando um predominio de bactérias do género Paenibacillus (Tabela 6 e
Figura 6), que sdo capazes de solubilizar K (MIRANSARI, 2013). O potassio € um macro
elemento essencial para todos 0s organismos vivos, pois mantém a pressdo turgida das células
microbianas e vegetais, e a aquisi¢cdo desse elemento é uma das respostas mais rapidas a um
choque osmdtico em bactérias. O potassio estd presente principalmente como cations

intracelulares e € importante na manutencéo da pressao de turgescéncia das células e na osmo-
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adaptacdo bacteriana, expressdao génica, pH regulacdo e ativacdo de enzimas celulares
(EPSTEIN 2003; MEENA et al, 2016).

Os solos contém uma quantidade variavel de minerais que constituem importante
reserva de K*. O reservatorio desse elemento na crosta terrestre esta associado a silicatos de
aluminio primario que sdo 0s minerais mais abundantes em K*, como o feldspato de K*, mica,
biotita, muscovita e nefelina. Os silicatos de aluminio secundarios, no entanto, compreendem
mica hidratada (ilita) (BERTSCH; THOMAS 1985; RAWAT; SANWAL; SAXENA, 2016).
Os feldspatos presentes em solos de clima semiarido séo importantes fontes de Ca*?, K*, Na*,
constituindo fontes de minerais de argila para o solo (CAMARA, 2021). Os teores de K, Si e
Zr estdo mais associados com Planossolos, e os atributos relacionados ao intemperismo em
anfibolitos, como Fe, Al e o teor de argila estdo mais associados aos Luvissolos (CAMARA,
2021). Assim, como mostrado nesse estudo, o Planossolo tem um maior teor de K, favorecendo
o predominio de determinados grupos de bactérias produtoras de endosporos.

Foi observado também neste estudo, que o zirconio favoreceu um determinado grupo
de bactérias e influenciou negativamente a diversidade bacteriana (Figura 4), ao contrario do
relatado por Karunakaran et al. (2013), cujo estudo demonstrou que Zr nao foi toxico a
comunidade bacteriana do solo, embora aqui ndo pode ser determinando o grau de toxidez desse
elemento para comunidades microbianas.

Os resultados aqui encontrados demonstram que isolados bacterianos provenientes de
solos formados de rocha acida e basica do semiarido brasileiro foram capazes de solubilizar
fosfato de célcio insoltvel (Figura 5) e que os solos ainda vegetados apresentaram isolados com
alto indice de solubilizacdo e assim, podem ser potenciais promotores de crescimento vegetal.
No estudo de Kuor et al. (2019) também foi observado uma cepa que solubiliza uma quantidade
consideravel de P sob as condicdes déficit hidrico. No entanto, reforca-se que ainda ha
necessidade de estudos posteriores para testar o desempenho desses isolados em plantas.

O uso de bactérias capazes de liberar prétons para solubilizar o fosforo ligado ao Ca?*
no solo para uso vegetal tem sido eficiente (KIRUI; NJERU; RUNO, 2022). A utilizagéo dessas
bactérias solubilizadoras de P também contribui para o aumento da eficiéncia na fixacdo de
nitrogénio, auxiliando na disponibilizacdo de outros elementos, estimulando a sintese de
compostos como ferro, favorecendo a protecao contra patdégenos do solo, auxiliando assim no
crescimento das plantas e contribuindo para adaptacdo em ambientes de clima semiérido
(KOUR et. al. 2019; HAMDALI et al.; 2008).

Com relacdo ao sequenciamento do gene 16S rRNA dos isolados bacterianos, foi

observado uma predominancia de bactérias pertencentes ao filo Fimicutes (Bacillus,
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Paenibacillus, Priestia e Aneurinibacillus) (Tabela 6 e Figura 6). Nos estudos de Rocha et al.
(2020) e Amorim et al. (2022), também foi observado a presenca de Firmicutes em nddulos de
caupi. O género Bacillus pertencente a esse filo pode atuar dentro dos nédulos contribuindo
para o crescimento da planta (AMORIM et al., 2022), assim, a comunidade bacteriana presente
nos nodulos pode beneficiar os vegetais além da fixacéo bioldgica de nitrogénio (AMORIM et
al., 2022).

O género Bacillus tem células retas ou ligeiramente curvas, Gram-positivas, ou mesmo
Gram-negativas em forma de bastonete, com extremidades redondas, as col6nias apresentam
caracteristicas morfolégicas muito variaveis de elevadas a convexas, pequenas a grandes,
circulares a forma irregular e texturas lisas a dsperas com bordas inteiras a fimbriadas sob
diferentes condigdes de crescimento (HARIRCHI et al., 2022). E uma rizobactéria promotora
de crescimento em plantas e tém sido relatadas como produtora de ACC desaminase,
contribuindo para o crescimento das plantas sob varias condi¢es de estresse abidtico como
inundacdo, seca, salinidade e metais pesados (GOWTHAM et al., 2020). Bacillus além de
melhorar o crescimento das plantas, induz resisténcia contra doencas como a antracnose
(GOWTHAM et al., 2018).

Paenibacillus também é uma rizobactéria promotora de crescimento em plantas atraves
da producdo de hormonios como auxina e citocinina, podem fixar nitrogénio, formadora de
enddsporo e tem sido descrita como um organismo de biocontrole contra varios patdgenos
vegetais, incluindo bactérias, fungos, oomicetos e nematoides. Um dos mecanismos de
biocontrole é sua capacidade de formar biofilmes em torno das raizes de diversos hospedeiros,
defendendo-os da interacdo com bactérias e fungos patogénicos. A inoculagdo com
Paenibacillus também atua positivamente na expressdo de genes envolvidos na resposta do
acido abscisico (ABA) em condicGes de seca (DA SILVA et al., 2022; LANGENDRIES, 2021).

O género Priestia inclui bactérias Gram-positivas em forma de bastonete, tem sido
relatada como uma bactéria promotora do crescimento em diversas plantas. Mostrou capacidade
de solubilizar o fdsforo, apresenta genes relacionado a producdo de sider6foros e sdo
comumente identificadas como agentes de biocontrole (ORTEGA-URQUIETA et al., 2022).

Aneurinibacillus é um género de formacao de esporos termo-tolerante e acidotolerante
(HARIRCHI et al., 2022). Com potencial promotor de crescimento de plantas, sdo produtoras
de ACC desaminase, AlA, solubilizagdo de fosfato, siderdforo e producdo de aménia em
condigdes normais e salinas (GUPTA; PANDEY 2019).

Um isolado bacteriano foi identificado como Methylobacterium, e este género pertence

a familia Rhizobiales (Tabela 6 e Figura 6), composto por bactérias Gram-negativas e
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geralmente com pigmentacdo rosa, devido a sintese carotenoides (ZHANG et al., 2021). Cepas
de Methylobacterium em nodulos de feijdo-caupi também foi relatado no estudo de Santos et
al. (2022) e Palberg, et al., 2022 observaram que essas bacterias sdo capazes de produzir niveis
mais altos de citocinina do que qualquer outra bactéria promotora de crescimento de planta,
beneficiando assim, 0s hospedeiros vegetais. As citocinas séo hormonios que estdo envolvidos
na divisao celular e alongamento, crescimento de brotos e absorcéo de nutrientes e aqui também
poderao ser alvo de estudos mais aprofundados no que se refere aos beneficios de promocao de
crescimento de plantas (PALBERG, et al., 2022).

Os maiores teores de K*, Ca?*, Mg?*, Mn, Fe, Mg e da argila no Luvissolo contribuiram
para maiores teores de glomalina relacionado a proteina do solo (GRPS) (Tabela 4 e 7), como
também foi relatado por Gomes et al. (2021), os quais encontraram maiores concentracdes de
elementos como Mn, Mg, Ca e Fe e do teor de argila relacionados a maior teor de GRPS. Isso
se deve ao fato da glomalina ser protegida por associacdo com minerais de argila e com isso
sua decomposic¢do € menor onde o teor de argila € maior (GOMES et al., 2021). Assim, a GRPS
pode formar agregados ricos em Fe com particulas de argila e ter alta termoestabilidade
(WANG et al., 2021), sendo importante na reducéo da erosao do solo, como ocorre nos nucleos
de desertificacdo (GONZALEZ et al., 2021).

A correlagdo negativa da concentracdo de GRPS com a densidade do solo (Ds) (Figura
7), também ja foi observada em outros trabalhos (ZHANG et al., 2017; WANG et al., 2015;
VASCONCELLOS et al., 2016), A menor densidade de esporos encontrada no Luvissolo
provavelmente foi devido as concentracdes de Ti, Fe, Na*, Ca**, Mg?" e argila, como também
relatado nos estudos de Feng et al. (2013) e Priyanka et al. (2017), onde indicam que o Fe e 0
Ti na forma de 6xido, possivelmente pode ter afetado os FMA pelo prejuizo na germinacéo dos
esporos fangicos. A exposicdo de células ao Ti pode causar a degradacdo da parede celular
fangica, desestabilizar o ergosterol das membranas plasmaticas e ocorrer a perda de compostos
intracelulares (AHMAD; ABDULLAH; YASIN, 2019).

A salinidade do Luvissolo pode ter influenciado negativamente o nimero de esporos,
como também ja foi verificado por Delvian; Rambey et al. (2019) e isso se deve provavelmente
ao desequilibrio osmético intracelular das células fungicas, as quais podem romper e causar a
morte do organismo. Teores elevados de Ca?* e Mg?* presentes no solo formado de rocha bésica
ndo favoreceu o fosforo da biomassa microbiana (PBM), sendo este parametro beneficiado pela
natureza quimica do solo formado de rocha acida (Planossolo).

A estimativa do P da biomassa microbiana foi significativamente maior nos Planossolos,

em relacdo ao Luvissolo, pois o horizonte pedogenético Bt acumula umidade e maiores
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proporcdes de argila, mesmo em ambiente desertificado, onde a recuperacéo floristica é mais
dificil de ocorrer. Neves et al. (2020) encontraram maiores proporcdes de C e N da biomassa
microbiana do solo neste mesmo horizonte, permitindo que concluir que o P da biomassa teve

0 mesmo comportamento.
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6 CONCLUSOES

Os solos formados por rocha &cida (Planossolo) apresentaram maior populacdo
bacteriana em relacdo aos solos formados de rocha béasica (Luvissolos) e a presenca de
vegetacdo beneficiou os isolados bacterianos, os quais podem ser alvo de estudos referentes ao
potencial de fixacdo bioldgica de nitrogénio em ambientes propicios a degradagé&o.

Independentemente do tipo de solo abordado e da presenca ou auséncia de vegetacao, a
diversidade de bactérias foi elevada nessa regido, abrindo caminho para novos estudos de
comunidades tolerantes ao estresse hidrico ou salino em ambientes semiaridos tropicais.

Todos os solos e horizontes estudados apresentaram isolados bacterianos capazes de
solubilizar fosfato de célcio e a presenca da vegetacdo favoreceu isolados com indice de
solubilizacéo alto, os quais podem ser benéficos na recuperacdo de ambientes deficientes em
fésforo.

A maioria dos isolados sequenciados pertencem a géneros de bactérias produtoras de
enddsporos, biofilmes, antibidticos e fatores de crescimento de planta, que provavelmente
foram selecionados ao longo do tempo com o fator degradacao do solo.

A natureza quimica e fisica do solo formado de rocha bésica ndo favoreceu o aumento
de esporos de FMA, independente da presenca da vegetacdo, impulsionando positivamente a
GRPS, podendo associar esse fator a recuperacdo de solos degradados, tendo em vista 0s

beneficios que a glomalina possui como agente estabilizador de agregados.
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ANEXO A - Isolados bacterianos ao longo de um Planossolo com vegetacao

Foto da autora

ANEXO B - Isolados bacterianos ao longo de um Planossolo em desertificacdo

Foto da autora
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ANEXO C - Isolados bacterianos ao longo de um perfil de Luvissolo com vegetacédo

Foto da autora

ANEXO D - Isolados bacterianos ao longo de um perfil de Luvissolo em desertificacdo

Foto da autora
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ANEXO E - Dendrograma de impresséo digital de similaridade com base nos perfis BOX-PCR
dos isolados do Planossolo com vegetacdo (PCV), Planossolo em desertificacdo (PAD),
Luvissolo com vegetacdo (LCV) e Luvissolo em desertificacdo (LAD) do semiarido. Utilizando
o algoritmo UPGMA e o coeficiente Jaccard
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