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Populacgdes de alfa e beta-rizébios de feijdo-caupi naturalmente estabelecidas em solos do
semiarido tropical

RESUMO

Recentemente, importantes contribui¢des para o avanco do conhecimento da ecologia e
diversidade de micro-organismos em diferentes ecossistemas brasileiros tem levado ao
enriquecimento da taxonomia de rizdbios, inclusive com a descrigdo de novas espécies de
microssimbiontes. A grande diversidade de condicBes edafoclimaticas (tipos de solo,
precipitacdo média anual, etc.) e de caracteristicas da vegetacdo da caatinga, tornam esse bioma
um campo vasto para estudos de ecologia de rizébios e para buscas de novas estirpes elites para
recomendacdo como inoculantes. Objetivou-se com este trabalho, avaliar as caracteristicas das
populacbes de alfa e beta-rizobios naturalmente estabelecidas em solos do Semiarido de
Pernambuco cobertos com vegetacdo nativa. Para a realizagdo de uma amostragem
representativa das diferentes condi¢des edafoclimaticas, foram selecionados pontos em areas
com cobertura de caatinga densa (com pouca interferéncia antrdpica) e nas principais classes
de solos ocorrentes no bioma: Argissolo, Neossolo Litdlico, Neossolo Quartzarénico, Neossolo
Regolitico, Latossolo, Luvissolo e Planossolo. As comunidades rizobianas nativas das amostras
de solo coletadas foram acessadas em experimento em casa de vegetacdo utilizando o feijdo-
caupi como planta-isca. Essa espécie foi escolhida por sua conhecida habilidade de estabelecer
simbiose com comunidades de alfa e beta-rizobios. Dos nddulos coletados no experimento de
planta-isca foram obtidos 434 isolados, dos quais 338 foram positivos para a amplificacdo do
gene nodC (nodC+). Em sua maioria séo isolados de crescimento rapido, com metabolismo que
acidifica o meio de cultura e produtores de muito muco. Os 338 isolados foram submetidos a
Anélise de Restricdo do DNA Ribossomal Amplificado (ARDRA), para avaliar a variabilidade
genética da colecdo nodC+. A analise conjunta dos perfis de restricdo do 16S rRNA, obtida a
partir das endonucleases Haelll, Mspl e Hin6l, permitiu a formacédo de 209 grupos a 100 % de
similaridade, evidenciando grande variabilidade genética entre os isolados. A partir do
dendrograma do ARDRA, determinou-se um “threshold” de 75 % de similaridade e, a partir
desse agrupamento, selecionou-se representantes dos grupos (um total de 60) para serem
submetidos a amplificacdo e sequenciamento do gene 16S rRNA. Dos 60 isolados, selecionou-
se, aleatoriamente, 30 para serem sequenciados os genes nodC, recA e gyrB. Levando em
consideracao o sequenciamento do 16S rRNA, Paraburkholderia (18) foi o género com maior
numero de isolados, seguido de Rhizobium (13) e Bradyrhizobium (10). Analisando a arvore
com base nos 24 isolados com sequéncia de boa qualidade do gene recA, verificou-se que oito
isolados fazem parte da classe das betaproteobactéria pertencentes ao género Paraburkholderia.
Para os alfa-rizobios, apenas 2 isolados agruparam com o género Rhizobium e 12 ficaram
agrupados com Bradyrhizobium. A maioria dos isolados agrupados com o0 género
Paraburkholderia na arvore do gene nodC apresentaram alta similaridade com as estirpes
referéncia. Por apresentarem sequéncias de recA e gyrB divergentes, na arvore concatenada, 0s
isolados C88-4 e C59-4 formaram um grupo com baixa similaridade com as estirpes de
referéncia de beta-rizébios. Em alfa-rizébios o comportamento foi semelhante. Este padrdo de
agrupamento demonstra a elevada variabilidade genética dos isolados e aponta para a existencia
de novos grupos taxondmicos dentre os isolados obtidos.

Palavras-chave: ARDRA. Fixacdo biologica de nitrogénio. Leguminosa. Simbiose. Vigna
unguiculata (L) Walp.. Caatinga.






Populacgdes de alfa e beta-rizébios de feijdo-caupi naturalmente estabelecidas em solos do
semiarido tropical

ABSTRACT

Recently, significant contributions to the advancement of the knowledge of the ecology
and diversity of microorganisms in different Brazilian ecosystems have led to the enrichment
of the taxonomy of rhizobia, including the description of new species of microsymbionts. The
great diversity of soil and climatic conditions (soil types, mean annual precipitation, etc.) and
characteristics of the vegetation of the caatinga make this biome a vast field for studies of
rhizobia ecology and for the search of new elite strains for a recommendation as inoculants.
The objective of this work was to determine the characteristics of naturally occurring alpha and
beta-rhizobia populations in Pernambuco semi-arid soils covered with native vegetation. To
perform a representative sampling of the different edaphoclimatic conditions, points were
selected in areas with dense caatinga cover (with little anthropic interference) and in the main
soil classes occurring in the biome: Ultisols, Leptosols, Arenosols, Regosols, Oxisols, Alfisols
and Planosols. The native rhizobial communities of the collected soil samples were accessed in
a greenhouse experiment using the cowpea as bait plant. This species was chosen for its known
ability to establish symbiosis with alpha and beta-rhizobia communities. Of the nodules
collected in the bait-plant experiment, 434 were obtained, of which 338 were positive for nodC
(nodC +) gene amplification. Most are fast-growing isolates, with a metabolism that acidifies
the culture medium and producers of much mucus. The 338 isolates were submitted to
Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis (ARDRA) to evaluate the genetic variability
of the nodC + collection. The analysis of the restriction profiles of the 16S rRNA obtained from
the endonucleases Haelll, Mspl and Hin6l, allowed the formation of 209 groups at 100 % of
similarity, evidencing a high genetic variability among the isolates. From the dendrogram of
the ARDRA, a threshold of 75 % of similarity was determined and, from this grouping,
representatives of the groups (a total of 60) were selected to be submitted to the amplification
and sequencing of the 16S rRNA gene. Of the 60 isolates, 30 were randomly selected to be
sequenced the nodC, recA and gyrB genes. Taking into consideration the sequencing of 168,
Paraburkholderia (18) was the genus with the highest number of isolates, followed by
Rhizobium (13) and Bradyrhizobium (10). Analyzing the tree based on 24 isolates with a good
sequence of the recA gene, it was verified that eight isolates belong to the class of
betaproteobacteria belonging to the genus Paraburkholderia. For the alpha-rhizobia, only 2
isolates grouped with the genus Rhizobium and 12 were grouped with Bradyrhizobium. Most
of the isolates grouped with the genus Paraburkholderia in the nodC gene tree showed high
similarity with the reference strains. Because of divergent recA and gyrB sequences in the
concatenated tree, isolates C88-4 and C59-4 formed a group with low similarity to the reference
strains of beta-rhizobia. In alpha-rhizobia the behavior was similar. This pattern of grouping
demonstrates the high genetic variability of the isolates and points to the existence of new
taxonomic groups among the isolates obtained.

Keywords: ARDRA. Biological nitrogen fixation. Leguminous. Symbiosis. Vigna unguiculata
(L) Walp.. Caatinga.
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1 INTRODUCAO

A maior regido semiarida da America do Sul encontra-se no Brasil (KIILL et al., 2013).
Abrange uma érea de 980.000 km? (GUSMAO, 2016) que se distribui por estados como
Alagoas, Bahia, Ceard, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte, Sergipe e parte do
norte do estado de Minas Gerais (CASTRO; CAVALCANTE, 2011; SIQUEIRAFILHO, 2012,
ARAUJO FILHO, 2013). A caatinga €, neste ambiente, a principal formacéo vegetal (LIMA
JUNIOR et al., 2014). O clima caracteristico da regifo faz dessa vegetacdo a floresta seca mais
extensa da América do Sul e com limites inteiramente restritos ao territério brasileiro
(PAREYN, 2013).

A regido é conhecida por suas adversidades climaticas, onde a escassez de agua e a
irregularidade temporal na distribuicdo das chuvas séo muito comuns (QUEIROZ, 2009), e
implicam diretamente na vegetacdo caracteristica do bioma. Embora seus indices
pluviométricos sejam baixos, e a evapotranspiracdo potencial possa alcancar os 2700 mm
anuais (ARAUJO FILHO, 2013), a caatinga apresenta grande variedade de paisagens e relativa
riqueza biolégica (ARAUJO; SILVA, 2010), com solos extremamente diversos mesmo em
escalas locais (SAMPAIO, 2010).

Em regides semidridas, o principal fator limitando a produtividade agricola, depois da
restricdo hidrica, € a deficiéncia de N. Yahdjian, Gherardi e Sala (2011) relataram que em
regides aridas e semiaridas, a limitacdo do N € um fendmeno generalizado. Assim, as incertezas
climéaticas e o alto custo dos insumos tem contribuido para a reducdo da aplicagdo de
fertilizantes nitrogenados por agricultores familiares no Semiérido brasileiro e
consequentemente para a reducdo da produtividade. Uma alternativa para aumentar a
produtividade sem aplicacéo de fertilizantes quimicos seria a inclusdo de estirpes de rizébios
eficientes e adaptadas as condicdes locais, uso de espécies de leguminosas com potencial para
a FBN e 0 manejo adequado da FBN nos sistemas agricola e florestal.

Assim, estudos prévios que envolvem a caracterizacdo fenotipica, bioquimica e
molecular dos microssimbiontes responsaveis pela FBN em simbiose com leguminosas sao
importantes, para, a partir dai, realizar as etapas de avaliacdes quanto ao potencial simbiotico
desses micro-organismos.

Na caatinga, a distribuicdo de leguminosas tem forte influéncia do tipo de substrato,
com floras bem distintas entre &reas de embasamento cristalino e sedimentos arenosos
(CARDOSO; QUEIROZ, 2007; COSTA et al., 2015). Juntamente com a variabilidade de

condicBes edafoclimaticas, a diversidade de espécies de leguminosas da caatinga pode
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proporcionar a manutencdo de uma também igual diversa populacdo de rizobios nos solos do
bioma. Estudos apontam que os solos do Semidarido brasileiro abrigam alta diversidade de
rizobio (SANTOS et al., 2007a; MARTINS et al., 1997; TEIXEIRA et al., 2010; FREITAS et
al., 2014), mas informagOes sobre a estrutura dessas populacbes em estudos mais
representativos sao escassas.

Embora seja um bioma com grande diversidade de leguminosas, apenas poucas das
espécies nativas da caatinga foram estudadas quanto a sua capacidade de FBN (TEIXEIRA et
al., 2006; FREITAS et al., 2010; FREITAS et al., 2012b; SOUZA et al., 2012b) e as
caracteristicas de seus microssimbiontes (TEIXEIRA et al., 2010; REIS JUNIOR et al., 2010;
FREITAS et al., 2014; MARTINS et al., 2015; MENEZES et al., 2016). Assim, informacdes
sobre a diversidade morfofisioldgica e molecular de populagdes de bactérias nativas de solos
dos diversos ambientes que compdem a caatinga ainda é desconhecida.

O que tem sido visto é que, muitas contribuicbes vém sendo feitas no avanco do
conhecimento da ecologia e diversidade de rizdbios em outros ecossistemas brasileiros, que
inclusive levaram ao enriquecimento da taxonomia de rizébios. Ao longo dos Gltimos anos,
novas espécies de rizobios foram descritas a partir de solos do Brasil, a exemplo:
Bradyrhizobium manausense (SILVA et al., 2014), Bradyrhizobium neotropicale (ZILLI et al.,
2014), Bradyrhizobium ingae, Microvirga vignae (RADL et al., 2014), Rhizobium leucaenae
(RIBEIRO et al., 2012), Rhizobium freirei (DALL'AGNOL et al., 2013), Rhizobium
paranaense (DALL'AGNOL et al., 2014). A espécie Microvirga vignae foi isolada a partir de
solo do Semiarido brasileiro e mostrou potencial para promocao da produtividade de gréos de
feijdo-caupi via FBN (SILVA JUNIOR et al., 2014). A descoberta de um novo membro do
género Microvirga (uma alfa - proteobacteria) como simbionte eficiente de feijdo-caupi em solo
do Semiarido brasileiro aponta para um recurso ainda pouco explorado, tanto em termos de
conhecimento (biodiversidade) como de aplicacao biotecnologica (inoculantes microbianos).

Diante disso, visando tracar o perfil das populacdes de rizébios estabelecidas na regido,
utilizou-se o feijdo-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp.) como planta-isca ndo apenas por ser
uma espécie de ampla faixa hospedeira (apresentando o carater simbiotico de nodular com alfa
e beta-rizobios), mas também por ser estratégica para a gestdo da FBN em sistemas agricolas

na regido semiarida.
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1.1 Hipdteses

- Diferentes condigdes edafocliméticas e de fitofisionomia do bioma Caatinga condicionam

populacdes de rizébios também diferenciadas.

- Solos do Semiarido brasileiro cobertos com vegetacdo nativa abrigam populacdes de rizobios

muito diversa.
1.2 Objetivo geral

Avaliar as caracteristicas das populacbes de alfa e beta-rizobios naturalmente

estabelecidas em solos do Semiarido de Pernambuco cobertos com vegetagdo nativa.

1.3 Objetivos especificos

- Selecionar pontos amostrais representativos das principais condi¢des edafoclimaticas

do Semiarido de Pernambuco que apresentem cobertura de caatinga densa.

- Obter e caracterizar fenotipicamente uma colecdo de rizobios naturalmente

estabelecidos em solos do Semiéarido de Pernambuco, utilizando feijdo-caupi como planta-isca.

- Determinar a diversidade e a estrutura genética de rizobios naturalmente estabelecidos

em solos do Semiarido de Pernambuco.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Caatinga: localizacdo, distribuicéo, condi¢des edafoclimaticas e aspectos da vegetacgao

O Semiarido brasileiro € o mais extenso da America do Sul (KIILL; TERAO;
ALVAREZ, 2013). Seu espaco geografico de 980.000 km? (GUSMAO, 2016) distribui-se por
quase todos os estados da Regido Nordeste do Brasil (Alagoas, Bahia, Ceard, Paraiba,
Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte e Sergipe), abrangendo ainda parte do norte do estado
de Minas Gerais (CASTRO; CAVALCANTE, 2011; SIQUEIRA FILHO, 2012; ARAUJO
FILHO, 2013). Nesta regio, a principal formacéo vegetal ¢ a caatinga (LIMA JUNIOR et al.,
2014), que originalmente ocupava uma superficie de aproximadamente 850.000 km?
(QUEIROZ, 2009), correspondendo a mais de 86 % da area coberta pelo Semiarido brasileiro.
Segundo Pareyn (2013), a caatinga é a floresta seca mais extensa da América do Sul e tem seus
limites inteiramente restritos ao territdrio nacional.

As condic¢des climaticas do bioma, como escassez de agua durante uma grande parte do
ano e a irregularidade temporal na distribuicdo das chuvas, implicam especialmente na
vegetacdo caracteristica da caatinga (QUEIROZ, 2009). Seus indices pluviométricos sdo
baixos, com precipitacées entre 250 e 800 mm ano™ (GUSMAO et al., 2016). Em anos atipicos,
muito chuvosos ou muito secos, a precipitacdo pode ultrapassar os 1000 mm ou ser inferior a
200 mm, respectivamente (MAIA, 2012).

Duas estagOes bastante distintas ficam bem delimitadas com a sazonalidade climatica
caracteristica: uma estacdo chuvosa curta, com duracdo de trés a cinco meses, e uma longa
estacdo seca, o restante do ano (LIMA, 2012). Quanto a temperatura, a regido é caracterizada
por médias anuais elevadas, em torno de 27 °C (GUSMAO et al., 2016), mas é possivel, em
serras e chapadas com altitudes acima de 500 m, verificar temperaturas mais baixas (ALVES;
ARAUJO; NASCIMENTO, 2009). No entanto, embora esteja inteiramente localizada no
Semiarido nordestino, sob condi¢des de clima quente e seco, com evapotranspiracao potencial
que pode alcangar os 2.700 mm anuais (ARAUJO FILHO, 2013), a caatinga apresenta grande
variedade de paisagens e relativa riqueza bioldgica (ARAUJO; SILVA, 2010).

Os solos da caatinga, mesmo em escalas locais, sdo extremamente diversos (QUEIROZ,
2009), apresentando a maior variabilidade do pais (SAMPAIQO, 2010). Ao longo de toda sua
extensdo, € possivel encontrar solos que se originam tanto de formagdes geologicas cristalinas
quanto de formacGes geoldgicas sedimentares (ALVES et al., 2009). Em sua maioria, sdo solos
rasos (pouco desenvolvidos) (ARAUJO; SOUZA, 2011) e com afloramentos rochosos (ALVES
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et al., 2009). Latossolo, Luvissolo, Argissolo, Neossolo Quartzarénico, Vertissolos, Neossolo
Litélico, Planossolos, Neossolo Regolitico e Cambissolos sdo as classes de solos mais
representativas do Semiarido brasileiro (RIBEIRO; SAMPAIO; GALINDO, 2009; ARAUJO
FILHO, 2013). Quanto ao relevo, a principal feicdo geomorfoldgica corresponde a das grandes
depressdes, também conhecida como depressdo sertaneja (QUEIROZ, 2009). Assim, a
diversificagdo em paisagens e tipos vegetacionais da caatinga € justificada, em parte, pelas
variacdes geomorfoldgicas, climaticas e topograficas, que influenciam a distribuicéo, riqueza e
diversidade de suas espécies vegetais (ARAUJO FILHO, 2013).

A maioria das espécies da caatinga perdem suas folhas durante certa época do ano. A
perda das folhas ao longo da paisagem seca faz com que os troncos esbranquicados e brilhosos
figuem expostos, tornando o ambiente com um aspecto acinzentado e claro da vegetacédo
(ALVES, 2007). Segundo esse mesmo autor, essa caracteristica deve ter levado ao termo
“caatinga”, que, em tupi-guarani, significa “mata branca”. E uma formacio vegetal bastante
heterogénea (MAIA, 2012) que varia de aberta a arbustiva até fechada e florestal (SANTOS et
al., 2013). Suas espécies vegetais sdo xerofilas (ALVES et al., 2009), herbaceas, arbustivas e
arboreas de pequeno porte, geralmente dotadas de espinhos (ARAUJO FILHO, 2013).

Devido as adversidades climaticas da regido, muitos vegetais ocorrentes nesse ambiente
desenvolveram estratégias adaptativas. Em algumas espécies, a perda de dgua € minimizada
pela reducdo da superficie foliar que ocorre tanto com a perda da folha ou sua transformagéo
em espinhos, quanto pela presenca de folhas compostas com foliolos reduzidos (QUEIROZ,
2009). Outras estratégias desenvolvidas por alguns vegetais sdo 0 armazenamento de agua, que
pode ser realizado em caules (barriguda), tecidos verdes (cactaceas) e raizes (umbuzeiro)
(MAIA, 2012), e a presenca de entrecasca clorofilada que consegue manter um certo nivel de
atividade fotossintética mesmo estando sem folhas (QUEIROZ, 2009).

Ao longo dos ultimos anos houve um acréscimo consideravel no nimero de espécies
vegetais da caatinga, de modo que, mais de 4600 espécies ja foram catalogadas, das quais 913
sdo endémicas (ZAPPI et al., 2015). Espécies pertencentes aos géneros Mimosa, Acacia,
Caesalpiniae, Senna, Croton, Cnidoscolus, Jatropha, Cereus, Pilosocereus, Melocactus e
Tacinga, sdo as mais representativas na composi¢do do estrato arbdreo e arbustivo da caatinga
(QUEIROZ, 2006). Nesse bioma, Fabaceae ¢ uma das familias mais importantes devido a sua
grande contribuicdo para a diversidade floristica (QUEIROZ, 2009), j& que estdo catalogadas
mais de 600 espécies de leguminosas (ZAPPI et al., 2015), e com alto grau de endemismo
(QUEIROZ, 2006).
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2.2 Feijao-caupi: aspectos gerais

Dentro do género Vigna, a espécie Vigna unguiculata (L.) Walp. e espécies silvestres,
mesmo geneticamente mais préximas, apresentam grande variabilidade genética. Segundo
Freire Filho (2011), provavelmente essa tenha sido a razdo que inicialmente dificultou a
classificacdo da espécie domesticada. Um reflexo dessa dificuldade é que nas primeiras
classificacBes o feijao-caupi foi incluido em géneros como Phaseolus e Dolichos. Hoje, sua
classificacéo no género Vigna é mundialmente aceita (FREIRE FILHO, 1988).

A nivel de espécie, muitas classificagdes também foram realizadas até que se chegasse
a atual. Assim, a classificacdo cientificamente aceita é que o feijao-caupi € uma planta
Dicotyledonea, da ordem Fabales, familia Fabaceae, subfamilia Faboideae, tribo Phaseoleae,
subtribo Phaseolineae, género Vigna, subgénero Vigna, seccdo Catyang, espécie Vigna
unguiculata (L.) Walp., subespécie unguiculata e subdivisdo em quatro cultigrupos
(Unguiculata, Sesquipedalis, Biflora e Textilis) (PADULOSI; NG, 1997; SMARTT, 1990;
VERDCOURT, 1970). Os cultigrupos ocorrentes no Brasil sdo: Unguiculata, utilizado tanto
para a producdo de grdo seco quanto verde, e Sesquipedalis, comumente conhecido como
feijdo-de-metro e cultivado para a produgdo de vagem (FREIRE FILHO, 2011).

O feijao-caupi apresenta-se em diversas cores, formas e nomes. Feijdo-macassa é
provavelmente a denominacdo mais antiga e difundida no Brasil. Outras denominacGes sao:
feijdo-de-corda; feijao-vigna; feijao-de-praia; caupi (trata-se do aportuguesamento do nome
“cowpea”, palavra em inglés que traduzido significa ervilha-de-vaca); feijao-fradinho; feijao-
da-col6nia; feijdo-manteiga; feijdo-verde; feijao-de-estrada; feijao-miudo; feijdo-pardo; feijao-
coquinho (FREIRE FILHO; CARDOSO; ARAUJO, 1983), feijdo-gurutuba; feijdo-catador
(FREIRE FILHO, 2011).

Alguns paises e regides levantados na literatura por Steele e Mehra (1980) s&o sugeridos
como centro de origem da espécie Vigna unguiculata (L.) Walp., tais como: Oeste da Africa;
centro e sul da Africa; Oeste e centro da Africa; Africa e Etiopia; india e Africa; Noroeste da
india, Paquistdo e Ird; india e Etiopia; india. Os mesmos autores constataram gue, mesmo
havendo muitas possibilidades do centro de origem da espécie, regides da Africa sdo maioria
entre as diversas proposicdes citadas. Sendo assim, hd um consenso de que o feijdo-caupi seja
de origem africana. Além disso, um fato que fortalece ainda mais essa teoria é que as formas
selvagens da espécie ndo tém sido encontradas fora do continente africano.

As migrac0es e rotas comerciais favoreceram a dispersdo do feijdo-caupi para outras

regides do continente africano bem como para outros continentes. No continente americano,
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por exemplo, o feijdo-caupi foi introduzido por colonizadores espanhdis e portugueses ainda na
segunda metade do século XVI. Apds ser difundido nas col6nias espanholas, o feijao-caupi foi
introduzido no Brasil provavelmente pelo estado da Bahia (FREIRE FILHO, 2011). Sua
disseminacdo no pais ocorreu em paralelo a colonizacdo, de modo que seu cultivo passou a ser
praticado em todas as regides. Diante da oportunidade de cultivar varios tipos de feijoes, como
fava (Phaseolus lunatus (L.)) e feijdo comum (Phaseolus vulgaris (L.)), possivelmente aliado
a outros fatores, fez com que os agricultores passassem a cultivar com maior frequéncia aquelas
espécies com maior aceitacdo e mais adaptadas as suas regides. Isso fez com que o cultivo do
feijdo-caupi se concentrasse nas regides Norte e Nordeste do Brasil (FREIRE FILHO, 1988).

Segundo dados da FAO (FAOSTAT, 2017), a area plantada com feijao-caupi no ano
de 2017 foi de 12,5 milhGes de hectares (ha), o que correspondeu a uma produ¢do mundial de
7,4 milhdes de toneladas do gréo seco. Esse mesmo levantamento aponta o continente africano
como o maior produtor mundial de feijao-caupi (95,9%), com destaque para a Nigéria (3,4
milhoes de toneladas), Niger (1,9 milhoes de toneladas) e Burkina Faso (603 mil toneladas).

No Brasil, ao longo dos ultimos anos, o feijdo-caupi tem adquirido maior expressao
econdmica principalmente com a expansao das areas de cultivo em direcdo ao cerrado (SILVA
JUNIOR et al., 2018). Nessas areas a cultura tem sido introduzida na “safrinha” e até mesmo
como cultura principal (FREIRE FILHO, 2011). Resultados preliminares apresentados pelo
IBGE (2018) no ultimo censo agropecudrio, apontam Mato Grosso, Minas Gerais e Ceara como
0s estados com maior producéo.

O cultivo no estado do Mato Grosso tem sido cada vez mais frequente (SILVA
JUNIOR et al., 2018). Com isso, a expansdo das areas tém feito com que seu cultivo seja
praticado ndo apenas por pequenos, mas também por médios e grandes produtores que,
consequentemente, passaram a utilizar maior aporte tecnoldgico. O emprego de tecnologias que
permitem a expressdao do potencial produtivo da cultura, como a irrigacdo, tém sido um
diferencial para a produtividade em alguns estados. No Mato Grosso, por exemplo, a
produtividade alcancada na safra 2018/2019 foi superior a 1.000 kg ha* (Safra 2018/2019),
enquanto a produtividade média do Brasil foi de 516 kg ha* (CONAB, 2019).

Embora a maior producdo tenha sido atribuida ao estado do Mato Grosso (regido
Centro-Oeste), 0 maior numero de estabelecimentos agropecudrios produtores de feijdo-caupi
encontra-se na regido Nordeste. Alagoas, Bahia, Ceara, Maranhdo, Paraiba, Pernambuco, Piaui
e Rio Grande do Norte sdo oito dos dez estados listados com o maior nimero de
estabelecimentos agropecuarios produtores da cultura (IBGE, 2018). Nessa regido, a maior

producéo tem sido do cultivo por pequenos agricultores, caracterizando, muitas vezes, uma
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agricultura de base familiar. Devido ao seu alto valor nutritivo (principalmente como fonte de
proteina) e ampla adaptabilidade as condi¢es tropicais, a cultura assume grande importancia
na fixacdo de méo-de-obra e geracdo de emprego e renda no campo. Segundo Nascimento et
al. (2010), o feijdo-caupi é a cultura granifera de maior importancia para o Semiarido brasileiro,
principalmente por ser uma das principais culturas de subsisténcia.

Conforme informacéo disponivel no Registro Nacional de Cultivares do Ministério
da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento — MAPA, atualmente 47 cultivares de feijao-caupi
encontram-se registradas para o cultivo no Brasil. Alguns exemplos sdo: BRS Pujante, BRS
Potiguar, BRS Rouxinol, BRS Guariba, BRS-Marataod, BR 17-Gurguéia, BRS — Mazagao,
BRS Pajeu, BRS Xiquexique, IPA 205, BR 14-Mulato, BRS Novaera, BRS Carijo, BRS
Tapaihum, IPA 206 e BRS Imponente (BRASIL, 2019). Além destes, muitos outros genétipos
crioulos sdo cultivados em diversos estados, tais como: Comercio Crato, Costeldo, Canapu
Ligeiro, Canapu Verdadeiro, Zé Matias e Beira Rio, cultivadas no Cariri Cearense (BEZERRA
et al., 2017), Sedinha, Corujinha, Canapu, Sempre Verde e Azul, cultivadas em comunidades
de agricultores familiares do agreste da Paraiba (VIEIRA et al., 2010; FREITAS; SILVA;
SAMPAIO, 2012).

2.3 Nitrogénio: um elemento essencial na nutri¢éo de plantas

O maior reservatorio de nitrogénio (N) do planeta é a litosfera, que contém uma massa
de 1 x 102 g de N (98 % do N existente). A atmosfera, segundo maior reservatorio, tem um
estoque estimado em 3,9 x 102! g de N (78 % do seu volume) na forma de nitrogénio molecular
(N2) (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006), um gas quimicamente muito estavel. Sua baixa
reatividade quimica, decorrente da ligacdo covalente existente entre os atomos da molécula
(N=N), impede que esse gas seja diretamente utilizado por plantas e animais (BRADY; WEIL,
2013).

A conversdo do N2 em formas reativas, que inclui qualquer outra forma de N
prontamente disponivel aos organismos vivos, ocorre por processos naturais (acao de descargas
elétricas e fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN)) ou pela industrializagdo (também chamado
de processo Haber-Bosch). Por outro lado, conforme exposto por Trivelin e Franco (2011), tém-
se como saidas: remocdo e exportagdo pelas colheitas; perda na forma de 6xidos (N2O, NO,
NO.), amodnia e N2 decorrente da queima de restos culturais; lixiviagdo de formas minerais

(especialmente o nitrato (NO3")); desnitrificacdo e perdas gasosas por volatilizacdo e folhagens.
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Embora ndo seja considerada uma forma de perda, a imobilizacdo deixa o nutriente
temporariamente indisponivel.

Em sistemas agricolas e naturais, a matéria organica do solo (MOS) é uma importante
fonte desse nutriente. A maior parte do N do solo (95 % do N total) encontra-se em diferentes
moléculas organicas. A fragdo inorganica é constituida principalmente por NH4* e NO3", porém,
em algumas situac@es, é possivel constatar a presenca de nitrito (NO2). A presenca de gases
como o N2, mesmo que sendo em propor¢fes menores, também é constatada na atmosfera e
solucdo do solo. As reacgdes que envolvem o N ligado a MOS séo predominantemente mediadas
por micro-organismos, os quais, sdo diretamente afetados por condi¢Ges ambientais e climaticas
(CANTARELLA, 2007).

Ao levar em consideracdo todos os elementos que passam pelo sistema solo-planta-
atmosfera, o N é, sem davidas, o elemento que passa pelo maior numero de transformacoes
bioquimicas. Trés subciclos estdo inseridos no seu ciclo universal, os quais sdo denominados
de elementar, autotréfico e heterotrofico. O subciclo elementar é representado pela
desnitrificacdo e FBN, envolvendo, portanto, a conexao de organismos e compartimentos como
a atmosfera. O subciclo autotréfico inclui 0 metabolismo das plantas, cuja atividade produz
substratos primarios que podem ser utilizados por individuos do subciclo heterotréfico (micro-
organismos decompositores) (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

Na natureza o N apresenta-se em seis niveis de oxidagdo ou estado de valéncia: NH3
(amdnia; valéncia -3); HONH; (hidroxilamina; valéncia -1); N2 (dinitrogénio; valéncia 0); HNO
(nitroxila; valéncia +1); NO2 (nitrito; valéncia +3) e NOs (nitrato; valéncia +5). Essa
caracteristica faz com que o N desempenhe seu complexo papel nos processos vitais
(TRIVELIN; FRANCO, 2011).

Por fazer parte de multiplas fun¢Bes na planta (metabdlicas e estruturais), o N € o
macronutriente requerido em maior quantidade pela maioria das espécies cultivadas
(CANTARELLA, 2007), na ordem de g kg! de matéria seca do vegetal (DECHEN;
NACHTIGALL, 2007). Alguns componentes nitrogenados de importancia incluem proteinas,
acidos nucleicos e clorofila (BRADY e WEIL, 2013). Sua participa¢do na massa de material
vegetal seco fica entre 1 e 3 % que, ao somar-se aos elementos carbono (C), hidrogénio (H) e
oxigénio (O), passam a representar, juntos, mais de 90 % dessa matéria (TRIVELIN; FRANCO,
2011), sendo, portanto, o quarto elemento mais abundante nas plantas (MOREIRA;
SIQUEIRA, 2006; SANTOS et al., 2008). Sua absorc¢éo pelos vegetais tem sido principalmente
nas formas idnicas (NHs* e NO3") (SANTOS et al., 2008; BRADY; WEIL, 2013).
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Por ser um dos elementos que mais tem limitado a produtividade das culturas, tornou-
se cada vez mais frequente o uso de fertilizantes nitrogenados industrializados, representando,
portanto, um dos mais altos custos de producéo para o agricultor. Diante disso, muitos estudos
séo realizados a fim de encontrar a melhor dose (VASCONCELOS et al., 2015; LIMA et al.,
2016), fonte (LORENSINI et al., 2014; MARCON et al., 2017) e época de aplicacdo do
elemento (SOUZA et al., 2012a; NASCENTE et al., 2017), em diferentes culturas, com a
finalidade de se obter o melhor aproveitamento e, consequentemente, reduzir os custos de
producéo.

Além do alto custo de producdo, esses fertilizantes sdo responsaveis por causar impactos
ambientais. Diante disso, muito tem sido feito em relacdo a busca por microssimbiontes
competitivos e eficientes na FBN. Por ser um processo de baixo custo e ecologicamente correto,
a FBN tém proporcionado em culturas como a soja (Glycine max (L.)), uma economia de
bilhGes de ddlares pela reducdo do uso de fertilizantes nitrogenados industrializados. Observa-
se, além disso, que os ganhos com a FBN véo além da reducdo dos custos de producdo, é um

processo que traz beneficios ecologicos.

2.4 Fixacdao bioldgica de nitrogénio

A FBN é considerada por muitos estudiosos como o segundo processo biolégico mais
importante do planeta, sendo superada apenas pela fotossintese (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006;
CANTARELLA, 2007; REIS-JUNIOR et al., 2011; ZAGO et al., 2018). O processo é
caracterizado pela reducdo do nitrogénio molecular (N2) a amoénia (NHs), uma forma inorgénica
combinada (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006; HOFFMANN, 2007; CANTARELLA, 2007), que,
posteriormente, é convertida em outras formas reativas (organicas e inorganicas), essenciais em
sistemas biologicos. Esse processo é catalisado por alguns procariotos cujo principal habitat é
osolo (HUNGRIA et al., 2015), e s0 é possivel gracas a capacidade que esses micro-organismos
tém de sintetizar a nitrogenase, um complexo enzimatico responsavel por transferir elétrons até
a completa reducéo do Na.

Duas unidades basicas fazem parte da nitrogenase: uma Fe-proteina, que acopla a
hidrolise de ATP para que ocorra a transferéncia de elétrons durante a reacdo, e FeMo-proteina,
que fornece o sitio ativo para que o substrato seja reduzido (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006;
BALDANI et al., 2009). No entanto, para que a FBN seja possivel, além da nitrogenase, se
fazem necessarios a presenca de redutores fortes (ferrodoxina e flavodoxina) e uma via

assimilatoria de NHz (CORDEIRO, 2004). Devido a baixa especificidade por substrato, além
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do N2, a nitrogenase também é capaz de reduzir outras moléculas com tripla ligacdo. Essa
habilidade tem possibilitado a avaliacdo qualitativa da atividade da enzima por meio da redugéo
do acetileno (REIS et al., 2010). E uma enzima que atua em temperatura ambiente e pressdo
normal (SANTOS et al., 2008).

Embora muitos genes estejam envolvidos na FBN, os genes fix, nif, e nod tém sido
relatados como os principais envolvidos no processo (SHAMSELDIN, 2013). Os genes fix sdo
responsaveis pela regulacdo da transcri¢do dos genes nif, que, por sua vez, estdo envolvidos na
biossintese, estrutura e regulacdo da nitrogenase. Os genes nod, como o0 proprio nome sugere,
sdo requeridos para a nodulacéo, e s6 sao encontrados em bactérias formadoras de nédulos
(MOREIRA e SIQUEIRA, 2006). Estdo, portanto, envolvidos na sintese dos chamados fatores
da nodulagdo (Fator nod), que sdo os lipo-quito-oligossacarideos (LQO) (CASSETARI,
SILVA; CARDOSO, 2016).

A parcela de procariotos que realiza a FBN, também conhecidos como diazotroficos,
pode realizar o processo de trés diferentes formas. S&o micro-organismos que realizam a FBN
desde em vida livre, utilizando fontes de carbono prontamente disponiveis no ambiente, sem a
necessidade de um hospedeiro, até aqueles que estabelecem relacGes mais especificas ao habitar
a superficie ou o interior de tecidos vegetais (associativos facultativos ou obrigatorios), ou
mesmo apresentar uma relagdo ainda mais especifica com algumas espécies de leguminosas
(simbiontes) (MOREIRA,; SIQUEIRA, 2006; MOREIRA et al., 2010; REIS et al., 2010).

Devido a importancia dos diazotroficos para o suprimento de N em diversos
ecossistemas, muitas espécies ja foram descritas, tais como: Rhizobium leguminosarum, R.
endophyticum, Ensifer meliloti, Microvirga zambiensis, Azorhizobium caulinodans,
Bradyrhizobium japonicum, B. elkanii, Burkholderia tuberum, Cupriavidus taiwanensis
(BERRADA; BENBRAHIM, 2014), Herbaspirillum seropedicae, Beijerinckia fluminensis,
Burkholderia vietnamiensis, Azospirillum brasiliense, Enterobacter spp., Pseudomonas spp.
(MOREIRA et al.,, 2010), Beijerinckia indica, Azotobacter chroococcum, A. paspali
(OLIVEIRA et al., 2008), Rhodobacter capsulatus (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006) e Derxia
spp. (MOREIRA et al., 2010), entre outras. Com o advento e a popularizacdo de técnicas de
biologia molecular, a melhor compreensao da taxonomia destes micro-organismos tem crescido
significativamente a cada ano. O estudo da diversidade ndo tem sido o unico foco, a busca por
individuos eficientes na FBN também tem sido relatada na literatura (COSTA et al., 20144;
MARINHO et al., 2014).

Entre as espécies de leguminosas, a soja € uma das culturas que tem recebido grande

contribuicdo da FBN no Brasil (REIS-JUNIOR et al., 2011). Os mesmos autores relataram que
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para produzir 1000 kg de soja, com 6,5 % de N (gréos + parte vegetativa), sdo necessarios, pelo
menos, 80 kg de N e que a contribuicdo da FBN para a cultura € algo em torno de 85 % do N
total acumulado. Sendo assim, levando em consideracédo a produtividade media de 3333 kg ha
! alcancada na safra 2017/2018 (CONAB, 2019), seriam necessarios cerca de 266 kg de N ha-
1. A parcela de contribuicdo da FBN seria, portanto, cerca de 226 kg de N ha, o equivalente a
502 kg de ureia ha uma vez que esse fertilizante contém 45 % de N. Com a cotac&o da ureia a
390 U$ t* (Cotagdo em outubro de 2017), seriam gastos 6,8 bilhdes de ddlares apenas com o
uso de ureia nos 35 milhdes de ha cultivados com soja no Brasil (CONAB, 2019). Se levarmos
em consideracdo que o aproveitamento do fertilizante nitrogenado é de aproximadamente 50
%, devido a processos de imobilizacdo, perdas por volatilizagdo, desnitrificacéo e lixiviacao,
essa economia seria de 13,6 bilhdes de dolares.

Esse sucesso s6 foi possivel pois desde a introducao da cultura no Brasil, na década de
1950, um processo de selecdo de estirpes de rizébio eficientes para a soja foi sendo realizado
concomitantemente ao melhoramento genético da cultura, sendo a responsividade dos
gendtipos a inoculacdo com rizObios uma caracteristica avaliada na selecdo (FREIRE;
VERNETTI, 1999). Atualmente, as respostas menos consistentes a tecnologia de inoculacéo de
algumas leguminosas tropicais cultivadas no Brasil, como o feijoeiro-comum e o feijdo-caupi,
se deve em parte, a auséncia da incorporacao da FBN nos programas de sele¢cdo e melhoramento
genético desde h& varios anos. Para estas culturas, a selecdo das caracteristicas relativas a FBN
esta sendo incorporado tardiamente ao melhoramento genético (ALCANTARA et al., 2014;
KNUPP; FERREIRA; ARAUJO, 2017) o que levara alguns anos para a disseminacio desta

caracteristica na genética destas espécies disponiveis aos produtores.

2.5 Fixacdo bioldgica de nitrogénio em feijao-caupi

Visando potencializar a produtividade e tornar seu cultivo mais sustentavel, atualmente
quatro estirpes de rizobios encontram-se autorizadas para a producao de inoculantes comerciais
destinados a cultura do feijao-caupi no Brasil, a saber: INPA3-11B (SEMIA 6463) e UFLA 3-
84 (SEMIA 6461) (LACERDA et al., 2004) (provenientes da colecdo de bactérias do Setor de
Biologia, Microbiologia e Processos Bioldgicos do Solo — SBMPBS da Universidade Federal
de Lavras — UFLA); BR 3267 (SEMIA 6462) (MARTINS et al., 2003) e BR 3262 (SEMIA
6464) (ZILLI et al., 2009) (oriundas do Centro de Recursos Genéticos Johanna
Dobereiner/CRB-JD da Embrapa Agrobiologia). Apos serem aprovadas pela Rede de

Laboratérios para Recomendacdo, Padronizacdo e Difusdo de Tecnologia de Inoculantes
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Microbianos de Interesse Agricola - RELARE, as estirpes foram reconhecidas pelo Ministério
da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), e incluidas na listagem oficial de bactérias
autorizadas para a producéo de inoculantes no anexo | da Instrucdo Normativa n° 13, de 24 de
margo de 2011 (BRASIL, 2011).

As quatro estirpes recomendadas para a cultura do feijado-caupi pertencem ao género
Bradyrhizobium, sendo: INPA 03-11B e UFLA 03-84, ambos Bradyrhizobium sp. (SILVA
JUNIOR et al., 2018), BR 3267 (Bradyrhizobium yuanmingense) e BR 3262 (Bradyrhizobium
pachyrhizi) que foram identificadas recentemente a nivel de espécie por Leite et al. (2018). A
planta hospedeira utilizada para a obtencdo dos nodulos e posterior isolamento da BR 3262, BR
3267 e ULFA 3-84 foi o feijdo-caupi, enquanto que para a INPA3-11B foi a Centrosema sp.. A
estirpe BR 3267 foi isolada de solo do Semiarido pernambucano no municipio de Petrolina e a
BR 3262 de solo de um Sistema Integrado de Produgdo Agroecoldgica em Seropédica, RJ.
Terra firme (Manaus, AM) e pastagem (Ji-Parand) foram os sistemas de uso da terra de onde as
estirpes INPA3-11B e ULFA 3-84 foram obtidas, respectivamente.

Desde que as condicBes sejam adequadas para o estabelecimento da simbiose, todas as
estirpes autorizadas para a producdo de inoculantes comerciais destinados a cultura do feijdo-
caupi sdo capazes de proporcionar incrementos na produtividade. No entanto, fatores como
temperatura, disponibilidade de nutrientes, déficit hidrico e competitividade com micro-
organismos nativos sdo alguns dos fatores citados por Ferreira et al. (2013), que podem limitar
a (FBN) e, consequentemente, a eficiéncia da inoculacdo de estirpes recomendadas. Marinho et
al. (2017), estudando a eficiéncia agrondmica de rizébios de feijdo-caupi, variedade BRS 17
Gurguéia, verificaram que a estirpe BR 3267 proporcionou produtividade de 2007 kg ha, 30
% a mais em relacdo ao tratamento que recebeu nitrogénio mineral. Ganhos de produtividade
também foram verificados por Gualter et al. (2011) ao estudar a eficiéncia agrondmica de
estirpes de rizobio na regido da Pré-Amaz6nia maranhense. Segundo os autores, as estirpes BR
3262 e INPA3-11 apresentaram desempenho semelhante ao tratamento nitrogenado e superior
a populacdo nativa. Conforme citado anteriormente, nem sempre a pratica da inoculacdo vai
garantir aumento na produtividade. Costa et al. (2014a) verificaram baixos rendimentos com a
inoculacdo das estirpes INPA3-11B, BR 3267 e BR 3262.

Chaves et al. (2018) verificaram que a estirpe BR3262 promoveu rendimento de graos
11 % superior a aplicagdo de 30 kg ha* de nitrogénio na forma mineral. Segundo Silva-Jnior
et al. (2018), a inoculacdo de feijdo-caupi com estirpes referéncia na regido do Cerrado pode
incrementar a FBN e o rendimento de grdos da cultura mesmo quando ha uma populagéo

estabelecida de rizébios provenientes do cultivo de soja. Freitas et al. (2012a), avaliando o
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potencial de FBN em 6 variedades de feijdo-caupi, observaram que do total de N absorvido por
cada variedade, mais de 40 % foi derivado da FBN. Para a variedade costela de vaca, 79 % do
N absorvido foi via FBN, representando um aporte de 45 kg ha* de N. Em estudo realizado por
Nascimento et al. (2010), dos 13 isolados de rizdbios nativos de solos da regido semiéarida da
Paraiba, 12 foram t&o eficientes quanto a estirpe BR3267, recomendada para a cultura do feijdo-
caupi.

A eficiéncia agrondmica de rizobios inoculados em feijdo-caupi (cv BR 17 Gurguéia)
também foi verificada por Almeida et al. (2010). Os autores constataram que a estirpe BR3299 "
de Microvirga vignae foi tdo eficiente em promover a produtividade da cultura quanto as
estirpes recomendadas INPA3-11B, BR3267 e BR3262. Além disso, constatou-se que a estirpe
INPA3-11B promoveu produtividade de 1.954 kg ha, um ganho produtivo de 37 % em relagio
ao controle nitrogenado (80 kg ha de nitrogénio mineral). Ao avaliar a nodulagio natural de
feijao-caupi em um Latossolo de Roraima, Bastos et al. (2012) verificaram que algumas préaticas
de manejo podem influenciar no estabelecimento da simbiose. Segundo os autores, a aplicacdo
de esterco bovino, independente das formas de manejo da vegetacdo natural, aumentou a
nodulacdo das plantas de feijdo-caupi. Quanto ao manejo da vegetacdo natural, os autores
verificaram que o tratamento sem corte apresentou reducdo significativa do nimero de nodulos
em relacdo ao uso do corte e a dessecagdo com glifosato. Outro fator que tem exercido
influéncia na FBN € gendtipo da planta (MARINHO et al., 2017; FREITAS; SILVA;
SAMPAIOQ, 2012; ALCANTARA et al., 2014; COSTA et al., 2014b).

Embora a FBN na cultura do feijao-caupi em campo seja bastante variavel, incrementos
na produtividade podem ser evidenciados, na maioria dos casos, quando se utilizam estirpes
eficientes e que sejam competitivas com a populagdo nativa estabelecida em cada local de
cultivo. Nessas condicdes, a pratica da inoculacdo pode chegar a substituir totalmente a
adubacdo nitrogenada, inclusive a dose de arranque (aplicado na semeadura) (BRITO et al.,

2010), o que representa grande reducdo nos custos de producao.

2.6 Diversidade de rizébios que nodulam feijéo-caupi

Rizobios de nddulos de feijdo-caupi sdo muito diversos quanto as caracteristicas
morfofisioldgica, bioquimica e genotipica. Sdo bactérias cujas coldnias variam em tamanho,
forma, cor, aparéncia, transparéncia e elevacdo da colbnia, além de apresentarem diferentes
comportamentos quanto ao tempo de crescimento e alteracdo do pH do meio. Varios estudos

tém demostrado que esse grupo de micro-organismos sdo capazes de utilizar diferentes fontes
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de carbono (habilidade que facilita a colonizagédo e a competi¢cdo no solo), toleram diferentes
temperaturas, faixas de pH e concentracdes de sal, apresentam resisténcia intrinseca a
antibioticos e metais pesados, solubilizam fosfato (ABDELNABY et al., 2015; DEGEFU et al.,
2018), produzem auxinas (CHAGAS-JUNIOR; OLIVEIRA; OLIVEIRA, 2009; CHAGAS-
JUNIOR; OLIVEIRA; OLIVEIRA, 2010; COSTA et al., 2013), sider6foros e biofilme (SENA,
2018).

Embora seja nodulado preferencialmente por rizébios da classe das alfa-proteobactérias
(SILVA et al., 2012; TAMPAKAKI et al., 2017a; NDUNGU et al., 2018), a espécie Vigna
unguiculata L. (Walp) também tem estabelecido simbiose com rizdbios da classe das beta-
proteobactérias (GUIMARAES et al., 2012; CASTRO et al., 2017). Desse modo, tendo em
vista sua ampla faixa hospedeira, estudos de diversidade rizobiana utilizando feijao-caupi como
planta-isca tornaram-se cada vez mais frequentes (SILVA et al., 2014; ABDELNABY et al.,
2015; CASTRO et al., 2017). Isso tém possibilitado a descri¢cdo de muitas espécies rizobianas
capazes de nodular a cultura e que estdo distribuidas em géneros como Microvirga (RADL et
al., 2014), Cupriavidus (CASTRO et al., 2017), Rhizobium, Bradyrhizobium, Paraburkholderia
(GUIMARAES et al., 2012), Ensifer (Sinorhizobium) (TAMPAKAKI et al., 2017b).

Nos ultimos anos, muitas espécies de rizobios foram descritas a partir de solos do Brasil,
0 que tém demonstrado a importancia dos solos do pais como um potencial repositorio de novas
espécies. Para o feijdo-caupi, o enriquecimento de sua diversidade rizobiana pode ser
constatado com a descricao de espécies como: Bradyrhizobium manausense, obtida de solo da
floresta Amazonica (SILVA et al., 2014); Microvirga vignae, isolada de um Luvissolo do
municipio de Canindé do S&o Francisco, Semiarido brasileiro (RADL et al., 2014); e
Bradyrhizobium brasilense, nativa de um sistema agroflorestal da Amazénia (COSTA et al.,
2017). Novas espécies de rizobios de solos do continente africano, provavel centro de origem
do feijdo-caupi, também foram descritas: Bradyrhizobium vignae (GRONEMEYER et al.,
2016) e Bradyrhizobium kavangense (GRONEMEYER; HUREK; REINHOLD-HUREK,
2015), isoladas de solo com agricultura de subsisténcia na regido do Okavango, Namibia.

A diversidade de rizobios capazes de nodular feijdo-caupi vai além dos isolados obtidos
a partir de seus nédulos radiculares. Alguns estudos tém demostrado a habilidade da cultura em
estabelecer simbiose com rizobios isolados a partir de nédulos de outras leguminosas. Santos
et al. (2007b), avaliando a especificidade de rizobios isolados de Arachis hypogaea,
Stylosanthes guyanensis e Aeschynomene americana, verificaram que isolados obtidos de
nodulos de Arachis e Stylosanthes foram capazes de estabelecer simbiose também com o feijéo-

caupi. Levando em consideracdo a indicagdo equivocada de inoculantes de soja para serem
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utilizados em feijdo-caupi, Zilli et al. (2011) decidiram avaliar as respostas da cultura inoculada
com as estirpes SEMIA 5079, SEMIA 5080, SEMIA 587 e SEMIA 5019. Os autores
verificaram que todas as estirpes estabeleceram simbiose com o feijdo-caupi. O estabelecimento
da simbiose do feijdo-caupi com rizébios isolados de outros hospedeiros também pode ser
constatado em uma de suas estirpes recomendadas, como é o caso da estirpe INPA3-11B, que
tem como hospedeiro de origem a Centrosema sp..

O estudo da diversidade de rizobios e, consequentemente, a busca por isolados nativos
de regides secas, conforme verificado no Semiarido brasileiro, tem sido cada vez mais frequente
por serem micro-organismos adaptados as condicGes adversas da regido. Além disso, a
variabilidade de condi¢des edafoclimaticas e de espécies vegetais, principalmente leguminosas,
ocorrentes nesse ambiente é muito grande. Isso tem permitido que solos dessa regido abriguem
uma populacdo muito diversa de rizébios simbiontes ndo apenas de feijao-caupi (LEITE et al.,
2009; MARTINS; NEVES; RUMJANEK, 1997), mas também de espécies como Cratylia
mollis, Calliandra depauperata (TEIXEIRA et al., 2010), Arachis hypogaea (SANTOS et al.,
2017), Erythrina velutina (MENEZES et al., 2016; RODRIGUES et al., 2018), Mimosa
tenuiflora e Mimosa paraibana (FREITAS et al., 2014). A influéncia de propriedades do solo
na diversidade de rizébio tem sido descrita recentemente por Dludlu et al. (2018a). Os autores
verificaram que na Africa do Sul, o género Burkholderia ocorre preferencialmente em solos
acidos e pobres em nutrientes enquanto que Mesorhizobium ocorre tanto em solos acidos quanto
alcalinos. O pH, tipo de solo e contetdo de nutrientes também foram relatados por Mason et al.
(2018), como propriedades do solo influenciadoras da diversidade de Bradyrhizobium nas

Filipinas.

2.7 Técnicas moleculares utilizadas na avaliacdo da variabilidade genética de rizdbios,

com énfase nas técnicas utilizadas neste estudo

2.7.1 Andlise de Restricdo do DNA Ribossomal Amplificado (ARDRA) em estudo de
diversidade rizobiana

Devido a importancia dos rizobios para a sustentabilidade de ecossistemas terrestres,
contribuicbes vém sendo feitas no avanco do conhecimento da diversidade desses micro-
organismos. Sao estudos que envolvem etapas que vao desde a caracterizacdo fenotipica,
fisiol6gica e bioquimica, até o uso de ferramentas moleculares que permitem uma identificacdo

mais precisa do microssimbionte. Amplificacdo de regides repetidas e conservadas do DNA:
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REP (Repetitive Extragenic Palindromic) (STERN et al., 1984), ERIC (Enterobacterial
Repetitive Intergenic Consensus) (HULTON; HIGGINS; SHARP, 1991) e BOX-PCR
(MARTIN et al., 1992), bem como o sequenciamento de genes (16S rRNA, recA, gyrB, atpD,
nodC) e analise de polimorfismo por RFLP (polimorfismo de comprimento de fragmentos de
restrigdo), sdo exemplos de técnicas moleculares utilizadas ao longo dos Gltimos anos em estudo
de diversidade rizobiana.

A Analise de Restricdo do DNA Ribossomal Amplificado (ARDRA), € uma técnica que
consiste na prévia amplificacdo por Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) de fragmentos
como do DNA ribossomal (16S rRNA , 23S rRNA e regiéo intergénica (16S-23S rRNA)), com
a posterior digestdo dos produtos de PCR com enzimas de restri¢cdo, ou endonucleases, sendo,
portando, uma técnica de PCR aliada ao RFLP (XU et al., 2015). Segundo Dall’Agnol (2016),
a amplificacdo prévia de um gene, antes do mesmo ser submetido a clivagem por
endonucleases, tém aumentado o poder discriminatério.

No entanto, € preciso ter cautela na escolha do gene que sera analisado por esse método,
sendo, portanto, necessario conhecer com antecedéncia a colecdo a ser estudada. Quando se
pretende trabalhar com micro-organimos com elevada afinidade genética (ex: individuos do
mesmo género), é interessante que o fragmento utilizado para a amplificagéo e clivagem seja a
regido do espaco intergénico (IGS) 16S-23S rRNA (SENA, 2018). A maior variabilidade em
composicdo de bases e tamanho, quando comparada com 0s genes 16S ou 23S rRNA, faz do
IGS um fragmento com maior poder de discriminagdo dos individuos. Quando se tem
informacdes de que a colecdo é constituida por isolados filogeneticamente distantes, pode ser
utilizado o 16S ou 23S rRNA (REIS-JUNIOR; TEIXEIRA; REIS, 2004).

Muitos trabalhos envolvendo o estudo da diversidade rizobiana tem feito uso do
ARDRA por ser uma ferramenta que permite o agrupamento filogenético dos individuos. A
técnica tem sido utilizada para acessar a diversidade de rizobios associados a diferentes espécies
e ambientes, tais como: nativos de areas poluidas com metais (AAFI et al., 2015), de regiGes
aridas e semiéridas do Senegal (BAKHOUM et al., 2014), populacGes de areas revegetadas
apos mineracdo de bauxita (BORGES et al., 2016), associados a Desmodium spp. na China (XU
et a., 2016), Bradyrhizobium nodulando soja nas Filipinas (MASON et al., 2018) e nativos de
solos do semiarido do Brasil (LEITE et al., 2009).

As enzimas envolvidas na anélise de restri¢cdo sdo endonucleases que clivam o DNA em
sitios especificos, geralmente, em regides palindrémicas (ANDRADE; FELEIRO, 2011). Os
fragmentos gerados podem ser analisados em gel de agarose e visualizados utilizando corante
como 0 SYBR Gold®. Alul (5’-AG"CT-3’; 3’-TC"GA-5"), Haelll (5’-GG"CC-3’; 3’-CC GG-
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5%), Hhal (5’-GCG"C-3’; 3°-C"GCG-5"), Hinfl (5’-GM"ANTC-3’; 3’-CTNA"G-5"), Mspl (5°-
CACGG-3’; 3°-GGCAC-57), Rsal (5’-GTMAC-37; 3’-CANTG-5%), Tagl (5°-TA"CGA-3’; 3’-
AGCAT-5%), EcoRI (5’-GMAATTC-3’; 3’-CTTAANG-5"), Mbol (5°-GMATC-3’; 3°-CTANG-
5%), Hpall (5>-CA"CGG-3’; 3’-GGC"C-5") (TEIXEIRA et al., 2010; XU et al., 2015; EFROSE
et al., 2018; KOSKEY et al., 2018), sdo exemplos de algumas endonucleases utilizadas em
estudo de diversidade rizobiana. O uso de diversas enzimas de restricdo, possibilitando o0 acesso
a distintos sitios polimorficos, também tem sido relatado como uma forma de potencializar a
discriminacao entre as estirpes (DALL’AGNOL, 2016).

O ARDRA ¢ uma técnica de alto poder discriminatério, baixo custo e facil execucéo, o
gue o torna muito apropriada para o agrupamento filogenético dos isolados preliminar a outras

técnicas, como o sequenciamento de genes, por exemplo.

2.7.2 Multilocus Sequence Analisys (MLSA)

O emprego de técnicas de biologia molecular entre as décadas de 1980 e 1990, resultou
em uma verdadeira revolugédo da taxonomia de bactérias e fungos (BARCELLOS; HUNGRIA,
2010). Nessa época alguns estudos foram conduzidos com genes ribossomais (WOESE;
KANDLER; WHEELLIS, 1990; WEISBURG et al., 1991), os quais, nas bactérias, recaiu no 16S
rRNA para estimar relacdes filogenéticas (VANDAMMIE et al., 1996). Por muitos anos este
gene foi utilizado como Unico marcador genético para avaliacao das relagdes filogenéticas entre
estirpes de rizébio. Entretanto, a ocorréncia de estirpes pertencentes a espécies diferentes
apresentando 100% de similaridade entre sequencias do gene 16S rRNA indicou a necessidade
de utilizacdo de outros genes constitutivos para aumentar o poder de discriminacao bacteriana
para o adequado posicionamento taxondmico das bactérias e de suas relacdes filogenéticas
(GLAESER; KAMPFER, 2015).

Levando em consideracao a limitagdo do 16S rRNA descrita no pardgrafo anterior, uma
abordagem relativamente recente vem sendo bastante utilizada por pesquisadores com o intuito
de definir com maior clareza informacdes relacionadas a evolucdo e filogenia de micro-
organismos, sendo denominada de Multilocus Sequence Analysis (MLSA). E uma metodologia
que tem permitido a avaliagdo conjunta de diversos genes constitutivos em uma Gnica sequéncia
concatenada, possibilitando a descricdo em nivel de espécie.

Nos ultimos anos, estudos com diferentes géneros rizobianos como Paraburkholderia
(DALL"AGNOL et al., 2017), Bradyrhizobium (GRANADA et al., 2015; GRONEMEYER et
al., 2016), Mesorhizobium (PEREZ-YEPEZ et al., 2014), Ensifer (CHEN et al., 2017) e
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Rhizobium (CORDEIRO et al., 2017), tem utilizado a metodologia de MLSA para definir com
maior clareza a taxonomia e as relagdes filogenéticas desses microssimbiontes. Assim, a analise
conjunta de genes constitutivos por MLSA, como uma Unica sequéncia concatenada, tem sido
decisiva na descricdo de novas espécies de rizdbios. Espécies como Bradyrhizobium
manausense (SILVA et al., 2014); Rhizobium favelukesii (TEJERIZO et al., 2016) e Rhizobium
altiplani sp. (BARAUNA et al., 2016), isoladas de nédulos de Vigna unguiculata, Medicago
sativa L. e Mimosa pudica, respectivamente, foram descritas utilizando-se desta ferramenta
metodoldgica.

Apods amplificacdo por PCR e posterior sequenciamento, diversos genes podem ser
utilizados em analises por MLSA. Para estudos conduzidos com rizbios e que fazem uso desta
metodologia, segue exemplos de genes com seus respectivos primers: 16S rDNA (Y1 -
TGGCTCAGAACGAACGCTGGCGGC e Y3 - TACCTTGTTACGACTTCACCCCAGTC
(YOUNG; DOWNER; EARDLY, 1991)); dnaK (dnaK1466f -
AAGGARCANCAGATCCGCATCCA e dnaK1777R - TASATSGCCTSRCCRAGCTTCAT
(STEPKOWSKI et al., 2003); rpoA (RRrpoAf - GGAAATCGCCATCAAGATGG e RRrpoAr
- GGAAATCGCCATCAAGATGG (RIBEIRO et al., 2009)); ginll (TSginllf -
AAGCTCGAGTACATCTGGCTCGACGG e TSgInllr - SGAGCCGTTCCAGTCGGTGTCG
(STEPKOWSKI et al., 2005)); recA (TSrecAf - CAACTGCMYTGCGTATCGTCGAAGG e
TSrecAr - CGGATCTGGTTGATGAAGATCACCATG (STEPKOWSKI et al., 2005)); atpD
(TSatpDf - TCTGGTCCGYGGCCAGGAAG e TSatpDr - CGACACTTCCGARCCSGCCTG
(STEPKOWSKI et al., 2005)).

Embora a metodologia de MLSA seja utilizada para descrever novas espécies rizobianas
(RADL et al, 2014; GRONEMEYER; HUREK; REINHOLD-HUREK, 2015;
GRONEMEYER et al., 2016; COSTA et al., 2017), é importante mencionar que a abordagem
da taxonomia polifasica, que possibilita a interacdo de diversas informacOes de carater
fenotipico, genético e filogenético, precisa sempre ser lembrada, pois agregam informac6es
valiosas que auxiliam no entendimento da diversidade e evolugdo desses micro-organismos
(BARCELLOS; HUNGRIA, 2010).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Critério de escolha das &reas, amostragem e caracterizacao fisico-quimica dos solos

Para a realizacdo de uma amostragem representativa das diferentes condicOes
edafocliméticas do Semiarido de Pernambuco, alguns critérios foram estabelecidos para a
amostragem de solo, tais como: cobertura vegetal e classe de solo. Além disso, buscou-se
selecionar classes de solos ocorrentes nas zonas climaticas do Agreste e do Sertdo, sendo este
altimo dividido em duas microrregides (Sertdo de Brigida e Terra Nova e Sertdo do Pajeu e
Moxotd), que apresentam caracteristicas climéticas e de estrutura e composi¢do da vegetacao
diferenciadas. Em geral, no Agreste existe uma disponibilidade hidrica maior e mais uniforme
ao longo do ano do que no Sertdo. Consequentemente, no Agreste a vegetacdo nativa apresenta
maior nimero de espécies e plantas com maior altura e didmetro quando comparada com a
fitofisionomia do Sertdo (PEREIRA et al., 2003; ALCOFORADO FILHO et al., 2003;
FERRAZ et al., 2003; FREITAS et al., 2010).

As situacOes amostrais foram definidas utilizando a base de dados do projeto “Impactos
de mudancas climaticas sobre a cobertura e uso da terra em Pernambuco: geracdo e
disponibilizacéo de informagdes para o subsidio a politicas publicas”, fomentado pela Fundacao
de Amparo a Ciéncia e Tecnologia do Estado de Pernambuco (FACEPE) e Fundacdo de
Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo (FAPESP).

Para padronizar a cobertura do solo entre as diferentes areas amostrais, foi definida a
cobertura vegetal aqui denominada de caatinga densa (Figura 1), que consiste na vegetacédo
nativa em estdgio menos perturbado, considerando que a vegetacdo atual do Semiarido
apresenta-se como um mosaico de &reas com distintos tempos de regeneragdo, entremeadas a
areas mais preservadas, além de areas com cultivos. A metodologia adotada para a definicdo
dos poligonos da cobertura vegetal (caatinga densa) baseou-se na interpretacdo visual de
imagens de satélite, envolvendo elementos de reconhecimento (tonalidade, cor e textura), com
base em imagens da época chuvosa e época seca, acompanhada por validacdo em campo. Para
diferenciar as areas de caatinga de outras coberturas do solo, como cultivos e pastagens, foram
considerados o tamanho (comprimento, largura, perimetro e area), a forma e o padréo de cada
poligono (JENSEN, 2009).
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Figura 1: Fragmentos de caatinga densa localizados no Semiarido pernambucano

Para o reconhecimento da cobertura vegetal, foram utilizadas as cenas do sensor ccd1xs
do satélite CBERS 2B (cena 6rbita 147 e ponto 110), com data de passagem em 03 de janeiro
de 2009, para a imagem da época seca e o sensor LIS3 do satélite IRS P6 ou Resourcesat-1 da
india (cena orbita 337 e ponto 082), com data de passagem em 04 de marco de 2012, para a
época chuvosa. Para o sensor ccdlxs (CBERS 2B) foram selecionadas as bandas
multiespectrais 2 (520 — 590 nm), 3 (630 — 690 nm) e 4 (770 — 890 nm). Para o sensor LIS3
foram selecionadas as bandas: 1 (520 — 590 nm), 2 (620 — 680 nm) e 3 (770 — 860 nm).

As classes de solo foram determinadas com base no Zoneamento Agroecoldgico do
Estado de Pernambuco - ZAPE, que contempla, de forma integrada, informagdes sobre solos,
clima e recursos hidricos, considerando-se as manchas dos principais tipos de solos presentes
em cada regio na escala de 1:100.000 (ARAUJO FILHO et al., 2000). Diante disso, 7 classes
de solo foram selecionadas (4 no primeiro nivel categorico (Argissolo, Latossolo, Luvissolo,
Planossolo) e 3 no segundo nivel categérico (Neossolo litélico, Neossolo quartzarénico e
Neossolo regolitico)). Juntas, essas classes cobrem mais de 80 % da area total do estado de
Pernambuco (ARAUJO FILHO et al., 2000).

Para selecionar as areas amostrais, se fez necessario realizar a sobreposicao das imagens
da cobertura vegetal com os mapas de tipos de solo. Além disso, buscou-se selecionar areas
preferencialmente em diferentes municipios de forma que elas pudessem ficar relativamente
bem distribuidas por todo o Semiarido de Pernambuco (Figura 2). As informacdes gerais dos
municipios encontram-se na Tabela 1. No Agreste, foram selecionadas areas de Argissolo,

Neossolo litolico, Neossolo quartzarénico, Neossolo regolitico e Planossolo. No Sertdo de
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Brigida e Terra Nova foram selecionadas areas de Argissolo, Latossolo, Luvissolo, Neossolo
litélico e Planossolo. No Sertdo do Pajet e Moxot6 foram selecionadas areas de Argissolo,
Luvissolo, Neossolo litolico, Neossolo quartzarenico e Planossolo. Vale ressaltar que
Argissolo, Neossolo Litolico e Planossolo foram as trés classes ocorrentes em todas as zonas
climaticas estudadas.

Expedicdes em campo foram necessérias para verificar se a cobertura vegetal ocorrente
nas areas era 0 mesmo tipo de vegetacdo selecionado nas imagens, bem como se o local
escolhido correspondia ao tipo de solo esperado (conferéncia com ped6logos). A escolha das
areas amostrais foi feita com o apoio da equipe do Centro de Geoprocessamento da Embrapa
Solos - UEP, Recife-PE, e de ped6logos da Embrapa Semiarido e Embrapa Solos - UEP. Os
proprietarios ou trabalhadores e habitantes das propriedades nos quais 0s pontos amostrais
foram alocados, foram também consultados em relacdo ao historico de uso dos locais. Nenhum
dos locais selecionados sofreu corte raso ou queima em anos recentes, embora ndo seja possivel
precisar o tempo exato em que estavam sem perturbacéo antropica. Nos casos em que os locais

inicialmente selecionados ndo corresponderam a esse critério, uma nova area foi escolhida.
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Tabela 1: Informagbes gerais dos municipios de coleta distribuidos nas zonas climéticas (ZC) do Agreste e
Sertdo, Semiéarido do estado de Pernambuco, Brasil

Precipitacdo

ZC Municipios Coordenadas Altitude média anual Tem peratura
(m) (mm) média anual
Buique 8°36'51"S/37°9'39"W 846 691,4 21
Capoeiras 8°44'7"S/36°37'38"W 871 6739 20,5
Garanhuns 8°53'27"S/36°29'48" W 841 873,1 20,4
Itaiba 8°56'54" S /37°25'37"W 465 627,1 22,9
® Pedra 8°29'50" S/ 36°56'28" W 617 687,2 23
@ Saloa 8°57'5"S/36°43' 22" W 943 894,9 21
&3 Sanhar6 8°21'35"S/36°33'59"W 661 644,3 24
S.C. Capibaribe 7°56'32" S /36°13' 54" W 457 416,2 23,1
S.B.Uma 8°31'20" S /36°26'37" W 619 616,1 23,8
Tupanatinga 8°45'12"S/37°20'27" W 707 735,5 21,6
Venturosa 8°34'33"S/36°52'30" W 549 734,1 23
V. Lério 7°46'17"S/35°51'1"W 468 746,5 23,6
Beténia 8°16'31"S/38°2'15"W 429 497,2 24,5
2 Custddia 8°4'55"S/37°38'58" W 531 551,2 22,7
3 Iguaracy 7°50"21"S/37°30"37" W 565 611,9 22,7
= Inaja 8°54' 14" S /37°49' 44" W 354 487,9 24
et Ingazeira 7°40'38"S/37°27' 34" W 528 583,7 23
= Itapetim 7°22'39"S/37°11' 26" W 629 643,9 23,7
% S. Terezinha 7°22'43"S/37°28' 52" W 796 647,4 22,9
2 S.J Belmonte 7°51'37"S/38°45'35" W 479 676 23,7
s S.J. Egito 7°28'49"S/37°16'26" W 579 516,5 24
) S. Talhada 7°59'7"S/38°17' 34" W 443 647,5 23,8
Tacaratu 9°6'9"S/38°8' 57"W 516 660,5 22,9
< Afranio 8°30'42"S/41°0'36" W 540 464,3 24,7
3 Araripina 7°34'41" S [ 40° 29' 48" W 621 758,8 23,7
% Bodoco 7°46'14" S /39°55'41" W 449 685,7 24,7
5 Cabrob6 8°29'40"S/39°18'1"W 312 517,3 25,5
'q—) Exu 7°30'50" S /39°42'33" W 506 697,2 24,2
8 Ipubi 7°39'41" S /40°8' 37" W 540 756,5 24,4
=) Petrolina 9°23'39" S /40°30'35" W 380 4278 24,8
B Salgueiro 8°4'3"S/39°7' 27" W 421 570,6 24,2
3 Santa Cruz 08°14'24" S/ 40° 20" 05" W 515 502 24,3
3 S.M.B. Vista 8°47'17"S/39°49' 22" W 407 492,9 24,7
g Terra Nova 8°13'50"S/39°23'0"W 385 682,6 24,3
Verdejante 7°55'7"S/38°58 17" W 475 504,3 23,8
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Para a amostragem, em cada area foram estabelecidas trés parcelas com dimensdes de
20 x 20 m. Em cada parcela foram coletadas trés amostras na camada de 0-20 cm para compor
uma amostra composta da parcela. Apds a coleta, as amostras de solo foram acondicionadas em
sacos plésticos, identificadas e armazenadas a temperatura ambiente pelo menor tempo possivel
(apenas o tempo necessario para os procedimentos de secagem ao ar, destorroamento,
homogeneizagdo, peneiramento (peneira com malha de abertura de 2 mm) e instalacdo do
experimento em casa de vegetacdo). Subamostras foram separadas para analises fisico-
quimicas.

Os atributos quimicos analisados foram: condutividade elétrica (CE) (determinada ap6s
preparo da pasta de saturacdo); pH em &gua (propor¢éo solo:dgua de 1:2,5); carbono (C) e
nitrogénio (N) totais (determinados pelo método da combustdo seca utilizando analisador
elementar LECO, TruSpec CHN-900); sédio (Na*), potassio (K*), fésforo (P) (extraidos com
Mehlich-1 e dosados por fotometria de emissdo de chama (Na* e K*) e colorimetria (P)); calcio
(Ca?"), magnésio (Mg?"), aluminio (AI**) (extraidos com KCI 1 mol L e dosados por
titulometria); acidez potencial (H+Al) (extraida com acetato de célcio 0,5 mol L™ e dosada por
titulometria) (Tabela 2). Quanto aos atributos fisicos (Tabela 3), determinou-se: granulometria
(areia, silte e argila) pelo método da pipeta; densidade do solo (Ds), pelo método da proveta;
densidade de particulas (Dp), pelo método do baldo volumétrico. A determinacdo da
granulometria permitiu definir a classe textural de cada ponto amostral. Todas as analises foram
realizadas no Laboratorio de Solos e Analise de Planta da Embrapa Semiarido, Petrolina,

seguindo metodologias estabelecidas por Embrapa (2017).
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Tabela 2: Caracterizacdo quimica de amostras de solos coletadas em areas sob vegetacao de caatinga densa em diferentes zonas climaticas (ZC) do Semiéarido do estado
de Pernambuco, Brasil

(Continua)
CE pH (H,0) C N P K* Ca?* Mg?* Na* AR H+AI
ZC Solo Municipios aSmt e g kgt-------- mg dm-® cmolc dm
P Saloa 0,25+0,01 450+0,06 2427+169 116+0,15 431+048 012+0,02 0,80+0,15 250+0,13 0,07+0,02 127+0,13 1470+1,74

P S.B. Una (1) 0,42+0,07 490+000 1447+268 089+0,13 457+062 029+003 223+027 443+066 004+001 037+0,02 5,60=*0,40
P S.B.Una (2) 045+0,07 500+006 844+095 059+005 541+142 030+005 163+039 503+083 004+000 028+004 430+0,29

RL V. Lério 046+0,07 540010 16,7015 170005 554+130 040+000 465+065 245+035 0,06+0,00 005+005 550+1,20
RL Itaiba 0,33+0,02 557+0,13 14,03+1,13 085+0,02 12,71+0,27 032+0,06 513+0,18 337+0,74 0,09+0,01 0,07+0,07 350+1,06
» _RL Pedra 0,79+056 6,20+0,00 1923+204 103+0,05 491+0,71 035+002 9,77+104 547+0,03 0,09+0,01 0,00+0,00 4,70+0,40
® RQ  Tupanatinga 0,30+0,01 523+030 857+088 056+005 1535+355 0,07+000 190+020 270+031 0,02+0,00 0,07+0,03 3,90+0,40
;5:" RR  Capoeiras 0,30+0,04 500006 735+158 044+007 733+011 023+002 087+003 252+0,17 005+001 0,23+0,02 4,70+0,40
RR Garanhuns 028+0,06 4,70+0,10 861+107 057+001 10,03+09 0,15+0,01 150+030 220+0,70 0,04+0,00 0,63+0,13 4,90+0,60
RR Sanhard 041+012 487+003 1460+128 120+0,10 831+148 030+003 237+003 433+058 0,09+006 0,17+0,02 8,30+1,60
S Buique 022+0,01 510+020 12,40+240 094+0,23 1131+405 024+008 385+095 2,75+005 0,07+0,03 010+0,00 6,10+0,60
S S.B. Una 028+0,01 423+003 741+113 051+010 712+039 015+002 083+0,19 3,03+048 0,02+0,00 227+0,18 4,70+0,40
S Venturosa 045+0,10 533+0,13 20,03+2,08 125+0,17 957+093 027+0,03 460+050 347+054 0,12+0,03 022+0,11 3,90+0,40
S S.C. Capibaribe 0,81+0,53 583+0,27 9,89+097 0,63+0,08 3909+753 028+0,03 553+0,73 4,37+060 0,12+0,05 0,03+0,03 1,90+0,96
P Custodia 0,27+0,04 5,70+0,00 13,07+0,49 116+0,09 368+0,16 050+004 797+0,17 410+042 0,05%+0,00 0,00+0,00 5,50=0,00
P Itapetim 0,39+0,09 580+0,15 939+086 082+004 1139+247 036+003 440+0,72 3,03+034 0,03+0,01 0,00+000 4,30+0,00
Zg P S.J Belmonte 0,32+0,04 517+0,09 12,70+046 123+0,08 294+094 042+0,02 240+0,26 3,67+026 002+0,00 012+0,02 7,50+0,40
3 RL S.J. Egito 0,32+0,01 550+020 8,03+004 050+004 656+021 037+003 220+010 337+020 005+0,01 005+0,05 4,30+0,00
= RL S. Terezinha 0,28+0,01 503+007 1570+0,82 128+0,04 407+017 039+007 210+006 380+0,12 0,03+0,00 0,13+0,03 6,70+0,69
2 RQ Ingja 0,88+050 463+019 560+100 037+0,06 1297+094 008+000 080+0,15 290+049 0,02+000 0,23+0,02 4,70+0,40
S RQ  Tacaratu 024+0,02 440+010 764+020 025+004 507+139 004+000 080+010 220+021 001+000 072+0,12 510+0,40
% S Betania 0,79+0,56 5,07+028 599+054 044+016 669+048 026+004 226+023 203+020 002+0,00 015+0,00 4,30+0,00
b Iguaracy 0,38+0,04 4,97+003 1056+092 080+0,08 575+107 031+003 250+0,15 237+042 0,02+0,00 012+0,02 5,50+0,00
s Ingazeira 032+0,10 467+003 877+086 038+006 544+115 0,23+002 193+012 2,77+019 005+001 0,28+0,03 8,70+2,00
<53
n

S.J. Egito 0,25+0,02 587+0,03 10,78+0,62 0,77+006 335+052 025+001 817+153 6,23+0,79 009+001 0,00+0,00 4,70+0,40

S
S
T Custodia 0,29+0,02 590+006 1683+1,13 113+0,06 750+0,46 049+003 7,23+0,22 4,73+0,20 0,05+0,00 0,00+0,00 3,50=0,40
T
T S. Talhada 0,22+002 6,40+015 9,62+035 055+0,05 1324+097 066+002 840+082 4,70+0,27 006+0,01 0,00+0,00 3,10+0,45




Tabela 2: Caracterizagdo quimica de amostras de solos coletadas em areas sob vegetacdo de caatinga densa em diferentes zonas climéticas (ZC) do Semiarido do

estado de Pernambuco, Brasil

(Conclusao)

L Araripina 0,26+0,00 4,40+010 8,78+122 046+0,16 359+058 010+0,02 0,70+0,10 3,25+065 0,01+0,00 105+0,15 4,30+0,00
g L Exu 0,33+0,02 4,13+0,06 1260+106 080+006 8,72+046 0,09+0,03 047+022 210+0,20 0,02+0,00 1,03+0,00 10,30+0,40
S L Santa Cruz 034+006 507+028 867+081 054+003 448+051 027+001 247+017 227+023 002+000 0,12+0,02 3,90+0,40
s P Bodoco 0,34+0,03 450+000 11,45+005 061+001 582+137 036+002 215+005 235+005 004+0,00 130+0,20 6,10+0,60
e P Ipubi 105+039 420+0,15 1440+091 095+005 573+114 0,15+003 273+029 253+043 0,04+000 060+0,03 9,90+0,40
e RL  Afranio 0,35+0,08 587+007 2630+51 181+031 3,04+036 028+004 1157+038 6,67+012 0,03+0,00 0,00+0,00 4,70+0,40
S RL  Araripina 0,27+0,03 567019 998+0,21 0,79+0,09 961+243 045+001 580+081 383+050 0,06+001 0,03+0,03 5,10+0,80
< RL Verdejante 026+0,03 533+009 998+101 060+005 337+042 047+002 243+007 413+044 004+000 0,12+0,02 510+0,40
f S Salgueiro 031+0,06 5,00+012 966+405 0,71+022 469+055 029+004 293+009 553+097 004+000 0,27+0,07 253+0,07
T s Cabrob6 0,70+0,41 547+007 816+169 047+008 2,72+068 025+004 467+068 358+086 008+002 010+0,05 4,30+0,69
g S Terra Nova 0,77+053 487+020 684+033 0,79+005 498+139 037+004 293+043 323+0,12 0,04+000 0,27+0,12 5,90+0,40
& T S.M.B. Vista 0,63+0,10 6,13+0,38 10,76 +157 0,71+0,15 116+0,24 021+002 737+062 3,67+038 004+000 0,00+£0,00 4,70+212

T Petrolina 080+049 513+003 451+047 051+011 347+080 0,27+001 337+038 450+067 002+0,00 010+0,00 6,70%+240

*P = Argissolo; L = Latossolo; T = Luvissolo; RL = Neossolo Lit6lico; RQ = Neossolo Quartzarénico; RR = Neossolo Regolitico; S = Planossolo.

X £Y, onde X = Médias e Y = Erro padrdo da média.

47



48

Tabela 3: Caracterizagdo fisica e classificacéo textural de amostras de solos coletadas em &reas sob vegetacdo de caatinga densa em diferentes zonas climéticas (ZC) do
Semiarido do estado de Pernambuco, Brasil

(Continua)
FONTE . . . Granulometria
ZC Solo  Municipios Densidade do solo Densidade de particulas Areia Silte Argila Classificacao textural
——————————————————— g M3 eeeee %
*P  Salod 1,24 £ 0,03 2,45 £ 0,03 68,80 + 0,41 16,65 £ 0,97 14,55 + 1,38 Franco-arenosa
P S.B. Una (1) 1,34 £ 0,03 2,47 £ 0,02 59,01 +£2,21 29,58 + 3,82 11,41+ 1,63 Franco-arenosa
P S.B. Una (2) 1,56 £ 0,01 2,58 £0,01 70,69 + 2,24 19,56 + 1,39 9,75+ 0,86 Franco-arenosa
RL V. Lério 1,49 £ 0,18 2,67 +£0,12 72,14 £ 0,29 16,76 £ 0,30 11,10 £ 0,00 Franco-arenosa
RL Itaiba 1,42 £ 0,01 2,55+ 0,04 69,96 + 2,12 23,39 £ 2,22 6,65 + 0,88 Franco-arenosa
» RL Pedra 1,25 +£0,02 2,42 +£0,02 70,46 + 0,23 16,12+ 1,32 13,42 +1,55 Franco-arenosa
® RQ Tupanatinga 1,66 + 0,00 2,52 £0,08 97,25 + 0,05 1,20+ 0,04 1,55 + 0,06 Arenosa
<5(> RR  Capoeiras 1,5+0,12 2,53+0,03 71,33+1,41 22,62 +1,30 6,05+ 0,54 Franco-arenosa
RR  Garanhuns 1,62 £ 0,00 2,59 £ 0,04 80,04 + 0,05 14,70 +1,52 5,26 £ 1,46 Areia franca
RR  Sanhard 1,46 £ 0,03 2,53 + 0,02 55,11 £ 0,01 22,77 £ 0,23 22,12 £ 0,22 Franco-argilo-arenosa
S Buique 1,49 £ 0,05 2,47 £0,01 77,57 £ 0,65 4,17 £ 0,22 18,28 £ 0,42 Franco-arenosa
S S.B Una 1,59 £0,03 2,59+ 0,01 75,35+ 2,46 5,86 + 0,25 18,79 + 2,35 Franco-arenosa
S Venturosa 1,30 £ 0,03 2,40 £ 0,01 61,75 £ 3,26 26,61 £ 1,50 11,64 + 1,76 Franco-arenosa
S S.C.Capibaribe 1,46 £ 0,01 2,52 + 0,03 77,14 £+ 2,36 16,07 + 1,65 6,79 + 0,93 Franco-arenosa
P Custodia 1,37 £ 0,01 2,52 £0,01 43,00 + 0,51 29,42 +0,83 27,58 £ 1,34 Franco-argilosa
P Itapetim 1,43 +0,03 2,50 £ 0,01 79,49 £2,01 15,20 £ 1,75 5,31+0,85 Areia franca
g P S.J.Belmonte 1,25 + 0,03 2,56 £0,01 65,36 + 1,47 24,75 + 0,88 9,89 £ 0,60 Franco-arenosa
3 RL S.J. Egito 1,44 £ 0,01 2,53+0,01 49,28 + 3,81 2541+ 2,49 2531+1,78 Franco-argilo-arenosa
= RL S.Terezinha 1,19+ 0,00 2,50 £ 0,04 72,47 + 3,10 20,75 + 3,40 6,78 £ 0,69 Franco-arenosa
2 RQ Inaja 1,67 £0,01 2,57 £0,02 75,81 +£2,23 17,20+ 1,48 6,99 £ 0,75 Franco-arenosa
‘= RQ Tacaratu 1,66 £ 0,01 2,57 £ 0,02 80,90 £ 0,17 13,70+ 1,21 540+ 1,12 Areia franca
% S Betania 1,57 £ 0,02 2,60 + 0,00 82,32 £ 1,68 10,07 £ 0,74 7,61+121 Areia franca
2 S Iguaracy 1,53+0,01 2,52 £ 0,02 78,08 £ 0,73 15,59 £ 0,53 6,33 £ 0,39 Areia franca
e S Ingazeira 1,55+0,01 2,52 +£0,02 64,90+ 25 21,07 £1,37 14,03 +1,13 Franco-arenosa
& T Custodia 1,28 £ 0,01 2,46 £ 0,02 63,82 + 0,60 26,50 + 0,78 9,68 £ 0,80 Franco-arenosa
T S.J. Egito 1,28 £ 0,02 2,54 + 0,01 58,36 £ 0,52 21,84 £ 0,98 19,80 + 0,45 Franco-argilo-arenosa
T S. Talhada 1,45 £ 0,02 2,62 £ 0,02 86,20 + 3,10 8,60 + 1,65 5,20 £ 1,27 Areia franca
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Tabela 3: Caracterizagdo fisica e classificacéo textural de amostras de solos coletadas em &reas sob vegetacdo de caatinga densa em diferentes zonas climéticas (ZC) do
Semiarido do estado de Pernambuco, Brasil

(Concluséo)

Sertdo de Brigida e Terra Nova

L Araripina 1,40 £0,01 2,55+ 0,04 72,26 £ 0,46 13,45 +£0,18 14,29 £ 0,28 Franco-arenosa

L Exu 1,42 £ 0,00 2,55+ 0,01 70,34 £ 0,85 18,44 £+ 0,52 11,21 +£1,37 Franco-arenosa

L Santa Cruz 1,52 £ 0,03 2,59 + 0,02 81,76 + 0,64 10,00 + 0,46 8,24 + 0,73 Areia franca

P Bodocé 1,43 +0,01 2,50 £ 0,00 59,29 £ 1,13 26,16 + 0,45 14,54 + 0,69 Franco-arenosa

P Ipubi 1,31 +0,00 2,49 + 0,01 61,11 + 1,60 16,55+ 1,11 22,34 £1,72 Franco-argilo-arenosa
RL  Afranio 1,24 £ 0,02 2,49 £ 0,03 68,82 £ 0,47 23,86 £ 0,84 7,34 £ 0,40 Franco-arenosa
RL  Araripina 1,42 £ 0,01 2,54 + 0,01 73,57 £5,18 17,13+ 3,51 9,30+1,9 Franco-arenosa
RL  Verdejante 1,35+ 0,02 2,56 £0,01 48,10 £ 5,16 24,95 + 3,22 26,95 + 3,49 Franco-argilo-arenosa
S Salgueiro 1,49 £ 0,04 2,52 +0,01 62,99 £ 0,37 30,33 £0,33 6,68 + 0,66 Franco-arenosa

S Cabrob6 1,37 +£0,01 2,42 + 0,07 77,07 £ 0,90 15,48 + 0,57 7,45 +0,44 Franco-arenosa

S Terra Nova 1,41 +£0,04 2,53 0,03 53,84 + 0,38 28,82 + 0,28 17,34 £ 0,30 Franco-arenosa

T S.M.B Vista 1,38 £ 0,03 2,50 £0,01 66,30 + 1,37 19,07 £ 0,56 14,63 £ 1,04 Franco-arenosa

T Petrolina 1,56 + 0,03 2,58 + 0,01 71,76 £ 1,90 20,83 £ 2,01 7,41+1,19 Franco-arenosa

*P = Argissolo; L = Latossolo; T = Luvissolo; RL = Neossolo Litélico; RQ = Neossolo Quartzarénico; RR = Neossolo Regolitico; S = Planossolo.
X =Y, onde X = Médias e Y = Erro padrdo da média.
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3.2 Experimento com planta-isca para a obtengdo dos nddulos radiculares

As comunidades rizobianas foram acessadas em ensaio de crescimento de planta-isca
em casa de vegetacdo, utilizando vasos de polietileno. Cada amostra composta da parcela
correspondeu a uma repeticdo do experimento em casa de vegetacdo. A espécie Vigna
unguiculata L. (Walp) (feijdo-caupi) foi utilizada como planta-isca (Figura 3). Essa espécie foi
escolhida por sua conhecida habilidade de estabelecer simbiose com comunidades de alfa e
beta-rizobios. A variedade de feijdo-caupi utilizada foi a BRS Pujante, com sementes obtidas
do Instituto Agronémico de Pernambuco (IPA). Antecedendo a semeadura, realizou-se a
desinfestacdo superficial das sementes utilizando alcool etilico (98 %) por 3 minutos e
hipoclorito de sddio (1 %) por 3 minutos (COSTA et al., 2014b), com dez lavagens sucessivas
em agua destilada estéril (ADE) para remover o residuo do hipoclorito de sédio.

rizobianas nativas de solos do Semiéarido do estado de Pernambuco, Brasil

O delineamento experimental adotado foi o de blocos casualizados com 40 tratamentos,
correspondentes aos pontos amostrais ja descritos (Tabela 3) e trés repeti¢des. Quatro sementes
foram semeadas por vaso. O desbaste foi realizado 15 dias ap6s o plantio, deixando-se uma
planta por vaso. A coleta das plantas foi realizada aos 50 dias apds o plantio.

Na ocasido da coleta, as raizes foram separadas da parte aérea e lavadas. Os nédulos
foram destacados, contados e acondicionados em recipientes contendo silica gel para

preservacao, obtencdo da biomassa seca em silica e posterior isolamento das bactérias. As raizes
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e a parte aérea foram acondicionadas em sacos de papel e submetidas a secagem em estufa de
circulacdo forcada de ar a 65°C por 72 h, sendo posteriormente pesadas. Além das variaveis
citadas, determinou-se o teor de nitrogénio total (NT) por digestdo sulfirica e posterior
destilacdo pelo método do semimicro Kjeldahl (LIAO, 1981) no Laboratério de Energia da
Biomassa do Departamento de Energia Nuclear (DEN) da UFPE.

3.3 Isolamento e caracterizacgao fenotipica dos isolados bacterianos

Cinco nddulos foram amostrados aleatoriamente para cada unidade experimental e
reidratados em agua destilada estéril (ADE) por 60 minutos. Em capela de fluxo laminar, os
nodulos foram desinfestados superficialmente por imersdo em alcool etilico (98 %) por 30
segundos e hipoclorito de sodio (2,5 %) por 5 minutos, com lavagens sucessivas em ADE. Com
auxilio de uma pinca, os noédulos foram pressionados em placa de Petri com meio de cultura
contendo extrato de levedura, manitol e &gar (YMA, pH 6.8) com adicdo do corante vermelho
Congo (VINCENT, 1970). Antes do esmagamento, os nddulos foram rolados em uma parte da
placa para verificar a eficiéncia do processo de desinfestacdo. Apds o isolamento, as placas
foram incubadas em estufa tipo BOD a 28 °C até o aparecimento das colénias bacterianas. Apos
0 aparecimento das colénias, os isolados foram transferidos para placas de Petri contendo meio
YMA com azul de bromotimol como indicador de pH, e incubados nas mesmas condicdes
descritas anteriormente sendo o aparecimento das col6nias monitorado diariamente. Apos 0
aparecimento de col6nias tipicas de rizobio, as mesmas foram avaliadas e purificadas por meio
de sucessivas inoculagdes no mesmo meio.

Com os isolados ja purificados, realizou-se a caracterizacdo fenotipica conforme
Martins et al. (1997), avaliando: reacdo de pH em meio de cultura (4cido (AC), alcalino (AL)
ou neutro (N)); tempo de crescimento (rapido — coldnias isoladas aparecem até trés dias depois
de repicadas; intermediario — col6nias aparecem de quatro a seis dias; e lento — coldnias
aparecem depois de seis dias); tamanho da col6nia (puntiforme - coldénias com diametro menor
gue 1 mm; colbnias com didmetro entre 1-2 mm e coldnias com didmetro >2 mm); forma da
colbnia (circular ou irregular); aparéncia da col6nia (homogénea ou heterogénea); transparéncia
da col6nia (opaca - quando ndo permite a passagem da luz através da placa; translicida - quando
permite a passagem da luz através da placa, mas sem muita nitidez; e transparente — percebe-se
claramente o que tem do outro lado); cor das coldnias (branca, amarela, creme e rosea); presenca
de muco (sim ou ndo); quantidade de muco (muito ou pouco); elevacdo (muito elevada,

levemente elevada, sem elevacdo) e tipo de muco (viscoso, butirico ou floculoso). Depois de
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caracterizados, os isolados, devidamente identificados, foram estocados em tubos de
polipropileno (com capacidade para 2 mL) contendo 1,5 mL de meio YM (extrato de levedura

e manitol) com glicerina (25 %) e armazenados em freezer a -20° C.

3.4 Caracterizagao genotipica

Todas as etapas envolvendo a caracterizacdo molecular (extracdo de DNA, amplificacdo
de genes, andlise de restricdo e purificacdo) foram realizadas no Laboratério de Microbiologia
do Solo (LMS) da Embrapa Semiérido, Petrolina. Todos os isolados estocados foram colocados

para crescer em meio YMA para a verificacao da pureza.

3.4.1 Extracédo de DNA

Para todos os isolados, o0 DNA foi extraido por lise alcalina seguindo metodologia
descrita por Wang et al. (1993), com modificacdes. Neste método de extracdo, as bactérias
foram colocadas para crescer em meio YM conforme o tempo de crescimento de cada isolado.
Centrifugou-se 1,0 mL da suspensao de células a 10.000 g por trés minutos. Descartou-se o
sobrenadante e o precipitado foi ressuspenso em 1,0 mL de &gua ultra-pura esterilizada. Este
procedimento foi repetido por mais duas vezes, com a ultima centrifugacao sendo realizada por
um tempo de 5 minutos. Apos a ultima centrifugacao e descarte do sobrenadante, o precipitado
foi ressuspendido em 500 pL de NaOH (0,5 mol) e deixado em repouso por 10 minutos em
temperatura ambiente. Em seguida, 30 pL do material lisado foi coletado e diluido em 470 pL
de solucdo de Tris-HCI (20 mM, pH 8,0). O volume final de 500 uL correspondeu ao DNA
extraido que foi armazenado a -20° C.

3.4.2 Amplificacdo de fragmentos do gene simbio6tico nodC

A primeira triagem estabelecida como critério de sele¢do dos isolados rizobianos foi a
amplificacdo de fragmentos do gene simbiotico nodC. Para isso, pares de iniciadores descritos
para a amplificacdo de fragmentos do gene nodC de alfa e beta-rizobios foram utilizados. Os
pares de iniciadores utilizados foram: NodCforBurk (GAYATGGARTAYTGGYT) e
NodCrevBurk (CTCAATGTACACARNGCRTA) (ELLIOTT et al., 2007) para amplificar o
fragmento de aproximadamente 460 pares de bases (pb) de bactérias do grupo dos beta-rizébios
e NodCfor540 (TGATYGAYATGGARTAYTGGCT) e NodCrev1160
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(CGYGACARCCARTCGCTRTTG) (SARITA et al., 2005) para amplificar o fragmento de
aproximadamente 600 pares de bases (pb) de bactérias do grupo dos alfa-rizobios.

As reagoes foram realizadas em um volume final de 15 pL, contendo: tampao de reacao
1X, MgCl; 2,0 mM, dNTP 1,0 mM, Taq DNA polimerase 1,0 U, iniciadores (0,75 uM) e 4 uL
de DNA. A amplificacdo ocorreu em termociclador Veriti 96 well (Applied Biosystems, EUA)
com uma etapa de desnaturacgéo inicial (94 °C por 5 min), 35 ciclos de desnaturacdo (94 °C por
1 min), anelamento (55 °C por 1 min) e extensdo (72 °C por 1 min), e extensdo final a 72 °C por
5 min. Do produto da reacdo em cadeia da polimerase (PCR), uma aliquota de 2 pL de cada
reacdo foi corada com 2 pL de azul de bromofenol contendo o agente intercalante GelRed
(Biotium) e submetidas a eletroforese horizontal em gel de agarose (1,0 %) a 100 V por 90
minutos, em tampdo Tris-acido borico-EDTA (TBE) 0,5X.

O tamanho dos fragmentos foi determinado utilizando o marcador molecular 100 pb
DNA Ladder (DNA Express). Os géis foram documentados em fotodocumentador LPix-STi

usando o programa “L-Pix Imagem 2.7” (Loccus Biotecnologia).

3.4.3 Analise de restricdo do DNA Ribossomal Amplificado - ARDRA

Para todos os isolados nodC positivo, avaliou-se a diversidade genética utilizando a
técnica da Andlise de Restricdo do DNA Ribossomal Amplificado (ARDRA). Para tal,
amplificou-se o gene 16S rRNA com os iniciadores universais Y1
(TGGCTCAGAACGAACGCTGGCGGC) e Y3(TACCTTGTTACGACTTCACCCCAGTC),
(YOUNG et al., 1991). As reacdes de amplificacdo foram realizadas em um volume final de 30
pL, contendo: tampdo de reagdo 1X, MgCl2 1,5 mM, dNTP 0,5 mM, Taq DNA polimerase 1,0
U, iniciadores (0,20 uM) e 7,6 pL de DNA. A amplificacéo foi programada para um ciclo de
desnaturacdo inicial (94 °C por 5 min), 35 ciclos de desnaturacéo (94 °C por 1 min), anelamento
(57 °C por 1 min) e extenséo (72 °C por 2 min), e extensdo final a 72 °C por 7 min. O tamanho
dos fragmentos foi determinado utilizando o marcador molecular 1 kb DNA Ladder (Thermo
Scientific). Os produtos de PCR foram tratados e visualizados da mesma forma conforme
descrito para o nodC.

Os sitios de corte das enzimas de restricdo Haelll, Mspl e Hin61 estdo apresentados na
Tabela 4. As digestdes com as endonucleases ocorreram overnight a 37 °C em um volume final
de 10 pL, contendo: tampédo de reacdo 1X, endonucleases 5 U e 5 puL do produto da PCR. Para
as enzimas cujo tampdo de reacdo ndo continha albumina do soro bovino (BSA), esta foi

introduzida separadamente (2 plL/reacdo). Os produtos da digestdo foram submetidos a
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eletroforese horizontal em gel de agarose (1,0 %) a 100 V por 120 minutos, em tamp&o Tris-
borato-EDTA (TBE) 0,5X. Para verificar o tamanho dos fragmentos, utilizou-se nas laterais
dos géis, o marcador de peso molecular 100 pb DNA Ladder (DNA Express). Ao final da
eletroforese, os géis foram documentados em fotodocumentador LPix-STi conforme descrito
acima. As imagens dos géis foram analisadas com auxilio do programa BioNumerics 7.6
(Applied Maths), utilizando o coeficiente de Jaccard e 0 método de agrupamento UPGMA para

a construcao do dendrograma de similaridade.

Tabela 4: Sitios de corte das enzimas utilizadas na Analise de Restricdo do DNA Ribossomal Amplificado
(ARDRA)

ENZIMAS FONTE SITIOS DE CORTE
5 -GGMCC -3
Haelll Haemophilus aegyptius
3’-CCGG -5
5’ -CMCGG -3
Mspl Moraxella sp.
3’-GGCMC -5
5 -G"CGC -3
Hin6l Haemophilus influenzae RFL6
3’-CGCNG -5

Além dos isolados nodC positivo, aplicou-se tambem a técnica de ARDRA a 17 estirpes
de referéncia, a saber: Azorhizobium caulinodans (ORS 571T); Bradyrhizobium sp. (BR1436);
B. japonicum (USDA 06T); B. neotropicale (BR10247T); B. elkanii (BR2811T); Ensifer sp.
(USDA 192); E. saheli. (ATCC 51690T); Microvirga zambiensis (HIAMBI 3238T);
Ochrobactrum lupini (DSM 169307); Rhizobium leguminosarum bv. trifolii (LMG 8820T); R.
etli (CFN 42T); Paraburkholderia sabiae (BR34077); P. tuberum (STM 6787); P. phymatum
(STM 8157); P. nodosa (BR3437"); P. mimosarum (BR10610") e Cupriavidus taiwannensis
(BR34717).

A partir da analise do dendrograma de similaridade gerado pela anélise dos perfis de
ARDRA, foi determinado um “threshold” de 75 % de similaridade de acordo com o coeficiente

de Jaccard para selecionar representantes dos grupos.

3.4.4 Sequenciamento parcial de genes constitutivos e simbiotico

A avaliacéo das relacdes filogenéticas dos isolados rizobianos foi realizada por meio do

sequenciamento dos genes constitutivos 16S rRNA, recA e gyrB, além do gene simbidtico nodC.
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O gene 16S rRNA foi o primeiro a ser sequenciado a fim de realizar o agrupamento e sele¢éo dos
isolados rizobianos para serem submetidos ao sequenciamento dos demais genes.

Para amplificar o gene 16S rRNA foram utilizadas as mesmas condicGes e iniciadores
descritos anteriormente no topico de analise de restricdo. Para os genes recA e gyrB utilizou-se,
respectivamente, 0S seguintes pares de iniciadores: TSrecAF
(CAACTGCMYTGCGTATCGTCGAAGG) e TSrecAR
(CGGATCTGGTTGATGAAGATCACCATG) (STEPKOWSKI et al., 2005) para amplificar
o fragmento de aproximadamente 580 pb; gyrB343F (TTCGACCAGAAYTCCTAYAAGG) e
gyrB1043R (AGCTTGTCCTTSGTCTGCG) (MARTENS et al.,, 2008) para amplificar o
fragmento de aproximadamente 580 pb. Visando amplificar os fragmentos dos genes recA e
gyrB de Paraburkhloderia, utilizou-se 0s seguintes pares de iniciadoras: recA-BurkF
(AGGACGATTCATGGAAGAWAGC) e recA-BurkR
(GACGCACYGAYGMRTAGAACTT) (SPILKER et al., 2009) para amplificar o fragmento
de aproximadamente 416 pb; gyrB-BurkF (ACCGGTCTGCAYCACCTCGT) e gyrB-BurkR
(YTCGTTGWARCTGTCGTTCCACTGC) (SPILKER et al., 2009) para amplificar o
fragmento de aproximadamente 583 pb.

Para ambos 0s genes (recA e gyrB), independente dos pares de iniciadores, as reacdes
foram dimensionadas para um volume final de 30 pL, contendo: tampéo de reagéo 1X, MgCl»
2,0 mM, dNTP 0,4 mM, Taq DNA polimerase 1,0 U, iniciadores (0,2 uM) e 7,6 uL de DNA.
Quanto as condigdes de amplificacdo no termociclador, o equipamento foi programado da
seguinte forma: TSrecA - desnaturacéo inicial (95 °C por 2 min), 35 ciclos de desnaturacao (95
°C por 45 segundos), anelamento (58 °C por 30 segundos) e extensdo (72 °C por 1,5 min), e
extensdo final a 72 °C por 7 min; recA-Burk - desnaturacdo inicial (95 °C por 5 min), 35 ciclos
de desnaturacdo (94 °C por 30s), anelamento (58 °C por 30s) e extensdo (72 °C por 45s), e
extensdo final a 72 °C por 7 min; gyrB343 - desnaturacgéo inicial (95 °C por 5 min), 35 ciclos
de desnaturagédo (94 °C por 1 min), anelamento (58 °C por 1 min) e extensdo (72 °C por 1 min),
e extensdo final a 72 °C por 5 min; gyrB-Burk - desnaturagéo inicial (95 °C por 2 min), 35
ciclos de desnaturagdo (94 °C por 30 s), anelamento (58 °C por 30s) e extensdo (72 °C por 1
min), e extensdo final 72 °C por 5 min.

Os pares de iniciadores e as condigdes de amplificacdo do gene simbiotico nodC foram
descritas anteriormente durante a primeira triagem estabelecida como critério de selecdo dos
isolados rizobianos. Os produtos de PCR foram purificados utilizando o kit comercial de
purificacdo GeneJET PCR Purification Kit (Thermo Scientific), liofilizados e enviados para

serem sequenciados na empresa Macrogen (Seul, Coréia do Sul).



56

Apobs a obtengdo das sequéncias, a avaliacdo da qualidade foi realizada utilizando o
programa SeqScanner 2.0 (Applied Biosystems). As sequéncias obtidas foram comparadas com

aquelas disponiveis no banco de dados GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/) a

fim de verificar a similaridade com as sequéncias de estirpes tipo (type strain) utilizando-se a
ferramenta “basic local alignment tool”, algoritmo Blastn (ALTSCHUL et al., 1990). As
sequéncias das estirpes tipo e dos isolados rizobianos com maior similaridade foram baixadas
para o alinhamento e alinhadas utilizando o algoritmo MUSCLE. O método Neighbour-Joining
e 0 modelo Jukes-Cantor foram utilizadas para a elaboracdo das arvores filogenéticas com
auxilio do programa MEGA 6.0 (TAMURA et al., 2013).

3.5 Testes bioquimicos

Previamente, os isolados foram crescidos em meio YMA para a verificacdo da pureza
e, posteriormente, repicados em meio YM onde foram submetidos a agitacdo constante em mesa
agitadora a 120 rpm a temperatura ambiente, conforme o tempo de crescimento de cada isolado.

Com isso, em todos os testes, para cada isolado, utilizou-se 0 mesmo pré-inoculo.

3.5.1 Producéo de AIA

A quantificagdo de auxinas foi realizada adotando o método colorimétrico desenvolvido
por Sarwar e Kremer (1995), com adapta¢des. Em tubos de centrifugacdo tipo Falcon (15 mL),
contendo 3 mL de meio YM enriquecido com L-triptofano (100 pg.mL™*), foram adicionados
100 pL do pre-inéculo de cada isolado, além da estirpe referéncia (BR3267) e a um controle
negativo (apenas com o meio YM enriquecido com L-triptofano) para verificar possiveis
contaminagBes. Antes de adicionar o pré-inéculo ao meio enriquecido com L-triptofano,
avaliou-se em espectrofotdmetro (540 nm) a densidade ética (DO) de cada isolado afim de
ajustar para uma absorbancia de 0.5, a qual, na escala de Mc Farland, corresponde a uma
concentracéo de células de 1,5 x 108 unidades formadoras de colonia (ufc) mL™. As avaliagoes
foram realizadas em triplicata e os tubos submetidos a agitacdo constante em mesa agitadora a
120 rpm conforme o tempo de crescimento de cada isolado.

Ap0s ser verificado o crescimento rizobiano, os tubos foram submetidos a centrifugacao
(6000 g por 5 minutos). Para a estimativa da producdo do AlA, 150 pL do sobrenadante de cada
tubo foram transferidos para pocos de microplacas de poliestireno (microplacas de Elisa com
96 pogos) onde, em seguida, foram adicionados 150 puL do reagente Salkowski. A reacdo
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colorimétrica ocorreu em temperatura ambiente durante 30 minutos no escuro. Os isolados
capazes de produzir AIA proporcionaram o surgimento da cor rosea durante a rea¢do (mais
intensa para os isolados com maior capacidade de producdo de AIA). A intensidade da
coloragdo foi avaliada em comprimento de onda (A) de 530 nm utilizando o espectrofotdmetro
UV-Vis (Multiskan GO, Thermo-Scientific).

Para a estimativa da producdo de AlA, os dados de absorbancia foram interpolados em
uma curva de calibracdo. Concentracdes conhecidas de AlA sintético foram utilizadas para a
elaboragéo da curva, a saber: 0, 150, 300, 500 e 750 pM (Figura 4).
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Figura 4: Curva de calibracdo de AlA utilizada para quantificar, a partir da absorbéancia, o
AIlA produzido por isolados rizobianos de nddulos de feijdo-caupi nativos de solos sob
vegetacdo de caatinga densa

Todas as solugGes utilizadas foram preparadas conforme descrito a seguir:

v' Solucdo de L-triptofano: Para o preparo da solugdo estoque de L-triptofano (10
mg.mL™1), realizou-se a diluicio de 1 g de L-triptofano em 100 mL de agua destilada.
Gotas de KOH (1M) foram sendo adicionadas afim de proporcionar a completa
dissolucdo do L-triptofano. Em seguida, a solucdo foi filtrada em filtro de seringa com
porosidade de 0,22 um e armazenada em frasco ambar. Para o enriquecimento do meio
YM com L-triptofano (100 pg.mL™?) adicionou-se 1 mL da solugdo estoque de L-
triptofano para cada 99 mL de meio de cultura esterilizado.

v’ Solucéo estoque de AlA sintético (Vetec): foi preparada uma solucdo de 10 mM (1,75
mg.mL?) de AIA em &gua destilada, adicionando-se aos poucos KOH (1M).
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v" Reagente de Salkowski (GORDON; WEBER, 1951): uma aliquota de 1 mL de
FeClz.6H20 0,5M (1,35 g/10 mL) foi adicionada a 49 mL de HCIO4 (35 %).

v' Curva de calibracdo de AIA: A partir da solucdo de 10 mM de AlA sintético, foram
preparadas solucGes estoque para cada ponto da curva com volume final de 40 mL. Para
os pontos 1, 2 3 e 4, foram pipetadas aliquotas de 0,6; 1,2; 2,0 e 3,0 mL da solucéo de
AlA sintético em tubos contendo 39,4; 38,8; 38 e 37 mL de agua destilada. Para o ponto
zero (0) (sem AlA sintético), utilizou-se agua destilada. A reacdo colorimétrica da curva
ocorreu a partir da utilizacdo de aliquotas de 150 pL de cada solucédo estoque e 150 pL
da solucdo de Salkowski. O tempo de reacdo da curva bem como a avaliacdo da
intensidade da coloragcéo (Figura 5) ocorreram da mesma forma conforme descrito
anteriormente. Os dados de absorbancia foram plotados em um gréfico de dispersédo (X,
Y) utilizando o0 MICROSOFT OFFICE EXCEL, 2013.

Figura 5: Reacdo colorimétrica da curva de calibragdo de AIA sintético
utilizada para quantificar o AIA produzido por isolados rizobianos de nédulos
de feijdo-caupi nativos de solos sob vegetacdo de caatinga densa

3.5.2 Producéo de siderdforos

A producdo de siderdéforos foi verificada utilizando o método quantitativo da microplaca
descrito por Arora e Verma (2017), com modificacfes. Para isso, 1 mL do pré-inoculo de cada
isolado foi centrifugado a 9.500 g por 5 minutos. A estirpe referéncia BR6267 e a amostra
branca (apenas com o meio YM para verificar possiveis contamina¢es) também foram
submetidas a este procedimento. Do sobrenadante, 150 pL foram transferidos para pogos de
microplacas de poliestireno (microplacas de Elisa com 96 po¢os) contendo 150 pL do corante
cromoazurol S (CAS). Apds a adicdo do sobrenadante e do CAS, armazenou-se a placa no
escuro durante 30 minutos (tempo necessario para ocorrer a reacao colorimétrica). Isolados
capazes de converter a cor azul da solugdo de CAS para amarelo, dentro de 30 minutos, foram
considerados positivos para a producdo de sideréforos. O CAS é um complexo (corante-ferro)
que, quando um ligante forte sequestra e complexa o Fe, o corante ¢ liberado, causando, por

tanto, a mudanca de cor do azul para o amarelo.
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Tanto a intensidade da coloracdo das amostras quanto da curva (Figura 6) foram
avaliadas em comprimento de onda () de 630 nm utilizando o espectrofotdmetro UV-Vis
(Multiskan GO, Thermo-Scientific). A partir dos valores de absorbancia, realizou-se a
interpolacéo dos dados em uma curva de calibracdo para estimar a producéo de sideréforos. A
curva foi construida com concentragdes conhecidas de EDTA (sequestrante de ferro): 0; 1,5; 3;
4,5; 6;7,5e 9 mM (Figura 7). Os resultados foram expressos em mM equivalente de EDTA.

Figura 6: Reagdo colorimétrica da curva de calibragdo de sideréforos utilizada para
quantificar os sider6foros produzidos por isolados rizobianos de nédulos de feijao-caupi
nativos de solos sob vegetacéo de caatinga densa
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Figura 7: Curva de calibracdo de siderdforos utilizada para quantificar, a partir
da absorbancia, os sideroforos produzidos por isolados rizobianos de nédulos de
feijdo-caupi nativos de solos sob vegetacdo de caatinga densa

A solucdo indicadora de CAS foi preparada em baldo volumétrico de 100 mL. Foram
adicionados 6 mL da solucdo de Brometo de Hexadeciltrimetilamoénio — HDTMA (10 mM) e
um pouco de H»Od; 1,5 da solugéo férrica (FeCls.H.O 1 mM) preparada em HCI 0,01 N e 7,5
mL da solugédo aquosa de CAS (2 mM). Separadamente foi dissolvido 4,307 g de piperazina
anidra em aproximadamente 20 mL de H.Od, adicionando-se, posteriormente, 6,25 mL de
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HClcone. Apbs preparada, esta solucdo tampdo (pH=5,6) foi entdo transferida para o baldo
volumétrico e o volume completado para 100 mL com H>Od. (SCHWY N; NEILANDS, 1987).

3.5.3 Solubilizagao de fosfato de calcio (CaHPO4)

A capacidade de solubilizar fosfato de calcio (CaHPQs) pelos isolados foi verificada
utilizando o meio de cultura GL (10 g de glicose, 2 g de extrato de levedura e 15 g de Agar por
litro de meio) desenvolvido por Sylvester-Bradley et al. (1982). A este meio foram adicionadas
as solucdes A (5 g de KoHPO4 em 50 mL de agua) e B (10g de CaCl> em 100 mL de &gua),
ajustando-se o pH para 6.5 afim de formar o CaHPO4 (HARA; OLIVEIRA, 2004). Apos
fundido com os elementos responsaveis pela formacao do precipitado insolivel de CaHPO4, o
meio foi vertido em placas de Petri.

A partir do pré-indculo de cada isolado, dez microlitros foram inoculados nas placas
contendo o meio GL. A capacidade de solubilizacédo foi verificada através da presenca de um
halo translucido ao redor da col6nia. Os testes foram realizados em triplicata. O indice de
solubilizacdo (IS) = @ Halo (mm) / @ Colénia (mm) (BERRAQUERO; BAYA,
CORMENZANA, 1976) foi determinado no décimo dia de crescimento dos isolados no meio
GL. As medidas dos diametros foram realizadas utilizando um paquimetro digital. Com base
nos indices de solubilizacao, os isolados foram classificados como isolados com baixa (IS < 2),

média (2 < IS < 4) e alta (IS>4) capacidade de solubilizacao.

3.5.4 Capacidade de metabolizar diferentes fontes de carbono

A capacidade de metabolizar diferentes fontes de carbono (C) foi avaliada com os pré-
indculos ajustados para uma DO de 0.1 em espectrofotdmetro (540 nm). Dez fontes de carbono
foram utilizadas: acido maléico, amido, arabinose, carboximetilcelulose (CMC), cellobiose,
frutose, glicose, xilose, maltose e manitol. A avaliacéo foi realizada em triplicata, com as fontes
de carbono na concentracgao de 1 %. Embora o meio de cultivo inicial dos isolados tenha sido o
YMA (que tem como fonte de carbono o manitol), esta fonte foi utilizada novamente como
controle positivo.

Em pocos de microplacas de poliestireno (microplacas de Elisa com 96 pogos) foram
adicionados 5 pl do pré-indculo com a DO ajustada e 145 ul de meio com as diferentes fontes
de carbono. Em temperatura ambiente, os isolados foram colocados para crescer de forma
estatica (sem agitacdo). Apds o tempo de crescimento de cada isolado, realizou-se as leituras
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em espectrofotometro a 530 nm. Para cada fonte de carbono, colocou-se uma amostra branca
(apenas com o meio de cultura) para verificar possiveis contaminacdes. Naturalmente, os 5 pl
de cada isolado que foram adicionados aos po¢os, causam uma certa turbidez. Assim, visando
realizar esta correcdo, antes de serem feitas as leituras em espectrofotdmetro, ajustou-se
novamente a DO de um isolado qualquer para 0.1. Uma aliquota de 5 pl desse isolado foi entéo
transferida para os controles negativos de cada fonte afim de corrigir a turbidez natural causada
pelos 5 pl de cada isolado adicionado. Os isolados capazes de utilizar as fontes de carbono aqui
citadas, turvaram o meio de cultura, proporcionando uma absorbancia superior a absorbancia

verificada nas amostras brancas.

3.5.5 Producéo de biofilme

A partir do pré-inoculo de cada isolado, ajustou-se a DO para uma absorbancia de 0.1
em espectrofotdbmetro (540 nm). Apoés o ajuste, 5 pL do caldo de cultivo foram transferidos
para cada poco da microplaca de poliestireno (microplacas de Elisa com 96 pogos)
suplementado com 195 pL de meio YM. Os isolados foram colocados para crescer em triplicata,
de forma estatica (sem agitacdo) e em temperatura ambiente. Além dos 60 isolados, foram
reservados 3 pocos para o cultivo da BR3267 (estirpe referéncia) e 3 pocos para a controle
negativo (apenas com o meio YM) para verificar possiveis contaminacdes.

Ap0s o tempo de crescimento de cada isolado, descartou-se o contetido da placa e trés
lavagens foram realizadas adicionando 200 puL de ADE em cada poco. Posteriormente as
lavagens, em temperatura ambiente, as placas foram colocadas para secar por 20 minutos. Nos
pogos secos, adicionou-se 100 puL de Violeta de Genciana (0,25 %) por 5 minutos em
temperatura ambiente. Em seguida, as placas foram novamente lavadas conforme descrito
anteriormente e 200 pL da solucdo alcool-acetona (proporgdo 80:20) foi adicionada em cada
poco. Para os isolados capazes de produzir biofilme, foi possivel verificar nos po¢os a cor roxo-

azulada, a qual foi submetida a leitura em espectrofotdometro a 620 nm (Figura 8).
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Figura 8: Producéo de biofilme por isolados rizobianos de ndédulos de feijdo-caupi nativos de solos sob
vegetacdo de caatinga densa. Adicdo de violeta de genciana (0,25 %) (A); Adicdo da solugédo alcool-acetona
(proporgdo 80:20) (B); espectrofotdmetro utilizado para estimar a formacéo de biofilme (C

Dilui¢es de violeta de genciana (0,25 %) em solugdo alcool-acetona (proporcéo 80:20)
foram realizadas nas concentragdes de 0; 25; 50, 75; 100; 130; 160; 187,5 e 250 pg.mL™* (Figura
9) afim de construir a curva de calibracéo para estimar a producéo de biofilme. A avaliacdo da
formacéo de biofilme foi realizada seguindo metodologia descrita por Merino et al. (2009), com

modificaces.
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Figura 9: Curva de calibracdo de biofilme utilizada para quantificar, a partir da

absorbéncia, o biofilme produzido por isolados rizobianos de nddulos de feijdo-caupi
nativos de solos sob vegetacdo de caatinga densa
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Amplificagdo do gene nodC

Dos nddulos coletados no experimento de planta-isca foram obtidos 434 isolados de
nodulos de feijdo-caupi. Por ser o marcador simbidtico mais utilizado em estudos de diversidade
e evolucdo envolvendo genes de nodulacdo (MEYER et al., 2016; SANTOS et al., 2017;
TAMPAKAKI et al., 2017; COSTA et al., 2017), todos os isolados foram submetidos a
amplificacdo do gene nodC (Figura 10), sendo a primeira triagem realizada como critério de
selecdo. Dos 434 isolados, 338 foram positivos (nodC+) para a amplificacdo desse fragmento.
Desse total de nodC+, 72 foram obtidos de Argissolo, 29 de Latossolo, 70 de Luvissolo, 76 de

Neossolo Litdlico, 8 de Neossolo Quartzarénico, 7 de Neossolo Regolitico e 76 de Planossolo.
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Figura 10: Amplificacéo do fragmento do gene simbi6tico nodC em isolados de nddulos de feijao-caupi: C -
fragmento amplificado utilizando os primers NodCfor540 e NodCrev1160 para alfa-rizbios e, D - fragmento
amplificado utilizando os primers NodCforBurk e NodCrevBurk para beta-rizébios. Os nimeros correspondem
aos isolados selecionados aleatoriamente, e 0 B ao controle negativo. O marcador molecular (M) utilizado em
C e D foi o de 100pb DNA ladder

O insucesso da amplificacdo do gene nodC em 22,6 % dos isolados avaliados pode estar
relacionado ha alguns fatores: Pode decorrer do isolamento de bactérias ndo rizobianas que,
consequentemente, ndo tém este gene. Alguns estudos tém demonstrado que no interior do
nodulo também existem outros micro-organismos ndao nodulantes (COSTA et al., 2013;
DHOLE et al., 2016, LEITE et al., 2018); pode existir divergéncias nos genes nod dos isolados
(ESTRELLA et al., 2009) ou mesmo os oligonucleotideos utilizados na amplificacdo podem

ndo anelar nos loci do gene nodC das bactérias (LAGUERRE et al., 2001). No presente estudo,
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por exemplo, ficou comprovado que ambos os primers utilizados para amplificar o fragmento
do gene nodC (nodChburk e nodCalfa), amplificam tanto o fragmento de alfa quanto de beta-
rizobios, porém, verificou-se que o primer nodCburk é menos especifico do que o primer
nodCalfa.

Embora existam essas limita¢Ges, 0 uso da amplificacdo do gene nodC tornou-se uma
ferramenta de grande importancia na selecéo de rizobios. Tem sido uma prética que tanto pode
reduzir o tamanho, quanto dispensar a necessidade de um experimento de autenticacdo no
hospedeiro de origem (FERNANDES JUNIOR et al., 2013; MOTHAPO et al., 2013; SANTOS,
2017; RODRIGUES et al., 2018). Ao se aplicar a abordagem com a utilizacdo de mais de um
par de iniciadores para loci distintos do nodC a probabilidade de ndo se amplificar o gene alvo
é¢ muito reduzida, conforme demonstrado recentemente por Silva et al. (2019) que
desenvolveram uma abordagem simples de duplex PCR para a amplificacdo de genes
simbidticos e utilizaram nas reagdes os dois pares de iniciadores usados no presente estudo. Os
autores verificaram amplificacdo positiva em diversos rizébios, tanto alfa como beta-rizébios,
indicando a abordagem como eficaz na selecdo preliminar de bactérias rizobianas, tanto em
reacdes de duplex como simplex PCR. No presente estudo observamos resultados positivos
para a presenca do gene nodC em 77,4 % das bactérias avaliadas, superior a estudos recentes
utilizando a abordagem cléssica de autenticacdo de rizobios para feijdo-caupi (MOHAMMED;
JAISWAL; DAKORA, 2018), o que corrobora a validade da abordagem utilizada.

4.2 Caracterizacao fenotipica dos isolados rizobianos

Em sua maioria, os 338 isolados nodC+ sdo de crescimento rapido, acidificam o meio
de cultura e produzem muito muco. Essas caracteristicas tém sido comumente relatadas para
microssimbiontes de diferentes espécies de leguminosas oriundos de solos sob vegetagdo nativa
de regibes semiaridas do Brasil (TEIXEIRA et al., 2010; FREITAS et al., 2014), sendo
atribuidas a estratégias de sobrevivéncia em funcdo das altas temperaturas e baixa
disponibilidade hidrica tipicas dessas regides. Essa caracteristica também reflete na capacidade
competitiva das bactérias que, em épocas mais amenas, no periodo chuvoso, tendem a aumentar
sua populacdo mais rapidamente quando comparadas a bactérias de crescimento lento (VAN-
GESTEL; LADD; AMATO, 1991).

No presente estudo, aproximadamente 78 % dos isolados sdo de crescimento rapido, 13
% intermediario e 9 % lento (Figura 11). O predominio de isolados de crescimento rapido de

nodulos de feijdo-caupi também foi relatado para isolados nativos ndo apenas de solo do
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Semiarido de Pernambuco (SILVA et al., 2007), mas do cerrado (CHAGAS-JUNIOR et al.,
2013) e Amazonia (CHAGAS-JUNIOR; OLIVEIRA; OLIVEIRA, 2010). A alta frequéncia de
isolados com essa caracteristica, nativos de regides aridas e semiaridas, também tem sido
relatada para outras leguminosas (TEIXEIRA et al., 2010; SHETTA; AL-SHAHARAN;
ABDEL-AAL, 2011; FREITAS et al., 2014). Segundo Sharma et al. (2013), isolados de
crescimento rapido nativos de regides com cllima adverso, podem apresentar resisténcia a
fatores limitantes, como tolerancia a concentracdes de sais de 40 dS m™ em meio de cultura

YMA e de 4gua de irrigacdo com até 12 dS m™ quando em simbiose.
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Figura 11: Distribui¢do de isolados de riz6bios de nddulos de feijdo-caupi nativos de solos do Semiérido de
Pernambuco em funcéo do tempo de crescimento

Diferentemente do presente estudo, dos 460 isolados de nodulos de feijao-caupi
oriundos de 6 areas sob cultivo e 1 area nativa do Semidrido brasileiro, Sena (2018) verificou
que 60 % dos isolados apresentaram crescimento lento em meio de cultura. No entanto, a
maioria dos isolados de crescimento lento foram obtidos de &reas sob cultivo, enquanto que na
area nativa, 46 % dos isolados apresentaram crescimento rapido, confirmando a abordagem
realizada no primeiro paragrafo deste topico.

Com base na alteracdo do pH, 69 % dos isolados acidificaram o meio de cultura, 30 %
ndo modificaram o pH e 1 % alterou o pH para alcalino (Figura 12). Na literatura tem sido
verificado que isolados que acidificam o meio de cultura geralmente apresentam crescimento
rapido (FREITAS et al., 2014; KAPEMBWA et al., 2016), condizendo com os resultados

obtidos no presente estudo.



66

100

80 69

60

40 30

% de isolados

20
1

Acido Neutro Alcalino

Figura 12: Distribui¢do de isolados de riz6bios de nédulos de feijdo-caupi nativos de solos do Semiarido de
Pernambuco em funcéo da alteracdo do pH em meio de cultura

Embora ndo tenha sido uma diferenca muito grande, predominaram isolados com
capacidade de producdo de muito muco (exopolissacarideos) (54 %) (Figura 13). Essa
caracteristica também estad associada a isolados de crescimento rapido, estando diretamente
envolvida na capacidade dos isolados em tolerarem condi¢des ambientais adversas (BOMFETI
et al.,, 2011), tais como temperaturas elevadas (SILVA et al.,, 2007) e acidez do solo
(MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). Polissacarideos extracelulares sdo importantes na retencao de
agua, contribuindo com a formacgdo de um microambiente que protege 0 micro-organismo,
servindo também, de reserva de energia em ambientes onde a disponibilidade de nutrientes é

limitada (SAYYED; JAMADAR; PATEL, 2011).
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Figura 13: Distribuicdo de isolados de rizébios de nédulos de feijdo-caupi nativos de solos do Semiarido de
Pernambuco em funcgéo da quantidade de muco (exopolissacarideos)
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4.3 Diversidade genética de rizébios de nédulos de feijdo-caupi utilizando ARDRA

Os 338 isolados obtidos na primeira triagem foram submetidos a Analise de Restricdo
do DNA Ribossomal Amplificado (ARDRA), para avaliar a variabilidade genética da colecéo
nodC+. A andlise conjunta dos perfis de restricdo do 16S rRNA obtido a partir das
endonucleases Haelll, Mspl e Hin6l de corte frequente (Figura 14), permitiu a formacéo de
dois grandes grupos com 50 % de similaridade que, de acordo com a distribuicdo das estirpes-
referéncia, consistiu na separacdo dos isolados nas classes dos alfa e beta-rizobios (G1 e G2,
respectivamente) (APENDICE A). Levando em consideracio a formacéo desses dois grandes
grupos, nota-se que a proporcdo de isolados agrupados em G1 e G2 foi de aproximadamente

50%, com 166 isolados agrupando-se aos beta-rizobios e 172 a alfa rizébios.
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Figura 14: Perfis de restricdo do fragmento do gene 16S rRNA de isolados de nddulos de feijao-caupi
cultivado em solos do Semiérido de Pernambuco. Enzimas: Haelll (A), Hin6l (B) e Mspl (C)

As estirpes-referéncia agrupadas em G1 foram: Azorhizobium caulinodans (ORS 571T);
Bradyrhizobium japonicum (USDA 06T); B. neotropicale (BR10247T); B. elkanii (BR2811T);
B. sp. (BR1436); Ensifer sp. (USDA 192); E. saheli. (ATCC 51690T); Microvirga zambiensis
(HIAMBI 3238T); Ochrobactrum lupini (DSM 169307); Rhizobium leguminosarum bv. trifolii
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(LMG 8820T) e R. etli (CFN 42T). Nesse grupo é possivel perceber a separa¢ao, em subgrupos,
dos isolados agrupados com o género Microvirga e Bradyrhizobium. Um outro subgrupo dos
alfa-rizobios foi representado pelas demais estirpes-referéncia. Em G2 as estirpes-referéncia
que agruparam os isolados foram: Paraburkholderia sabiae (BR34077); P. tuberum (STM
678T); P. phymatum (STM 8157); P. nodosa (BR34377); P. mimosarum (BR10610"); e
Cupriavidus taiwannensis (BR34717).

Ambos os grupos (G1 e G2) foram representados por isolados nativos de todas as classes
de solo estudadas (Argissolo, Luvissolo, Planossolo, Neossolo Litdlico, Neossolo
Quartzarénico e Neossolo Regolitico). No entanto, em G1, as duas classes de solo com maior
representatividade em namero de isolados foram Planossolo e Argissolo. Do total de 166
isolados, aproximadamente 60% foram obtidos dessas duas classes. Em G2, Luvissolo e
Neossolo Litolico foram as classes com o maior numero de isolados, sendo responsavel por
aproximadamente 50% do total de isolados do grupo (172). Na tabela 5 encontra-se o teste qui-
quadrado para as frequéncias observadas e esperadas quanto a propor¢éo de rizobios de nddulos
de feijao-caupi nativos de solos sob vegetacdo de caatinga densa na regido Semiarida de
Pernambuco. Foi evidenciado que as diferentes classes de solos promoveram diferencas na

frequéncia de alfa e beta-rizobios.

Tabela 5: Teste de qui-quadrado para as frequéncias observadas e esperadas para a proporcao de alfa e
beta-rizébios de ndédulos de feijao-caupi nativos de solos sob vegetacdo de caatinga densa na regido
Semidrida de Pernambuco

cl de sol Beta-rizdbios Alfa-rizébios Total

asse de solo Observada (Esperada) oa
Argissolo 44 (36,6) 28 (35,36) 72
Latossolo 25 (14,7) 4 (14,24) 29
Luvissolo 21 (35,6) 49 (34,37) 70
Neossolo Lit6lico 29 (38,6) 47 (37,32) 76
Neossolo Regolitico 6 (3,5) 1(3,47) 7
Neossolo Quartzarénico 7 (4,07) 1(3,92) 8
Planossolo 40 (38,6) 36 (37,32) 76

Ao considerar um “threshold” de 100% de similaridade, 209 grupos foram formados, o
que permitiu a constatacdo da grande variabilidade genética existente entre os isolados de
rizobios avaliados. Alem disso, nenhum dos 338 isolados apresentou 100% de similaridade com
nenhuma das 17 estirpes-referéncia utilizadas. Esses resultados podem sugerir a presenca de
rizobios ainda ndo descritos. Estudando a diversidade de rizobios nativos de solos do Submédio
do Vale do Séo Francisco e oriundos de nddulos de feijdo-caupi, Leite et al. (2009), utilizando
a técnica de ARDRA, também verificaram grande variabilidade genética dos isolados, porém

prevalecendo alfa-rizobios, divergindo do presente estudo.



69

Em todas as classes de solos constatou-se a presenca de rizébios com perfis muito
diverso. Devido a variabilidade dos perfis gerados pela restricdo do fragmento do 16S rRNA,
foi possivel verificar que isolados de nodulos de feijdo-caupi encontram-se amplamente
distribuidos por todo o Semiarido de Pernambuco. Em fungdo dessa grande variabilidade dos
perfis eletroforéticos, ndo foi possivel constatar relacao biogeografica entre os grupos formados
e a origem dos isolados. Silva et al. (2012), estudando a diversidade de rizobios em solos da
Amazonia utilizando feijdo-caupi como planta-isca, também nao verificaram relacdo entre os
agrupamentos e a origem dos isolados. Padrdes biogeograficos também néo foram observados
ao se avaliar a variabilidade genética de rizébios de Erythrina velutina no Semiérido
Pernambucano (RODRIGUES et al., 2018). Por outro lado, Mohammed, Jaiswal e Dakora
(2018) observaram clara distribuicdo geografica entre os rizobios de feijado-caupi em diferentes
regides da Africa do Sul. Resultados como estes mostram que no semiarido brasileiro, embora
exista uma biodiversidade de rizébios muito grande, padrdes biogeogréaficos claros ainda nao
puderam ser observados, ja que muitos grupos coabitam 0s mesmos locais.

A técnica de ARDRA, utilizando as trés enzimas citadas acima, foi suficiente para
discriminar geneticamente os isolados agrupados em alfa- e beta-rizébios. Comparando os
grupos formados no ARDRA e no sequenciamento dos genes estudados, verifica-se que quase
que a totalidade dos isolados sequenciados agruparam-se com 0s mesmos géneros utilizados no
agrupamento do ARDRA. Essa caracteristica evidencia o carater filogenético da técnica.
Quanto aos poucos isolados que no sequenciamento divergiram do agrupamento do ARDRA,
Silva et al. (2012) também verificaram essa caracteristica para isolados de nodulos de feijao-
caupi nativos de solos da Amazodnia. Para os autores, a razdo disso € que a técnica de ARDRA
é baseada na presenca ou auséncia de locais de restricdo dentro do “amplicon”, enquanto o
sequenciamento compara todas as bases das sequencias alinhadas.

Visando reduzir o esforco para o sequenciamento, foi utilizado um “threshold” de 75%
de similaridade para selecionar representantes de grupos para o0 sequenciamento dos genes
selecionados. Quarenta e oito grupos foram formados e, em grupos maiores, mais de um isolado
foi escolhido. Ap6s adotar esse critério de selecdo, dos 338 isolados, 60 foram submetidos a
amplificacdo e sequenciamento do gene 16S rRNA e, dos 60, selecionou-se, aleatoriamente, 30

isolados para serem sequenciados os genes nodC, recA e gyrB.
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4.4 Sequenciamento do gene 16S rRNA

Para o posicionamento taxondmico, os 60 isolados selecionados no agrupamento do
ARDRA foram submetidos a amplificacdo do fragmento do gene 16S rRNA, purificacdo e
sequenciamento. Dos 60 isolados, 41 apresentaram sequéncias de boa qualidade em ambos 0s
sentidos de sequenciamento (forward e reverse) apos verificacdo no programa SeqScanner.
Estes isolados tiveram os “contigs” montados com ambas as sequencias do gene 16S rRNA. As
sequéncias montadas dos 41 isolados foram alinhadas com sequéncias de estirpes depositadas
no banco de dados GenBank. A similaridade dos novos isolados de feijao-caupi variou de 91 a
99 % para aqueles que apresentaram similaridade com o género Paraburkholderia, 97 a 99 %
para os isolados mais préximos do género Bradyrhizobium, e 86 a 99 % para os isolados
similares ao género Rhizobium. Levando em consideragdo os isolados submetidos ao
sequenciamento, Paraburkholderia (18) foi o género com maior nimero de isolados, seguido
de Rhizobium (13) e Bradyrhizobium (10) (Tabela 5).

A proporcéo de alfa e beta-rizobios apds o sequenciamento do 16S rRNA foi condizente
com a encontrada no agrupamento do ARDRA, com populacdes bem estabelecidas de ambas
as classes (Figura 16). Por ser uma espécie de ampla faixa hospedeira, encontrar ampla base
genética de alfa-rizébios estabelecendo simbiose com o feijdo-caupi ja era esperado, entretanto,
a relacdo de aproximadamente 50/50 entre alfa e beta-rizobios é novidade para a dinamica da
associacdo rizébio x feijdo-caupi, sendo uma surpresa encontrar uma populacdo tdo
representativa de rizobios classificados como Paraburkholderia, associados a esta cultura em
solos do Semiérido brasileiro. Embora Leite (2015) tenha verificado a presenca de beta-rizobios
associados a cultura e nativos dessa regido, 0 mais comum tem sido a associa¢do com alfa-
rizobios (LEITE et al., 2009; RADL et al., 2014).

A abundante associacdo de feijdo-caupi e Paraburkholderia ja foi demonstrada no
estado de Minas Gerais em areas de deposito de rejeito de mineracéo e areas de vegetagdo nativa
adjacente nos municipios de Brumadinho (Mata Atlantica) e Nova Lima (Cerrado). Neste
estudo, a presenca de Paraburkholderia (principalmente os isolados relacionados com P.
nodosa) foi em torno de 50% nos solos em &rea de Cerrado e ndo foram ocorrentes em Mata
Atlantica (CASTRO et al., 2017). Estudo conduzidos no Cerrado brasileiro ja demonstrara que
Phaseolus vulgaris (Tribo Phaseolae, como o feijdo-caupi) nodula preferencialmente com P.
nodosa naqueles solos (DALL’AGNOL et al., 2016). Dados similares ndo haviam sido
mostrado para a Caatinga até o presente, o que indica que ha uma diversidade rizobiana ndo

explorada na regiéo.
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Dentro do género Paraburkholderia, a maioria dos isolados apresentaram similaridade
com Paraburkholderia diazotrophica NKMU-JPY461", um total de 14 isolados com
similaridade variando de 91 a 99 %. Os isolados agrupados com esse género estao distribuidos
em todas as classes de solo e zonas climaticas (Agreste e Sertdo) estudadas, abrangendo 13
municipios do Semiarido de Pernambuco (Petrolina, Santa Maria da Boa Vista, Vertente do
Lério, Afranio, Verdejante, Sdo José do Egito, Sdo Bento do Uma, Venturosa, Terra Nova,
Cabrobd, Araripina, Capoeiras e Inaja).

Diferentemente do observado nos estudos discutidos no paragrafo acima, a similaridade
das Paraburkholderia de feijdo-caupi encontradas neste trabalho é congruente com P.
diazotrofica e ndo com P. nodosa, o que indica que ha bactérias diferentes daquelas do Cerrado
disseminadas nos solos de caatinga densa avaliados neste estudo.

O bioma Caatinga é rico em espécies vegetais, com destaque para as leguminosas
(ZAPPI et al., 2015). Entre as espécies amplamente distribuidas na caatinga e com reconhecida
capacidade nodulifera, as pertencentes ao género Mimosa tem recebido particular atencao
devido ao seu comprovado potencial de FBN (FREITAS et al., 2010). Além disso, diversos
autores tém relatado que espécies de Mimosa se associam preferencialmente com rizébios
pertencentes a classe das beta-proteobactérias, principalmente Paraburkholderia (ELLIOTT et
al., 2009; BONTEMPS et al., 2010; REIS-JUNIOR et al., 2010; LIU et al., 2012). A
abrangéncia geogréafica da ocorréncia das Mimosa spp. na caatinga pode ter colaborado para a
disseminacdo dos rizobios nativos na regido.

Cabe ressaltar que os estudos visando avaliar a variabilidade genética dos isolados
rizobianos de feijdo-caupi, conduzidos até 0 momento, na regido Nordeste, geralmente séo
conduzidos com amostras de solo, ou plantas, coletadas em &reas agricolas (MARTINS et al.,
2003; LEITE et al., 2009; MARINHO et al., 2017). Nestes estudos, 0s rizobios isolados sao em
sua grande maioria identificados como alfa-proteobacteria. Em estudo também conduzido no
Laboratério de Microbiologia do Solo da Universidade do Estado da Bahia, Sena (2018) isolou
e identificou rizébios de feijao-caupi nativos de solos sob vegetacdo nativa e areas cultivadas.
Todos os isolados identificados fazem parte da classe dos alfa-rizébios, ndo havendo, portanto,
beta-rizbios nesta colecdo. Possivelmente, 0 manejo do solo para o cultivo deve alterar a
estrutura das comunidades rizobianas favorecendo a prevaléncia dos alfa-rizobios em
detrimento dos betas. De acordo com esta hipotese, estas s6 puderam ser obtidas neste trabalho
por se tratarem de areas ndo-manejadas de caatingas densas.
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Tabela 6: ldentificacdo de 41 isolados bacterianos de feijdo-caupi por meio da comparagdo de
sequéncias do gene 16S rRNA com aquelas de estirpes “tipo” disponiveis no banco de dados

GenBank

ID Solo*  zC** Género Ider(1(t)/|0(;ade NP° de acesso

Paraburkholderia
C31-4 T Sertdo  P. diazotrophica NKMU-JPY4617 98 NR 117848.1
C31-3 T Sertdo  P. diazotrophica NKMU-JPY461" 98 NR 117848.1
C58-3 T Sertdo  P. diazotrophica NKMU-JPY4617 98 NR 117848.1
C58-5 T Sertdo  P. diazotrophica NKMU-JPY4617 98 NR 117848.1
C59-4 T Sertdo  P. diazotrophica NKMU-JPY461" 99 NR 117848.1
C61-1 RL Sertdo  P. diazotrophica NKMU-JPY4617 99 NR 117848.1
C37-4 RL Sertdo  P. diazotrophica NKMU-JPY461" 99 NR 117848.1
C100-5 RL Agreste  P. diazotrophica NKMU-JPY461" 99 NR 117848.1
C54-2 RL Sertdo  P. diazotrophica NKMU-JPY4617 98 NR 117848.1
C55-2 RL Sertdo  P. diazotrophica NKMU-JPY4617 99 NR 117848.1
C17-5 P Agreste  P. diazotrophica NKMU-JPY461" 99 NR 117848.1
C15-2 P Agreste  P. diazotrophica NKMU-JPY461" 97 NR 117848.1
C84-3 S Agreste  B. cepacia 99 NR 114491.1
C35-3 S Sertdo  P. kururiensis JCM105997 96 NR 024721.1
C65-3 S Sertdo  P. diazotrophica NKMU-JPY4617 99 NR 117848.1
C69-1 L Sertdo  B. cepacia 99 NR 113645.1
C81-3 RR Agreste  P. phenoliruptrix 99 NR 042901.1
C21-1 RQ Sertdo  P. diazotrophica NKMU-JPY4617 91 NR 117848.1
Bradyrhizobium
C22-5 RQ Sertdo B. icense LMTR 13 99 NR 133707.1
C21-3/1 RQ Sertdo  B. namibiense 5-107 99 NR 159233.1
C22-4/1 RQ Sertdo B. icense LMTR 13 97 NR 133707.1
C51-4 P Agreste  B. ingae BR 10250 " 97 NR 133985.1
C51-5 P Agreste  B. canariense 98 NR 114199.1
C44-4 P Sertdo  B. yuanmingense NBRC 1005947 99 NR 112928.1
C100-4 RL Agreste  B. kavangense 14-37 99 NR 145925.1
Ci11-1 T Sertdo  B. kavangense 14-37 99 NR 145925.1
C78-3 S Sertdo  B. elkanii USDA 76 97 NR 036953.1
C69-2 L Sertdo B. rifense CTAW?71 99 NR 116361.2
Rhizobium

C66-5 P Sertdo  R. calliandrae CCGE524" 99 NR 109693.1
C67-3 P Sertdo  R. calliandrae CCGE524" 99 NR 109693.1
C43-1 P Sertdo  R. freirei PRF 817 99 NR 114564.1
Cl142 T Sertdo  R. multihospitium CCBAU 834017 86 NR 044053.1
Cl2-2;2 T Sertdo  R. freirei PRF 817 91 NR 116336.1
C13-2 T Sertdo R. tropici CIAT 899 97 NR 102511.1
C25-2/1 S Sertdo  R. miluonense CCBAU 412517 99 NR 044063.1
C28-4/1 S Agreste  R. freirei PRF 817 98 NR 114564.1
C90-5 RL Sertdo  R.freirei PRF 81T 97 NR 114564.1
C91-3 RL Sertdo  R. miluonense CCBAU 412517 97 NR 044063.1
C82-2 RR Agreste  R. freirei PRF 817 98 NR 114564.1
C98-3 L Sertdo  R. freirei PRF 817 98 NR 114564.1
C66-3 P Sertdo  R. tropici NBRC 15247 98 NR 113739.1

*P = Argissolo; L = Latossolo; T = Luvissolo; RL = Neossolo Litélico; RQ = Neossolo
Quartzarénico; RR = Neossolo Regolitico; S = Planossolo.
**ZC — zona climética

Todos os isolados classificados como alfa-rizobios ficaram distribuidos nos géneros
Bradyrhizobium e Rhizobium. Dos isolados agrupados com Bradyrhizobium, o isolado C44-4
apresentou 99% de similaridade com a estirpe tipo de B. yuanmingense (NBRC 1005947). Essa

espécie € a mesma utilizada como inoculante comercial para feijdo-caupi no Brasil (BR 3267)
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_113645.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=6T2VGYRE015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_343198567
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_042901.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=6SHEGA4S014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_117848.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=6SHMPV9M014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_159233.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=6SK8PYN0014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_159233.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=6SK8PYN0014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1491516035
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_159233.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=6SK8PYN0014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_961555018
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_133985.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=6SMN034U014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_631251730
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_112928.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=6T2VGYRE015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_145925.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=6SGZ4ZEF014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_145925.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=6SGZ4ZEF014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_159233.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=6SK8PYN0014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_1146059162
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_145894.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=64&RID=6SJYDNG8015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_485099115
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_102511.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=6SKF1ZHA015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_566085618
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_109693.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=6SM40U9R015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_485099115
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_102511.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=6SKF1ZHA015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_485099115
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_102511.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=6SKF1ZHA015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_044063.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=6SM40U9R015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636558507
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_114564.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=6SJG4PDE014
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636558507
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_114564.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=6SKF1ZHA015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_343198927
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_044063.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=6SM40U9R015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_636558507
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_114564.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=6SKF1ZHA015
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_485099115
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NR_102511.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=6SKF1ZHA015
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(MARTINS et al., 2003; LEITE et al., 2018) e também foi isolada de solo do Semiarido

pernambucano. Informacdes sobre as caracteristicas dos 41 isolados com sequéncia de boa

qualidade estdo disponiveis na tabela 6.

Tabela 7: Iniciadores que amplificaram o fragmento do gene nodC: A - Sarita et al. (2005); B - Elliot et
al. (2007); Tempo de crescimento: R - rdpido; L - lento, | - intermediario; reagdo de pH: A - 4cido, N -
neutro, Al - alcalino; tamanho da colénia (TC); cor da col6nia (CC): A - amarela, C - creme; e quantidade
de muco (QM): M - muito, P - pouco, dos 41 isolados que apds o sequenciamento do gene 16S rRNA,
apresentaram sequéncias de boa qualidade

Tempo de

nodC crescimento pH TC (mm) cC QM
Paraburkholderia
C31-4 B R N 1-2 A M
C31-3 B R A 1-2 A P
C58-3 B R A >2 C M
C58-5 B R A >2 C M
C59-4 B R A >2 A M
Cé61-1 B R A >2 C M
C37-4 B R A 1-2 A P
C100-5 B R A 1-2 A M
C54-2 B R A 1-2 A P
C55-2 B R A 1-2 A P
C17-5 B R A 1-2 A P
C15-2 B R A 1-2 A P
C84-3 B R A 1-2 A M
C35-3 A R A <1 A P
C65-3 A R A 1-2 A P
C69-1 B R N >2 A M
C81-3 A R A 1-2 C M
C21-1 B R A >2 A M
Bradyrhizobium
C22-5 A | N <1 A P
C21-3/1 B L N <1 A P
C22-4/1 B L AL <1 A P
C51-4 A R N <1 A P
C51-5 A R N <1 A P
C44-4 B | N <1 C M
C100-4 B | N <1 C M
Cl1-1 A | N <1 C M
C78-3 B R N <1 A P
C69-2 A [ N 1-2 A P
Rhizobium
C66-5 A R A <1 A P
C67-3 A R A 1-2 A M
C43-1 A R A >2 A M
C11-4/2 A R A >2 A M
C12-2/2 B R A >2 A M
C13-2 B R A >2 A M
C25-2/1 B R A >2 A M
C28-4/1 B R A 1-2 A M
C90-5 B R A 1-2 A M
C91-3 B R A <1 A M
C82-2 B R N <1 A P
C98-3 B R A 1-2 A M
C66-3 B R A 1-2 A M
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Figura 15: Arvore filogenética (método Neighbor-Joining, modelo Jukes-Cantor) construida com base em
sequencias parciais do gene 16S rRNA de 41 sequéncias de bactérias isoladas de feijdo-caupi e de 41 estirpes
tipo utilizadas como referéncia (1152 pb). Nameros nas ramifica¢des representam os valores de bootstrap com

1000 repeticBes
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4.5 Sequenciamento dos genes constitutivos gyrB e recA

Analisando a arvore com base nos 24 isolados com sequéncia de boa qualidade do gene
recA (recombinase A), verificou-se que, oito isolados fazem parte da classe das
betaproteobactéria pertencentes ao género Paraburkholderia (C35-3, C88-1/1, C100-5, C15-2,
C20-3, C21-1, C37-4, C58-3, C59-4 e C65-3). Apesar de ter origem no mesmo clado, os
isolados C35-3 e C88-1/1 ndo apresentaram agrupamento com nenhuma das estirpes tipo de
Paraburkholderia utilizada como referéncia. Por outro lado, as sequéncias dos isolados C100-
5, C15-2, C20-3, C21-1, C37-4, C58-3, C59-4 e C65-3 indicaram similaridade proxima de 100
% com a estipe Paraburkholderia diazotrophica LMG 260317 (Figura 17).

P. diazotrophica foi descrita por Sheu et al. (2013). Das cinco estirpes identificadas
pelos autores como a nova espécie de P. diazotrophica, trés sdo oriundas de nédulos radiculares
de espécies de Mimosa ocorrentes no Brasil: JPY461T - isolada de nddulos de Mimosa candollei
coletados na Chapada dos Veadeiros, JPY389 - isolada de nodulos de Mimosa pudica da
Chapada Diamantina e JPY 359 — isolada de nodulos de Mimosa tenuiflora coletados de arvores
no estado da Bahia. M. tenuiflora € uma espécie que ocorre em oito dos nove estados da regido
Nordeste, excetuando-se o estado do Maranhdo, sendo amplamente distribuida no bioma
Caatinga (APNE/CNIP, 2014). E provével, portanto, que a espécie tenha contribuido com a
dispersdo de P. diazotrophica nos solos da regido. Esse fato pode justificar a alta similaridade
dos 8 isolados agrupados com P. diazotrophica obtidos no presente estudo e com distribuicédo
em cinco classes de solo.

Para os alfa-rizobios, apenas 2 isolados (C19-1 e C98-3) agruparam com 0 género
Rhizobium, apresentando similaridade inferior a 94 % com a espécie Rhizobium calliandrae
CCGE524". O isolado 100-4 ndo agrupou com nenhuma das estirpes de Bradyrhizobium
utilizadas. Dez dos doze isolados agrupados com o género Bradyrhizobium ficaram mais
proximos de Bradyrhizobium yuanmingense, uma espécie que ja foi relatada habitando solos

do Semiarido brasileiro, sendo de grande importancia para a FBN em feijdo-caupi.
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Figura 16: Arvore filogenética (método Neighbor-Joining, modelo Jukes-Cantor) construida com base em
sequencias parciais do gene recA de 24 sequéncias de bactérias isoladas do feijdo-caupi e de 24 estirpes tipo
utilizadas como referéncias (315 pb). Nimeros nas ramificagdes representam os valores de bootstrap com 1000

repeticdes
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Na arvore filogenética construida com as sequéncias parciais do gene gyrB (DNA girase
subunidade B) é possivel verificar que a maioria dos isolados agrupados com Paraburkholderia
(C58-3, 37-4, C100-5, C65-5 e 20-3) também apresentaram alta similaridade com a espécie P.
diazotrophica, reforcando o que tem sido verificado nas arvores anteriores. C35-3 e C21-1
foram os isolados que mais se distanciaram das estirpes referéncia de Paraburkholderia
utilizadas na arvore (Figura 18).

A analise filogenética do gene gyrB foi a unica que separou os isolados rizobianos em
quatro géneros (Bradyrhizobium, Rhizobium, Paraburkholderia e Mesorhizobium). Mesmo
apresentando similaridade inferior a 94 %, o isolado C47-2 foi 0 unico com maior proximidade
com a espécie Mesorhizobium hawansense. Nessa arvore é possivel perceber que tanto isolados
obtidos do mesmo solo (C11-1 e C11-5), quanto de solos diferentes (C19-1, C82-2, C90-5 e
C91-3), apresentam alta similaridade.

A maioria dos isolados de feijdo-caupi avaliados no presente estudo apresentou
congruéncia no posicionamento nas arvores filogenéticas contruidas com as sequéncias dos
genes recA, gyrB e com o gene ribossomal 16S rRNA. Entretanto, ao se analisar as trés arvores,
é possivel observar que hé isolados que apresentaram afiliacao filogenética distinta a depender
do gene utilizado. O isolado C59-4, por exemplo, tanto no sequenciamento do gene 16S rRNA
qguanto no gene recA, foi classificado como pertencente ao género Paraburkholderia,
apresentando maior similaridade com P. diazotrophica. O mesmo isolado apresentou na
sequéncia do gene gyrB, afiliacdo filogenética com o género Rhizobium. O mesmo
comportamento foi verificado para o isolado C47-2. A sequéncia do gene recA desse isolado
apresentou afiliacao filogenética com o género Bradyrhizobium enquanto que a sequéncia do
gyrB agrupou com o género Mesorhizobium. Afiliacdo filogenética divergente também foi
verificada para as sequéncias do gene recA e gyrB do isolado C88-1, onde pode ser observado
0 agrupamento com Paraburkholderia e Rhizobium, respectivamente.

Pela boa qualidade das sequéncias obtidas, avaliada por meio do programa SeqScaner,
essa divergéncia ndo pode ser atribuida a ma qualidade das sequéncias obtidas ou a
contaminacdo do DNA por DNA de outra bactéria e indica a elevada variabilidade genética dos
isolados obtidos nos solos de caatinga densa. Genes constitutivos podem ser transferidos entre
bactérias por meio do mecanismo de transferéncia horizontal de genes (THG) como ja foi
observado em estipes rizobianas de areas de vegetacdo nativa (TAN et al., 2012). A THG tem
um papel importante na evolucdo e adaptacdo das estirpes rizobianas (MASSON-BOIVIN et
al., 2008, ANDREWS et al., 2018). Este fendbmeno tem sido documentado extensivamente com

a andlise de genes simbioticos, como sera discutido a seguir. Entretanto, este evento evolutivo
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pode ocorrer também com genes constitutivos, uma vez que grandes por¢oes de DNA podem
ser incorporados aos genomas bacterianos (SULLIVAN; ROSON, 1998).

100 | C51-5/P/Ag/SBU1
C69-2L/Se/Ara
C10-2/1/T/Se
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Figura 17: Arvore filogenética (método Neighbor-Joining, modelo Jukes-Cantor) construida com base em
sequencias parciais do gene gyrB de 28 sequéncias de bactérias isoladas do feijdo-caupi e de 27 estirpes tipo
utilizadas como referéncias (414 pb). Nimeros nas ramificagdes representam os valores de bootstrap com 1000

repeticoes
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A concatenacdo das sequéncias dos genes gyrB e recA foi realizada e a &rvore
filogenética com base nessas sequéncias foi gerada (Figura 19). Nesta arvore é possivel
observer que muitos dos isolados mantiveram as suas afiliac6es filogenéticas observadas nas
arvores dos genes individuais. Geralmente com menor similaridade, pela soma das bases ndo
congruentes com as sequencias das estirpes de referéncia, o que € normal e esperado para este

tipo de analise.
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Figura 18: Arvore filogenética (método Neighbor-Joining, modelo Jukes-Cantor) construida com base em
sequencias parciais concatenadas dos genes gyrB + recA (729 pb) de 22 sequéncias de bactérias isoladas do
feijdo-caupi e de 16 estirpes tipo utilizadas como referéncias. NUmeros nas ramificacfes representam os valores
de bootstrap com 1000 repeticbes
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Por apresentarem sequéncias de recA e gyrB divergentes, os isolados C88-4 e C59-4
formaram um grupo com baixa similaridade com os demais, e dentro do grande grupo dos beta-
rizobios. Dentro dos grupos de alfa- e beta-rizobios formados, é possivel observar grupos
isolados e com baixa similaridade com os grupos formados pelas estirpes de referéncia, como
é 0 caso do grupo formado pelos isolados C11-1, C11-5 e C44-4 (Bradyrhizobium), C81-5/2,
C25-1/1 e C78-3 (Bradyrhizobium), C19-1 e C98-3 (Rhizobium), C65-3, C58-3, C37-4, C100-
5 e C21-1 (Paraburkholderia). Este padrdo de agrupamento demonstra a elevada variabilidade
genética dos isolados obtidos neste estudo e aponta para a existéncia de novos grupos
taxondmicos dentre os isolados obtidos.

Poucos estudos foram conduzidos, até 0 momento, com a avaliagdo de mais de um gene
constitutivo em rizébios no nordeste Brasileiro. Para a cultura da soja, a variabilidade genética
de estirpes de Bradyrhizobium oriundas de diversas regides do Brasil, inclusive nos estados do
Pl e BA, também foi muito elevada, entretanto, os grupos constituidos por meio das analises
das sequéncias concatenadas dos genes constitutivos agrupou os Bradyrhizobium a estirpes tipo
desse género (RIBEIRO et al., 2015). Em estudos com o objetivo de descrever novas espécies
de rizobio, como Microvirga vignae, por exemplo (RADL et al., 2014), o padrdo do
agrupamento dos isolados em arvores filogenéticas contruidas com sequencias concatenadas de
genes constitutivos apresentam o mesmo padrdo da arvore apresentada na Figura 19, o que
reforca a possibilidade de termos acessado isolados ainda ndo descritos.

Alguns pesquisadores utilizam a concatenacao das sequéncias dos genes constitutivos
com os ribossomais (como o 16S rRNA), por exemplo (DALL’AGNOL et al., 2016; PIRES et
al., 2018). Entretanto n6s ndo empregamos esta abordagem pois 0s genes constitutivos e 0s
ribossomais apresentam tamanhos muito distinto e graus de conservacdo muito divergentes.
Como € possivel observar nas sequencias obtidas a partir dos rizobios de feijdo-caupi, a
similaridade média das sequéncias do gene 16S rRNA com aquelas disponiveis nos bancos de
dados foi de 98,5%, enquanto as sequencias do gene recA apresentou similaridade média de
94%. A concatenacdo de sequencias tdo dispares leva a redugdo do poder discriminativo dos
genes constitutivos e agrupa as bactérias pela similaridade do gene 16S rRNA, que é maior e

mais conservado.



81

4.6 Sequenciamento do gene simbiotico nodC

Apobs ser verificada a qualidade das sequencias dos 30 isolados submetidos ao
sequenciamento do gene nodC, 26 apresentaram sequéncia de boa qualidade.

Os 26 isolados identificados foram distribuidos nos géneros Bradyrhizobium (10),
Rhizobium (7) e Paraburkholderia (9). Dos 10 isolados agrupados com o g@énero
Bradyrhizobium, 4 (C69-2, C10-2/1, C11-1, C11-5) fazem parte do grupo que engloba as
espécies B. vignae 7-27, B. yuanmingense NBRC 1005947, B. elkanii USDA 76" e B. japonicum
USADA 67; 2 (C47-2, C44-4) sdo mais proximos de B. stylosanthis BR 4467; 2 (C78-3, C25-
1/1) apresentam maior similaridade com a estirpe ndo-tipo Bradyrhizobium sp. BRUESC765 e
2 (C100-4 e C51-5) com BRUESC763. Todos os isolados agrupados com o género Rhizobium
(C82-2, C67-3, C66-5, C19-1, C98-3, CI90-5 e CI1-3) sdo mais proximos de Rhizobium sp.
Angicol_417 e Rhizobim sp. POS_MRA, dois Rhizobium néo tipos isolados no Brasil e na
Africa do Sul, respectivamente. O grupo representado pelo género Paraburkholderia agrupou
os isolados C65-3, C59-4, C58-3, C100-5, C37-4, C15-2 (apresentando maior proximidade com
a espécie P. diazotrophica JPY461T); C21-1, C20-3 (mais proximos de P. phenoliruptrix
BR3459"; P. phymatum STM815" e Paraburkholderia sp. BRUESC14) e C35-3 que ndo
agrupou com nenhuma das estirpes-referéncia utilizadas.

O fato da sequéncia do isolado C35-3 ter ficado muito distante das estirpes de referéncia,
apresentando baixa similaridade tanto com os demais isolados deste estudo quanto com as
estirpes tipo e ndo-tipo, existe a possibilidade de ser uma bactéria completamente nova,
principalmente por ser um isolado com uma sequéncia de boa qualidade, o que reduz a
possibilidade de erros na amplificacdo e contamina¢Ges com DNAs de outros rizobios (Figura
20), reforcando a possibilidade de esta bactéria poder pertencer a um novo simbiovar de
Paraburkholderia. Para o agrupamento dos alfa-rizobios, nenhum dos isolados apresentou
100% de similaridade com nenhuma estirpe tipo, 0 que pode indicar novos simbiovares de
rizébio (ROGEL; ORMENO-ORRILLO; MARTINEZ ROMERO, 2011).

O isolado C35-3 foi classificado como Paraburkholderia sp. com similaridade de 96%
com a estirpe tipo Paraburkholderia kururiensis KP23'. Na arvore filogenética do gene 16S
rRNA, esse isolado se agrupou a P. symbiotica e se distanciou das estirpes de referéncia nas
arvores dos genes recA, gyrB e na arvore filogenética concatenada, formando um grupo isolado
dentro dos beta-rizobios. Dessa forma, & possivel observar que o mesmo padrdo de

distanciamento das estirpes utilizadas como referéncia, € verificado para a anélise de todas as
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sequencias do isolado C35-3, indicando que essa bactéria pode ser um novo taxa de beta-

rizohio.

ChUsers\paulo.ivan\Documents\Alunos\Aleks\Seqs - analise\gyr, rec, nod\Pernambuco__D03_nodC5F.abl

1 TO

T1 140
141 210
211 280
281 350
351 420
421 490
491 560
61 630

631 GGCCCGGTTT GCGGECCTGGA TTATARGGEC AGGTTICGCC T00
T01 GCCCGGIATT TAGTAGGGCT TITTGCCICC CCAGGCCITT TTICGCGGGIT T70
771 GITTITITIT TITTITTTITIT TITITIITIT TITITITITIT TITTITITIIT TTITITITITT TITITITIITIT 840
241 TTTTTITTITTT TITTTTTTIT TITTTTITIT TITITTITIT TITTTITTIT TTTITITTTT TTITTTITITT 910
911 TTTTITITIT TITTITTITIT TITTITIITIT TITITTITIT TITTITITIIT TTITITITITT TITITITIITIT Q80
981 TTTTITITIT TITTITTTITIT TITTITTIITIT TITITTITIT TITTTITIIT TTITITITITT TITITITITIT 1050
1051 TTTTITTITTTIT TTITTITITTTT TTITTTITITT TITTTTTTTIT TTTTTTTITT TTTITTITTITT TTITTTTTITITIT 1120
1121 TTITITTIITIT TITITTITITIT TITITTITIT GITTITTITTIT TITTTTITIT TTITITTIIT TITTITITITITIT 1130
1191 TTTITITITIT TTITITITITT TTITTITITITIT TTITITTTITITT TTIITITIITT TITITITIGIT TITTITITIT 1280
1261 TTGTTITITT TTITITITTTIT TITITITIIT TITTTTITITIT TTITTTTITIT TITTITITITTITIT TITTITTIATT 1330
1331 TTITITITITTIT TITGITITITIT TITITTITIT TTITTTITTIT TITTTITITGT TTITITTIIT TIGITITITIGT 1400
1401 TTITGIGCTTT TITITTITITT TITITTIITIT TGITICITIT TITTITTITIT CTITIGITITT TITCTTITIT 1470
1471 TITITTIITTIT TITTTITITIT TITITTITIT GITTITTITTIIT TITTTTITIT TTITITTIIT TITTITTIITIT 1540
1541 TITITTITITTIT TTITTTITITIT TITITTITIT TTIGITITIT TIGITTITIT TGGITITITT TITTITTIITIT 1810

1611 TTTITGITIT TTTTTITTTIT TTTTITT 1636
Pure Base QV Mixed Base QV
High ll  Medium Low [ High [l  Medium Low [l

Analyzed |Raw |Analyzed+Raw |Ar1r'|otatior1 lSequence] EPT|

Figura 19: Analise da qualidade da sequéncia parcial do gene nodC da estirpe de Paraburkholderia
sp. C35-3 por meio do programa Sequence Scanner 2.0 (Applied Biosystems) com 576 bases
continuas (parte em azul indica leitura continua com QV>20)

Ao analisar a arvore filogenética com as sequencias do gene nodC é possivel observar
que todos os isolados agrupados com o género Paraburkholderia, com excec¢éo do isolado C35-
3, apresentaram alta similaridade com as estirpes de referéncia, enquanto que nos isolados
agrupados com os alfa-rizobios, muitos ficaram distantes (Por exemplo, o grupo formado pelos
Rhizobium spp. C98-3, C19-1, C66-5, C67-3 e C82-2, além dos grupos formados pelos trés
pares de Bradyrhizobium spp. C25-1 e C78-3; C44-4 e C47-2; C11-1 e C11-5) (Figura 21).
Estes resultados indicam que a origem dos genes nodC em Paraburkholderia é monofilética
enquanto nos alfa-rizébio ndo ha monofilia. Este padrdo contradiz os argumentos da
distribuicdo dos genes nods monofiléticos em alfa e ndo monofiléticos em beta-rizébios,
sugerido por Estrada de Los Santos et al. (2018) a partir de analises de sequéncias de genes de
nodulagdo e em genomas completos disponiveis nos bancos de dados publicos.

Esta comprovacéo ressalta a possibilidade dos fenémenos evolutivos de THG entre as
estirpes de rizobio naturalmente estabelecidas nos solos do Semiarido. Os genes simbidticos

geralmente estdo organizados em plasmideos simbidticos (pSym) ou em “ilhas simbidticas”
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(I1S) no cromossomo bacteriano. Transferéncia horizontal de genes simbioticos por meio do
compartilhamento de IS ou pSym completos ja foi demonstrada na literatura (SULLIVAN;
RONSON, 1998; ITAKURA et al., 2009; PARKER; ROUSTEAU, 2014; LEMAIRE et al.,
2015; LING et al., 2016; DLUDLU et al., 2018b). A importéncia da THG para o desempenho
dos pepéis ecoldgicos das bactérias edaficas em seus nichos foi irrefutavelmente demonstrada
por Gilbert et al. (2010) em um experimento onde o pSym de uma estirpe de Cupriavidus
taiwanensis foi sintetizado e liberado em um experimento de microcosmo, podendo entdo, ser
incorporado por por uma estirpe do patdégeno Ralstonia solanacearum que possibilitaram a este
isolado nodular e formar nédulos vermelhos em Mimosa sp. Assim, a aquisicdo de uma IS ou
pSym por isolado rizobiano, o que pode ocorrer no solo mas € favorecido no ambiente nodular
(LING et al., 2016), pode determinar o aumento ou diminuicdo da eficiéncia simbiotica e
competitiva de uma estirpe rizobiana.

No Brasil, a THG j& foi observada em uma variante do inoculante comercial da soja
(Bradyrhizobium elkanii) estabelecida em solos do Cerrado, recebendo os genes nifH de um
Ensifer fredii nativo (BARCELLOS et al., 2007). Estudos com avaliacdo das sequéncias de
genes constitutivos e simbioticos de Paraburkholderia isoladas de Mimosa spp. em solos do
Cerrado Brasileiro demonstraram haver alta congruéncia entre as arvores construidas com base
nos genes nodC e constitutivos, o que indica baixa THG (PIRES et al., 2018), corroborando
com os dados do presente estudo e também contradizendo a hipétese da polifilia dos genes
simbidticos em Paraburkholderia.

Em estudos de alfa rizobios de feijdo-caupi, a congruéncia entre as arvores filogenéticas
dos genes constitutivos e simbidticos tem sido observada em alguns estudos e ndo-observada
em outros (TAMPAKAKI et al., 2017, MOHAMMED; JAISWAL; DAKORA, 2018), o que
ressalva a ja conhecida promiscuidade do feijdo-caupi e que sua comunidade rizobiana
associada pode variar em funcdo da localidade do isolamento. Além da possibilidade dos
eventos de THG, a divergéncia das sequéncias dos alfa-rizébios obtidos neste trabalho indica a
existéncia de novos simbiovares de rizébio de feijdo-caupi, como ja observado para alfa-
rizobios de origem européia (GUERROUJ et al., 2013; RAMIREZ-BAHENA et al., 2016) e
africana (MOHAMMED; JAISWAL; DAKORA, 2018), alem Bradyrhizobium brasileiros
(HELENE et al., 2016).

Considerando a origem das bactérias, a maioria dos isolados divergentes das estirpes de
referéncia com base nas sequancias do gene nodC foram originarias do Sertdo pernambucano.
Esta observacdo reforca a necessidade de investimentos em pesquisa no estudo para avaliar a

variabilidade genética de bactérias nodulantes no Sertdo, uma vez que ha pouco conhecimento
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acumulado sobre estas populagdes de rizobio, em especial aplicando-se a abordagem de MLSA
utilizada no presente estudo. Outra observacdo a partir desta constatacdo, esta na possibilidade
de haver um ambiente propicio para os eventos evolutivos de THG. Entretanto, novos
isolamentos e experimentos devem ser realizado para se corroborar esta hipotese.

A utilizacdo da abordagem MLSA para a avaliar a variabilidade genética de estirpes
rizobianas tem sido difundida nos ultimos anos e é uma ferramenta relativamente nova para 0s
estudos de diversidade rizobiana. E abordagem obrigatoria para os estudos envolvendo a
descricdo de novas espécies, mas em estudos basicos de diversidade a sua aplicacdo gera
importantes direcionamentos a respeito do posicionamento taxonémico dos isolados, bem como
sua ecologia, conforme podemos observar com as estirpes estudadas neste trabalho.
Consideracdes sobre THG e indicagdo de possiveis novos taxa ndo poderiam ter sido alcancadas
ou seriam apenas parcialmente com a utilizacdo apenas das sequencias do gene 16S rRNA, gene

mais utilizado nos estudos de diversidade rizobiana.
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Figura 20: Arvore filogenética (método Neighbor-Joining, modelo Jukes-Cantor) construida com base em
sequencias parciais do gene nodC de 26 sequéncias de bactérias isoladas do feijao-caupi e de 36 estirpes de
referéncia (438 pb). NUmeros nas ramificacdes representam os valores de bootstrap com 1000 repetices
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4.7 Producéo de AlA, sideroforos, solubilizagdo de fosfato de célcio e producéo de biofilme
“in vitro”

Dos 60 isolados avaliados quanto a producéo de AIA em meio de cultura suplementado
com L-triptofano, 52 foram capazes de produzir este fitohorménio. A equacao 0,0032x + 0,0386
(R?=0,99), criada a partir de concentragdes conhecidas de AIA sintético, foi utilizada para os
calculos de estimativa. Na tabela 8 € possivel observar que isolados de rizobios de nédulos de
feijdo-caupi produzem AIA nas mais diversas concentrac@es. Os valores obtidos variaram de
10 UM para o isolado C58-5, a 275 uM para o isolado C21-3/1. A maxima producdo de AIA
foi alcancada pelos isolados C21-3/1, C102-3, C77-2, C22-5 e C11-1, ao obterem valores de
275, 272, 264, 271, 265 UM, respectivamente. Ao levar em consideragao a estirpe de referéncia
BR 3267, dez isolados (C58-3, C19-1, C21-1, C51-4, C69-2, C21-3/1, C102-3, C77-2, C22-5
e C11-1) produziram concentracOes de AlA superiores a esta estirpe comercial.

Por ser um fitohormdnio de grande importancia para o crescimento vegetal e para a
interacdo rizobio-leguminosa (GHOSH et al., 2015), diversos estudos avaliando a capacidade
de rizébios em produzir AIA tem sido relatado na literatura. E importante salientar que a sintese
de AIA em meio de cultura ndo esta relacionada apenas a capacidade do isolado em produzir
este hormonio de crescimento vegetal. Segundo Costa et al. (2013), o tipo de meio de cultura
utilizado para este tipo de avaliacdo pode subestimar a producdo de AIA. Os mesmos autores
verificaram que ao utilizar o meio DYGS, constatou-se uma reducéo na sintese de compostos
inddlicos. Assim, embora 0 meio YM seja bastante utilizado para se avaliar a producéo de AlA,
as baixas concentracOes obtidas por alguns isolados e a inexisténcia de producao por outros no

presente estudo, pode ser justificada, em parte, pelo meio de cultura utilizado.



Tabela 8: Producéo de AlA, capacidade de solubilizacdo de fosfato de calcio
e producéo de biofilme por rizébios de nodulos de feijao-caupi nativos de
solos sob vegetagdo de caatinga densa do Semidrido pernambucano

(Continua)
ISOLADO (ﬁ:\':‘) indice de solubilizacao (IS) (ig)inlllrﬁle)
C37-4 162 h - -
C66-5 51k - -
C15-2 32m - -
C31-3 13n - 6,16 d
C61-1 192 e - -
Ci11-1 265 a - 5,65d
C36-2/1 17n - 10,75 ¢
C69-2 220 ¢ - -
C100-5 - - 10,75 ¢
Co7-1 58 k - 5,60d
C51-5 159 h - 16,22 ¢
C25-1/1 - - -
C66-3 23m - 6,35d
C51-4 220 ¢ - 14,96 ¢
C78-3 167 g - 30,62 a
C82-5 16n - -
C22-5 271 a - -
C38-3 50 k - -
C21-1 244 b 1,9 b -
C84-3 - 1,76 ¢ -
C11-5 - - 6,66 d
C19-1 205d - 7,29d
C25-2/1 93i - 5,47d
C77-2 264 a - 5,97d
C13-2 - - 12,76 ¢
C58-3 245 b - -
C90-5 173¢g ; ;
C35-3 421 - -
C81-3 - - -
C88-1/1 168 g - 6,79d
C58-5 10n - 5,59d
C87-3/1 81j 1,83 ¢ -
Ch4-2 - - 7,67d
C98-3 177 f - 9,69 c
C47-2 351 1,37d 11,19¢
C28-4/1 - - -
C46-2 177 f 2,12a -
C100-4 80j - -
C12-2/2 11n - 13,83 ¢
C31-4 421 - 6,73d

C43-1 26 m - -
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Tabela 8: Producéo de AlA, capacidade de solubilizacdo de fosfato de calcio
e producéo de biofilme por rizébios de nodulos de feijao-caupi nativos de
solos sob vegetagdo de caatinga densa do Semiarido pernambucano

(Concluséo)

C81-5/2 52 k - 7,85d
C102-3 272 a - 13,01 ¢
C65-3 27 m - 6,41 d
C67-3 24'm - 16,41 ¢
C28-5/2 421 181¢c -
C42-4/2 03 i - 9,30 ¢
C20-3 53 k - 5,97 d
C22-4/1 15n - 1327 ¢
C59-4 12n - -
C11-4/2 179 f - 1527 ¢
C82-2 451 - 8,67 ¢
C10-2/1 18n - 7,10d
C91-3 186 f - -
C55-2 161h - 22,76 b
Ca4-4 - - -
C17-5 421 1,97 b -
C69-1 14n 1,36 d -
C21-3/1 275 a - 11,94 ¢
C33-4/1 156 h - 1527 ¢
BR 3267 196 ¢ - -
CV (%) 6 35 64

Os dados sdo médias de 3 repeticdes. Médias seguidas pela mesma letra nas
colunas néo diferem entre si pelo teste scott knot (p<0,05)

Conforme descrito no material e métodos, os isolados também foram avaliados quando
a producdo de siderdéforos. No entanto, do total de 60 isolados, apenas 1 apresentou este
mecanismo de promocdo de crescimento. Devido a auséncia desta caracteristica pela maioria
dos isolados e pela estirpe de referéncia BR 3267 (impossibilitando comparacdes), estes dados

ndo foram inclusos. Porém, a auséncia deste mecanismo nos isolados nédo significa dizer que

sejam pouco competitivos ou ineficientes na promocao de crescimento vegetal.

Quanto a habilidade dos isolados em solubilizar fosfato de calcio em meio GL, 8 dos 60
isolados apresentaram esta caracteristica. O indicativo da capacidade de solubilizacdo pelos
isolados foi a presenca de um halo transparente ao redor da colbnia, conforme pode ser

observado na figura 21. A estirpe de referéncia BR 3267 ndo apresentou capacidade de

solubilizacao de fosfato de célcio no presente estudo.
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. Biioiade i) R

Figura 21: Halo de solubilizag&o de fosfato de calcio formado por isolados rizobianos
de n6dulos de feijao-caupi nativos de solos sob vegetacdo de caatinga densa

O isolado com maior capacidade de solubilizacdo foi o C46-2 com 2,12 de IS, seguido
dos isolados C17-5 e C21-1, com 1,97 e 1,95 (IS), respectivamente. A baixa frequéncia de
isolados com capacidade de solubilizagdo de fosfato de calcio, verificada no presente estudo,
pode estar relacionada a auséncia da capacidade de solubilizacéo por parte do isolado ou devido
a fonte de carbono utilizada. Chagas Junior et al. (2010) também verificaram baixa frequéncia
de isolados de nodulos de feijdo-caupi quanto a capacidade de solubilizar fosfato de célcio.
Embora o meio GL seja utilizado por diversos pesquisadores para verificar a capacidade de
isolados de rizobios em solubilizar fosfato de célcio e, mesmo com sua descri¢do a mais de 30
anos por Sylvester-Bradley et al. (1982), a glicose, fonte de carbono utilizada neste meio, pode
inibir a expressdo de tal caracteristica em bactérias isoladas de nddulos de leguminosas
(OLIVEIRA, 2009).

Variabilidade na producéo de biofilme também foi verificada por parte dos isolados aqui
avaliados. De todos os isolados testados, 34 foram positivos para a presenca desta caracteristica
(Tabela 8). Os valores de biofilme obtidos no presente estudo variaram de 5,47 a 30,62 uM mL™.
Dos isolados produtores de biofilme, C78-3 foi o que apresentou a maior producdo, sendo
estatisticamente superior a todos os isolados produtores. A estirpe BR 3267 ndo produziu biofilme.

Produzir biofilme é uma caracteristica muito importante que auxilia 0s micro-
organismos na protecdo de condigcOes estressantes (NOCELLI et al., 2016), pois sdo
constituidos principalmente de exopolissacarideos (SOUZA; AMBROSINI; PASSAGLIA;
2015). Além disso, o biofilme esta envolvido em inimeros processos relacionados a interacao
planta-micro-organismos, como é o caso da formacdo dos nodulos durante o estabelecimento
da simbiose rizobio-leguminosa (WANG et al., 2008), estando envolvido no quérum sensing

(mecanismo pelo qual as bactérias se comunicam).
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4.8 Capacidade de utilizacdo de diferentes fontes de carbono

Os 60 isolados selecionados a partir do ARDRA foram testados quanto a habilidade de
metabolizar dez fontes de carbono. De todas as fontes utilizadas no presente estudo, acido
maléico foi a Unica que limitou o crescimento dos isolados, ndo sendo metabolizado por
nenhum dos isolados avaliados (Tabela 9). Nunes et al. (2018), ao realizar a caracterizacao
polifasica de bactérias de nodulos de leguminosas forrageiras no semiarido brasileiro,
verificaram que acido maléico foi uma das fontes que mais limitou o crescimento dos isolados.
Segundo Berge et al. (2009), fontes de carbono do grupo dos acidos geralmente sdo pouco
metabolizadas por isolados rizobianos.

Amido, arabinose, CMC, cellobiose, frutose, glicose, maltose e manitol foram
metabolizadas por 100 % dos isolados. Por se tratar da fonte de carbono utilizada no meio YM,
o manitol foi utilizado como controle positivo, e sua metabolizacdo pela totalidade dos isolados
ja era esperada. Quanto a xilose, apenas os isolados C46-2 e C11-1 foram incapazes de
metabolizar esta fonte. Com excec¢do dos dois isolados citados acima, os demais tiveram o
mesmo comportamento da estirpe de referéncia BR 3267.

A capacidade de metabolizar diferentes fontes de carbono por rizébios ja foi descrita
por diversos autores (MEYER et al., 2014; SAIDI et al., 2014; SHEU et al., 2015; NUNES et
al., 2018). Muitas fontes de carbono séo secretadas pelos vegetais e depositadas na rizosfera.
Rizbbios que apresentam a versatilidade metabdlica de utilizar as mais diversas fontes de
carbono presentes neste ambiente sdo desejaveis, uma vez que essa caracteristica reflete a
capacidade saprofitica e, consequentemente, o estabelecimento desses micro-organismos no

solo.



Tabela 9: Uso de diferentes fontes de carbono por rizébios de nddulos de feijdo-caupi nativos de solos sob vegetacéo de caatinga densa
do Semiéarido pernambucano
(Continua)

ISOLADOS leli% Amido Arabinose CMC Cellobiose Frutose Glicose  Maltose  Manitol Xilose

C37-4 -
C66-5 -
C15-2 -
C31-3 -
C61-1 -
Cl1-1 -
C36-2/1 -
C69-2 -
C100-5 -
C97-1 -
C51-5 -
C25-1/1 -
C66-3 -
C51-4 -
C78-3 -
C82-5 -
C22-5 -
C38-3 -
C21-1 -
C84-3 -
C11-5 -
C19-1 -
C25-2/1 -
Cr77-2 -
C13-2 -
C58-3 -
C90-5 -
C35-3 -
C81-3 -
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C58-5 -
C87-3/1 -
C54-2 -
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Tabela 9: Uso de diferentes fontes de carbono por rizébios de nddulos de feijdo-caupi nativos de solos sob vegetacéo de caatinga densa
do Semiéarido pernambucano
(Concluséo)

ISOLADOS leli% Amido Arabinose CMC Cellobiose Frutose Glicose  Maltose  Manitol Xilose

C98-3 -
C28-4/1 -
C46-2 -
C100-4 -
C12-2/2 -
C31-4 -
C43-1 -
C81-5/2 -
C102-3 -
C65-3 -
C67-3 -
C28-5/2 -
C42-4/2 -
C20-3 -
C22-411 -
C59-4 -
C11-4/2 -
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5 CONCLUSOES

Populacgdes de beta-rizdbios de nédulos de feijao-caupi e nativos de solo sob vegetacao

de caatinga densa é tdo representativa quanto a de alfa-rizobios.

Populacdes de alfa e beta-rizobios estabelecidas em solos do Semiarido de Pernambuco

apresentam perfis genético muito diverso com individuos potencialmente ainda ndo descritos.

Rizobios de nodulos de feijdo-caupi nativos de solos sob vegetacdo de caatinga densa
sdo muito diversos quanto aos aspectos bioquimicos relacionados a promocao de crescimento

vegetal.
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APENDICE A — Dendrograma de similaridade genética de rizobios de feijdo-caupi gerado a

partir do padrdo de bandas da restricdo do 16S rRNA digerido com as enzimas Haelll, Mspl e

Hin6l. Dendrograma construido utilizando o método UPGMA e o coeficiente de Jaccard.
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| Ccas2 Amgissoio Satio  ftapetim
253 Planossoio ety iguard
cTi2 Latossaio Satio  Aralpina
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530 Jose do Egito

‘erlente do Lédo
‘erlente do Lédo

Tama Hova
530 Jose do Egito
Vertente do Lério
Cusitda
Verdsiante

580 Jose do Egin
530 Jose do Egito
Petruiing
Vertente do Lério
S0 José do Egftn
530 Bento do Una 1
Cabmbé

530 Jos2 do Baim.
Petroiing

Catnbé

Santa Maria i3 Ba.
Sania Maria da B,
Teima Hova

Petruiing
530 Jose do Egito
S0 Bento do Una 2
Cusitda

S0 José do Egftn
530 Jose do Egito
530 Bento do Una 1
Petruiing

530 Jose do Egito
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Meossaio Litlico
Amglssoio

MNEDSS00 LibdieD
Planosscio
Planossoio

Nenssaia Littien
Aniss0in

Neoss0io Libdicn
MNepssoio Libgi
Neossoio Libdlo

Planossoio
MNEDSS00 LibdieD
Neoss0io Libdicn
Planossoio
Planossoio
Planossoio
Planossoio
Planossoio

Arglssoin

MNepssoio Lt
Neossoio Libdl

Planosstio
MNepssoio Lt
Neossoio Cuantzand.

Arglssoio

Menssoio Litlico
Argissoin

MNepssoio Libgi
MNepssoio Libgi

Mepssmio Libtlico
MNEDSS00 LibdieD

Planossoio
Arglss0io

Neossaio Litdlic
Nenssaio Litolico
Neossaio Litolico
Neossaio Litlico
Planoesoio
Nensstio Litblico
Arglssoio
Arglss0iD
Arglssoio

Afranio
530 Bento do Una 2
530 José do Egitn
Santa Maria da Ba.
Araipina
Venturoea
Venturosa

530 José do Eqgito
Santa Tererinha
Cusioda

530 José do Egin
Araipin

530 BertodoUna 1
Santa Maria da Ba.
530 Jose do Egio
540 Jose do Egin
Arapina

Carobd
Venisiante

Inaa

530 BertodoUna 1
540 Jose do Egin
Venisjante

540 Berfo do Una 2
Pelroiing

Santa Teresinha
AfTarin

Cusitda
Vertenie do Lério
Santa Terezinha
540 Berfo doUna 2
huaracd

540 BertodoUna 1
Cusitda

Verisiante
Araipina

530 José do Egitn
Santa Terezinfia
Caobd

Aeatpin

Custida

Custoda

5% Berio do Una 2
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Amissolo
Amissolo
Amissolo

Planossoio

BR3437

Menssoio Litlico
Menssoio Regolltico
Arglssolo
Planossoio

Arglssoin
Amglssoin
NEDSS00 Litolica
Arglssoln
Arglssoin

Planossoio
Arglssolo
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‘Santa Maria da Ba.
530 Benio doUra 2
530 Benfo do Ura 1
Cusicda

‘Santa Maria da Ba.

Iquarad

530 José do Egin
Caposiras

530 Bento do Una 1
Tesma Mowa
Pefroling

530 .José do Egin
S0 José do Egin
S0 Bento do Una 2
S0 Bento do Una 2
S0 José do Egitn
S0 Bento do Una 2
530 Bento do Una 1
Santa Cruz da Ven,
Tema Mova

S0 Bento do Una 2
Pefrolirg

Calrobé

Verturoea

Santa Marta da Ba.

Buque
Buque



