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RESUMO

A desertificacdo € caracterizada pela degradacdo de terras dridas, semidridas e sub-umidas
secas, causada por fatores climaticos e atividades antrépicas. No Brasil, a desertificacdo afeta
as regides semidridas e sub-timidas do Nordeste, e no Ceard, o municipio de Irauguba é a drea
mais afetada. Este estudo foi realizado com o objetivo de reunir informacdes sobre a
influéncia da desertificacdo na estrutura e funcdo da comunidade bacteriana no nicleo de
desertificacdo de Irauguba, visando contribuir para o desenvolvimento de solugdes
biotecnoldgicas para a recuperacio de solos degradados. O estudo avaliou varidveis quimicas
e microbioldgicas de solos coletados em dreas de recuperacdo natural, excluidas de pastagem
desde o ano 2000, dreas de pastagens, em processo avancado de desertificacdo; e dreas de
vegetacdo nativa da Caatinga. Foram analisados quatro indicadores de qualidade do solo
(matéria organica (MO), umidade, pH e nimero de unidades formadoras de coldnias
bacterianas (UFC/g)), além da atividade de isolados para solubiliza¢do do fosfato e produgao
de sider6foros. Os dados foram submetidos a andlise de varidncia e as médias comparadas
pelo Teste de Tukey. Os resultados para MO, UFC/g e umidade foram mais baixos nas dreas
de desertificacdo, em comparacdo com aqueles das dreas nativas e de recuperagdo. O pH foi o
unico indicador que ndo mostrou diferencas significativas entre as dreas, embora os solos
estejam respondendo de maneira diferente aos fatores ambientais. Das 69 espécies bacterianas
analisadas, 8 foram selecionadas com base nas altas taxas de solubilizacdo de fosfato e
producdo de sideréforos. O isolado mais promissor foi identificado molecularmente como
Enterobacter sp., uma espécie de bactéria Gram-negativa, conhecida como promotora de
crescimento de plantas (BPCV). Os isolados bacterianos obtidos no presente estudo sao
potenciais candidatos a serem utilizados como inoculantes para acelerar a recuperacdo de

solos degradados em areas de desertificacao.

Palavras-chave: Microbioma; Solo; Degradacdo; Pastagem; Caatinga.



ABSTRACT

Desertification is characterized by the degradation of arid, semi-arid and dry sub-humid lands,
caused by climatic factors and anthropic activities. In Brazil desertification affects the
semiarid and sub-humid regions of the Northeast, and in Ceara the municipality of [raucuba is
the most affected area. This study was carried out to get information about the influence of the
desertification on structure and function of the bacterial community in the Irauguba
desertification nucleus, aiming to contribute to the development of biotechnological solutions
for the recovery degraded soils. This study evaluated chemical and microbiological variables
of soils collected from natural recovery areas, excluded from grazing since the year 2000,
pasture areas, in advanced desertification process, and in native vegetation areas of Caatinga.
Four indicators of soil quality (organic matter (MO), moisture, pH and number of bacterial
colony forming units (CFU/g)), besides phosphate solubilization activity and siderophore
production were analyzed. Data were subjected to analysis of variance and the media
compared by Tukey test. OM, CFU/g and moisture were considered lower in the
desertification areas, compared to those native and in recovery areas. pH was the only
indicator that did not show significant differences between areas, although soils are
responding differently to environmental stresses. Among 69 bacterial species analyzed, 8
were selected based on the high rates of phosphate solubilization and siderophores production.
The most promising isolate was identified molecularly as Enterobacter sp., a Gram-negative
bacterial species, known as plant growth promoting bacteria (BPCV). Bacterial isolates
obtained in the current study are potential candidates to be used as inoculants to accelerate the

recovery of degraded soils in desertification areas.

Keywords: Microbiome; Soils, Degradation; Grazing; Caatinga.
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1 INTRODUCAO

A desertificacdo caracteriza-se pela degradacdo das terras de zonas 4ridas,
semidridas e sub-umidas secas. O processo de desertificacao resulta de fatores caracteristicos
do préprio ambiente, das mudangas climédticas ou de atividades antrépicas como a exploracao
e destruicdo de recursos (destruicdo desordenada da cobertura vegetal, uso inadequado do
solo, desmatamentos, queimadas, pastagem e sistemas de irrigacdo desequilibrados)
conduzindo assim &reas predispostas a desertificacdo a se transformarem em desertos ou
semelhantes (MATALLO JUNIOR, 2001; LEAL et al., 2003; PIMENTEL, 2015)

No Brasil, a maior parte das Areas Suscetiveis 2 Desertificacio (ASD) se encontra
nas regides semidridas e sub-umidas do Nordeste (CGEE, 2016). O Estado do Ceard tem
100% do seu territdrio susceptivel a desertificacdo, destacando 3 niicleos de maior gravidade:
Irauguba, Inhamuns e Médio Jaguaribe.

Um dos maiores problemas enfrentados na desertificacdo é a perda de matéria
organica, visto que influencia nos processos quimicos, fisicos e biolégicos dos solos
(Lehmann; Kleber, 2015). Tal perda ocasiona alteracdo na composicdo dos microrganismos
prejudicando o ambiente, uma vez que, esses sdo essenciais na ciclagem e reposicdo de
nutrientes por meio da decomposi¢do da matéria organica (SOUTO, 2008; RASHID et al.,
2016). Além disso, ainda podemos citar o papel chave dos microrganismos no
desenvolvimento vegetal, como na supressio de doengas e promogdo do crescimento

(SMALLA, 2001; MARRA, 2012).

Os microrganismos sdo 0s primeiros seres a reagirem as mudangas quimicas e
fisicas no ambiente. Eles sdo, muitas vezes, utilizados no monitoramento de mudangas na
saide e na viabilidade do meio ambiente, sendo empregados juntamente com os atributos
fisicos e quimicos como indicadores do uso da terra e da qualidade do solo (ARAUJO;
MONTEIRO, 2007; ZORNOZA, 2015; UTOBO et al., 2015).

Muitas das iniciativas cientificas e politicas envolvem o estudo do impacto da
desertificacdo na qualidade de vida, na economia da populacdo ou em atributos fisicos,
quimicos e biolégicos que interferem na estrutura e qualidade do solo (LOPES ET AL. 2011;
FIGUEIREDO, 2013; ANDRADE, 2017; KHANAMANI, 2017; ZHANG, 2018; SANTOS,
2018).

Apesar da importancia que os microrganismos possuem, a maioria dos trabalhos

teve como objetivo principal a andlise e determinacdo da efetividade do uso de plantas no
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combate a desertificacdo, e nenhum deles, até o presente momento, abordou de forma direta
as respostas e as funcionalidade da diversidade microbiana no processo de desertificacdo,
mesmo sendo ela reconhecidamente fundamental para recuperacdo do solo e desenvolvimento
da cobertura vegetal.

O conhecimento da microbiota, além de ajudar a entender como o processo de
desertificacdo afeta o meio biolégico do solo, é extremamente importante para o manejo de
ambientes em processo de degradacdo, como no caso da desertificacio (SINGH, 2015;
EMADIAN, ONAY E DEMIREL, 2017; MOORMAN, 2018).

Por conta das adaptagdes fisioldgicas e genéticas, os microrganismos que habitam
areas desertificadas podem ser tteis em pesquisas aplicadas, possibilitando uma manutengao
mais efetiva do solo e o seu posterior manejo (MARRA, 2012), como por exemplo,
estimulacdo de bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV). As BPCV sao
largamente exploradas para a utilizacio em culturas agricolas pela sua capacidade de
melhorar as condi¢cdes do solo para o desenvolvimento vegetal (PERSELLO- CARTINEAUX
et al., 2003; AHMED; HOLMSTROM, 2014), por esse motivo, elas podem vir a ser tteis para
a melhor adaptagdo da vegetacdo em processo de recuperagdo ambiental.

Desse modo, o presente trabalho tem como objetivo reunir informacdes sobre a
influéncia da desertificacdo no meio quimico e biolégico do solo do niicleo suscetivel a
desertificacdo no municipio de Iraucuba, Ceard, visando a selecao de bactérias nativas que

possam ser utilizadas na recuperacdo de dreas degradadas.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Desertificacao

O desequilibrio ambiental compreende toda alteracdo, seja ela intencional ou ndo,
provocada na natureza que reflete de forma negativa para os sistemas ecolégicos. O uso
intensivo e desmedido de todo e qualquer recurso natural, sobretudo o solo, € uma atividade
que interfere e causa mudangas de ordem fisica, quimica e bioldgica no equilibrio ecolégico
resultando, na maioria das vezes, em impactos irreversiveis (KOBIYAMA, 2001; LIMA et al.
2012). A desertificacdo é um conjunto das vérias consequéncias de tal manejo inadequado.

A desertificac@o esteve pela primeira vez inclusa no debate internacional em 1977 na
cidade de Nair6bi, no Quénia. Essa reunido foi resultado de sucessivas ocorréncias das secas
nos anos de 1930, nos estados do meio oeste americano, 1949, nas colonias europeias no norte
da Africa e as mais graves de todas, em 1968 e 1973, na regido do Sahel na Africa
(MATALLO JUNIOR, 1999). Em conjunto, os prejuizos envolveram a degradagio do solo,
secas acentuadas, muitas mortes, grandes migracdes e formagdes de campos de refugiados.

Depois daquele, outros eventos de discussdo aconteceram, a exemplo, a Rio-92, que
resultou no documento da Agenda 21, a qual tem um capitulo dedicado a luta contra a
desertificacao e a seca.

Porém, apenas alguns anos depois, a desertificacdo teve seu conceito finalmente
definido na Convencdo das Nagdes Unidas de Combate a Desertificagio, como “ A
degradac@o da terra nas zonas dridas, semidridas e sub-tiimidas secas, resultante de
varios fatores, incluindo as variagdes climdticas e as atividades humanas” (UNITED
NATIONS, 1994).

Matallo Junior (2001) discorre sobre a ideia de “degradagdo da terra”, que se trata
de um conjunto de fatores como: a degradacao de solos, da vegetacdo e de recursos hidricos, a
perda de biodiversidade e a reducdo da qualidade de vida da populacdo.

Apesar da ampla discussdo em torno das causas da desertificagdo, Harae (2002) e
Meira, da Silva Marinho e Da Silva (2019) salientam que a desertificacdo € resultado da
interacdo entre o homem e um ambiente adverso, onde fatores climdticos, edaficos e
vegetacionais sio fortemente instaveis e potencializam a degradacio ocasionada pelas préticas

inadequadas.
No geral, as zonas suscetiveis a desertificacdo ocupam cerca de 1/3 de toda a

superficie da Terra, somando assim uma considerdvel parcela naturalmente suscetivel que
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tende a crescer cada vez mais devido a previsao eminente das mudangas climéticas.

No Brasil as Areas Suscetiveis 2 Desertificacio (ASD) se encontram nas regides
semidridas e sub-umidas do Nordeste com indices de aridez variando, respectivamente, entre
0,21 e 0,50 e entre 0,51 e 0,65 (CGEE, 2016). A regidao semidrida compreende 11% do
territorio nacional (Brasil, 2005) e nela sdo destacadas as areas com sinais extremos de
degradacdo no pais, os chamados "Nucleos de Desertificacdo", composto por Gilbués (Piaui),
Irauguba (Ceard), Seridé (fronteira entre os Estados da Paraiba e do Rio Grande do Norte) e
Cabrob6 (Pernambuco) (BRASIL, 2002, p.42). Sobreposto a esse territério encontra-se o
dominio da Caatinga, classificado como savana semi-drida (COUTINHO, 2006), que
caracteriza-se por uma flora composta por arvores e arbustos identificados pela rusticidade,
tolerancia e adaptacdo as condicdes climdticas de secas prolongadas, baixas precipitacdes, alta
incidéncia de radiacdo e evapotranspiragdo (MELO FILHO; SOUZA, 2006 ; CGEE, 2016) .

Nesse contexto, muitas atividades antrépicas relacionadas a exploracdo e
destruicio de recursos podem estar ligadas a transformacdo de dreas predispostas a
desertificacao em desertos ou semelhantes. Entre eles destaca-se a destruicdo desordenada da
cobertura vegetal, uso inadequado do solo, as queimadas, o sobrepastejo e os sistemas de
irrigacio desequilibrados (MATALLO JUNIOR, 2001; LEAL et al, 2003; PIMENTEL,
2015).

Em 2016 o estado do Ceard teve 100% do seu territério classificado como
susceptivel a desertificacdo, destacando 3 niicleos de maior gravidade: Irauguba, no centro-
norte; Inhamuns e Médio Jaguaribe (CGEE, 2016). Sendo o municipio de Iraucuba
pertencente a um dos nucleos de desertificacdo mais graves do pais (CGEE, 2016). Accioly
(2000) e Sales; Oliveira (2015) associam essa suscetibilidade do municipio ao tipico solo
raso, altamente sensivel a erosdo, a intensa pratica de sobrepastejo e a vegetacdo Caatinga
hiper-xeréfila que a regido apresenta.

Entre as consequéncias que podem ser observadas nas dreas atingidas pela
desertificacdo destacam-se: a perda da estrutura do solo (areias, argilas); a perda da matéria
organica e dos nutrientes da camada superficial do solo; a diminui¢ao de sua dgua util; a perda
da biodiversidade; o aumento de secas eddficas, da salinizagdo, das taxas de erosido e
assoreamento e, inclusive, agravamento dos problemas sociais (CCD, 1995;
MATALLO JUNIOR, 2001; CIRILO, 2008; PIMENTEL, 2015; SALES; OLIVEIRA, 2015;
CGEE, 2016).
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2.2. Desertificacao e o solo

O semidrido Brasileiro € caracterizado pela elevada média anual de temperatura,
em torno de 27 °C, submetido a precipitacdes pluviométricas irregulares com médias anuais
800 mm, concentradas de trés a cincos meses. O potencial de evapotranspiracdo local é maior
que as precipitagdes atingindo valores de 2.000 mm anuais, o que provoca o grande déficit
hidrico conhecido da regiao (CGEE, 2016).

O clima € um fator de peso para a formacdo dos solos, sendo decisivo na
velocidade e natureza do intemperismo das rochas. Com a temperatura constante, a baixa
quantidade de dgua no solo e a forte erosdao provocada pelo regime localizado de chuvas
ocorre um baixo grau de intemperismo fisico e quimico, o que culmina na ocorréncia de um
solo raso, com localizados afloramentos rochosos (SANTOS, 2017).

Foi relatado que a quantidade de matéria organica é um importante indicador de
qualidade da erosio e degradagdo do solo (HACISALIHOGLU et al. 2017) principalmente
em regides climdticas aridas e semidridas (RAIESI, 2017; IMAMOGLU; DENGIZ, 2019).
Essa importancia ocorre porque no solo a dindmica da matéria organica, sua renovacio e
ciclagem € a principal maneira de libera energia e nutrientes para as plantas, sendo isso
possivel principalmente devido a atividade microbiana (SOUTO, 2008;LEHMANN &
KLEBER, 2015).

Dessa forma um dos maiores problemas enfrentados na desertificacao € a perda
de matéria organica, que influencia nos processos quimicos, fisicos e bioldgicos dos solos,
além do seu comportamento e fertilidade (LEHMANN; KLEBER, 2015). Devido a
combustdo seca em altas temperaturas e pouca presenca de dgua no solo ocorre pouca
incorporacdo de matéria orginica (SANTOS, 2017) fazendo com que a quantidade
incorporada ganhe ainda mais importancia.

Como parte importante agregada da matéria organica do solo, a comunidade
microbiana participa diretamente da reposi¢cdo de nutrientes através da decomposi¢do da
matéria organica (SOUTO, 2008) e ciclagem de nutrientes (RASHID et al., 2016), além de
terem um papel chave no desenvolvimento vegetal, como na supressdo de doencgas e

promocao do crescimento. (SMALLA, 2001; MARRA, 2012).

Sendo a disponibilidade de 4dgua um dos fatores mais importantes sobre a
atividade biologica do solo (MANZONI et al., 2012), os microrganismos sao 0s primeiros

seres a reagir as mudancgas quimicas e fisicas no ambiente. Medidas diretas e indiretas da
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biomassa microbiana, atividades enzimatica do solo e respiracdo microbiana sdo comumente
utilizadas, junto a atributos fisicos e quimicos, como indicadores do uso da terra e da
qualidade do solo (ARAUJO; MONTEIRO, 2007; ZORNOZA, 2015, UTOBO et al., 2015).
Waring; Hawkes (2015) afirmam que mesmo pequenas alteracdes na umidade do
solo podem levar a grandes mudancas na estrutura das comunidades microbianas. Desse
modo, ndo é de se descartar que as respostas bidticas a mudancas climaticas podem ser em
grande parte determinadas pela capacidade de adaptacdo das comunidades microbianas
(BOUSKILL, 2016a; BOUSKILL, 2016b). Por essa razdo € possivel combater os efeitos da

desertificacdo na Caatinga com o manejo adequado da microbiota ou do meio.

2.3. Manejo de areas degradadas pela desertificacao

O manejo de areas degradadas pela desertificacio no Brasil se faz através das
estratégias denominadas de “convivéncia com o Semiarido”, que respeitam as caracteristicas
naturais da regido, aumentam a capacidade adaptativa da populagdo, contribuem para a
constru¢do de um meio rural mais sustentdvel e criam alternativas de renda (CGEE, 2016).

Nessas estratégias a recuperacdo e o manejo do solo compreendem um conjunto
de préticas, de cardter fisico, quimico e bioldgico, que, quando utilizadas corretamente,
podem reduzir ou evitar o impacto de atividades humanas como pastoreio excessivo,
superexploracdo de plantas e prdticas de irrigacdo insustentiveis, que aumentam a
vulnerabilidade das dreas afetadas evitando, consequentemente, a sua degradagdo
(CHARRUA, 2014; CGGE, 2016).

A tabela a seguir lista algumas tecnologias empregadas no uso sustentdvel e
recuperacdo de dreas suscetiveis ou degradadas do semidrido com o objetivo de melhorar

propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas do solo.

Tabela 1 - Tecnologias empregadas no uso sustentivel e recuperacdo de dreas

suscetiveis ou degradadas do semidrido.

Tipo de uso do . o
Pratica Objetivo
solo
Melhorar as propriedades quimicas e
Adubacao . '
, biolégicas dos solos.
Sustentavel
Barragem Aumentar o armazenamento de dgua




no perfil do solo ou Reter os
sedimentos gerados pelo processo
erosivo, reduzindo os danos em
consequéncia do desmatamento e do

uso do solo de forma inadequada.

Captacdo in situ

Aumentar o armazenamento de dgua
no perfil do solo por um periodo mais

longo.

Cordodes

Reter o solo que pode ser carreado
pela dgua das chuvas, diminuindo a
velocidade da &4gua, aumentando a
infiltracdo e, consequentemente,

diminuindo a erosdo.

Palicadas

Quebrar a for¢a da enxurrada e reter
os sedimentos principalmente dentro
da vocoroca (escavacdo no solo

causada por erosao).

Plantio direto

Manter a umidade e aumentar os
teores de matéria organica do solo,
minimizar 0S Pprocessos erosivos e
promover a melhoria das
caracteristicas fisicas, quimicas e

biolégicas do solo.

Plantio em nivel

Atuar como um obstdculo para reduzir
a velocidade da 4agua da enxurrada,
aumentando a umidade e diminuindo

a erosao do solo.

Recuperacao

Isolamento da area

/ pousio

Recuperar naturalmente a drea,

restringindo o acesso de animais.

Recuperacao da

mata ciliar

Formar uma floresta em area ciliar,
num tempo relativamente curto,

visando a protecao do solo e do curso

20
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d’agua.

Repovoar areas que tiveram a
vegetacdo removida naturalmente ou
por acdes humanas (queimadas,
Reflorestamento )
exploracdo de madeira, expansdo de
dreas agricolas), favorecendo a

recuperacgdo da drea.

Resgatar o0s microrganismos
(fungos, bactérias e algas), além da
meso e a macro fauna/flora do solo
Transferéncia da | (sementes, minhocas) pela

serapilheira transposicdo de porgdes superficiais
dos remanescentes de vegetacdo para
as dreas a serem restauradas,

enriquecendo sua biodiversidade.

Fonte: Elaborado pelo autor, dados do CGGE (2016).

A recuperacdo € o retorno de um ecossistema para uma condi¢do ndo degradada,
mas que pode vir a ser diferente do original (MONTANDON, CAMELLO e ALMEIDA,
2015). A metodologia adotada depende muito das caracteristicas do proprio ambiente
(CEARA, 2010).

A apesar de existirem praticas voltadas para a recuperacdo desses ambientes
degradados, inclusive pela desertificagdo, ndo hd nenhuma prética que, de fato, considera a
utilizagdo da microbiota, essa sendo indispensavel a manutengdo do solo.

O método de pousio, uma das praticas de recuperacdo, consiste em isolar uma
area degradada, com cercas de arame e/ou com plantas espinhentas, para que animais,
maquinas e pessoas ndo circulem pelo seu interior. Entre as praticas ele se destaca porque,
diferente das demais, recupera naturalmente a drea com os recursos € organismos ainda
disponiveis no ambiente promovendo a regeneracdo do ambiente e incremento da
biodiversidade sem adi¢do de elementos ndo naturais ou exdgenos. Apesar de vantajosa a
técnica conduz um resultado lento e que necessita observacdes sobre a eficiéncia do processo

no decorrer do tempo.



22

Muitas das técnicas voltadas a recuperacdo de dreas degradadas apresentam problemas
quanto ao tempo de espera, mio de obra especializada ou recursos envolvidos (CGEE, 2016)
e apesar da existéncia dessas técnicas hd, por outro lado, o desconhecimento da populacio
sobre a vulnerabilidade ambiental em consequéncia das técnicas rudimentares que sao
praticadas e que acaba agravando, de modo muito significativo, a sustentabilidade da
capacidade produtiva dos recursos naturais.

Iniciativas cientificas e politicas tém sido implementadas ao longo dos anos na
tentativa de amenizar ou deter os efeitos da desertificacdo no Brasil (CGEE, 2016). Muitos
desses estudos se debrucaram na tentativa de entender o impacto da desertificacdo na
qualidade de vida e economia da populacdo. Outros se detiveram em avaliar os atributos
fisicos, quimicos e biolégicos que interferem diretamente na estrutura e qualidade do solo,
principalmente tratando de temas como a erosdo, a perda de matéria organica, de carbono, de
nitrogénio e da vegetacdao (LOPES ET AL. 2011; FIGUEIREDO, 2013; ANDRADE, 2017;
KHANAMANI, 2017; ZHANG, 2018; SANTOS, 2018).

Apesar da importancia que os microrganismos possuem, a maioria dos trabalhos
tem foco na andlise e determinacdao da efetividade do uso de plantas no combate a
desertificacdo, nenhum deles abordou de forma direta as respostas e as funcionalidade da
comunidade microbiana no processo de desertificacio, mesmo sendo ela reconhecidamente

fundamental para recuperacdo do solo e desenvolvimento da cobertura vegetal.

2.4. Importancia do conhecimento da microbiota do solo para o desenvolvimento de

solucoes ambientais

A maioria dos microrganismos ocorre em condi¢cdes ambientais consideradas
moderadas, apesar disso alguns possuem caracteristicas proprias, particularmente as bactérias,
que permite a adaptacdo e crescimento em condicdes extremas. Bactérias xerotolerantes sdao
habituadas a climas semidridos e desérticos. Por conta de suas adaptagdes fisioldgicas e
genéticas podem ser uteis em pesquisas aplicadas no manejo do solo (MARRA, 2012).

Testes em areas agricolas ja permitem conhecer o efeito dos microrganismos do
solo como biofertilizantes para aumentar a producio (ALVARADO CARRILLO, DIAZ
FRANCO, PENA DEL RfO, 2014; CAVALCANTI, 2016), como substitutos na fertilizagao
inorganica (KUAN, 2016; MARDAD, 2013), como agentes que conferem tolerincia contra
patégenos de solo (LIU, 2018), como biorremediadores de solos contaminados (KHAN,
2013; DE FRANCA, 2015), como tolerantes a outros fatores abidticos (FENNER, 2017.
SHRIVASTAVA, 2015; FARIAS et al. 2013). Essas bactérias sdo chamadas promotoras de
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crescimento vegetal (BPCV) e s@o os microrganismos mais estudados (NADEEM et al
2014), isso porque sdo benéficas as plantas. Dentre as atividades simbidticas com as plantas,
as BPCV diminuem os efeitos de condi¢cdes abidticas adversas para a planta ao produzirem
hormonios que estimulam o crescimento das mesmas; facilitam a disponibilizacdo de
nutrientes; induzem uma agao protetora contra fitopatégenos, produzem sider6foros, enzimas,
contribuem com a fixacdo de nitrogénio (FARIAS et al. 2013; CAVALCANTI, 2016;
HUSEN, 2016; KUAN, 2016).

Esse estimulo ao crescimento vegetal se dd através de diferentes mecanismos
como a solubilizacdo de fosfato, producao de sider6foros e hormonios.

Sendo um grupo diverso de microrganismos do solo, as bactérias solubilizadoras
de fosfato estdo envolvidas na cadeia de solubilizacdo de complexos de fésforo insoliveis que
possibilitam a absorcdo do mesmo pelas plantas (TRIPURA et al., 2005). Essas bactérias
utilizam mecanismos como a producdo e liberacdo de &4cidos organicos de baixo peso
molecular (MARRA et al., 2012), que solubilizam formas precipitadas de fésforo, como os
fosfatos de ferro, aluminio e célcio nos solos, atuando como fontes de prétons ou na quelacao
do elemento complexado ao ion fosfato. Seus nimeros variam de solo para solo, mas elas
representam de 1 a 50% da populacdo total de bactérias no solo (CHEN et al., 2006).

Como um dos elementos mais importantes, depois do nitrogénio, o fésforo tem
funcdo-chave no desenvolvimento das raizes, fortalecimento do caule, formacao de flores e
sementes, maturidade das culturas e qualidade da producdo, fixacdo de nitrogénio em
leguminosas e fortalecimento da planta contra doencas (PERSELLO-CARTINEAUX et al.,
2003).

Sideréforos sdo compostos orginicos de baixa massa molecular, cuja principal
funcdo € capturar o ferro férrico (Fe’) e tornd-lo amplamente disponivel para as células
microbianas e vegetais. Esse sistema de captura de ferro age como um quelante natural e
possui elevada afinidade ao Fe™, mas também é capaz de se ligar a outros metais de forma
constante, como ocorre com o cromo (Cr), chumbo (Pb), aluminio (Al), cAdmio (Cd), cobre
(Cu) e zinco (Zn) (ANUPA;ASHA;SANIJEEYV, 2007).

Dessa forma podem ser utilizados para melhorar o crescimento vegetal, aumentar
a disponibilidade do nutriente préximo a raiz ou inibir o crescimento de bactéria nocivas e
patégenos nas raizes da planta (AHMED;HOLMSTROM, 2014), além de serem utilizados na
biorremediacdo de solos contaminados e na manutencdo do equilibrio i6nico dos solos

(Gad,2004).
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3 OBJETIVO GERAL

Analisar aspectos quimicos e microbiolégicos de solos da Caatinga de trés
paisagens distintas de um niicleo de desertificacio compreendendo uma drea de vegetacdo
natural, uma drea em processo de recuperacdo natural e uma &4rea em processo de
desertificacdo, visando avaliar a estrutura e funcdo das comunidades bacterianas com o
propdsito de contribuir com solugdes biotecnoldgicas para acelerar a recuperacdo de dreas em

processo de desertificagao.

3.1. Objetivos especificos

e Determinar o teor de matéria organica (MO), umidade e pH de solos de areas nativas, em
recuperagao e em processo de desertificacao;

e Isolar e realizar a contagem de bactérias vidveis de solos das dreas estudadas.

e Determinar o potencial de isolados oriundos das trés dreas para solubilizar fosfato;

e Analisar o potencial de isolados para produzir sideréforos;

e Selecionar isolados promissores que possam ser utilizadas na recuperagdo de dreas

desertificadas.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1. Caracterizacao da area de estudo

O Municipio de Irauguba (3.7476° S, 39.7827° O) fica localizado a 150 Km de
Fortaleza, Estado do Ceard, Brasil, fazendo parte de um dos 4 nicleos de desertificacdo mais
graves do pais juntamente com Gilbués (PI), Seridd, fronteira entre os Estados da Paraiba e
do Rio Grande do Norte, e Cabrob6 (PE) (BRASIL, 2002, p.42; CGEE, 2016) (Figura 1)

que pela classificacao de Koppen ¢ caracterizado como BSw’h’(Tropical quente semi-arido).

Figura 1 — Mapa das Areas Suscetiveis 2 Desertificacio e Nicleos de Desertificacio.
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Fonte: CAETANO et al. 2017

Irauguba possui uma média anual de temperaturas que varia entre 26 a 28 °C
(IPECE, 2017) e uma precipitagdo anual média de cerca de 514,3 mm (Figura - 2) com
chuvas concentradas nos meses de dezembro a julho (Figura 3 - A e B) segundo dados
apresentados pela Fundacdo Cearense de Meteorologia e Recursos Hidricos (FUNCEME).

Segundo a FUNCEME, o municipio de Irauguba, no ano de 2018, juntamente como toda a
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regido do Estado do Ceard, apresentavam seu 7 ano consecutivo de seca.

Figura 2 — Histérico anual de chuvas (2000-2018) para o municipio de Irauguba.
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Fonte: Elaborado pelo autor com dados fornecidos pela FUNCEME.
A linha escura indica a precipitacio média ao longo do perfodo analisado enquanto a linha mais clara

indica a precipitagdo esperada para o periodo.

Figura 3 - Dados de precipitacio mensal dos anos de 2017 (A) e 2018 (B), em que as

coletas de solo foram realizadas.
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Fonte: Elaborado pelo autor com dados fornecidos pela FUNCEME.
As linhas claras nos dois graficos indicam as precipita¢des esperadas para cada periodo de acordo com

o histérico anual de chuvas da regido.

O historico de seca em Iraucuba, assim como ocorre nos sertdes nordestinos
brasileiros, ji € bastante conhecido. Como parte da regido semidrida, os prolongados
periodos de estiagem sdo condi¢cdes naturais para a regido, no entanto, provocam profundas

modificagdes nas atividades socioecondmicas locais como a queda de produgdo
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agropecudria, éxodo rural e o crescimento da miséria (BRANDAO, 2003).

Inserido nesse contexto, o0 municipio de Irauguba possui também uma associacao
histérica com ocorréncia de &reas intensamente degradadas, em que o processo de
desertificacdo ja se encontra instalado (CAETANO et al. 2017).

A desertificacdo no municipio € produto das técnicas inadequadas de manejo de
solo como o desmatamento, a queimada para fabricacdo de carvdo e a prdtica de
sobrepastejo na pecudria de bovinos e caprinos (OLIVEIRA e SALES , 2015).

Os solos avaliados nesse trabalho fazem parte de um sistema composto por cerca
de 7 areas-piloto construido no ano de 2000 (OLIVEIRA e SALES , 2015) em fazendas da
regido de Iraucuba. Neste estudo duas das sete areas foram utilizadas, correspondentes as
numeragoes 1 (3°47°23.49”’S; 39°47°51.88”W) e 3 (3°46°51.89”’S; 39°49°2.38”W) distantes
entre si por aproximadamente 2,4 Km (Figura 4 - A).

Essas dreas-piloto consistem em sistemas de exclusdes, areas de 0,25 hectare,
protegidas do uso por meio de cerca (sistema de pousio) e por dreas externas ndo cercadas,
sejam elas areas de intensa exploragdo de pecudria ou de predominio da vegetacdo natural da

caatinga (Figura 4 - B, Ce D).
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Figura 4 - Imagens de satélite da distancia entre as dreas de pousio amostradas (A) e
suas localizagdes na Fazenda Aroeira no Municipio de Irauguba, (B e C). Imagem da
area de pousio 3 e sua subdivisdo em drea de pastejo em desertificacdo e area de pousio

em recuperacao Natural (D).

Fonte: Elaborado pelos Autores
N: Area de amostragem de Caatinga nativa; R: Area de amostragem de Recuperacio natural pelo sistema

de pousio; D: Area de amostragem de solo em processo de desertificacio por sobrepastejo
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4.2. Coleta de amostras

Os solos utilizados neste experimento foram coletados em 16 de marco de 2017
e 17 de maio de 2018 na Fazenda Aroeira, localizada no municipio de Iraucuba.

Nos periodos amostrados, os solos foram coletados em cinco locais distintos na
fazenda Aroeira, sendo estas: a) uma drea de mata que preserva caracteristicas de Caatinga
nativa; b) duas dreas de pastejo, representando uma Caatinga com grau de desertificacdo
avangado e c) duas dreas-piloto de recuperagdo natural, cercadas ha 18 anos.

Em cada uma das 5 dreas amostradas foram selecionados 3 pontos em diferentes
regides do terreno. Em cada um dos pontos a coleta foi realizada em triplicata em uma
profundidade de 0-20 cm. Os solos coletados foram armazenados em sacos pldsticos e
levados ao Laboratério de Ecologia Microbiana e Biotecnologia (Lembiotech), localizado no
Departamento de Biologia da Universidade Federal do Ceara (UFC). Uma vez em
laboratério, as amostras foram peneiradas em malha de 2 mm para homogeneizacdo, e
armazenadas a temperatura ambiente.

A partir desses solos foram entdo realizados os experimentos de determinagdo do
teor de matéria organica, umidade, pH, contagem de vidveis e o isolamento de bactérias. Os
isolados de 2017 e 2018 foram avaliados quanto a capacidade de realizar solubiliza¢dao de
fosfato de célcio. Alguns isolados de 2018 foram ainda avaliados quanto a producdo de

sider6foros.
4.3. Caracterizacao do solo

4.3.1. Teor de matéria organica

A determinagcdo do teor de matéria organica foi realizada de acordo com o
protocolo de perda de peso por ignicdo (SCHULTE; HOPKINS, 1996). As amostras foram
levadas a estufa de secagem a 105 °C por 24 horas. Apds esse periodo, as amostras foram
mantidas em um dessecador até atingirem temperatura ambiente. Em seguida, os solos
foram pesados (0,5 g cada) em cadinhos de ceramica, previamente secos e pesados, e
incinerados em mufla a 550 °C por 4 horas e pesados em balanca analitica. Dos valores
obtidos foram retirados os valores dos pesos dos cadinhos e o teor de matéria organica

(mg/Kg) foi avaliado seguindo a formula:
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I) M.O.(mg/Kg)= (Ms-Mpi)/Ms * 1000.
Ms — massa seca;

Mpi — massa pds-ignicao.

4.3.2. pH do solo

O pH do solo de cada amostra foi aferido com auxilio de um pHmetro a partir da
solu¢do resultante da diluicdo de 25 g de solo para 225 ml de salina 0,9% (1:9 m/v) agitada a
150 rpm por 30 minutos (EMBRAPA, 1997).

4.3.3. Umidade no solo

Para esse procedimento foram pesados 1g de solo de cada uma das amostras em
cadinhos de porcelana e levados a estufa de secagem a 105 °C por 24 horas. Decorrido esse
tempo, cada um dos cadinhos foram colocados em um dessecador até atingirem temperatura
ambiente e pesados. Cada um passou por pesagens com intervalos de 1 hora até que
atingissem peso constante. Dos valores obtidos foram retirados os valores dos pesos dos

cadinho e a umidade foi calculada com base na féormula (EMBRAPA, 1997):

II) Umidade=100*(Mi-Mf{/Mi)
Mi — massa inicial

Mf — massa seca do solo

4.3.4. Contagem de vidveis e isolamento de bactérias

A estimativa de bactérias heterotroficas e mesoéfilas, foi feita através da técnica
de contagem de vidveis em placa (spread-plate). Cada amostra de solo foi diluida em
solu¢do de NaCl 0,9% na proporcao de 25 g de solo para 225 ml de salina e homogeneizadas
em shaker a 150 rpm por 1 hora.

A partir dessa diluicao inicial foram preparadas dilui¢des decimais sucessivas até
10° que foram entdo submetidas a técnica de spread plate e plaqueadas, em duplicata, em
meio PCA (count plate agar) diluido 10 vezes da concentragdo padrdao, com o objetivo de
simular a baixa disponibilidade de nutrientes da caatinga e diminuir a sobreposicdo de
colonias promovida pelas bactérias de rdpido crescimento.

As placas foram incubadas em estufa a 37 °C por 48 horas e apds o periodo

de incubagdo foram analisadas selecionando a dilui¢do contendo entre 30 e 300 colonias. O
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nimero de unidades formadoras de colonias (UFC) foi calculado a partir da média entre as
duplicatas e do valor de suas respectivas dilui¢cdes expressando o resultado em UFC/g de
solo.

As placas submetidas a contagem de vidveis foram analisadas, por d&reas,
buscando selecionar o maior nimero possivel de morfotipos. As bactérias foram
armazenadas em freezer — 80 °C e — 20 °C em meio PCA diluido, com adi¢do de glicerol
(1:5).

Foram atribuidas nomenclaturas genéricas para as colecdes, sendo elas: BNIRA
(Bactéria isolada de area nativa); BEIRA (Bactéria isolada de drea de recuperacdo natural);

BDIRA (Bactéria isolada de drea em desertificagcdo).

4.4. Estudos da comunidade de bactérias promotoras de crescimento vegetal

4.4.1. Ensaio de bactérias produtoras de sideroforos

O ensaio para a deteccdo da producdo de sideréforos foi realizado com base no
protocolo de Sperotto (2014) e Schwyn e Neilands (1987). O meio teste foi composto por um
meio de cultura base (dgar KingB diluido) adicionado do corante Cromazurol S (CAS) em
volume equivalente a 200ml/L de meio ou 20% do volume do meio de cultura base. Todas as
vidrarias utilizadas neste ensaio foram lavadas com uma solu¢do HCl 6 mM para eliminar
quaisquer tracos de ferro.

Para a composi¢do do meio de cultura base, dgar KingB diluido, foram utilizados:
3 g de glicerol; 4 g de peptona; 0,23 g de KbHPOy; 0,3 g de MgS04.7H,0; 15 g de 4gar para
um volume de 1L de dgua Milli-Q. O pH foi entdo ajustado para 6,8 e o meio autoclavado por
121 °C por 15 minutos.

Para a preparacdo de 200ml do corante CAS foram utilizadas 4 solu¢des: 15 mL
de uma solu¢do de FeCl;.6H,0 1mM + HCI 10 mM; 75 mL de uma solu¢do de azul de
cromazurol (CAS) 2 mM; 60 mL de uma solu¢do 10 mM de HDTMA e, aproximadamente, 50
mL de uma solugdo tampao PIPES com pH ajustado para 5,6.

O corante foi esterilizado em uma membrana de filtracdo 0,2 pm e adicionado ao
meio KingB estéril que estava a uma temperatura proxima de 50 °C. A mistura foi entdo
vertida em placas de Petri e protegida da luz.

As culturas puras de cada um dos isolados analisados foram inoculados em caldo

TGE 10x diluido, crescidos por 24 horas. Uma aliquota de 20 pL de cada bactéria foi retirada
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e inoculada nas placas com o meio dgar CAS.

A deteccdo de produtores de sider6foros foi percebida através de um halo com
coloragdo rosa a laranja em torno da colonia depois de 5 dias de incuba¢do. Como controle
positivo foi usada Escherichia coli e como controle negativo foi usado um isolado da prépria
colecdo da caatinga. Os isolados tiveram o didmetro do halo em placa e da colonia bacteriana

medidos para a selecdo dos isolados mais promissores nessa atividade.

4.4.2. Ensaio de bactérias solubilizadoras de fosfato de cdlcio

O ensaio utilizado para evidenciar o potencial de solubilizar fosfato pelos
isolados foi baseado no método de Sylvester-Bradley et al. (1982). Para a realizacdo do
ensaio, foi preparado o meio GL (10 g de glicose, 2 g de extrato de levedura e 15 g de dgar
para cada litro). Apés esterilizagdo deste meio, foram adicionados 50 mL de uma solugdo
estéril de KoHPO4 100 g/L e 100 mL de CaCl, 100 g/L (pH 6,8), levando a formacao de um
precipitado esbranquicado (Ca3(POy ),) (SPEROTTO, 2014).

Os isolados foram previamente cultivados em meio PCA 10 vezes diluido,
transferidas com agulha de inoculag¢do para a placa de teste (com meio GL adicionado das
solu¢des de K,HPO, e CaCl,) e incubadas por 5 dias a 37°C.

A avaliacdo de bactérias positivas para o teste foi percebida a partir da formacao
de um halo de solubilizagdo translicido ao redor da coldnia.

Por fim, foi calculado o Indice de Solubilizag¢ao (IS) de cada cepa, utilizando a

seguinte féormula:

III) IS = didmetro do halo (mm)/ diAzmetro da colonia (mm)

Com base nesses indices, as bactérias foram classificadas como estirpes com
baixa (IS < 2), média (2 < IS < 4) e alta solubilizagao (IS > 4) (HARA; OLIVEIRA, 2004;
CHAGAS JUNIOR et al., 2010).

4.5. Selecao de isolados promissores
Ap6s o ensaio de produtores de sideroforos e solubilizadores de fosfato, os

isolados que mostraram melhores desempenhos foram selecionados.
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4.6. Extracao do DNA bacteriano e amplificacao do gene ribossomal 16S

Entre os isolados selecionados como mais promissores a bactéria BEIRA 29 foi
encaminhada para a identificacdo molecular. Para a extracdo de DNA, foi utilizado o
protocolo de termdlise adaptado de (SA et al, 2013). O microrganismo cultivado em, PCA
diluido 10x, e teve um arrastado de células foi transferido para 400 pL. de 4gua ultra pura
estéril em um eppendorfs de 1,5 mL. O tubo foi homogeneizado com o auxilio de vortex,
incubado em banho seco a 99°C durante 10 minutos, levado ao freezer — 80°C durante 5
minutos e, em seguida, centrifugados a 12 000 RPM por 5 minutos a 4°C. No final,
aproximadamente 300 pL do sobrenadante foram repassados para um eppendorfs novo e a
qualidade do DNA foi medida através da leitura por Nanodrop e ajustada para 10 ng/uL.

Para a amplificagdo do gene 16S do RNAr foram utilizados os primers 27F (5°-
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG - 3’) e 1525R (5’- AAGGAGGTGATCCAGCC - 3’) ja
estabelecidos por (WAWRIK et al, 2005). A amplificagdao foi realizada em termociclador (
Thermo Scientific) nos seguintes parametros: 95 °C por 2 min, seguido de 30 ciclos de 95 °C
por 1 min, 55 °C por 1 min, 72 °C por 1 min 30 seg. O volume final para cada reacao foi de 25
uL, sendo utilizados a seguinte concentracao para cada reagente: 0.5 uM de cada iniciador,
1X de tampao GoTaq (Promega, EUA), 3.0 mM de cloreto de magnésio (MgCl,), 0.2 mM de
cada ANTP, 1U de polimerase, 30 ng de DNA e dgua para PCR suficiente para completar os
25 pL.

O resultado da amplificagao e o tamanho da sequéncia de interesse foi verificado
em gel de agarose 1% (m/v), corado por SYBR™ safe e corrido em tampao TAE 0,5 X (200
mM de Tris base, 100 mM de acido acético glacial, 5 mM de EDTA e pH 8,0). A amplificagcdo
pode ser confirmada pela presenga das bandas na regido aproximada de 1500 pb com o auxilio

do marcador de 1kb, apos a exposicao do gel a um fotodocumentador ultravioleta.

4.6.1. Purificacio e precipitacio do DNA

O produto de PCR foi diluido para a concentracdo de 0,3 M com o auxilio de uma
solu¢cdo 3 M de acetato de potassio (pH 35,5) e adicionando 2 vezes o volume total da solucdo
de etanol 100%. Em seguida, o tubo foi homogeneizado por inversdo, refrigerado no freezer —
80 °C por 30 minutos e centrifugada a 14.000 RCF a 4°C por 15 minutos. Apds a

centrifugacdo o sobrenadante foi descartado, o pellet resultante foi lavado com etanol 70%
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gelado e foi novamente centrifugado a 14.000 RCF a 4°C por 5 minutos. Apds isso, 0
sobrenadante foi descartado e o pellet formado foi secado em thermomix a 36°C por 30
minutos. O produto de PCR purificado foi ressuspendido em 30 pL 4gua ultrapura estéril,
quantificado em Nanodrop e suas relacdes de 260/230 nm e 260/280 nm avaliando, além de

sua concentracdo final superior a 50 ng/pL.

4.6.2. Analise das sequencias e identificacio molecular

O sequenciamento do DNA foi realizado pela empresa Macrogen

(www.macrogen.com), através do método de SANGER, empregando os iniciadores 518F e

800R. O tratamento e edi¢cdo da sequéncia se deu por meio do software Geneious R10

(www.geneious.com). Apds tratada, a sequéncia contig obtida de cada amostra foi usada para

a identificacdo molecular por meio da ferramenta de busca e alinhamento local BLAST
utilizando o banco de dados do NCBI (ALTSCHUL, 1990). A espécie que obteve a maior
identidade, cobertura e o maior nimero de hits com a sequéncia contig do isolado foram

considerados similares.

4.7. Analise de dados

Para avaliagdo e compara¢do das médias obtidas dos dados dos solos e dos
isolados das diferentes areas foi feita uma andlise de varidncia (ANOVA) com pds-teste de
Tukey. Todas as andlises e graficos foram feitos com auxilio do programa GraphPad Prism 7

(GraphPad Software, California, USA).


http://www.macrogen.com/
http://www.geneious.com/
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S RESULTADOS

5.1. Teor de matéria organica
Os teores de matéria organica (MO) dos solos das trés dreas estdo mostrados na
Tabela 2. Os teores de MO dos solos das dreas de recuperacdo apds 17 e 18 anos de pousio

atingiram valores iguais ao da drea de vegetacdo nativa.

Tabela 2 — Teores de matéria organica de solos de dreas de vegetacdo natural da
caatinga, dreas em processo de recuperacdo natural e em processo de desertificacdao

mensurados nos anos de 2017 e 2018 no nicleo de desertificacdo de Iraucuba-CE.

Matéria organica (g.kg™")
Amostragem de solos

2017 2018
ac ab
Vegetacdo natural 34,62 + 8,2 22,04 + 6,1
Recuperacio natural 27,87 + 10,6 29,18+ 8,7°
Desertifica¢iio 15,44 +8.4° 16,61 +4,2°

A tabela apresenta uma média dos valores obtidos nas amostras dos trés tipos de solos analisados.

As diferentes letras em cada coluna correspondem a valores significativamente diferentes (p <0,05) de
acordo com a ANOVA e ap6s o teste de Tukey.

5.2. pH do solo
Os solos das trés dreas no ano de 2017 apresentaram pH neutro e no ano seguinte

todos se apresentaram 4cidos, sendo as diferencas significativas (Tabela 3).
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Tabela 3 — pH de solos de areas de vegetacdo natural da caatinga, dreas em processo de
recuperacdo natural e em processo de desertificacdo, nos anos de 2017 e 2018 em

Irauguba-CE.

pH
Amostragem de solos
2017 2018
Vegetaciio natural 7,2 + 0,08 5,1 +0,45°
Recuperacio (pousio) 7,3 +0,25° 53+0,07°
Desertificacio 7,2 +0,30° 5,3 +0,08

A tabela apresenta uma média dos valores obtidos nas amostras dos trés tipos de solos analisados.

As diferentes letras em cada coluna correspondem a valores significativamente diferentes (p <0,05) de
acordo com a ANOVA e ap6s o teste de Tukey.

5.3. Umidade

A umidade dos solos também foi significativamente mais baixa em 2018, exceto
na 4rea de recuperacdo natural onde ndo se observou variagdo significativa de um ano para

outro (Tabela 4).

Tabela 4 — Umidade de solos de dreas de vegetacdo natural da caatinga, dreas em
processo de recuperagdo natural e dreas em desertificacio, nos anos de 2017 e 2018 em

Iraucuba-CE.

Umidade (%)
Amostragem de solos 2017 2018
a b
Vegetacao natural 82+19 5,0+0.7
R 5 ; 4,6+ 1,7° 3,0+0,9°
ecuperacao (pousio)
3,4 +1,0° 0,9 +0,2°

Desertificacao

A tabela apresenta uma média dos valores obtidos nas amostras dos trés tipos de solos analisados.

As diferentes letras em cada coluna correspondem a valores significativamente diferentes (p <0,05) de
acordo com a ANOVA e ap6s o teste de Tukey.
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5.4. Contagem de bactérias viaveis

As contagens de bactérias vidveis por grama de solo foram semelhantes para as
areas de vegetacdo nativa e em processo de recuperacdo natural. As amostras de solos das
areas em processo de desertificacdo apresentaram nimeros de vidveis significativamente mais

baixos nos dois anos (Tabela 5).

Tabela 5 — Contagens de bactérias vidveis por grama de solo (UFC/g) de amostras
provenientes de dreas de vegetacdo natural da caatinga, em processo de recuperacio e

em processo de desertificacdo, nos anos de 2017 e 2018 em Iraucuba-CE.

Amostragem de solos 2017 LI 2018
Vegetacao natural 5,0x 10°+3,2° 6,4 x10° + 1,7
Recuperacao (pousio) 5,5x10° +2,9° 3,9 x 10°+ 2,6™
Desertificaciio 2,0x10° +2,7° 1,6 x10° + 0,92"

A tabela apresenta uma média dos valores obtidos nas amostras dos trés tipos de solos analisados.

As diferentes letras em cada coluna correspondem a valores significativamente diferentes (p <0,05) de
acordo com a ANOVA e ap6s o teste de Tukey.

5.5. Isolamento de bactérias

O ndmero de isolados bacterianos obtidos em cada drea por ano estd mostrado na

tabela 6. No total foram selecionados 310 isolados com base em caracteristicas das coldnias.

Tabela 6 - Numeros de isolados bacterianos obtidos a partir de amostras de solos
coletadas em 2017 e 2018 em dreas de vegetag@o nativa da caatinga (BNIRA), dreas em
processo de recuperacdo natural (BEIRA) e dreas em processo de desertificagdo

(BDIRA) em Irauguba, CE.

Ano No. de isolados Origem No. de isolados
BNIRA 58

2017 185 BEIRA 77
BDIRA 50
BNIRA 29

2018 125 BEIRA 40
BDIRA 56
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5.6. Bactérias produtoras de sideréforos

Para a pesquisa de produtores de sider6foros foram analisados 69 isolados
coletados em 2018, sendo 22 de BNIRA (nativa), 20 de BEIRA (recuperagdo) e 27 de BDIRA
(deserto). Foram obtidos 12 isolados produtores dentre os isolados de BNIRA, 11 de BEIRA
e 14 de BDIRA.

5.7. Bactérias solubilizadoras de fosfato

Todos os 310 isolados obtidos nas coletas de 2017 e 2018 foram avaliados e os
resultados estdo mostrados na Figura 5. A drea de vegetacdo natural apresentou o maior
percentual de solubilizadores de fosfato e a drea em processo de desertificacdo o menor

percentual.

Figura S — Percentual de bactérias solubilizadores de fosfato isoladas de solos das dreas
de vegetacdo natural da caatinga, dreas em processo de recuperacdo natural e dreas em

processo de desertificacao de Iraucuba, CE.
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60+

40+

20+

Solubilizadores de fosfato (%)

Os isolados produtores de sideréforos foram classificados de acordo com o
indice de solubilizagdo (Figura 6). A maioria das bactérias solubilizadoras de fosfato isoladas
das dreas nativa e de recuperacdo natural apresentou indice de solubilizacdo baixo (IS<2),
enquanto que os isolados oriundos da area em desertificacdo e recuperacdo apresentaram,

respectivamente, reducdes nos trés indices e a tendéncia a seu restabelecimento.
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Figura 6 — Indice de solubiliza¢io (IS) de fosfato dos isolados oriundos de dreas de
vegetacdo natural da caatinga, dreas em processo de recuperacio e dreas em processo

de desertificagao.
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5.8. Selecao de isolados para preparaciao de inoculantes

Dentre 69 isolados analisados quanto a produgdo de sider6foros, 18 também sio
solubilizadores de fosfato, compreendendo 10 isolados oriundos da area nativa (BNIRA), 5
das areas em recuperacdo natural (BEIRA) e 3 das dreas em desertificacio (BDIRA). Destes
18 isolados, 8 se destacaram por seus altos indices de produgao de sideréforos e solubilizagao

de fosfato (Tabela 7).
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Tabela 7 - Isolados mais promissores selecionados com base nos indices altos de
solubilizacdo de fosfato e de produgdo de sider6foros. BNIRA (Bactéria isolada de area

nativa); BEIRA (Bactéria isolada de 4rea de recuperacdo natural).

Isolado indice de sideréforo indice de solubilizacio
(dHalo/dColdnia)* (dHalo/dColdnia)
BNIRA 25 6,82 2
BNIRA 28 5,5 1,3
BNIRA 32 10,8 1,5
BEIRA 2 3 2,66
BEIRA 3 3 2
BEIRA 12 4,5 4,5
BEIRA 21 3 2
BEIRA 29 4 4

*dHalo — didmetro do halo formado na placa; dCol6nia — didmetro da coldnia crescida na placa

5.9. Identificacao molecular

Pelo conjunto de suas caracteristicas fenotipicas o isolado BEIRA 29 foi
selecionado para identificacdo molecular. A andlise de similaridade com sequéncias do gene
rRNA 16S depositadas no GenBank mostrou 99,8% de identidade com a espécie Enterobacter
cloacae SBP-8 (GenBank: KJ950709.2)
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6 DISCUSSAO

Estima-se que 33% dos solos do mundo estdo em estados de moderada a alta
degradacdo, em consequéncia das mudancas climdticas e atividades antrdpicas. A degradacao
dos solos compromete a biodiversidade, assim como os estoques de dgua e carbono do planeta
(MENDES et al., 2018).

Nesse estudo foram analisados solos do nicleo de desertificacio do municipio de
Irauguba, Ceard. As andlises confirmaram o avangado estado de degradacdo dos solos de dreas
de pastagens, caracterizadas pela baixa umidade, baixo conteiido de matéria organica (MO) e
perda de diversidade bacteriana, traduzida pela reducao significativa do nimero de Unidades
Formadoras de Col6nias (UFC/g).

A matéria organica € um dos principais indicadores de qualidade do solo devido a
sua associagdo com a decomposicdo e ciclagem dos nutrientes. A redu¢do da MO dos solos
das areas de pastagens pode ser explicada pela reducao ou auséncia de cobertura vegetacao, as
condicdes edaficas e a maior suscetibilidade que o solo exposto a erosdao edlica e hidrica
possui (ALBALADEJO, 1998; MARTINS et al., 2019; ZANG et al., 2011).

Os solos das dreas em pousio de Iraucuba, cercadas desde o ano 2000 para
recuperagao natural, apresentaram caracteristicas de umidade, pH, MO e UFC/g similares aos
solos da drea de vegetacdo nativa, ressaltando os beneficios da recuperaciao natural. Apesar da
franca evolu¢do da qualidade do solo, as areas de pousio ainda apresentam acentuada redugao
da diversidade vegetal, com dominédncia de herbiceas e da Fabacea Mimosa tenuiflora,
popularmente conhecida como jurema preta (OLIVEIRA FILHO et al., 2019). Jurema preta é
uma arvore pioneira, decidua, heliéfila com cerca de 5-7 m de altura. E colonizadora de dreas
em estado de degradacdo e tem grande potencial como regeneradora de solos erodidos,
indicadora de sucessdo secundéria progressiva ou de recuperagdo, quando € praticamente
unica espécie lenhosa presente (MAIA, 2004; ARAULO FILHO E CARVALHO, 1996).

Apesar da matéria organica ser utilizada como indicador de qualidade do solo,
individualmente ndo traduz todos os aspectos que devem ser levados em conta para uma
determinagdo acurada da qualidade do solo (STENBERG, 1999). Além da MO, Zornoza et al.
(2015) sugerem avaliar a umidade, o pH e parametros microbianos como a densidade
microbiana. Essas varidveis sofrem influéncia direta da cobertura vegetal o que acaba
mostrando a importancia da preservacdo da cobertura vegetal nativa para qualidade do solo e
funcionamento do ecossistema.

Os indicadores de qualidade do solo avaliados no presente estudo convergiram
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para a constatacdo do severo prejuizo da desertificacdo e ratificaram as vantagens da
recuperacdo natural oferecida pela técnica de pousio.

A redugdo da umidade nos solos em desertificacido e a recuperacio intermedidria
da umidade nos solos em pousio sdo atribuidos principalmente a porosidade dos solos
(BIENES et al., 2016; OLIVEIRA e SALES, 2015) e a capacidade de reten¢do de 4gua
(GERIS et al.,, 2015). No entanto, a cobertura vegetal morta (GICHERU et al., 2004;
JIMENEZ et al., 2017), os canais radiculares (WU et al., 2017) e a interconexio do sistema de
poros (BIENES et al., 2016) produzidos pela vegetacdo espacada e serapilheira em formacgao
no solo de pousio, podem ter contribuido para os melhores resultados da umidade nesses
solos, ja que se trata de uma regido de aridez (GERIS et al., 2015).

Ressalte-se que a umidade mais alta dos solos de 2017, ano menos chuvoso do
que 2018, pode ser atribuida a precipitacdo de 8 mm ocorrida no dia da coleta (FUNCEME).

A baixa contagem de bactérias nos solos das dreas de pastagens pode ser atribuida
aos efeitos negativos da aridez ambiental e dos seus efeitos indiretos como a diminuicdo da
disponibilidade hidrica, aumento da exposi¢do a radiag¢do solar, temperaturas elevadas e pouca
cobertura vegetal comuns em solos dridos (NEILSON et al., 2017). Apesar dos solos
estudados ndo serem caracterizados como aridos, os solos semidridos tem indices de aridez
considerados elevados, o que nao descarta a forte influéncia desses fatores também nessas
regides, principalmente quando se fala de solos expostos como os solos em desertificacio.
Martins et al. (2019) também encontraram diferencas na atividade microbiana de solos em

pousio e em desertificagdo.

O pH ndo foi um bom indicador da qualidade dos solos. Esse indicador é
caracterizado por poder sofrer variacoes como a acidificagdo provocada pela perda de bases
ou incremento de HY, ocasionados respectivamente pela pluviosidade e densidade de
vegetacdo, ou por poder ser guiado gradualmente a neutralidade por adubacao (PREZOTTI;
GUARCONI, 2013). Dessa maneira a diminui¢cdo do regime de chuvas em 2017 pode ter
conduzido os solos ao estado bdsico, uma vez que nos solos em desertificacio a perda de
bases presente na regido (OLIVEIRA e SALES, 2015) pode ter diminuido. Nos solos da area
de vegetacdo natural, mais protegido da perda de bases, pode ter seu pH neutro ocasionado
pelo incremento da adubacio fornecido pelas folhas e galhos secos, além dos restos vegetais e
animais presentes na serapilheira (DE ANDRADE et al., 2009). No ano de 2018, quando o
regime de chuvas foi mais intenso, a perda de bases pode ter levado a acidificacdo do solo

desertificado, enquanto o crescimento e incremento da cobertura vegetal nos solos de
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recuperagdo e natural podem ter levado ao mesmo destino.

Mesmo que as andlises realizadas ndo sejam suficientes para discutir os efeitos da
desertificacdo sobre a riqueza e diversidade de bactérias (composicdo da comunidade
microbiana), € possivel especular que bactérias promotoras do crescimento vegetal (BPCV)
sdo diretamente afetadas pela desertificacdo, uma vez que tem seu nicho alterado. O grau da
interferéncia da desertificacdo sobre as comunidades microbianas nio é bem conhecido,
embora alteracdes de atividades enzimaticas ja tenham sido reportadas (LI et al., 2014; LI et
al., 2018).

Dados desse estudo sugerem alteracdes da comunidade de bactérias
solubilizadoras de fosfato (BSF). O nimero de BSF foi significativamente mais baixo nos
solos em desertificacdo do que nos solos em pousio e na drea de vegetacdo nativa. Mudancas
na porcentagem de BSF foram utilizadas para diferenciar tipos de solos florestais, com
diferentes concentracdes de P (BERGKEMPER et al., 2016). Modificacdes na estrutura da
comunidade de microrganismos do solo podem ser refletidas na disponibilidade de nutrientes
e na rizosfera das plantas, uma vez que a rizosfera e o microbioma do solo sdo diretamente
associados (MOMMER, KIRKEGAARD; VAN RUIJVEN, 2016).

Levando-se em conta que em parte do semiarido nordestino, frente aos fosfatos de
aluminio e ferro, os fosfatos de célcio ndo sdo os predominantes, (SALCEDO, 2006) e
algumas bactérias que solubilizam o fosfato de Ca*? também podem solubilizar outros tipos
de fosfatos (YADAV et al, 2017), essa alteracao na comunidade solubilizadora pode ter um
impacto mais grave e diferente de solo para solo.

No caso das similaridades encontradas para as atividades de producdo de
sider6foros entre as dreas, hipotetiza-se que o pH pode ter influenciado essa atividade,
principalmente a solubiliza¢do do ferro, cuja solubilidade ocorre entre a faixa pH 7,4 - 8,5
(LINDSAY, 1984) valores nao comumente encontrados nas dreas estudadas (OLIVEIRA E
SALES, 2015; OLIVEIRA FILHO et al., 2019), cujo pHs variaram entre 5,0 e 7,0. A
similaridade nos pHs de solos de areas distintas e seu valor sempre abaixo da solubilidade de
Fe** favorecem de maneira semelhante a comunidade de bactérias produtoras de sider6foros,

uma vez que estas respondem a baixa disponibilidade do metal (ALI; VIDHALI 2013).

Estudos que acessam a diversidade microbiana de solos j4 mostraram a
versatilidade do uso e aplicabilidade de microrganismos nativos (NELSON, 2004; ALI;
VIDHALE, 2013; SHARIFI; RYU, 2018).

Segundo a hipétese do disturbio intermedidrio proposta por Connell (1987), as
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comunidades com niveis intermedidrios de perturbacdo tendem a ser mais diversificadas. Isso
ocorre porque ndo sdo expostas a niveis extremos de estresse que selecionam constantemente
determinados grupos devido suas caracteristicas adaptdveis, nem possuem uma comunidade ja
estabelecida e organizada funcionalmente.

Os resultados obtidos para os solos submetidos ao sistema de pousio apresentam
valores intermedidrios ou mais préximos do natural, mostrando a recupera¢do da drea ao

longo dos 18 anos, e seu potencial gerador de recursos genéticos.

Com esse objetivo claro de promover uma alternativa de tratamento para as dreas
degradadas, ou mesmo melhorar a qualidade dos solos de dreas em recuperagdo, 69 isolados
das trés areas foram avaliados quanto a producdo de sideréforos e solubilizacdo de fosfato.
Oito isolados positivos para ambas as atividades foram selecionados devido suas promissoras
atividades de sider6foros e solubilizacdo de fosfato, caracteristicas de um bom inoculante,
sendo, em sua maioria, provenientes das areas de pousio, drea com a perturbacdo ambiental

intermediaria.

BNIRA 25, BNIRA 28, BNIRA 32, BEIRA 2, BEIRA 3 e BEIRA 21 sdo
relevantes principalmente devido a grande producdo de moléculas de sider6foros, com valores
de diametro de producdo que ficam entre 3 e 10 vezes o diametro da bactéria. BEIRA 12 e
BEIRA 29 foram isolados positivos para ambas as atividades, sendo selecionados como mais
promissores entre os isolados devido suas altas capacidades para solubilizar fosfato e grande
capacidade de produgao de sider6foro.

Os isolados de alta eficiéncia para ambas as atividades apresentaram indices de
solubilizac¢do de fosfato comparativamente superiores a de isolados provenientes do semiarido
da India (SARATHAMBAL et al., 2015), do México (MACEDO-RAYGOZA et al., 2019) e
dos estados brasileiros do Amazonas (JUNIOR, DE OLIVEIRA; DE OLIVEIRA, 2010;
CHAGAS JUNIOR et al., 2010), de Minas Gerais (ANDRADE et al., 2014) e do Mato
Grosso (VITORINO et al., 2012).

Uma das caracteristicas de um inoculante microbiano destinado a interagir
diretamente com a planta ou sua rizosfera € sua capacidade de interagir beneficamente com a
planta hospedeira (SHARIFI; RYU, 2018). O isolado BEIRA 29 foi identificado como
pertencente ao género Enterobacter, bactéria Gram-negativa pertencente a familia de
Enterobacteriaceae (ADELOU et al., 2016), amplamente encontradas em todos os ambientes

naturais (LIU et al., 2016).
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Espécies de Enterobacter sao relatadas agronomicamente junto a géneros como
Bacillus, Pseudomonas, Erwinia, Caulobacter, Serratia, Arthrobacte, Micrococcus,
Flavobacterium, Chromobacterum, Agrobacterium, Hyphomycrobium que fazem parte do
grupo das Rizobactérias Produtoras de Crescimento Vegetal (RPCV) (GRAY; SMITH, 2017).
RPVC incrementam o crescimento de plantas através de vdrios mecanismos como produgio

de hormonios vegetais como auxinas, sendo boas solubilizadoras de fosfato e produtoras de

sider6foros (GRAY; SMITH, 2017).

BEIRA 29 foi mais similar a estirpe Enterobacter cloacae SRP-8, que é uma
RPVC conhecida por produzir 1-aminociclopropano-1-carboxilato desaminase (AcdS),
solubilizar fosfato, produzir sider6foro e IAA (4cido indolacético). Essa estirpe também
produz genes que codificam diferentes funcdes necessdrias para a colonizacdo da planta,
incluindo mobilidade, quimiotaxia, aderéncia e sistema de secrecao (SINGH, NALWAYA e
JHA, 2017). Trabalhos também associam essa estirpe a tolerancia a salinidade de plantas

(SINGH et al, 2017).

Existem relatos de utilizacdo de Enterobacter spp. para milho (Zea mays)
(HINTON; BACON, 1995); trigo (Triticum aesitivum) ( SINGH, JHA e JHA, 2017); banana
(Musa ssp.) (MACEDO-RAYGOZA et al., 2019), batata (Solanum tuberosum) (VERMA,
AGRAWAL, SHAHI, 2018) e tomate (Lycopersicum esculentum) (ABDELJALIL et al, 2016).
Estudos também reportam atividade contra fungos fitopatogénicos (DAVIN-REGLI, 2018;
ABDELJALIL et al, 2016). Esses exemplos ressaltam o potencial de BEIRA 29, uma estirpe
de Enterobacter, como um possivel inoculante para aplicagdo em dareas em processo de

desertificacao do semidrido nordestino.

Entendendo a perspectiva promissora e importancia desse resultado no contexto
atual, onde a metagenOmica, inquestionavelmente poderosa, € um método efetivo para
fornecer informacOes detalhadas de uma amostra com base em fragmentos de genoma, a

microbiologia cldssica pode mostrar uma parte diferente desse mundo microbiano.

Os métodos classicos de cultivo ajudam a encontrar, cultivar e identificar espécies
bacterianas que podem ser usadas para ajudar a anotar ou re-anotar dados metagendmicos,
que sdo dependentes de genomas de referéncia quando destinadas a atribuir funcdo a espécies
(TEELING; GLOCKNER, 2012).

Além disso, a microbiologia cldssica possibilita identificar e cultivar

microrganismos para exploracdo aplicada, descobrindo como funcionam individualmente e a
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maneira mais efetiva e vidvel de aplica-los para a solucdo de problemas enraizados, como no
caso da desertificacdo. Dessa forma, fugindo de metodologias recombinantes associadas a
metagenOmica, que conhecidamente tem a sequencia da funcao de interesse inserida na célula
perdida ao longo do tempo devido a instabilidade dos plasmidios utilizados (ENSLEY, 1986;
SAN; MACLEAN, 2017).
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7 CONCLUSAO

Os dados desse estudo confirmaram os efeitos negativos da desertificagdo sobre o
conteiido de matéria orgdnica e umidade do solo, assim como os beneficios da técnica de
recuperacdo natural de solos de pastagens, mantidos excluidos por longos periodos, sobre as
mesmas variaveis.

De forma inédita nosso estudo destaca alguns efeitos negativos e positivos
respectivamente, da desertificacdo e pousio, sobre a densidade de bactérias e estrutura da
comunidade de bactérias solubilizadoras de fosfato, que juntamente com as bactérias
produtoras de sider6foros, atuam como promotoras do crescimento vegetal (BPCV)

Além disso, a selecdo de bactérias produtoras de sideréforos e solubilizadoras de
fosfato levou a 8 novos isolados promissores. A identificacdo molecular de um desses
isolados identificado como Enterobacter sp., ressalta o patriménio genético armazenado
nesses solos e destaca o potencial para se descobrir novas estirpes de BPCV que poderao

entrar na composicao de produtos aplicados a recuperacao de solo de areas de desertificagao.
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