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RESUMO

A Caatinga é um mosaico de florestas sazonalmente secas que cobre grande parte da regidao
Nordeste do Brasil (cerca de 70%) e uma parte do estado de Minas Gerais. O clima nessa
regido é semidrido, com precipitacdes anuais menor que 800 mm. Apesar de abrigar uma
biodiversidade altamente rica, esse cendrio vem mudando gragas ao uso inadequado de seus
recursos naturais. As consequéncias dessas acOes € o agravamento do processo de
desertificacdo, que culmina com a perda de caracteristicas fisicas, quimicas, bioldgicas e
econdmicas do solo. No Nordeste esse processo € agravado pelas caracteristicas intrinsecas da
regido, fazendo com que a maior parte das Areas Suscetiveis a Desertificacio (ASD), se
encontre nesse local. O Ceard possui todo o seu territério localizado em uma ASD, e ja foram
definidos trés nucleos graves de desertificacio no estado: Iraucuba, no Centro-Norte;
Inhamuns e Médio Jaguaribe. Sendo o nucleo de Irauguba considerado um dos mais graves do
pais. Estudos foram desenvolvidos com o intuito de mitigar esses efeitos, porém pouco se
sabe a respeito da diversidade microbiana e sua importancia nesses locais. Dessa forma, o
presente estudo teve por objetivo isolar microrganismos presentes na rizosfera de exemplares
de jurema preta (Mimosa tenuiflora), e avaliar seu potencial para a promog¢do do crescimento
vegetal, visando uma futura utilizacdo como bioinoculantes. As amostras foram coletadas na
fazendo Aroeira, no municipio de Iraucuba-CE. As plantas foram retiradas de uma drea
natural e de outra drea cercada hd 18 anos, que se encontram em processo de regeneracao
natural. O isolamento de estirpes de bactérias deu origem a criacdo de duas colegoes,
contendo 15 bactérias-cada. Os morfotipos selecionados foram avaliados quanto ao potencial
de solubilizacdo de fosfato, producdo de sider6foros e fixacdo de nitrogé€nio. Alguns
microrganismos também foram selecionados para identificagdo molecular através da andlise
do gene ribossomal 16S. As andlises mostraram que o maior numero de isolados capazes de
solubilizar fosfato estavam presentes na rizosfera da drea em recuperagdo, rendendo 7 estirpes
solubilizadoras, contra somente 2 da drea natural. Com relacdo a producdo de sideréforos
foram obtidas 3 estirpes produtoras a partir dos isolados da drea natural, e 7 a partir da area de
recuperagao natural. Dos 15 isolados da area em recuperacdo, 12 se mostraram capazes de
fixar nitrogénio, enquanto da area natural foram detectadas 7 isolados positivos dentre as 15
estirpes testadas. O isolado mais promissor para a promocdo do crescimento vegetal foi
identificado como Klebsiella sp. Mais estudos sdo necessarios para verificar o potencial desse
isolado como bionoculante, assim como a criacdo de estratégias que permitam a sua
disseminagdo a campo.

Palavras-chave: Bioinoculante. Caatinga. Jurema preta. Rizosfera.



ABSTRACT

Caatinga is a mosaic of seasonally dry forests that covers much of the Northeast region of
Brazil (about 70%) and a part of the state of Minas Gerais. The climate in this region is semi-
arid, with annual rainfall less than 800 mm. Despite housing a highly rich biodiversity, this
scenario has been changing due to the misuse of its natural resources. The consequences of
these actions are the aggravation of the desertification process, which culminates in the loss of
physical, chemical, biological and economic characteristics of the soil. In the Northeast this
process is aggravated by the intrinsic characteristics of the region, making most of the
Desertification Susceptible Areas (DSA) in this area. The entire territory of Ceard is located in
an DSA, and three serious desertification nuclei have already been defined in the state:
Irauguba, in the Center-North; Inhamuns e Médio Jaguaribe. Being the core of Iraucuba
considered one of the most serious in the country. Studies have been developed to mitigate
these effects, but little is known about microbial diversity and its importance in these
locations. Thus, the present study aimed to isolate microorganisms present in the rhizosphere
of Jurema preta (Mimosa tenuiflora) specimens, and to evaluate their potential for the
promotion of plant growth, aiming at future use as bioinoculants. The samples were collected
at Fazenda Aroeira, in the municipality of Iraucuba-CE. The plants were removed from a
natural area and another area surrounded for 18 years, which are in the process of natural
regeneration. Isolation of bacterial strains led to the creation of two collections containing 15
bacteria each. The selected morphotypes were evaluated for phosphate solubilization potential,
siderophores production and nitrogen fixation. Some microorganisms were also selected for
molecular identification through 16S ribosomal gene analysis. The analyzes showed that the
largest number of isolates capable of solubilizing phosphate were present in the rhizosphere of
the recovering area, yielding 7 solubilizing strains, compared to only 2 of the natural area.
Regarding the production of siderophores, 3 producing strains were obtained from the isolates
of the natural area, and 7 from the natural recovery area. Of the 15 isolates from the
recovering area, 12 were able to fix nitrogen, while from the natural area 7 positive isolates
were detected among the 15 strains tested. The most promising isolate for plant growth
promotion was identified as Klebsiella sp. Further studies are needed to verify the potential of
this isolate as a bionoculant, as well as the creation of strategies that allow its dissemination in

the field.

Keywords: Bioinoculant. Caatinga. Jurema preta. Rhizosphere.
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1 INTRODUCAO

A Caatinga € uma formacdo vegetal que ocorre predominantemente no nordeste
brasileiro (LEAL et al., 2005). Esse mosaico de vegetagdo compreende a regido semidrida do
Brasil, caracterizada por possuir médias de pluviometria anuais entre 270-800 mm
(AB’SABER, 2003). A Caatinga possui uma flora altamente diversificada e rica, resultante de
suas variagdes fito-ecoldgicas, contudo esse cendrio vem mudando devido ao uso inadequado
de seus recursos naturais para atividades economicas (AQUINO et al., 2018).

Dentre as atividades que mais degradam a caatinga podemos citar a agricultura e
pecudria, extracdo de argila em solos aluviais e remog¢do de madeira para producdo de lenha e
carvao (FERREIRA er al., 2018). Essas acOes antropicas ocasionam mudancas nos processos
biofisicos como a erosdo dos solos, elevando o déficit hidrico, causando mudancas no
microclima local, reduzindo a biodiversidade e consequentemente aumentando a
susceptibilidade dessas éreas a desertificacdo (TRIGUEIRO; OLIVEIRA; BEZERRA, 2009).

A desertificacdo € o fendmeno que representa a degradacdo do solo em d&reas
subumidas, semidridas e 4dridas que resultam de diversos motivos, como as mudancas
climiticas e acgdes antropicas (BRASIL, 1999). Fatores como a erosdo do solo, o
assoreamento e a auséncia permanente de cobertura vegetal estio sendo usados como
parametros para indicar um estado de degradacdao (LE HOUEROU, 2006).

Segundo Ferreira et al (2018), as terras do Brasil mais atingidas pela
desertificacdo estdo situadas nas regides de Gilbués (PI), Iraucuba (CE), Serid6 (RN) e
Cabrobé6 (PE), conhecidas como Hotspots de desertificacio. No municipio de Iraucuba, o
sobrepastejo de animais, aliado ao uso imprépio de terras para agricultura e a ma gestdao de
recursos hidricos sdo as principais causas da degradacdo de terras locais (FERREIRA, 2018).

Acdes cientificas vem relantando os impactos da desertificacdo na qualidade de
vida das pessoas, bem como as intervencdes governamentais que estdo sendo realizadas com
o intuito de mitigar esse processo (SILVA, 2003; CAMPQOS, 2014; CUNHA E PAULINHO,
2014). No entanto, 0s microrganismos presentes nessas dreas foram pouco explorados quanto
ao seu potencial para biorremediacdo, sendo estas pecas chaves em importantes processos de
ciclagem de nutrientes edéficos e promogdo do crescimento de plantas (GARBEVA, 2004).

As rizobactérias fazem parte de um seleto grupo de microrganismos que vivem
associados intimamente com vegetais, colonizando suas raizes e proporcionando o
desenvolvimento do seu hospedeiro (DIAS, 2016). Essa promogao esta ligada a capacidade

desse grupo em atuar disponibilizando nutrientes que se encontram escassos no solo, como o
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fosféro e o ferro, mas também ocorre pelo auxilio prestado na defesa da planta contra
microrganismos maléficos (LEE et al., 2012; LAKSHMANAN et al., 2015). O potencial
desses organismos vem sendo amplamente empregados no cultivo de espécies vegetais
(CHEN et al., 2000; FREITAS et al., 2003; SILVEIRA et al., 1995).

Dessa forma, € relevante a identificacdo desses microrganismos para futuras

aplicacdes como biofertilizantes visando auxiliar na recuperacdo de dreas degradadas da

Caatinga.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Caatinga e desertificacao

A Caatinga é um mosaico de arbustos espinhosos e florestas sazonalmente secas
que cobre grande parte da regido Nordeste do Brasil e uma parte do estado de Minas Gerais
(LEAL et al., 2005), e a nivel nacional ocupa uma area equivalente a 11% do territério do pais
(SCHOBER, 2002). Além disso, € oficialmente denominada como uma Floresta Tropical
Sazonalmente Seca (KORTZ, 2012; OLIVEIRA FILHO et al., 2006; PENNINGTON et al.,
2000; PRADO, 2000). A maioria das formacdes da caatinga ocorrem sob um clima quente,
semi-arido, com precipitacdo anual de 270-800 mm, concentrada em 3 a 5 meses do ano
(AB’SABER, 2003). As éreas de floresta encontram-se restritas a parcela de solos mais
umidos que percorrem as encostas e topos das chapadas e serras com alturas superiores a 500
metros e chuvas orogrificas acima de 1200 mm, sendo denominadas de brejos de altitude
(ANDRADE-LIMA, 1982; PRADO, 2003).

O conceito fitogeografico da Caatinga ainda divide essa vegetagdo em agreste e
sertdo. Segundo Leal et al (2003) agreste ¢ a denominacdo dada a pequena mancha de
vegetacdo que percorre desde os limites da serra do mar a leste, onde as florestas sdo bastante
numerosas, até os interiores mais secos a oeste. Seu formato € alongado com uma direcao
geral norte-sul, e compreende desde o Rio Grande do Norte até a Bahia central, regido de
transicdo onde € sucedida pela mata de cipé (LEAL et al., 2003). O agreste possui uma
precipitacdo anual mais abundante (at¢ 1000 mm) e é menos propicio as secas prolongadas
devido a umidade recebida pelos ventos do Sudeste (LEAL et al., 2003). De acordo com
Kortz (2012) o sertdo é uma area mais seca, que possul uma vegetacao baixa e solo raso ou
pedregoso, ocorrendo principalmente no interior do Nordeste.

Apesar de abrigar espécies de fauna e flora endémicas, ndo encontradas em
nenhum outro lugar do planeta, a Caatinga tem sofrido danos irreversiveis por conta de
atividades como o extrativismo, pecudria, agricultura em larga escala e a extragdo madeireira
(SCHOBER, 2002). Myers et al (2000) relata que as altera¢des causadas pelo desmatamento
colocam a Caatinga como uma das formacdes vegetais mais degradadas do Brasil. Essas
alteracoes, além de afetarem diretamente as espécies nativas, eliminam processos ecolégicos
chaves e levam a formacdo de extensos nicleos de desertificacdo na regido (LEAL et al.,

2003).
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De acordo com os critérios estabelecidos na Convenc¢do das Nacdes Unidas para o
Combate a Desertificacdo e Mitigacao dos Efeitos das Secas, a desertificacdo € o fendmeno
responsdvel pela degradacdo das terras de zonas dridas, semidridas e subiimidas secas, que
resulta de vérios fatores, como as mudancas climéticas e as atividades antrépicas (BRASIL,
1999). Esse processo inicia-se com modificagdes que diminuem a presenga de cobertura
vegetal por periodos prolongados, aumentando a taxa de erosdo e deteriorando as
propriedades fisicas, quimicas, biolégicas e econdmicas do solo (CCD, 1995).

Segundo Sardinha (2008) as dreas afetadas pela desertificacdo estdao localizadas em
todo o globo, exceto o continente da antartica, causando impactos diretos na vida de bilhdes
de pessoas. As zonas dridas do mundo sd@o as mais afetadas por esse fendmeno,
compreendendo cerca de 41% da extensao territorial do planeta e, atingindo quase 2 bilhdes
de pessoas. A expansdo das dreas degradadas pela desertificacido e a diminui¢do dos servigcos
ambientais ocasionados pelo uso exaustivo dos recursos, juntamente com a incapacidade de
gerar tecnologias adequadas para mitigar esse processo, coloca a desertificagio como um dos
maiores problemas ambientais do planeta (SARDINHA, 2008).

No Brasil, a maior parte das Areas Suscetiveis 2 Desertificacdo (ASD), se
encontram nas regioes semidridas e subimidas do Nordeste, e em termos de extensdao
territorial ocupa uma 4rea aproximada de 181.000 km?, o que equivale a dizer que 20% da
regido semidrida do Nordeste se encontra em processo de desertificacio (ACCIOLY, 2010).
Dentre as atividades antrOpicas que contribuem para o avanco da desertificacdo nos
ecossistemas semidridos podemos citar: o plantio exaustivo, desgastando o solo; o
sobrepastejo por bovinos, ovinos e caprinos, que impede a recuperacdo da vegetacdo; o
desmatamento, que retira a cobertura vegetal, expondo o solo a erosao, e a pratica de irrigacao
em terras inadequadas, que promovem diversos problemas, como a salinizacdo dos solos
(BEZERRA SA; SILVA SA, 2007).

O estado do Ceard possui todo seu territério localizado em uma ASD, ji sendo
reconhecidos trés nicleos com niveis graves de ocorréncia, sendo eles: Iraucuba, no Centro-
Norte; Inhamuns e Médio Jaguaribe. O municipio de Irauguba representa ainda um dos
nucleos de desertificacdo mais graves do pais (CGEE, 2016). Nesse contexto, a busca por
solugdes para o problema da desertificacdo no estado é fundamental para a restauracdo da
flora e da biodiversidade associada. Além de gerar melhorias na qualidade de vida das

comunidades que vivem em seu entorno.
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2.2 Importancia da Mimosa tenuiflora (Willd.) Poir. para restauracao de areas
degradadas

A Mimosa tenuiflora (Willd.) Poir, conhecida popularmente como jurema preta, é
uma planta pertencente a familia Fabaceae que estd amplamente distribuida pelas formacoes
vegetais da Caatinga (ARRUDA, 2014). De acordo com Arruda (2014) essa espécie possui
adaptacdes ao clima semidrido, como resisténcia a solos degradados e com baixo teor de
nitrogénio, o que permite sua vasta distribui¢do nos estados do Nordeste brasileiro.

Mimosa tenuiflora pode atuar como indicadora do processo de sucessdao
secunddria ou progressiva de recuperagdo, principalmente quando esta aparenta ser a tnica
espécie lenhosa no local, contudo, a tendéncia ao longo do processo € de diminuic¢do dréstica
no nimero de individuos (ARAIjJO FILHO; CARVALHO, 1996). Essa arvore pode ser
utilizada para diversas finalidades, como a producao de estacas e lenha (PEREIRA FILHO ez
al., 2005) e possui a capacidade de colonizar abundantemente sitios desfavoraveis, incluindo
aqueles com severo déficit hidrico (BAKKE et al., 2006).

O uso da M.tenuiflora para a recuperacdo de areas degradadas da Caatinga
constitui uma ferramenta poderosa frente a desertificagdo, visto que essa planta possui o
crescimento ripido, podendo atingir até 5,5 metros de altura e 30 cm de didmetro (LORENZI,
1998), e é capaz de recuperar o solo devido a associagdo entre fungos micorrizos e suas raizes,
o que auxilia na captacio de N atmosférico (DINIZ, 2006; QUEIROZ, 2009). Essas
caracteristicas explicam sua presenca em grandes dreas antropizadas de Caatinga
(CLEVELAND et al., 1999).

O emprego de espécies pioneiras como a jurema preta para o reflorestamento de
areas degradadas possibilita o estabelecimento de outras espécies, a estabilizagdo e o aumento
da atividade biologica do solo (CHAVES et al., 2006), assim, esta planta possui papel central

na manuten¢do das comunidades vegetais, bem como no funcionamento dos ecossistemas.

2.3 Rizosfera

A rizosfera € a parcela do solo que recebe influéncia direta das raizes de plantas
superiores e, por ser um ambiente altamente dinamico, apresenta atividade microbiana em
niveis elevados (MELO; AZEVEDO, 2008). De acordo com Melo e Azevedo (2008), os
organismos vegetais liberam compostos pelas raizes que atuam na modulagdo das

comunidades microbianas, tais como células mortas, mucilagens, exsudatos, vitaminas e
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polissacarideos. Essa interacdo permite aos organismos vegetais promoverem efeitos diretos
sobre a atividade dos microrganismos presentes na rizosfera, fazendo com que estes auxiliem
no crescimento da planta hospedeira.

Por conta da enorme abundincia e diversidade de compostos organicos
depositados na rizosfera, a heterogeneidade de microrganismos presente nestes ambientes
pode exceder 1000 vezes aquela encontrada em solos nado rizosféricos (MARCHETT; BARP,
2015). Os componentes bioldgicos do solo e das rizosferas proporcionam alternativas vidveis
para a criacdo de novas tecnologias que visem a substituicdo dos sistemas agricolas
tradicionais, que sdo em grande parte baseados na utilizacdo de fertilizantes quimicos e

agrotéxicos (DOBEREINER, 1990).

2.4 Acoes de combate a desertificacio e papel dos microrganismos na fertilidade dos
solos

A preocupacdo das autoridades com o avanco da desertificacdo gerou diversas
acoes politicas e cientificas com o intuito de mitigar os efeitos desse processo (CGEE, 2016).
Almeida et al (2017), relatam a técnica de pousio como uma das alternativas para diminuir o
efeito da desertificacdo em dreas degradadas, além disso, também é descrito na literatura a
utilizacdo de serapilheira como uma técnica natural de regeneracdo dos solos (ANDRADE,;
TAVARES; COUTINHO, 2003). Apesar dos inimeros trabalhos cientificos realizado com o
intuito de mitigar o processo de degradacao das terras, poucos se debrugaram sobre a estrutura
das comunidades microbianas destes locais. Para Garbeva et al (2004), 0os microrganismos sao
importantes agentes em processos ecoldgicos como a ciclagem de nutrientes, a fertilizacao
dos solos e o desenvolvimento vegetal. Dessa forma, o conhecimento sobre as estruturas das
comunidades microbianas pode ser uma importante ferramenta para o manejo dessas dreas.

Dentre as funcdes primordiais que os microrganismos podem exercer estd a
capacidade de disponibilizar o fésforo do solo para as plantas, uma vez que essas nao
conseguem captar esse nutriente quando estd na forma de fosfatos inorganicos insoluveis
(MARRA, 2012). O fésforo é um elemento essencial a varios processos metabdlicos das
plantas, incluindo a transferéncia de energia, a respiracao celular e a fotossintese (GRANT et
al.,2001). Devido as caracteristicas intrinsecas do solo, em regides tropicais a disponibilidade
de fésforo € limitada (NOVAIS et al., 2007), ficando a cargo dos microrganismos presentes
nos solos e nas raizes das plantas transformar os compostos fosfatados em compostos

assimildveis para as espécies vegetais.
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De acordo com Parize e colaboradores (2018), outra atribuicdo fundamental
realizada pelos microrganismos estd na capacidade destes em produzir sideréforos, que sdo
moléculas de baixo peso molecular quelantes de fons férricos. O ferro constitui um elemento
essencial para o desenvolvimento de microrganismos e plantas. Em bactérias, esse nutriente é
utilizado como co-fator de diversas enzimas, dentre as quais estd a nitrogenase, enzima que
atua diretamente no processo de fixacdo bioldgica de nitrogénio (PARIZE et al., 2018).
Apesar de ser encontrado com facilidade na maioria dos solos, grande parte do ferro presente
nesses ambientes encontra-se no estado férrico, sendo indisponivel para a utilizagdo de
microrganismos e plantas. Neste contexto, a produgdo de sider6foros por células bacterianas
ajuda na absor¢ao desse mineral em solos degradados e promove o crescimento vegetal. A
Fixacdo Bioldgica de Nitrogénio (FBN) realizada por microrganismos, também constitui um
processo chave para o desenvolvimento vegetal, visto que este é o principal meio de entrada
desse nutriente nos ecossistemas (CLEVELAND et al., 2010). Assim, organismos capazes de
fixar nitrogénio sdo essenciais tanto para o crescimento de plantas, quanto para a transferéncia

desse nutriente ao longo da cadeia trofica.

2.5 Rizobactérias Promotoras do Crescimento Vegetal

Diversos grupos de microrganismos estdo sendo descritos como cruciais para a
manutencdo da qualidade do solo e satde das plantas, por atuarem na remog¢do de nutrientes
edaficos que se encontram na maior parte das vezes indisponiveis para a utilizacdo vegetal
(DIAS, 2016). As rizobactérias (que recebem esse nome por viverem associadas as rizosferas
de plantas), se destacam dentre os grupos de microrganismos que desempenham essas funcoes
(BAKKER et al., 2013). Esses organismos auxiliam de maneira positiva o desenvolvimento
vegetal e, dessa forma, sdo denominadas Rizobactérias Promotoras do Crescimento Vegetal
(PGPR) (KLOEPPER et al., 1980). As PGPR sdo 6timas competidoras de recursos e habitats,
permitindo com que esses organismos colonizem com eficiéncia as raizes de plantas (REDDY,
2013; AHEMAD; KIBRET, 2014).

A promocdo do crescimento vegetal realizado pelas PGPR pode ocorrer de
maneira direta ou indireta. O método direto consiste no fornecimento de compostos
produzidos por estas bactérias as plantas, como é o caso de alguns fitormonios (GLICK,
1995); ou ainda quando estas facilitam a absorc@o de nutrientes pelos vegetais (AHEMAD;
KIBRET, 2014; REDDY, 2013). Sdo exemplos de mecanismos diretos para a promog¢ao do

crescimento por PGPR, a fixac@o bioldgica de nitrogénio e a solubiliza¢do de fosfato, nutrientes
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que se encontram indisponiveis no solo para a utilizacio vegetal (AHN et al., 2011;
NIHORIMBERE et al., 2011; JOG et al., 2014; MEHTA et al., 2014, RAMIREZ et al., 2015).
Outro fator crucial é a produg¢do de sideréforos, moléculas quelantes de ferro que atuam
diretamente na manutencdo da sadde das plantas, pois impedem a captagdo desse nutriente por
eventuais microrganismos patogénicos, além de reduzirem o estresse vegetal oriundos de solos
com altas taxas de metais pesados (LEE et al., 2012; LAKSHMANAN et al., 2015).

A inducdo indireta de crescimento pelas PGPR ocorre quando estas mitigam ou
inibem completamente os efeitos maléficos causados por organismos fitopatogénicos (GLICK,
1995). Isso acontece devido a capacidade dos microrganismos em produzir moléculas com
propriedades antibidticas ou antifiingicas (BHATTACHARYYA; JHA, 2012; LIN et al., 2014).
As bactérias podem ainda agir interferindo na sinalizacdo de quorum sensing (QS),
impossibilitando a formagdo de biofilme de microrganismos fitopatogénicos presentes na rizosfera
(REDDY, 2014; BHATTACHARYYA; JHA, 2012); como também produzir Compostos
Organicos Volateis (VOC), moléculas leves, contendo carbono que volatilizam rapidamente a
temperatura e pressdo normais e podem se disseminar através da atmosfera e do solo,
possibilitando a inducdo de resisténcia contra patogenos biotréficos e necrotroéficos (BITAS et al.,
2013; FARAG et al., 2013; WANG et al., 2013).

Para Beneduzi et al (2012), os beneficios das rizobactérias constituem uma
alternativa promissora para a agricultura sustentdvel. A aplicabilidade dessas interagdes foi
averiguada em plantas produtoras de diversos alimentos, como o trigo, a soja € o tomate
(GRAY; SMITH, 2005). J4 sendo relatado o uso comercial desse grupo na agricultura
(PODILE; KISHORE, 2006).

Nesse contexto, as rizobactérias podem se tornar ferramentas poderosas visando a
recuperagdo de areas degradadas da Caatinga, haja vista que esses organismos sdo importantes
tanto para o desenvolvimento vegetal, como para a fertilidade do solo. Assim, isolar e
entender o papel dos microrganismos associados a rizosferas de plantas nativas do semiérido €
imprescindivel para a produg¢do de potenciais biofertilizantes que tenham por finalidade

recuperar solos degradados.
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3 OBJETIVOS

3.1 Gerais

Analisar o perfil de microrganismos isolados da rizosfera de plantas de areas
naturais e areas em processo de recuperacdo da Caatinga, com o intuito de comparar e
selecionar estirpes promotoras do crescimento vegetal com potencial para atuarem como
biofertilizantes.

3.2 Objetivos especificos

e [solar microrganismos presentes na rizosfera de Mimosa tenuiflora, jurema preta, de
areas nativas e areas em processo de recuperacdo no municipio de Irauguba — CE;

e Comparar através de ensaios in vitro potenciais estirpes promotoras do crescimento
vegetal;

e Realizar identificacdo molecular de isolados selecionados.
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4 METODOLOGIA

4.1 Coleta de rizosferas e isolamento de rizobactérias

A coleta de rizosferas de Mimosa tenuiflora foi realizada no nicleo de
desertificacdo do municipio de Irauguba, localizado na regido norte do estado do Ceard, a
cerca de 146 km da capital Fortaleza, sendo suas coordenadas geograficas: S 3° 44’46 Sul e
39° 47’ 00” Oeste, no més de maio de 2018. As raizes foram extraidas de plantas crescidas
dentro de dreas de 0,25 ha, cercadas, em processo de recuperacdo natural ha 18 anos (Figura
1). O segundo sitio de coleta localiza-se a cerca de lkm de distancia da parcela, sendo
considerada uma drea de vegetacdo natural de caatinga, ou onde o processo de desertificagdo
ainda ndo se instalou (Figura 2). Dois exemplares de plantas juvenis de jurema preta foram
coletadas em cada drea com o auxilio de pds de maos, tomando-se o cuidado para ndo

danificar nenhuma parte da raiz no processo de retirada do solo.

Figura 1- Imagem de satélite (a esquerda) e fotografia (a direita) de uma das dreas de

recuperagdo natural, na fazenda aroeira em Irauguba, Ceara.

87 S . : 2 - ey

Fonte: Google Earth. A seta branca indica o local onde foi realizada a coleta das plantas para a drea de
recuperacao.
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Figura 2 - Imagem de satélite (a esquerda) e fotografia (direita) de uma das dreas de vegetacio

nativa, na fazenda aroeira em Irauguba, Cear4.

Fonte: Google Earth. A seta branca indica o local onde foi realizada a coleta das plantas para a drea natural.

Ap6s a coleta, o material foi levado ao laboratério e as raizes das plantas foram
extraidas, lavadas em d4gua corrente para retirada do solo e colocadas em Erlenmeyers
contendo solu¢do 0,9% de NaCl, na propor¢do de 1:10 (m:v). Os frascos foram colocados em
agitador orbital a 150 rpm por 24 h, para que as bactérias firmemente aderidas pudessem se
desprender das raizes. Em seguida, uma aliquota das suspensdes foi inoculada em placas de
meio ATGE diluido 10 vezes da concentracdo padrdo (15 g de agar, 0,5 g de triptona, 0,25 g
de extrato de levedura, e 0,1 g de glicose, para 1 L de meio). As placas foram incubadas a 37
°C por até 48 h e apds o crescimento as coldonias com caracteristicas distintas foram
selecionadas para preparacdo de culturas puras. As culturas puras foram transferidas para
tubos criogénicos contendo 600 pL de caldo TGE diluido 10x da sua concentra¢dao padrio.
Ap6s incubagdo a 37 °C por 48 h as culturas receberam 400 pL de glicerol estéril 50%, de
modo que a concentracdo final de glicerol fosse de 20%. As culturas foram entdo guardadas
em freezer a — 80 °C e foram dadas denominacdes genéricas a cada morfotipo isolado, tais
como: JurNIRA 01 (rizosfera de jurema da drea natural, morfotipo 1); JurEIRA 01 (rizosfera

de jurema da drea de recuperacao, morfotipo 1).



25

4.2 Teste de solubilizacao de fosfato

Para evidenciar o potencial dos isolados bacterianos em solubilizar o fosfato, foi
realizado o teste baseado no método de Sylvester-Bradley e colaboradores (1982). Neste
ensaio € utilizado o meio GL, composto de 10 g de glicose, 2 g de extrato de levedurae 15 g
de 4gar para cada litro. Apds esterilizagdo a 121 °C por 15 min, sdo adicionados 50 mL de
uma solugdo estéril de K;HPO4 100 g/L e 100 mL de CaClz 100 g/L, ajustando-se o pH para
6,8, com o intuito de se formar fosfato de célcio (CaHPO4) precipitado (SPEROTTO, 2014).

Para esse ensaio as bactérias foram previamente crescidas em meio ATGE diluido,
e posteriormente transferidas para a placa de GL. As bactérias foram entdo incubadas em
estufa a 37 °C durante 5 dias. Decorrido esse prazo a identificacido das bactérias positivas foi
percebida a partir da visualizagdo de um halo de solubilizacdo translicido formado ao redor
da coldnia. O diametro dos halos de solubilizacdo e das colonias foram medidos com uma
régua a fim de determinar o Indice de Solubilizacdo (IS), utilizando a seguinte férmula:

IS = diametro do halo (mm)/didmetro da colénia (mm)

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

4.3 Teste de producao de sideréforos

Com o intuito de revelar a capacidade dos isolados em produzir sideréforos, foi
realizado o teste com base no protocolo de Sperotto (2014) e Schwyn e Neilands (1987). O
meio de cultivo utilizado para o teste € composto por dois componentes, sendo um meio base
(Agar King) e um corante que posteriormente € adicionado (Cromazurol ou CAS). A
concentracdo do corante em relacdo ao meio foi ajustada para 20% (ou 200 ml para 1L). As
vidrarias e materiais utilizados para a preparacdo do meio foram previamente lavadas com
uma solucdo de HCI 6 mM, para que qualquer traco de ferro fosse removido.

O meio base foi preparado a partir dos seguintes reagentes: 3 g de glicerol; 4 g de
peptona; 0,23 g de K2HPO4; 0,3 g de MgS04.7H20 e 15 g de dgar. Apos isso, foi adicionado
aos reagentes agua Milli-Q até completar o volume de 1L. O pH foi entdo ajustado para 6,8 e
o meio autoclavado por 121°C por 15 minutos.

Para a preparacdo do corante foram utilizadas 4 solugdes distintas, sendo elas: 15

mL de solu¢do de FeCl3.6H20 1mM + HCl 10 mM; 75 mL de solucdo de azul de cromazurol
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(CAS) 2 mM; 60 mL de solucio HDTMA 10 mM e, aproximadamente, 50 mL de solucao
tampao PIPES com pH ajustado para 5,6. O processo de esterilizacdo do corante se deu
através da utilizagdo de membrana de filtracdo de 0,2 um. Posteriormente o corante foi
armazenado em recipiente protegido da luz.

Em seguida o corante foi adicionado ao meio base estéril. Para tanto, foi
necessdrio ajustar a temperatura do Agar King em banho-maria para aproximadamente 60 °C.
O meio entdo foi vertido em placas de Petri e protegidos da luz.

Para a realizagdo desse teste os isolados foram previamente crescidos em Caldo
TGE 10x diluido da sua concentracido padrdo. 20 ul das culturas, foram transferidos para a
placa contendo o meio-teste. As placas foram incubadas em estufa a 37 °C durante 5 dias,
decorrido esse prazo a avaliagdo das bactérias positivas para o teste foi percebida através da

visualiza¢do de um halo rosa ou alaranjado ao redor das coldnias.

4.4 Avaliacao de isolados fixadores de nitrogénio

Para avaliacdo do potencial dos isolados em fixar nitrogénio, foi realizado um
teste com modificacdes baseado no método de Dobereiner et al (1995). O meio utilizado para
a execugdo do experimento foi o LGI-P semi-sélido sem nitrogénio. Para a preparacdo do
meio de cultivo foram utilizados os seguintes reagentes: 0,6 g de KH2POy4; 100 g de Sacarose;
0,2 g de KoHPOg; 0,2 g de MgSO4 2H>0; 0,01 g de FeCl; 6H>0; 0,02 g de CaCl, 2H>0; 0,002
g de NaMo4 2H>0; 2,5 ml de Azul de Bromotimol (0,5%) e 1,8 g de agar puro para 1 litro de
meio. Os componentes foram pesados e diluidos em 4gua destilada, exceto o azul de
Bromotimol e o 4gar, que foram adicionados ap6s o ajuste do pH para 5,5 com dcido acético
glacial (CH3COOH). Em seguida, o meio foi dissolvido em banho maria a 60 °C e apds
homogeneizagdo foram distribuidos em tubos de ensaio contendo 3 ml cada. Por fim, os tubos
foram autoclavados a 121°C durante 15 minutos. Uma vez que o meio ndo possui fonte de
nitrogénio, a avaliacdo das bactérias positivas para o teste foi verificada a partir do
crescimento dos isolados no meio, que significou a utiliza¢do do nitrogé€nio presente no ar do

tubo de ensaio.

4.5 Extracio do DNA bacteriano e amplificacio do gene ribossomal 16S

Dentre os morfotipos isolados foram selecionadas estirpes para a identificacdo

molecular. Para a extracdo de DNA, foi utilizado o protocolo de termdlise adaptado de SA et
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al. (2013). A principio os microrganismos foram cultivados em ATGE diluido 10x. Apds o
crescimento, diversas colonias de cada isolado foram transferidas para eppendorfs de 1,5 mL
contendo 400 pL de agua ultrapura estéril e homogeneizadas com o auxilio de vortex.
Posteriormente, estes foram colocados em banho seco a 99 °C durante 10 minutos e
rapidamente levados a freezer — 80°C durante 5 minutos, com o intuito de romper as células
para a liberacdo do DNA. Em seguida, os tubos foram centrifugados a 12 000 rpm durante 5
minutos com a temperatura ajustada para 4 °C. Por fim, aproximadamente 300 pL do
sobrenadante foram transferidos para novos eppendorfs e a qualidade do DNA foi medida
através da leitura no Nanodrop e ajustada para 10 ng/pL.

Para a amplificacdo do gene 16S do RNAr foram utilizados os primers 27F (5°-
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG — 3’) e 1525R (5’- AAGGAGGTGATCCAGCC - 37)
(WAWRIK et al., 2005; WEISBURG ef al., 1991). A amplificacdo 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 segs. O volume final para cada
reacdo foi de 75 pL, sendo utilizados a seguinte concentracdo para cada reagente: 0.5 uM de
cada iniciador, 1X de tampdo GoTaq (Promega, EUA), 3.0 mM de cloreto de magnésio
(MgC12), 0.2 mM de cada dANTP, 1U de polimerase, 30 ng de DNA e dgua para PCR
suficiente para completar os 75 pL.

O resultado da amplificacdo e o tamanho das sequéncias de interesse foram
verificados em gel de agarose 1% (m/v), corados por SYBR™ safe e corridos em tampao
TAE 0,5 X (200 mM de Tris base, 100 mM de 4cido acético glacial, 5 mM de EDTA e pH 8,0).
A amplificacdo pode ser confirmada pela presenca das bandas na regido aproximada de 1500
pb com o auxilio do marcador de 1kb, apds a exposicao do gel a um fotodocumentador

ultravioleta.

4.6 Purificacao e precipitacao do DNA

Ap6s a confirmagdo da amplificacdo por PCR, as amostras foram diluidas para a
concentracdo de 0,3 M com o auxilio de uma solugdo 3 M de acetato de potassio (pH 5,5) e
adicionando 2 vezes o volume total da solucdo de etanol 100%. Em seguida, os tubos foram
homogeneizados por inversdo e refrigeradas no freezer — 80 °C por 30 minutos.
Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 14.000 rpm a 4 °C por 15 minutos e o
sobrenadante foi desprezado. O pellet resultante da centrifugacao foi ressuspendido utilizando

etanol 70% gelado e novamente centrifugado a 14.000 rpm a 4 °C por 5 minutos. Apoés isso, 0
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sobrenadante foi descartado e o pellet formado foi seco em thermomix a 36 °C por 30 minutos.
Logo apés a evaporacdo de todo o dlcool, o DNA purificado foi ressuspendido em 30 pL de
dgua ultrapura livre de DNAses e RNAses. Por fim, a qualidade de DNA foi verificada por
quantificacdo em Nanodrop, avaliando as relacdes 260/230 nm e 260/280 nm, além da

concentrac¢do final superior a 50 ng/pL.

4.7 Analise das sequencias e identificacao 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¢do das sequéncias se deu por meio do software Geneious R10

(www.geneious.com/). Apés tratadas, 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.

4.8 Analise dos dados

Todos os graficos utilizados nas andlises foram construidos com o auxilio do
programa GraphPad Prism Versdo 8 para Windows, GraphPad Software, La Jolla California,
USA (https://www.graphpad.com/).
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S RESULTADOS

5.1 Isolamento dos morfotipos

A partir do isolamento inicial foi possivel a obteng¢do de duas cole¢des bacterianas,
sendo isoladas 15 estirpes da rizosfera da drea natural (Figura 3) e 15 estirpes da drea em
recuperagdo (Figura 4), que se encontram armazenadas no freezer — 80°C do Laboratério de

Ecologia Microbiana e Biotecnologia (Lembiotech) da Universidade Federal do Cearda — UFC.

Figura 3 - Morfotipos isolados da rizosfera de Mimosa tenuiflora em 4rea de

vegetacao natural da caatinga

Fonte: Elaborado pelo autor. Os niimeros no canto superior direito indicam a denominagao de
cada isolado. O isolado 15 ndo esta representado na imagem (aumento total 75X).

Figura 4 - Morfotipos isolados da rizosfera de Mimosa tenuiflora em éarea de
recuperacdo natural

Fonte: Elaborado pelo autor. Os niimeros no canto superior direito indicam a denominagao de
cada isolado (aumento total 75X).



30

5.2 Teste de solubilizacao de fosfato

Foram avaliadas todas as bactérias de ambas as colecdes. Apds o teste foi possivel
verificar o percentual de isolados solubilizadores de fosfato para as duas dreas. Como
demonstrado na Figura 5, o nimero de organismos positivos para o teste foi maior para drea

em recuperacao.

Figura 5 - Percentual de microrganismos solubilizadores de
fosfato para as areas estudadas
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Além disso, os isolados positivos também foram classificados como detentores de
baixo, médio ou alto indice de solubilizacdo (IS). As bactérias da darea natural foram
classificadas como média e alta solubilizadoras, enquanto os organismos da &drea em

recuperagdo alcancaram o indice baixo e médio (Figura 6).

Figura6 - Indice de solubilizagdo de fosfato dos morfotipos

positivos para o teste
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5.3 Teste de producao de sideréforos

Foram avaliadas quanto ao potencial de producdo de sider6foros 6 estirpes da
colecdo da 4rea natural, e 13 da drea em recuperacdo. O resultado demonstrou que 3 bactérias
da drea natural se mostraram positivas ao teste, enquanto na drea em recuperacdo o nimero de

organismos produtores de sideréforos foram 7. Um resumo da andlise estd exposto na Tabela

1.

Tabela 1 — Niimero de organismos testados e positivos para produgdo de sideréforos

Positivas Negativas T?tal
analisadas
Natural 3 3 6
Recuperacao 7 6 13

Fonte: elaborada pelo autor.

5.4 Avaliacao de isolados fixadores de nitrogénio.

Foram avaliadas as 15 estirpes de cada colec@o para determinagdo da capacidade
dos isolados em fixar nitrogénio, os resultados demonstraram que o nimero de
microrganismos fixadores de nitrogénio foi maior na drea em recuperagdo, alcancando 12
estirpes positivas para o teste (80%), em contraste com 7 bactérias positivas da drea natural

(46%).

5.5 Identificacao molecular

Os isolados JurEIRA 08, 09, 11, 13, 14 e 15 foram selecionados para identificacio
molecular. Apés a comparacdo das sequéncias obtidas com o banco de dados do NCBI, o
alinhamento apontou que os isolados 08, 11 e 13 sdo pertencentes ao género Klebsiella,
enquanto as estirpes 09, 14 e 15 fazem parte do género Pantoea.

A Figura 7 e a Figura 8 apresentam um apanhado geral dos resultados obtidos no

presente estudo.
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Figura 7 — Total de bactérias avaliadas da colecdo JurEIRA e seu desempenho nos testes realizados
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Fonte: Elaborado pelo autor. Os quadrados preenchidos em preto indicam que o isolado foi positivo para o
respectivo teste. * isolados que ndo foram testados para producgdo de sideréforos.

Figura 8 - Total de bactérias avaliadas da colecdao JurNIRA e seu desempenho nos testes realizados
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Fonte: Elaborado pelo autor. Os quadrados preenchidos em preto indicam que o isolado foi positivo para o
respectivo teste. * isolados que ndo foram testados para produgéo de sideréforos.



33

6 DISCUSSAO

O fésforo é um dos elementos mais crucias para o desenvolvimento vegetal
(KHAN et al., 2010). Uma vez que esse nutriente se encontra na maior parte do tempo na
forma de fosfato insoluvel para as plantas (HOLANDA et al., 1995), a presenca da maior
parcela de organismos solubilizadores de fosfato na drea em recuperacao, indica um forte
potencial da Mimosa tenuiflora em modular as comunidades microbianas na sua rizosfera,
auxiliando no seu crescimento mesmo em ambientes degradados. Além disso, em ambientes
conturbados onde a relagdo entre produtores primdrios e decompositores nio estd totalmente
estabelecida, a tendéncia é ocorrer uma maior diversidade de organismos, pois as
perturbacdes geram um mosaico de novos habitats que possibilita a coexisténcia de diferentes
organismos, o que pode contribuir para o restabelecimento do equilibrio de dreas em processo
de regeneracao (CONNELL, 1987).

Nabhas et al (1994) e Sridevi et al (2007) relataram que niveis elevados de matéria
organica em ambientes edaficos exerce forte influéncia sobre o potencial de solubilizacdo de
fosforo por bactérias, fato que pode explicar a razdo pela qual a maior porcentagem de
microrganismos solubilizadores foi encontrado nas raizes de plantas da drea em recuperacao,
visto que a maior parcela desses organismos na drea natural deve estar associada ao solo, uma
vez que essa regido possul maior capacidade na produgdo de matéria organica. Carvalho et al
(2016) em sua pesquisa por bactérias solubilizadoras de fosfatos extraidas de raizes de Cereus
sp, também encontraram um alto indice desses organismos em ambientes de recupera¢do no
municipio de Iraucuba.

De acordo com Arruda (2014) a utilizagdo da jurema preta para recuperacao da
vegetacdo em dreas degradadas da Caatinga possui diversas vantagens, uma vez que essa
planta possibilita o estabelecimento posterior de outras espécies, e o aumento da fertilidade e
produtividade bioldgica do solo. Além disso, por ser uma espécie indicadora de sucessdao
ecoldgica, possuir caracteristicas como crescimento acelerado e alta capacidade de rebrota,
Mimosa tenuiflora é considerada espécie-chave no processo de manutenc¢ao da biodiversidade
e do bom funcionamento dos ecossistemas (ARRUDA, 2014). Além de sua alta eficacia no
estabelecimento das comunidades, a capacidade de se propagar em solos alcalinos e com
severo déficit hidrico (MAIA, 2004; BAKKE et al, 2006), colocam a jurema preta como uma
das melhores alternativas para a recuperagdo da vegetacao nativa de Irauguba.

Dentre as estirpes de bactérias testadas quanto ao potencial de producdo de

sider6foros, destacaram-se aquelas isoladas da drea em recuperacao. Em solos amplamente
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degradados, como ocorre em Iraucuba, a baixa disponibilidade de ferro pode impactar
negativamente o desenvolvimento vegetal. Dessa forma, a associacdo vegetal com
microrganismos capazes de complexar Fe** fornece uma vantagem nutricional para as plantas
locais, pois constitui uma fonte assimildvel desse nutriente em solos semidrido sob intenso
regime de pastejo (GARCIA-ORENES ez al., 2012).

Outra vantagem relacionada as bactérias produtoras de sider6foros estd na sua
capacidade de manutengdo da saide das plantas em que estdo associadas. Uma rizobactéria €
capaz de inibir o crescimento de um organismo patogénico diminuindo a disponibilidade de
ferro no ambiente (CATTELAN, 1999). Kumar e Dube (1992) relataram que ao tratar
sementes de Cicer arietinum L. e soja com uma cepa de Pseudomonas sp. fluorescente e
produtora de sider6foros, obtiveram um acréscimo significativo no nimero de germinagdo das
sementes, no crescimento e na producao das plantas. Além disso, a ocorréncia de murcha em
exemplares de Cicer arietinum cultivadas em solo suscetivel a essa doenga, diminuiu cerca de
52% (KUMAR E DUBE, 1992). Assim, microrganismos capazes de produzir sideréforos
podem possuir um alto potencial biotecnoldgico para producdo de bioinoculantes que visem
acelerar a recuperagdo de vegetacdo nativa.

As rizobactérias também s3o essenciais no processo de fixacdo bioldgica de
nitrogénio (FBN). Dentre as duas cole¢des, a drea em recuperacdo apresentou 0 maior nimero
de bactérias capazes de fixar nitrogénio do ar. A simbiose estabelecida entre esses organismos
e leguminosas como a Mimosa tenuiflora traz beneficios tanto para o desenvolvimento da
planta, quanto para a fertilidade do solo (DINIZ, 2006; QUEIROZ, 2009). De acordo com
Moreira (2010), os microrganismos fixadores de nitrogénio podem ser de vida livre,
associados com vegetais ou simbiontes, assim, a menor porcentagem de bactérias fixadoras de
nitrogénio encontradas na colecdo da area natural, possivelmente estd associada a um maior
percentual desses organismos de vida livre, uma vez que nesses ambientes as comunidades
microbianas estdo mais estabelecidas.

A diversidades desses microrganismos presentes nos solos e nas raizes das plantas
estd diretamente associada ao equilibrio populacional ao longo da cadeia trofica (MOREIRA,
2010), dessa forma, a existéncia de organismos fixadores de nitrogénio em ambientes
degradados indica um forte potencial para sua regeneragdo. Alguns estudos relatam o
isolamento de bactérias diazotréficas associadas as raizes e partes aéreas de plantas de
importancia agricola como palmeiras e gramineas (MAGALHAES E DOBEREINER, 1984;
DOBEREINER, 1992; BALDANI et al., 1997; FERNANDES et al., 2001; SALA et al.,

2005). A utilizacdo desses microrganismos para potencializar o crescimento vegetal vem
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revelando resultados promissores no crescimento de vdrias espécies de fabaceae (LIMA,
2011). Nesse contexto, a coinoculacdo de rizobactérias e plantas pode se tornar uma poderosa
ferramenta no tratamento de dreas degradadas ou em processo de restauracao.

A andlise do sequenciamento demonstrou que dos 6 isolados identificados
molecularmente, 3 sdo pertencentes ao género Klebsiella e 3 fazem parte do género Pantoea.
O género Klebsiella foi primeiramente caracterizado por Trevisan (1885) e alocado na classe
gammaproteobacteria. De acordo com Moreira et al (2010), estdo descritas 12 espécies para
esse género, sendo bactérias gram-negativas, ndo mdveis, capsuladas e pertencentes a familia
Enterobacteriaceae. Os ambientes que essas bactérias vivem sdo em geral superficie de dguas,
solo, plantas, e superficie mucosa de mamiferos como humanos, cavalos ou suinos
(PODSCHUN E ULLMANN, 1998).

Diversos estudos relatam a importincia de Klebsiella para a promociao do
crescimento vegetal, através da sua contribuicdo no processo de fixacdo bioldgica de
nitrogénio (MOREIRA ef al., 2010; AGUIAR, 2012; FARINA, 2012) e na sintese de
hormoénios vegetais como o dcido indol-acético (AIA) (PATTEN E GLICK, 1996). Pesquisas
também descrevem a produgdo de sider6foros por bactérias pertencentes a esse grupo.
Podschun (1992) exp6s em sua investigacdo que dentre 481 isolados de Klebsiella testados
para producdo de sider6foros, 98,8% eram capazes de produzir essa molécula. Por fim, o
potencial de solubilizar fosfato também foi testado para esse grupo, comprovando que sua
utilizagdo auxilia no aumento da disponibilidade desse nutriente no solo (HOSSAIN E
SATTAR, 2014).

A alta eficdcia de Klebsiella na promog¢ao do crescimento vegetal ja foi explorada
na producdo agricola, através da inoculacdo de estirpes juntamente com plantas de cana-de-
acicar (GOVINDARAJAN et al., 2007) e no cultivo de trigo (INIGUEZ, DONG E
TRIPLETT, 2004). Esses resultados demonstram a alta aptiddo que esse grupo possui para
producdo de possiveis bioinoculantes que visem o tratamento de dreas desertificadas ou que
almejem acelerar sua recuperacao.

O género Pantoea pertencente a familia Enterobacteriaceae também vem sendo
descrito na literatura como promotor do crescimento de plantas (MOREIRA et al., 2010).
Esses organismos vivem associados a plantas, e algumas espécies sdo capazes de causar
doencas em humanos (DELETOILE e al., 2009). A eficdcia desses organismos em promover
o desenvolvimento vegetal estd associada na sua capacidade em solubilizar fosfatos

inorganicos e produzir AIA (SILVA et al., 2016). Outros estudos também evidenciam a
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producdo de nitrogenases por Pantoea e sua possivel associacdo na fixagdo bioldgica de
nitrogénio em plantacdes de batata doce japonesa (MOREIRA et al., 2010).

A comparacdo dos dados obtidos no presente estudo com os disponiveis na
literatura, demonstram um grande potencial dos isolados para a criacdo de produtos
inoculantes visando a recuperacdo de dreas degradadas. As estirpes identificadas
molecularmente mostraram caracteristicas de rizobactérias promotoras do crescimento vegetal
nos testes in vitro de solubilizagdo de fosfato, producdo de siderdforos e fixacdo de N,

constituindo-se potenciais candidatas a bioinoculantes.
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7 CONCLUSAO

Os resultados obtidos demonstraram uma tendéncia no perfil dos microrganismos
da drea em recuperacdo se comparados a drea natural, onde o maior nimero de isolados
capazes de atuar como promotoras do crescimento vegetal foi encontrado na cole¢do da édrea
em recuperagdo. Essa tendéncia pode estar associada a hipétese do distirbio intermédio, que
prediz que em ambientes conturbados as perturbagdes geram novos habitats que aumentam
temporariamente a diversidade de organismos naqueles locais.

Um dos isolados da rizosfera da drea em recuperacdo e classificada como
Klebsiella sp., foi a que demonstrou maior potencial para promog¢do do crescimento vegetal,
sendo produtora de sideréforo, solubilizadora de fosfato e fixadora de N.

Trabalhos pioneiros como o apresentado podem servir como base para estudos
futuros que visem uma caracterizacdo mais ampla do potencial das estirpes de rizobactérias
para o tratamento de dreas degradadas. Além disso, a criacdo de consodrcios bacterianos
visando averiguar se isso potencializaria a efetividade de bioinoculantes, como também
estratégias para disseminar esses inoculantes no campo, podem nortear as pesquisas futuras

que objetivem esse mesmo fim.
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