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RESUMO

A desertificacao ¢ definida como a degradacao de terras aridas, semidridas e subumidas secas
por fatores climaticos e/ou atividades antropicas. No Brasil, 60% da regido semidrida ¢
considerada suscetivel a desertificagdo e, no Ceara, o municipio de Irauguba se encontra em
estado avangado de desertificagdo. Os microrganismos podem auxiliar na restauragao de areas
degradadas pois atuam em diversos processos do solo. Assim, o objetivo do estudo foi avaliar
as variaveis edaficas e as atividades metabdlicas de isolados bacterianos de solos em trés
diferentes estados de conservacdo no municipio de Irauguba: a) solos de mata de caatinga
secundaria; b) solos de area de pousio, isoladas desde o ano 2000; c) solos de areas de
sobrepastejo. A coleta das amostras foi realizada em 2018, na fazenda Aroeira. Os solos
passaram por analises quimicas e bioldgicas. Foram isoladas 125 estirpes de bactérias e estes
isolados foram testadas quanto a Promogao de Crescimento Vegetal: producdo de sider6foros,
utilizando meio agar-CAS; solubiliza¢do de fosfato, utilizando meio GL adicionado de K;HPO4
e CaCly; os isolados positivos para um os ambos os ensaios foram testados para fixacdo de
nitrogénio, utilizando o meio semiss6lido LGI-P livre de nitrogénio; e halotolerancia, utilizando
meio TGE com diferentes concentragdes salinas. O solo de area nativa se destacou por
apresentar o maior niumero de solubilizadoras de fosfato na area nativa, em contraste com o
solo de deserto, com menor porcentagem. Cerca de 50% dos isolados produziram siderdforos
independentemente da area. Em relagdo a qualidade da producdo e solubilizagdao desses
compostos, a area de pousio obteve os melhores resultados. Pelo menos 60% dos isolados,
independentemente da 4rea, fixaram nitrogénio e todos os isolados foram considerados
halotolerantes. Os maiores problemas dos solos estdo relacionados aos preditores de salinidade
e aos teores de aluminio toxico. Os solos de pousio se distanciaram significativamente da
situacdo de deserto, ora se aproximando da situacao da area natural, ora apresentando um perfil
intermediario, o que indica efeito positivo do pousio nos solos. Dezesseis isolados foram
selecionados para sequenciamento e andlise filogenética pelos excelentes resultados para
promotores de crescimento vegetal, os isolados pertencem aos géneros: Klebsiella; Serratia;
Enterobacter e Burkholderia. Visa-se futuras aplicagdes desses isolados em bioinoculantes que
possam acelerar a recuperagdo dos ambientes degradados de Irauguba-CE e mitigar o avango

do processo de desertificagdo no municipio.

Palavras-chave: Bioinoculantes. Desertificacdo. Exclusdo de pastagem. Recuperacio. Areas

degradadas.



ABSTRACT

Desertification is characterized by the degradation of arid, semi-arid and dry sub-humid lands,
induced by climatic factors and anthropic activities. In Brazil, 60% of the semiarid region is
considered susceptible to desertification and, in the state of Ceara, the municipality of Iraugcuba
is the most affected by the process. Microorganisms can be a tool for the restoration of these
areas as they act in several soil processes. Thus, the objective of the study was to evaluate the
edaphic variables and metabolic activities of bacterial isolates of soils in three different stages
of conservation in the municipality of Iraucuba: a) soils of secondary forest of caatinga; b)
grazing exclusion soils, isolated since 2000; c¢) overgrazing soils. The soils were sampled in
2018. Once in the laboratory, soil physical and chemical properties were analyzed and 125
bacteria were also isolated from these samples. The isolates were tested for several assays of
Plant Growth Promoters, among them: Production of siderophores, using agar-CAS medium,;
phosphate solubilization, using GL medium with addition of K;HPO4 and CaCly; the positive
isolates for one or both assays were tested for nitrogen fixation, using the semi-solid medium
LGI-P free of nitrogen and halotolerance, using TGE medium with different salt concentrations.
A higher percentage of phosphate solubilizing bacteria was observed in the native area, in
contrast to the desert soil, where the lowest percentage was noticed. About 50% of the isolates
produced siderophores, regardless of the area. The grazing exclusion area showed the best
results in relation to the quality of production and solubilization of these compounds. At least
60% of the isolates, regardless of the area, were able to fix nitrogen, and all isolates were
considered halotolerant. The main soil problems are related to the predictors of salinity. The
grazing exclusion soils have significantly distanced themselves from the overgrazing situation
and tend to approach the natural area or present an intermediate recovery profile, which
indicates a positive effect of fallow on these soils. Sixteen isolates were selected for sequencing
and phylogenetic analysis for the excellent results for plant growth promoters, the isolates
belong to the genera: Klebsiella; Serratia; Enterobacter and Burkholderia. We aim to apply
these isolates to produce bio inoculants that can accelerate the recovery of degraded
environments in Irauguba-CE and mitigate the advance of the desertification process in the

municipality.

Keywords: Bio inoculants. Desertification. Grazing Exclusion. Recovery. Degraded areas.
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1. INTRODUCAO

A degradagdo do solo é um processo danoso causado por atividades humanas
diretas ou indiretas, incluindo as mudancas climaticas, que leva a redugdo ou perda a longo
prazo da produtividade, integridade ecologica e potencial de uso do solo (UNCCD, 1994). Em
solos de terras secas, o processo de degradacdo pode desencadear em um cenario de
desertificacdo. De acordo com os dados do Intergovernamental Panel on Climate Change, 9.2%

das terras secas mundiais sdo hotspots de desertificacio (MIRZABAEYV et al, 2019).

O Semiarido brasileiro (SAB), delimitado com base em suas condi¢des climaticas
dominantes de semiaridez, ocupa 10% do territdrio nacional e abrange 1.262 municipios
(CGEE, 2016; IBGE, 2020). A vegetacdo predominante na regido semiarida ¢ a Caatinga
Arbustiva, no entanto, o dominio morfoclimatico da Caatinga encontra-se extremamente
degradado pelas intensas praticas do agronegdcio, que fazem substitui¢des da vegetacao nativa
por campos de cultivo (CGEE, 2016). O uso exaustivo do solo e a auséncia de sistemas de
manejo no SAB afetam a resiliéncia do ecossistema e excedem a capacidade de suporte do solo.
Esse cendrio confere a regido os maiores indices de vulnerabilidade socioecondmica e
ambiental do pais, que apresenta Indice de Desenvolvimento Humano (IDH) abaixo da média

brasileira e maior suscetibilidade a degrada¢do do solo (CGEE, 2016).

Como resultado, uma area correspondente a 15% do Brasil ¢ reconhecida como
Area Suscetivel a Desertificagio (ASD), além de existir 4 nucleos de desertificagdo no pais,
onde o processo se encontra mais acelerado: Iraucuba / Centro Norte (CE); Seridé (RN);
Cabrob¢ (PE) e Gilbués (PI) (BRASIL, 2004; MMA, 2007). O Estado do Cearé possui todo o
seu territorio suscetivel a desertificacdo e abrange um dos mais graves nucleos de desertificagao

do pais: Irauguba/Centro Norte (CGEE, 2016).

Em Iraucuba, o processo de desertificacdo € resultado de agdes antrdpicas, uma vez
que paisagens com estados diferentes de degradagdo sdo encontradas em regides proximas e
submetidas ao mesmo clima (ALMEIDA et al., 2017; OLIVEIRA; SALES, 2015; OLIVEIRA-
FILHO, 2019). O sobrepastejo ¢ a pratica que acarreta maior degradacao nos solos da regido,
pois, além de reduzir a cobertura vegetal e a quantidade de nutrientes essenciais ao solo,
intensifica 0s processos erosivos € compactagdo no solo e gera impactos negativos ao

microclima do ecossistema (PEI; FU; WAN, 2008; SIVAKUMAR, 2007). Nessa perspectiva,
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tecnologias voltadas a recuperagdo de areas desertificadas vém sendo aplicadas no municipio,
como, por exemplo, a exclusdo de pastagem ou pousio. A exclusdo de pastagem ¢ aplicada em
algumas areas do municipio desde o ano 2000 e consiste em cercar a terra para evitar a
interferéncia de humanos e animais, deixando a encargo da propria dindmica ecologica do

ambiente o processo de restauracdo. Embora essa técnica seja eficaz, os resultados levam

décadas para se manifestar (OLIVEIRA; SALES, 2015; ARAUIJO FILHO, R. et al., 2018).

A degradacao do solo leva a perda de matéria organica, podendo gerar efeitos
diretos a comunidade microbiana e as atividades das células sobreviventes, afetando também a
disponibilidade de nutrientes no solo (MATALLO-JUNIOR, 2001; FRENCH et al., 2009). Os
microrganismos constituem, portanto, uma importante ferramenta para o entendimento do
processo de desertificagdo e uma alternativa para a mitigacdo deste problema, pois sdo
essenciais para a estruturacao do solo; ciclagem e reposi¢do de nutrientes; e desempenham um
papel de destaque no desenvolvimento, supressdao de doengas e promogao do crescimento das

plantas (SOUTO, 2008; RASHID et al., 2016; SMALLA et al., 2001; MARRA, 2012).

Alguns autores abordaram o processo de desertificagdo na Caatinga e em Irauguba
com foco nos efeitos da desertificacdo para os solos e economia (CGEE, 2016; PEREZ-
MARIN, 2012; OLIVEIRA; SALES, 2015; OLIVEIRA-FILHO, J., 2019; ALMEIDA et al.,
2017). No entanto, os impactos sobre a biodiversidade sdo pouco esclarecidos e, em geral,
voltados para a fauna e flora (SEYFFARTH; RODRIGUES, 2017; JHONY et al., 2017). Os
artigos que retratam a microbiota na Caatinga (KAVAMURA et al., 2013; LOPES et al., 2016)
ndo abordam os impactos da desertificagdo e do pousio sobre o microbioma dos solos ou em
suas respostas aos estresses. O potencial dos microrganismos na recuperagao de solos e no
aumento da cobertura vegetal € explorado quase exclusivamente pela industria agrondmica, que

ndo se aprofunda no aspecto ecoldgico (SHUTZ et al., 2018; DENG et al., 2019).

Assim, o objetivo do estudo foi avaliar as varidveis edaficas e atividades
metabolicas para promocao de crescimento vegetal dos isolados de bactérias de solos em trés
estados de conservacao no municipio de Irauguba (CE). Para tanto, buscou-se entender como
a desertificacdo afeta as varidveis estudadas e averiguar a eficacia do pousio na restauracao
do ambiente. A hipotese € que a desertificacdo provoca alteragcdes no microbioma e nas demais
variaveis edaficas, de modo que o solo em pousio exibe caracteristicas intermediarias em
relagdo as outras areas. A partir dos resultados encontrados, visa-se futuras aplica¢des dos

isolados em bioinoculantes para a recuperagdo destes ambientes.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Desertificacio

A palavra desertificagdo foi utilizada pela primeira vez pelo bidlogo Lavauden, em
1927. O autor utilizou o termo para expressar a perda de produtividade em milhares de hectares
de uma area de pastagem na zona arida da Tunisia. Em 1949, a palavra foi novamente utilizada
pelo cientista francés Aubreville, desta vez referindo-se a destrui¢ao de florestas e a formagao
de erosdes visiveis no oeste africano. No entanto, embora os dois autores possuissem visao
similar do processo, nenhum apresentou uma defini¢do precisa para conceituar a desertificagao.
Os autores, do contrario, a caracterizaram limitando-se a perda da cobertura vegetal dos solos

e atribuindo a causa essencialmente a criacao extensiva de gado (DREGNE, 2002).

Na década de 70, a desertificacdao voltou a ser amplamente discutida por conta da
intensa movimentagdo de refugiados africanos, especialmente das regides do sul do Saara,
conhecidas como Sahel. A migracao foi consequéncia direta da degradacdo destas terras, que
levou a situagdes de pobreza extrema, fome e destruicao de recursos naturais vitais, como agua,
vegetacdo e solo (UNCCD, 1994). Tendo em vista essa problematica, em 1977 foi realizada a
primeira Conferéncia das Nagdes Unidas para o Combate a Desertificacdo, na cidade de
Nairdbi, no Quénia, onde se foi proposto um Plano de A¢do de Combate a Desertificacao

(DREGNE, 2002; REGO, 2012).

O Plano de Acdo, porém, apresentou desempenho insatisfatorio e, como
consequéncia, em 1992, durante a Rio 92, foram elaboradas 3 convengdes: a Convengao Quadro
sobre Mudanga Climatica; a Convengdo sobre Diversidade Biologica; e a Convencao das
Nagoes Unidas de Combate a Desertificagdo nos Paises Afetados por Seca Grave e/ou
Desertificacdo, particularmente na Africa (UNCCD, 1994). A convengao ¢ um instrumento
juridico mais forte que uma conferéncia, pois ela obriga os paises que a assinam a assumir uma
série de compromissos, enquanto na conferéncia a adesdo € voluntaria (MMA, 2020). A partir
da Rio 92, a desertificacdo passou a ter seu primeiro conceito oficial. Assim, a desertificagdo ¢
definida como a degradacao de terras de zonas aridas, semidridas e subumidas secas e pode ser
resultante de diversos fatores, que incluem caracteristicas proprias do ambiente, variagcdes
climaticas e atividades humanas, em agdes conjuntas ou separadas (UNCCD, 1994).
Atualmente, também se avalia a inclusdo das regides hiperaridas neste conceito (MARTINEZ-

VALDERRAMA; GUIRADO; MAESTRE, 2020).
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A UNCCD (1994) utilizou o indice de aridez proposto por Thornthwaite, em 1941,
para nortear a classificagdo geografica das areas mundiais suscetiveis a desertificacdo (ASD)
(Figura 1). O indice de aridez ¢ adotado mundialmente e ¢ gerado pela razao entre a precipitagao
média anual e a evapotranspiracdo potencial. Desta forma, sdo compreendidas como terras

aridas as areas que possuem indices de aridez entre 0.05 e 0.65 (Tabela 1).

Figura 1 - Classificagao climatica das terras mundiais utilizando o parametro de aridez proposto

por Thornthwaite (1941)

Dry sub-humid

80°N
60°N
40°N
20°N
Semi-arid
00

+ Arid

I Hyper-arid

180°wW 120°wW 60°W 0° 60°E 120°E 180°E

20°s

40°S

Fonte: MIRZABAEYV et al (2019)

Tabela 1 - Classificacdo climatica por indice de aridez das terras secas

Clci?zg:i?;ao Indice de aridez
Hiperarido <0.05
Arido 0.05-0.20
Semiarido 0.21-0.50
Subumido seco 0.51-0.65

Fonte: Matallo-Junior e Schenkel (2003)

Através deste conceito, € possivel diferenciar conceitualmente a degradagdo e a
desertificacdo utilizando a localizagdo geografica, uma vez que a degradagdo de terras pode
ocorrer em qualquer area do globo, mesmo nas terras imidas, enquanto a desertificacdo diz

respeito, especificamente, a degradacao de terras aridas (MIRZABAEV et al., 2019).

No entanto, a desertificagdo ndo pode ser atribuida apenas a localiza¢do geografica.
As condi¢des geograficas, na verdade, apenas revelam um fator de predisposicdo para a
ocorréncia do processo. A desertificagdo por processos naturais, isto €, que nao seja decorrente

de alteragdes antropicas, como os desertos naturais, ¢ bastante rara e associada as eras de
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desenvolvimento do planeta e aos fatores climaticos. O processo de desertificagdo atual quase
sempre se inicia pelo desmatamento e substituicdo da vegetacdo nativa e ¢ associado
comumente a acdes antropicas. O sobrepastejo, desmatamento e queimadas sdo grandes
responsaveis pela degradacao dos solos e aceleram o processo de desertificagao por reduzirem
a quantidade de matéria organica e cobertura vegetal do solo, tornando-os mais expostos aos

processos erosivos (SA et al., 2010; PEREZ-MARIN et al., 2012).

O Centro de Gestao de Estudos Estratégicos (CGEE) destaca como principais
consequéncias da desertificagdo: perda de horizontes superficiais dos solos (onde estdo
presentes os maiores teores de matéria organica); encrostamentos superficiais; reducdo da
fertilidade natural dos solos; salinizag@o e alcalinizacdo dos solos e das 4guas; aumento das
areas de afloramentos rochosos; diminui¢do da disponibilidade hidrica; impactos severos e
empobrecimento da biodiversidade; baixa capacidade de resiliéncia; sucessdes ecoldgicas com

tendéncias regressivas etc (CGEE, 2016).

A United Nations (2011), alerta que 41,3% das terras do planeta sdo consideradas
secas, sejam elas hiperaridas, aridas, semiaridas ou subuimidas secas. Estas terras abrigam mais
de 30% da populacdo mundial, concentram a maior parcela da pobreza do mundo e sdo

consideradas as dreas mais vulneraveis ao processo de desertificacao (Figura 2).

Figura 2 - Areas mundiais suscetiveis a desertificacdo
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De acordo com dados do IPCC (MIRZABAEV, 2019), 9.2% das terras secas do
mundo sdo consideradas hotspots de desertificacdo. A desertificacdo resulta na perda de bilhdes
de dolares anualmente em todo o mundo e, apenas no século XX, as areas afetadas pelo processo
aumentaram em 50% em todo o globo (LESK; ROWHANI; RAMANKUTTY, 2016; BRASIL,
2004). Além disso, o processo gera impactos negativos para a biodiversidade, ocasionando a
perda de milhares de espécies de plantas e animais nas terras secas, que sdo negativamente

afetados pela perda de habitat (MIRZABAEV, 2019).

2.2. O semiarido nordestino

No Brasil existem apenas terras secas de climas semidrido e subtimido seco, isto &,
com indices de aridez entre 0.20 e 0.65, conforme a classificagdo adotada pela UNCCD (MMA,
2007). A area classificada oficialmente pelo Ministério da Integragao Nacional como Semidrido
Brasileiro (SAB) possui 969.589,4 km:.de extensdo (Figura 3) (BRASIL, 2004). Todo o SAB
apresenta, em comum, baixa razdo entre precipitagdo pluviométrica e evapotranspiracao,
provocada pela alta incidéncia solar, o que resulta na escassez de agua nestas regides. A
evapotranspiragdo chega a atingir valores em torno de 2.000 mm, enquanto a precipitacao
pluviométrica anual nestas areas ¢ inferior a 800 mm. As temperaturas no semiarido mantém
uma certa regularidade, apresentando temperaturas médias anuais sempre superiores a 23°C, ja

a umidade relativa do ar possui médias de 50% (CGEE, 2016).
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Figura 3 - Delimitagcdo da regido semiarida e das areas suscetiveis a desertificacdo no Brasil
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Fonte: CGEE (2016)

Uma das caracteristicas mais marcantes do Semiarido Brasileiro diz respeito a
irregularidade do regime pluviométrico na estagdo chuvosa e ao periodo de seca prolongado. A
estacdo chuvosa possui duracao de 3 a 5 meses no ano, enquanto a estacao seca prolonga-se por
7 a 9 meses. Desta forma, o balanco hidrico nessas regides costuma ser negativo em grande
parte do ano, com presenca de rios e riachos intermitentes e graves secas perioddicas (CGEE,

2016; INSA, 2011).

Os solos da regido semiarida apresentam bastante variagdo dependendo da area,
mas, em geral, sdo solos rasos, com presenca de grandes afloramentos rochosos e chao
pedregoso, além de bastante suscetiveis a erosdo quando desprovidos de cobertura vegetal
(FUNCEME, 2005; INSA, 2011). Os solos do SAB possuem graves problemas de erosao e ha,
em muitos, auséncia de horizontes superficiais (horizontes com maior presenca de matéria
organica), em decorréncia, principalmente, dos sistemas agropastoris. A vegetacao
predominante nos semiaridos nordestino ¢ a Caatinga, porém a vegetag¢do nativa de Caatinga
vem sendo modificada através das substituicdes da cobertura nativa por campos de cultivo

(CGEE, 2016).
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Dados do CGEE (2016) indicam que as areas suscetiveis a desertificacdo (ASD)
representam mais de 60% da extensao total das areas dos estados inseridos na regido Semiarida
Brasileira. Essas dreas possuem uma extensio de 1.340.863 km?, abrangendo 1.488 municipios

e nove estados da regido Nordeste, além de alguns municipios dos estados de Minas Gerais e

Espirito Santo (PEREZ-MARIN, 2012; MMA, 2007).

O primeiro pesquisador que se dedicou ao estudo das ASD no Brasil foi o ecélogo
Vasconcelos Sobrinho, que delimitou areas de ocorréncia de secas ¢ as denominou como
“poligonos da seca” em seu trabalho de 1971 (VASCONSELOS SOBRINHO, 1971). Mais
tarde, em 1978, o pesquisador viria a apresentar a categorizacdo de areas prioritirias ao
monitoramento e medidas mitigadoras por serem areas em que o processo atuaria de forma mais
intensa. Assim, segundo este autor, seriam considerados 4 nucleos de desertificacdo para o pais:
Serid6 (RN); Cabrob6 (PE); Gilbués (PI) e Irauguba/Centro Norte (CE) (VASCONSELOS
SOBRINHO, 1978).

Os estados de Ceard e Rio Grande do Norte apresentam, proporcionalmente, a
maior extensdo de area comprometida, com 100% e 98,42% da extensdo total dos estados
suscetivel a desertificacdo, respectivamente (Tabela 2). Além disso, o Programa de Acgao
Estadual de combate a desertificagdo e mitigacdo dos efeitos da seca considera, para o estado
Ceard, 3 fortes nucleos de desertificacdo: Irauguba/Centro Norte (CE); Inhamus (CE) e Médio
Jaguaribe (CE) (CEARA, 2010).

Tabela 2 - Areas suscetiveis & desertificagdo por Estado do Semiérido Brasileiro

Area Suscetivel 2 Propor¢do da Area

Estados Area total Desertificaciao — Sus.c etlveJ a
(km ) (ASD) (km ) Desertificacdo em
relacdo a area total
Alagoas 27.774,993 17.670,4 63,62
Bahia 564.733,081 491.741,4 87,07
Ceara 148.886,308 148.886,31 100
Espirito Santo 46.096,925 16.724,3 36,28
Maranhéo 331.936,948 40.809,6 12,29
Minas Gerais 586.519,727 178.850,93 30,49
Paraiba 56.469,744 53.421,9 94,6
Pernambuco 98.149,119 89.571,7 91,26
Piaui 251.611,932 238.901,5 94,94
Rio Grande do 52.811,126 51.977,2 98,42
Norte ’ ’
Sergipe 21.918,493 16.211,4 73,96
Total 2.186.908,40 1.344.766,64 61,49

Fonte: adaptado de CGEE (2016)



2.3. O nicleo de desertificacao de Irauguba

O estado do Ceara possui todo o seu territdrio suscetivel a desertificacdo e se
destacam 3 areas, ou nucleos, onde o processo se encontra em estagio mais agravado (CGEE,
2016). As 3 areas estdo indicadas no mapa (Figura 4) e sdo elas: o nlicleo Irauguba/Centro-
Norte (I), com 9.706,42 km?, que abrange os municipios de Irauguba, Santa Quitéria, Miraima
e Canindé; o nicleo Inhamuns (II), com 8.303,46 km?, que abrange os municipios de Arneiroz,
Independéncia e Taud; e o niicleo do Médio Jaguaribe (III), com 8.422,77 km?, que abrange os

municipios de Jaguaretama, Jaguaribe, Alto Santo e Morada Nova (CEARA, 2010).

Figura 4 - Areas suscetiveis a desertificagdo no estado do Ceara
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Dentre os nucleos de desertificagdo do estado do Ceara, o nucleo de Irauguba é o
que possui maior gravidade, sendo enquadrado, também, como um dos mais graves nucleos de
desertificacdo do pais. A susceptibilidade e gravidade da desertificacdo no municipio €
decorrente de diversos fatores e praticas adotadas na regido, como: sobrepastejo; baixa
cobertura vegetal; erosdo laminar grave; extrapolacdo da capacidade suporte dos solos;

vulnerabilidade ambiental e social, dentre outros (CEARA, 2010).

Os solos dos municipios do nucleo de Irauguba/Centro-Norte sao,
predominantemente: planossolos haplicos solddicos e natricos; brunos ndo calcico; litélicos; e
podzolicos vermelho-amarelo (IPECE, 2017). Estes solos ja foram relatados em literatura por
sofrerem fortemente com processos de degradagdo ambiental (MATALLO-JUNIOR;
SCHENKEL, 2003). Os planossolos sao geralmente destinados a pecudria em Iraucuba e sdo
caracterizados como: rasos ¢ mal drenados, dotados de caracteristicas quimicas, fisicas e

morfologicas que favorecem a erosdo laminar (PEREZ-MARIN, 2012).

A natureza cristalina dos materiais de origem dos solos no nucleo acrescenta outro
fator que favorecem a desertificacdo, uma vez que dificulta a infiltragdo da agua e induz a
concentragdo de sais. Estes solos apresentam um horizonte superficial A e/ou E de textura
arenosa e de pouca profundidade que sofrem transi¢ao abrupta para um horizonte B de textura
argilosa com permeabilidade lenta. Deste modo, a 4gua das chuvas se infiltra facilmente no
horizonte A, onde fica acumulada; o horizonte B, por apresentar permeabilidade lenta, fica
saturado. Como o horizonte A ¢ pouco profundo, o solo fica encharcado e, quando as chuvas
cessam, a dgua acumulada ¢ perdida por evapotranspiracdo e o solo passa a manifestar altas

concentracgdes de sais (FUNCEME, 2015; PEREZ-MARIN, 2012).

A localizagdo geografica do municipio também € um fator que potencializa a sua
suscetibilidade a desertificacdo, uma vez que Irauguba € localizado a sota-vento da serra de
Uruburetama, o que acaba impedindo ou dificultando a chegada dos ventos imidos vindos do
oceano para o municipio. Assim, o municipio possui um dos indices pluviométricos mais baixos
do estado do Ceard, com média historica de 540.0 mm. Além disso, o clima (Bshw’ — tropical
quente semiarido, segundo a classificacdo de Koppen) também contribui para a suscetibilidade
enquanto nucleo, apresentando estacdo chuvosa curta, prolongados periodos de seca e
concentracdo das precipitagdes pluviais nos meses de janeiro e abril (OLIVEIRA; SALES,

2015; IPECE, 2017).
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A vegetacdo predominante do municipio ¢ a Caatinga do tipo arbustiva aberta. No
entanto, as paisagens na regido se encontram bastante alteradas e com cobertura vegetal
reduzida (FUNCEME, 2015; IPECE, 2017). A diminui¢do da cobertura vegetal ¢ o
agravamento do quadro de desertificagdo no municipio, assim como nas demais regides do
SAB, ¢ decorrente, especialmente, da ocupacdo desordenada do solo, desmatamento,
queimadas e sobrepastejo, que afetam diretamente os recursos naturais renovaveis da caatinga
(ARAUJO FILHO, J. et al., 2007; CEARA, 2010). O manejo inadequado dos solos aliado as
condi¢gdes ambientais do municipio tem provocado a perda de espécies raras e endémicas da

regido, além de agravar seu estagio de desertificacio (FUNCEME, 2015).

Em Irauguba, a pratica que mais gera impactos ao solo e agrava o processo de
desertificacdo ¢ o sobrepastejo. O sobrepastejo acelera e potencializa o processo de degradagao
do solo, uma vez que: reduz a cobertura vegetal; reduz a quantidade de nutrientes essenciais ao
solo; gera compactagdo no solo; gera impactos ao microclima do ecossistema por maior
exposicdo do solo desprotegido; e intensifica processos erosivos (PEI; FU; WAN, 2008;
SIVAKUMAR, 2007). A situagdo ¢ agravada pois os agricultores da regido costumam investir
em criagdes bovinas até uma reducdo quase total das pastagens, que passam a nao suportar mais
a alimentagdo bovina. A criagdo de bovinos ¢ entdo substituida pela criagdo de ovinos e
caprinos, que possuem uma alimentacao mais rustica, forrageando plantulas rente ao solo, isso
acaba diminuindo o banco de sementes dos solos e, consequentemente, leva ao desaparecimento

do pasto (OLIVEIRA; SALES, 2015).

Na ocupagdo da area municipal, a pecudria representa a maior parcela (67.1%), a
producdo agricola representa 12.4% da ocupacdo e os 20.5% restantes sdo recobertos por matas
(OLIVEIRA; SALES, 2015). A agropecuaria ¢ uma das principais atividades econdmicas no
municipio (IPECE, 2017) e é realizada, em geral, de maneira extensiva e sem preocupagao com
0 manejo e conservacdo dos recursos, ultrapassando a capacidade suporte do solo. A principal
fonte de alimento para os rebanhos costuma ser o estrato herbaceo da vegetacdo de Caatinga, o

que contribui para a diminui¢do da cobertura vegetal no municipio (FUNCEME, 2015).

A existéncia de terras degradadas no municipio ¢ um fator ambiental extremamente
preocupante pois provoca forte impacto na economia local e, por consequéncia, gera diversos
problemas sociais, como: pobreza, é€xodo rural; inseguranga alimentar, impactos na
biodiversidade, ocasionando perda de habitat, além do desaparecimento de diversas espécies

(FUNCEME, 2015; SEYFFARTH; RODRIGUES, 2017).
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24. Bactérias promotoras de crescimento vegetal

Os solos s3o ambientes extremamente heterogéneos e possuem diversos parametros
dinamicos que podem afetar, direta ou indiretamente, o crescimento, a diversidade e a
sobrevivéncia de sua microbiota (TIMMUSK et al., 2011). Os microrganismos do solo sdo
essenciais na ciclagem e reposicdo de nutrientes e desempenham papel importante no
desenvolvimento de plantas, principalmente pela supressdo de doencas e promogdo do
crescimento vegetal (SOUTO, 2008; RASHID et al., 2016; SMALLA et al., 2001; MARRA,
2012). A relacao entre os microrganismos e as plantas € essencial para a transformacgao,
mobilizacao e solubilizacao de nutrientes que dispdem de estoque 1abil limitado nos solos e,
desta maneira, essa relagao é também fundamental na absor¢ao de nutrientes essenciais pelas
plantas (HAYAT et al., 2010).

Tendo em vista as inimeras propriedades dos microrganismos dos solos e,
sobretudo, das bactérias, uma grande variedade de cepas deste grupo vem sendo utilizadas na
forma de inoculantes em solos cultivaveis visando o aprimoramento da produgdo vegetal, seja
por melhorias na estrutura do solo, seja por beneficios diretos as plantas. Dentre os diversos
beneficios para a producdo vegetal promovidos por bactérias, destacam-se: fornecimento de
nutrientes; producdo de hormonios vegetais; agdo contra fitopatdgenos; melhorar a estrutura do
solo; bioacumulagdo ou lixiviagdo microbiana de inorganicos; tolerancia a salinidade e

biorremediacao de solos poluidos (HAYAT et al., 2010).

Espécies de Rhizobium, por exemplo, sdo utilizadas em todo o mundo para melhorar
o processo de fixagdo de nitrogénio em leguminosas; outros géneros como Azotobacter,
Azospirillum, Bacillus e Klebsiella spp sdo utilizadas em terras cultivaveis para aumentar a
produtividade de plantas; espécies de Bacillus e Paenibacillus capazes de solubilizar fosfatos

sdo empregadas em solos para melhorar o status de fosforo das plantas (HAYAT et al., 2010).

As bactérias capazes de promover o crescimento de plantas sio denominadas
Bactérias Promotoras de Crescimento Vegetal (BPCV) e estdo, geralmente, em intima
associagdo com as plantas. O grupo mais estudado de BPCV sdo as Rizobactérias Promotoras
de Crescimento de Vegetal (RPCV), que colonizam as superficies radiculares e a rizosfera.
Algumas RPCV podem, ainda, ter colonizagdo endofitica e habitar os tecidos internos das raizes

(COMPANT et al., 2005a; KLOEPPER et al., 1999).
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As BPCV podem promover o crescimento vegetal por mecanismos diretos ou
indiretos. Dentre os mecanismos diretos, destacam-se: solubilizacdo de fosfato; fixacdo de
nitrogénio; producdo de sider6éforos, amonio, vitaminas e fito hormonios (auxinas, citocininas,
giberelinas). Os mecanismos indiretos sdo os que ndo estdo diretamente envolvidos no
desenvolvimento ou crescimentos das plantas, mas podem induzir a sintese de diversos
compostos benéficos as plantas, como: atividade da ACC deaminase, produc¢do de antibidticos,
inducdo da resisténcia sistémica, dentre outros (SINGH, 2019). Algumas das fun¢des das BPCV

podem ser observadas na figura abaixo (Figura 5).

Figura 5 - Composto produzidos por Bactérias Promotoras de Crescimento Vegetal e suas

fungdes no desenvolvimento de plantas
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Fonte: Adaptado de Souza, Ambrosini e Passaglia (2015)

As mudangas climdticas, a expansao de terras degradadas e as preocupagdes com a
seguran¢a alimentar mundial clamam por um sistema de agricultura mais sustentavel. A
agricultura atual ¢ baseada principalmente no lucro e na maximiza¢ao da produgdo, havendo

pouca preocupacdo com o meio ambiente, com o manejo adequado dos solos ou com a
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seguranca alimentar de seus consumidores. O atual modelo de agronegocio utiliza em larga
escala fertilizantes quimicos, pesticidas e agrotoxicos, que causam grande impacto ambiental,
pois a eliminagao destes compostos gera, direta ou indiretamente, poluicao dos solos, ar e dgua
(SINGH, 2019). Além disso, o uso continuo de compostos quimicos afeta a microbiota livre do
solo e ocasiona desequilibrio no ecossistema. Desta forma, visando a diminui¢do do uso de
agrotoxicos e fertilizantes quimicos, produtos que utilizam o fator bioldgico como substituto
destas técnicas mais poluentes estdo ganhando espago. Estes produtos sdo mais sustentaveis e

mantém a diversidade microbiana nativa do solo (SINGH, 2019).

Os biofertilizantes de microrganismos sdo compostos por microrganismos vivos
imobilizados em substancias biodegradéveis e podem ser aplicados aos solos, sementes ou
superficies de plantas. Estes inoculantes buscam melhorar a fertilidade do solo ou produtividade
de cultivos de plantas, causando menos impactos que fertilizantes quimicos convencionais
(VESSEY, 2003; MAZID et al., 2011; MALUSA; RINZARI; CANFORA, 2016) (Figura 6).
Virios géneros de bactérias veem sendo empregados como biofertilizantes e classificados como
promotores de crescimento, a exemplo: Azotobacter, Bacillus, Klebsiella, Enterobacter,

Arthrobacter, Burkholderia, Pseudomonas, Serratia, etc (SINGH et al., 2019).
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Figura 6 - Beneficios da utilizacdo de biofertilizantes como alternativa aos fertilizantes

quimicos
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Fonte: Adaptado de SINGH, 2019.

Contudo, embora ja tenham sido reveladas as inumeras qualidades das BPCV para

os solos e para a cobertura vegetal, o emprego desses microrganismos, até entdo, vem sendo

explorado quase que exclusivamente pela industria agronomica em solos cultivaveis. O

potencial ecologico destes organismos para a restauracdo de areas degradadas, portanto, ainda

¢ pouco explorado.
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3. OBJETIVOS

3.1. Gerais

Analisar as varidveis quimicas de composi¢do dos solos e o perfil de atividades
metabolicas para promog¢do do crescimento vegetal dos isolados de bactérias de solos em 3
tratamentos distintos no nucleo de desertificacdo de Irauguba: solos de mata secundaria de
caatinga; solos de exclusdo de pastagem; solos em processo avancado de desertificagdo por
sobrepastejo, visando futuras aplicagdes dos isolados em bioinoculantes para o auxilio da

recuperagdo destes ambientes.

3.2. Especificos

3.2.1. Realizar analise quimica dos solos coletados;

3.2.2. Isolar e realizar a contagem de bactérias viaveis dos solos coletados;

3.2.3. Analisar o perfil de producao de atividades metabolicas produtoras de crescimento
vegetal dos isolados;

3.2.4. Selecionar isolados promissores para as atividades de promog¢ao de crescimento vegetal;

3.2.5. Identificar molecularmente e analisar a filogenia dos isolados promissores para que

possam ser utilizados na restauragdo das areas.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Coleta de solos e area de estudo

Os solos utilizados para este trabalho foram coletados em maio de 2018 em areas
da fazenda Aroeira, localizada no municipio de Irauguba, Ceara, Brasil (3.7476° S, 39.7827°
0). O municipio situa-se a cerca de 154 km de Fortaleza, capital do Estado do Ceara. O clima
de Iraucuba ¢ classificado, segundo a classificagdo de Képpen, como tropical quente semidrido
(BSw’h’), atingindo temperaturas médias anuais que variam entre 26°C a 28 °C (IPECE, 2017).
A precipitagao anual média no municipio ¢ de cerca de 515.4 mm, com chuvas concentradas
nos meses de janeiro a abril (FUNCEME, 2020). A precipitagdo no més da coleta atingiu a
maxima de 100mm e média de 88,8mm (FUNCEME, 2020) (Figura 7). A vegetagdo de
Caatinga ¢ predominante no municipio, embora a vegetagdo nativa se encontre em estado
bastante degradado (FUNCEME, 2015). O Centro de Gestdo e Estudos Estratégicos - GGEE
(2016), destaca Irauguba como um dos ntcleos de desertificagdo mais graves do pais e a area

em processo de desertificagdo mais avangado do Ceara.

Figura 7 - Precipitacdo média no ano e més de coleta.
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A seta indica 0 més em que a coleta foi realizada. A linha horizontal indica a precipitacdo média para o ano de
2018.
Fonte: Elaborada pelo autor a partir de dados da FUNCEME.

As amostras de solo foram coletadas em cinco paisagens distintas da fazenda, sendo
elas: a) duas areas em processo de recuperacao natural, cercadas em um sistema de exclusao de
pastagem (ou pousio) ha 18 anos e que integram um sistema de areas-piloto desenvolvido no

ano de 2000 (OLIVEIRA; SALES, 2015); b) duas areas de sobrepastejo, representando uma



32

Caatinga em processo de desertificagdo, localizadas ao lado de cada uma das areas de pousio;

e ¢) uma area de mata secundaria, situada nas proximidades da area de pousio 3 (Figura 8).

Figura 8 - Aspecto das éareas de coleta do solo

/
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Fonte: Elaborada pela autora.

As duas areas de exclusao de pastagem estdo distantes 2.4 km entre si e receberam
classificagdes genéricas, correspondendo as numeracdes 1 (3°47°23.49”S; 39°47°51.88”W) e 3
(3°46°51.89”S; 39°49°2.38”W) (Figura 9). As coletas para as areas de deserto foram guiadas
pela localizacdo das areas de exclusdo de pastagem, desta forma, os solos de sobrepastagem

foram coletados em areas diretamente ao lado das areas 1 e 3 cercadas pelo pousio.
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Figura 9 - Localizagdo das areas de exclusdo de pastagem, sobrepastagem e caatinga nativa da

fazendo Aroeira
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Fonte: Fabiano Fontenele

Cada uma das areas (nativa, exclusdo de pastagem e sobrepastejo) foi subdividida
em 3 pontos aleatorios de amostragem. A coleta foi realizada em triplicata para cada ponto de
amostragem em uma profundidade de 0-20 cm do solo, resultando, portanto, em 9 amostras de
solo por area. Os solos foram armazenados em tubos falcons estéreis para analises
microbioldgicas; em eppendorfs estéreis para analises moleculares; e em sacolas plasticas para
analises quimicas dos solos.

As amostras foram, entdo, levadas ao Laboratorio de Ecologia Microbiana e
Biotecnologia (LemBiotech), localizado no Departamento de Biologia da Universidade Federal
do Ceard (Av. Mister Hull, s/n - Pici - CEP 60455-760 - Fortaleza — CE). Os solos das sacolas
plasticas foram peneirados em malha de 2 mm para homogeneizacdo e posteriormente
armazenados em temperatura ambiente. Os solos dos frascos estéreis foram armazenados a 4

°C para as analises microbiologicas.
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4.2.  Caracterizac¢io quimica do solo

As amostras de solo foram submetidas a analises quimicas apds terem sido secadas
ao ar, em temperatura ambiente, ¢ peneiradas em malha de 2 mm. As analises quimicas
seguiram os protocolos de Donagema et al. (2011). O pH dos solos foi medido por
potenciometria com suspensdo do solo em agua (1:2.5). A condutividade elétrica (CE) foi
aferida através de um medidor de condutividade elétrica pelo extrato obtido na pasta de
saturagdio. Para quantificar os teores de Ca?* e Mg?*, uma solugio de KCI1 (1M) foi utilizada
para extrair os cations, que foram entdo quantificados por espectrometria de absor¢ao atomica.
O sodio trocavel (Na") e o potassio (K*) foram extraidos por solug¢io de Mehlich (0.05 mol L™!
HCL + 0.012 mol L! H,SO4) e quantificados por fotometria de chama, enquanto o fésforo (P)
disponivel foi também extraido pela solucdo de Mehlich, mas quantificado por colorimetria. O
aluminio trocavel (AI*") foi obtido por extragdo com solucdo de KCI (1 mol!) e determinado
com solugido de NaOH (0.025 mol L). A acidez potencial (H + Al) foi extraida com uma
solugdo de acetato de calcio de pH 7 e determinada por titulagdo. A soma das bases (SB) foi
calculada pela soma dos valores de Ca?*, Mg?*, K * e Na *; e a capacidade total de troca
cationica (T) foi calculada pela soma de SB a acidez potencial (H + Al). Desta forma, a
saturagdo da base (V%) foi calculada através da formula: (SBx100) /T. A saturagdo de aluminio
(m%) foi determinada através do célculo: AP x 100 / SB + AP*. A porcentagem de sédio
trocavel (PST) foi calculada multiplicando-se Na" por 100 e entdo dividindo o valor por T. A
determinagdo do C (carbono organico total) se deu através do método de via timida (K>Cr20O7)
na presenca de acido sulfurico (H2SO4). Para quantificar o teor de N (nitrogénio total), utilizou-

se o método semi-micro Kjeldahl. A relacdo C/N foi obtida através da razao C/N.
4.3. Isolamento e estocagem das culturas bacterianas

Cada amostra de solo foi diluida em solu¢ao de NaCl 0.9% na proporg¢ao de 25 g
de solo para 225 ml de salina e homogeneizadas em shaker a 150 rpm por 1 hora. A partir dessa
diluigdo inicial foram preparadas diluicdes decimais sucessivas até 10, que foram, entio,
submetidas a técnica de spread plate e plaqueadas, em duplicata, em meio PCA (Count Plate
Agar) diluido 10 vezes da concentragdo padrdo. A diluicdo do meio de cultura foi realizada no
intuito de simular a baixa disponibilidade de nutrientes da Caatinga, além de evitar a
sobreposicdo de isolados com crescimento rapido sobre os com crescimento lento.

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

incubacado, foi realizada a contagem de viaveis. As placas submetidas & contagem foram
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analisadas, por area, buscando selecionar todos os diferentes morfotipos para o isolamento. Os
isolados foram armazenados em tubos criogénicos nos freezers de — 80 °C e — 20 °C em meio
TGE diluido com adigao de glicerol (1:4).

As colecdes receberam nomeagdes genéricas: BNIRA (bactérias isoladas de area de
caatinga nativa de Irauguba); BEIRA (bactéria isolada de area de exclusdo de pastagem);

BDIRA (bactéria isolada de area em desertificacao).

4.4. Ensaio de fixacdo de nitrogénio

O ensaio utilizou como base o protocolo de Sperotto (2014). As bactérias foram
inoculadas em meio semissolido e livre de nitrogénio, composto por: 100 g de sacarose; 0.2 g
de KoHPOgs; 0.6 g KH2PO4; 0.2 g de MgSO4.7H20; 0.02 g de CaCl.2H2O; 0.002 g de
NaxMo004.2H>0; 5 ml de azul de bromotimol (5 g.L. ! em 0.2 M KOH); 0.01g de FeCl3.6H>O
e 1.8g de agar; o pH foi ajustado para 5.5 utilizando 4cido acético glacial e o volume completado
para 1L. Esta solu¢do foi fundida em chapa de aquecimento para homogeneizacao do agar, em
seguida, foram pipetados 3mL do meio de cultura por tubo de ensaio e, estes, autoclavados

(121°C por 15 minutos).

Os microrganismos foram inoculados em triplicata e camada alta com auxilio de
uma agulha de inoculagdo. A leitura positiva dos resultados era observada caso houvesse

crescimento da bactéria no tubo apds 3 dias de incubagao.

4.5. Ensaio de halotoleriancia

Foram utilizadas microplacas de 96 pocos estéreis para realizagdo dos testes. Os
meios salinos foram compostos pelo meio de cultura TGE diluido 10 vezes de sua concentragdo
padrao (Triptona 0.05g; Glicose 0.01g; Extrato de levedura 0.025g, para cada 100mL de agua
destilada) com adicdo de diferentes volumes de cloreto de s6dio, de modo que as concentragdes

de sal no volume final da solu¢do foram: 0.9%; 2%; 4%; 6%; 8%:; ¢ 10%.

Em cada pogo das microplacas estéreis, foram pipetados 150 uL de caldo TGE
diluido 10 vezes com as diferentes concentragdes de sal (NaCl), de modo que cada linha da
placa correspondia a uma concentracao distinta de sal, sendo a primeira linha correspondente a

concentracdo de 0.9% e a tltima correspondente a concentragao de 10%. Em seguida, foram
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adicionados 10 pL de cultura bacteriana por poco. Cada isolado foi cultivado em todas as
diferentes concentragdes de sal e em triplicata, assim, uma mesma bactéria era cultivada em 3
colunas sucessivas. As culturas foram previamente padronizadas em espectrofotometro para
uma absorbancia de 0.2 A a 600 nm. A leitura das placas foi realizada nos tempos de 0 h e 24
h (incubadas a 37 °C) em leitora de microplacas. Os pogos controles ndo foram inoculados com

as bactérias (Figura 10).

Figura 10 - Esquema de organizagao da microplacas de 96 pogos para inoculgdo do teste de

halororancia
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Fonte: elaborado pela autora

4.6. Selecao dos isolados promissores

Apos os resultados do ensaio de producdo de siderdforos e de solubilizagcao de
fosfato, previamente conduzidos por Andrade (2019), e dos ensaios de fixa¢ao de nitrogénio e
halotolerancia, conduzidos neste trabalho, os isolados que mostraram melhores desempenhos

foram selecionados para identificagao molecular.

4.6.1. Extracdo de DNA

Dois métodos de extragdo de DNA gendmico foram aplicados aos isolados: o

método de extragdo por CTAB 2x (WARNER, 1996) e 0 método de termolise adaptado de SA
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et al., (2013). Todos os isolados promissores foram submetidos a0 método de extra¢do por
termolise, porém, os isolados cujas extragdes ndo renderam uma boa concentragdo de DNA
foram submetidos a extracao pelo protocolo de CTAB 2x.

O método de termolise tem como objetivo a extracdo de DNA pela quebra das
paredes e membranas por choque térmico. Os isolados foram cultivados em placas com ATGE
diluido 10x e incubados por 24 horas. Apds o crescimento, uma coldnia pura foi diluida em 400
uL de agua ultrapura estéril em microtubos de 1.5 mL e homogeneizadas em vortex. Os
microtubos foram levados ao banho seco a 99 °C por 11 min, e posteriormente, ao freezer a —
80 °C por 4 minutos. Decorridos os 4 minutos, os microtubos foram centrifugados a 12.000
rpm por 5 min. O sobrenadante contendo o DNA foi recolhido e sua qualidade analisada em
espectrofotometro Nanodrop ND100 (Nanodrop, Wilmington, DE, EUA).

O método de CTAB 2x tem por objetivo a extragdo do DNA gendmico pela quebra
da parede celular e membrana plasmatica pelo Brometo de cetiltrimetil aménio (CTAB). Uma
coldnia de células pura foi diluida em 600 pl de agua ultra pura estéril e a esta solugdo foram
adicionados 600 pl do tampao de extragdo CTAB 2X pré aquecido a 60 °C em banho maria. A
solucdo foi homogeneizada por inversdo e incubada overnight em banho-maria a 60 °C.

No dia seguinte, adicionou-se 600 ul de cloroférmio-alcool isoamilico 24:1 aos
tubos, que foram homogeneizados por inversdo até a formagao de emulsdo e centrifugados por
10 minutos a 12.000 rpm. Apds a centrifugacdo, a fase aquosa (superior) foi coletada e
transferida para novos tubos. Foram adicionados cerca de % do volume coletado de isopropanol
100%. Novamente os tubos foram homogeneizados por inversao e centrifugados por 10 minutos
a 12.000 rpm. O sobrenadante foi descartado e, ao precipitado, adicionado 500 ul de etanol
70% gelado, homogeneizando com o auxilio de ponteira. O tubo foi levado a centrifuga por 5
minutos a 12.000 rpm e o sobrenadante descartado. Os tubos ficaram abertos em temperatura
ambiente por cerca de 10 minutos ou até todo o etanol evaporar. Apos o etanol ter sido
completamente evaporado, o DNA foi ressuspenso em 30 pl de tampao Tris-HCI. A qualidade
do DNA foi avaliada pela leitura da amostra em Nanodrop ND100 (Nanodrop, Wilmington,
DE, EUA).

4.6.2. Amplificacdo do gene ribossomal 16s

Para a amplificagdo do gene 16S do rRNA foram utilizados os primers 27F

(5’AGAGTTTGATCMTGGCTCAG - 3’) e 1525R (5’- AAGGAGGTGATCCAGCC - 3°)
(WAWRIK et al., 2005). A PCR foi realizada em termocilador Eppendorf Mastercycler
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(Epperndorf, Hamburgo, Alemanha), ajustado para programacao de: 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 e 30 segs. A reagdo foi
ajustada para um volume final de 75 pL, sendo utilizados a seguinte concentragao para cada
reagente: 0.5 uM de cada iniciador, 1X de tampao GoTaq (Promega, EUA), 3.0 mM de cloreto
de magnésio (MgCly), 0.2 mM de dNTPs, 1U de DNA polimerase, 10 ng de DNA; o volume
de 75 pL foi completado com agua para PCR.

O resultado da amplificagdo e o tamanho da sequéncia de interesse foi analisado
através da eletroforese em gel de agarose 1% (m/v), corado por SYBR® safe. O gel corado e
contendo as amostras foi corrido em tampao Tris Acetato EDTA (TAE) 0,5x (200 mM de Tris
base, 100 mM de acido acético glacial, 5 mM de EDTA e pH 8.0) por 25 minutos a 100 V e 80
mA. Apos a corrida, o gel foi exposto a luz ultravioleta e observado em fotodocumentador. Foi
utilizado um marcador de peso molecular de 1kb para comparagdo e a amplificagdao foi

confirmada com a presenca de bandas na regido aproximada 1500 pb.

4.6.3. Purificacdo do DNA

Os produtos de PCR foram purificados com acetato de potéssio e alcool. Para tanto,
os produtos foram diluidos para uma concentracdo de 0.3 M pela adi¢do de uma solugdo de
acetato de potassio 3 M (pH 5.5) e de 2 volumes de uma solugdo de etanol 100%. Os tubos
foram homogeneizados por inversao e armazenados em freezer a — 80 °C por 10 minutos. Em
seguida, as solugdes foram centrifugadas a 14000 G por 15 minutos a 4°C e, apds centrifugadas,
os sobrenadantes foram descartados. O precipitado foi lavado e homogeneizado por inversao
com alcool 70% gelado e novamente centrifugado, desta vez por 5 min a 14000 G a 4°C. O
sobrenadante foi descartado e os tubos foram abertos até a evaporagdo total do alcool. Apds
evaporagdo, o DNA purificado foi diluido em 30 pL de agua ultrapura estéril. O resultado da

purificacdo foi avaliado pela leitura em Nanodrop ND100 (Nanodrop, Wilmington, DE, EUA).

4.6.4. Analise das sequéncias e identifica¢do molecular

O sequenciamento do DNA foi realizado pela empresa Macrogen
(www.macrogen.com), através do método de SANGER, utilizando os iniciadores 518F (5°-
CCAGCAGCCGCGGTAATACG-3") e 800R (5’-TACCAGGGTATCTAATCC -3°).

O tratamento e edi¢ao das sequéncias se deu por meio do software Geneious version

10.2 (www.geneious.com). Apoés tratada, a sequéncia contig obtida de cada amostra foi usada
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para a identificagdo molecular por meio da ferramenta de busca e alinhamento local Basic Local
Alignment Search Tool — BLAST, utilizando o banco de dados do NCBI (ALTSCHUL, 1990)
nucleotide collection. Os isolados que obtiveram hit com géneros de bactérias com identidade
maior que 97% foram considerados pertencentes a esse género e as espécies com maior

identidade, cobertura e nimero de hits com os isolados, foram consideradas similares.

4.7. Analise filogenética dos isolados sequenciados

A arvore filogenética foi construida através do software Geneious version 10.2. O
alinhamento multiplo das sequéncias foi realizado com auxilio da ferramenta MAFFT v7.450
usando o algoritmo G-INS-i (KATOH; STANDLEY, 2013; KATOH et al., 2002). O
alinhamento multiplo utilizou 12 sequéncias dos genes rRNA 16S dos isolados promissores e
sequéncias do mesmo gene de 21 outras cepas que apresentaram maior hit com as promissoras
no banco de dados do NCBI nucleotide collection (ALTSCHUL, 1990). Desta forma, a arvore
filogenética de consenso foi construida usando o método de agrupamento de Neighbor-Joining
(SAITOU; NEI, 1987) e para o calculo das distancias evolutivas foi utilizado o modelo de
Jukes-Cantor (JUKES; CANTOR, 1969). A estabilidade dos clados gerados foi avaliada pelo
teste de bootstrap (FELSENSTEIN, 1985) com 1000 reamostragens € com ponto de corte do
valor de bootstrap ajustado para 75. Como grupo externo foi escolhida a espécie de Azospirillum
lipoferum (LN874293.1), uma vez que a classe Alphaproteobacteria constitui um grupo
ancestral das classes Gammaproteobacteria e Betaproteobacteria, classes das quais os isolados

pertencem (MADIGAN et al., 2016).

4.8. Analises estatisticas

Todas as analises estatisticas foram realizadas no programa RStudio 1.3.1 (RStudio,
PBC, Boston, MA URL http://www.rstudio.com/). Para testar de homogeneidade e
normalidade das amostras, aplicou-se o teste de Bartlett e Shapiro-wilk, respectivamente. As
analises de varidncia dos atributos dos solos foram realizadas utilizando o teste de ANOVA
com pos teste de Tukey, considerando p<0.05. Para comparacao das médias das atividades de
promocao de crescimento vegetal entre os isolados foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis com
pos teste de Dunn, considerando p<(0.05. A comparacao entre a quantidade total de isolados
positivos por area foi avaliada a partir do teste exato de Fisher, mais uma vez utilizando o valor
de p<0.05. Os graficos foram construidos com auxilio do programa Graphpad Prism 6.0,

enquanto as tabelas foram construidas no programa Microsoft Excel.


http://www.rstudio.com/
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5. RESULTADOS

As variaveis pH, Ca*", Mg*", K* e acidez potencial (H + Al) ndo apresentaram
diferencas significativas entre as amostras (p<0.05 pelo teste de Tukey). Em relacdo as
variaveis satura¢ao por aluminio (m%), carbono total (C) e condutividade elétrica (CE), houve
uma aproximagao das condi¢des das areas de exclusdo de pastagem com a de caatinga nativa,
ao passo que as areas de sobrepastejo apresentaram os maiores valores de saturagcdo por
aluminio e condutividade elétrica e os menores valores de carbono total (Tabela 3).

A area de exclusao de pastagem mostrou os teores mais elevados de soma de bases
(SB) e de capacidade de troca de cation (T). Os solos de sobrepastejo apresentaram os maiores
valores de Na*, porcentagem de sdédio trocavel (PST) e Al**. Comparativamente, os solos de
exclusio de pastagem apresentaram os teores mais baixos de AI*", enquanto a 4rea de vegetacio
nativa permaneceu com os menores valores para Na“ e PST.

Os valores da fragdo C/N, de fosforo (P) e de saturagdo de bases (V%) nao
apresentaram significancia para os tratamentos. Além disso, os maiores valores de nitrogénio

total (N) foram encontrados no pousio e os menores foram encontrados na area de sobrepastejo.

Tabela 3 - Analise quimicas da camada 0-20cm dos solos coletados

Tratamentos

Caatinga nativa Exclusdo de pastagem Sobrepastejo
pH 4.40%0.00? 4.88%1.05% 4.37%0.272
CE 0.30%0.08" 0.30*0.10° 0.79%0.10°
Ca®" 3.37%1.422 4,423,942 1.87%0.632
Mgt 1.9740.76 2.631.07° 1.57%0.66
Na' 0.15%0.04° 0.26*0.072 0.350.282
K* 0.180.032 0.21%0.08? 0.14%0.042
H+Al  2.75%0.47° 2.81%1.232 2.20%0.50?
A" 0.20%0.09° 0.27*0.14° 0.56%0.30°
SB 5.63%2.02% 7.52*1.00? 3.92%1.44°
T 8.40%2.012 10.30*1.682 6.131.27°
V% 66.33*8.39" 68.33*15.00" 62.17512.86™
m% 4.33*2.89° 5.00%3.74° 14.50%1.89*
PST 2.00%1.00° 3.00%1.412® 5.33%1.39°
C 5.39%1.022 6.471.65 3.77%0.61°
N 0.55%0.13% 0.69*0.132 0.38*0.06°
C/N 10.00*0.00" 9.83%0.41" 10.00*0.00"
P 19.00%1.00" 130.00%200.00" 24.83%15.55™

M¢édias representadas pela mesma letra, ndo diferiram significativamente (p<0.05, teste Tukey); ms: nado
significativo. ParAmetros: pH: Potencial hidrogenionico; CE: Condutividade Elétrica (dS m™); Ca?* : Cilcio
(cmolc kg™ ); Mg?* : Magnésio (cmol. kg'); Na* : Sodio (cmol. kg!); K * : Potéssio (cmol. kg!); H+Al: Acidez
potencial (cmol. kg!); AP : Aluminio (cmol. kg™ ); SB: Soma de bases (cmol. kg™!); T: Capacidade de troca de
cations total (cmol. kg!), V%: Taxa de satura¢io de bases; m%: Taxa de satura¢do por aluminio; PST: Percentual
de sodio trocavel (%); C: Carbono organico (g kg™!); N: Nitrogénio total (g kg!); P: Fosforo disponivel (mg kg™)
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Ao todo foram isoladas 125 bactérias dos solos das trés areas, originando uma
cole¢do com 29 isolados de solo nativo ou de mata secundaria (colecdo BNIRA); 40 isolados
de solos de exclusdao de pastagem ou pousio (colecdo BEIRA) e 56 isolados de solos de
sobrepastagem ou areas em desertificagdo (colegdo BDIRA). Todos os isolados foram
previamente avaliados por Andrade (2019) quanto a solubilizag¢do de fosfato e 69 deles foram
testados para verificar a produgao de sider6foros. Dentre os isolados positivos para essas duas
caracteristicas, 17 isolados da colecao BNIRA, 18 de BEIRA ¢ 16 de BDIRA foram avaliados
quanto a fixa¢ao de nitrogénio e halotoleranacia neste trabalho, totalizando 51 isolados. A

tabela 4 compila os resultados das atividades realizadas nesse estudo e por Andrade (2019).

Pelo menos 60% dos isolados testados para fixa¢do de nitrogénio apresentaram
resultado positivo, no entanto, ndo houve diferencas significativas através do teste exato de
Fisher capaz de diferenciar o perfil das trés areas para este ensaio. Em relacdo a tolerancia
salina, também nao houve diferencas significativas entre os perfis de tolerancia capaz de

diferenciar as areas (p>0.05) pelo teste Kruskal-Wallis com pos teste de Dunn (Tabela 4).

Tabela 4 — Analise estatistica das atividades de promoc¢ao de crescimento vegetal para as trés

colegdes
Positivos ' Positivos . Positivos .
Meédia para Média para Meédia
Cole¢ao . para IS solubilizacdo IS fixacdo de  halotolerancia
sider6foros . . . o
(%) sider6foros de fosfato fosfato nitrogénio (%)
(%) (%)

BNIRA 54.54° 2.9+ 3.1%® 55.2* 2.2 £0.9%¢ 70.6* 5.625+2.5°
BEIRA 552 3.04+1.342 32.5° 2.6+1.5° 61.1° 4.8+2.4°
BDIRA 51.8° 1.26+0.18° 12.5¢ 1.8+0.7¢ 75° 4.8+2.5°

Fonte: elaborado pela autora.

Meédias representadas pela mesma letra ndo se distinguiram significativamente pelo teste de Kruskal-Wallis com
pos teste de Dunn (p<0.05); os positivos para siderdforos, solubilizagdo de fosfato e fixagdo de nitrogénio (%)
foram avaliados pelo teste exato de Fisher, letras iguais representam (p<0.05) para o teste. IS = indice de
solubilizagdo. Os dois indices de solubiliza¢do foram calculados através da formula: dm do halo (mm)/dm da
coldnia (mm).

BNIRA - bactérias de solos de area nativa; BDIRA - bactérias de solos de areas em desertificagdo; BEIRA -
bactérias de solos de areas de exclusdo de pastagem.

Ressalte-se que alguns isolados da area nativa cresceram em concentragdes mais
altas de NaCl (4%, 6% e 8%), sendo que um isolado cresceu em meio contendo 10% de NaCl.
Da area de exclusdo de pastagem, 12, 7 e 4 isolados cresceram a 4%, 6% e 8% de concentracao
de NaCl no meio, respectivamente; e da area de sobrepastejo, 10, 7 e 4 isolados cresceram a

4%, 6% e 8% de concentracdo de NaCl, respectivamente (Figura 11).
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Figura 11 - Perfil de tolerancia ao sal das trés diferentes colegdes de bactarias.
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Fonte: elaborada pela autora.

Cada ponto representa um diferente isolado testado.

BNIRA - bactérias de solos de area nativa; BDIRA - bactérias de solos de areas em desertificacdo; BEIRA -
bactérias de solos de areas de exclusdo de pastagem.

Os isolados que apresentaram pelo menos uma caracteristica positiva para producao de
sideroforos, solubilizacdo de fosfato ou fixacdo de nitrogénio foram agrupados em graficos de

presenca/auséncia (Figura 12) para facilitar a comparagao entre eles.

Figura 12 — Perfil de isolados das colecdes BNIRA, BEIRA e BDIRA quanto a produ¢do de

sideroforos, solubilizagdo de fosfato e fixagdo de nitrogénio

a)
Sideréforos
Solubilizagao de fosfato

Fixacao de Nitrogénio

b)

Sideréforos

Solubilizagao de fosfato

Fixagao de Nitrogénio

Sideréforos
Solubilizagdo de fosfato

Fixagao de Nitrogénio

Fonte: elaborada pela autora

Quadrados pretos = positivo; quadrados brancos = negativo; a) colecdo de area nativa, b) colecdo de area de
exclusdo de pastagem, c) colecdo de area em desertificagdo. BN - bactérias de solos de area nativa; BD - bactérias
de solos de areas em desertificag@o; BE - bactérias de solos de areas de exclusdo de pastagem.
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Assim, doze dos cinquenta e dois isolados submetidos aos ensaios de solubilizagdo
de fosfato, produ¢do de siderdforos e fixacao de nitrogénio apresentaram resultados positivos
para os trés testes: oito da area nativa, dois das areas de sobrepastagem e trés das areas de
exclusao de pastagem (Tabela 5). Em adi¢do, quatro isolados (BEIRA 19; 21e 29; e BNIRA
25) foram considerados promissores por apresentarem excelentes indices de producdo de

sider6foros e/ou solubilizacao de fosfato.

Tabela 5 - Isolados com resultados mais promissores para fixagdo de nitrogénio, solubilizagao

de fosfato, producao de siderdforos e halotolerancia

Isolados . IS ,de IS de fosfato Fl‘xag:a? (!e Halotolerancia
Sideroforos Nitrogénio
BEIRA 2 >4 2.7 + 8%
BEIRA 3 >4 2 + 8%
BEIRA 12 4.5 4.5 + 4%
BNIRA 1 1.4 2 + 6%
BNIRA 10 1.2 1.6 + 6%
BNIRA 11 1.08 2 + 6%
BNIRA 16 1.06 2.4 + 8%
BNIRA 18 1.2 2 + 6%
BNIRA 32 10.8 1.5 + 8%
BNIRA 34 2 1.5 + 4%
BDIRA 10 1.08 1.3 + 6%
BDIRA 60 1.3 1.75 + 2%
BEIRA 19 - 3.5 + 6%
BEIRA 21 >4 2 - 8%
BEIRA 29 >4 4 - 6%
BNIRA 25 6.8 2 - 4%

Fonte: Elaborado pela autora

BNIRA - bactérias de solos de area nativa; BDIRA - bactérias de solos de areas em desertificagdo; BEIRA -
bactérias de solos de areas de exclusao de pastagem.

IS = indice de solubilizagdo. Os dois indices de solubilizagdo foram calculados através da formula: dm do halo

(mm)/dm da colénia (mm). (+): positivo; (-): negativo.

O resultado da identificagao molecular dos isolados mais promissores esta mostrado
na tabela 6. Todos os isolados pertencem ao filo Proteobacteria e as classes Betaproteobacteria
ou Gammaproteobacteria. As sequéncias obtidas para os isolados BEIRA 02; BEIRA 03;
BNIRA 34 e BDIRA 10 nao apresentaram qualidade suficiente para permitir a identificagdo. A

figura 13 destaca a filogenia dos isolados.
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Tabela 6 - Identificagdo molecular dos isolados promissores baseado nas sequéncias de gene

codificador para o RNA ribosomal 16S

Isolados Filo Classe Identificacao Taal)zl)lho
BEIRA 12 Burkholderia sp. 985pb
BDIRA 60 Betaproteobacteria = Burkholderia sp.  1050pb
BNIRA 25 Burkholderia sp.  1333pb
BEIRA 19 Enterobacter sp.  1499pb

BEIRA 21 Enterobacter sp.  1081pb
BEIRA 29 Proteobacteria Enterobacter sp.  1272pb
BNIRA 16 Klebsiella sp. 1346pb
BNIRA 18 Klebsiella sp. 1454pb
BNIRA 32 Klebsiella sp. 984pb
BNIRA 1 1016pb
BNIRA 10 1058pb
BNIRA 11 1091pb
BEIRA 2 NI NI NI NI
BEIRA 3 NI NI NI NI
BNIRA 34 NI NI NI NI
BDIRA 10 NI NI NI NI

Fonte: elaborado pela autora.
BNIRA - bactérias de solos de area nativa; BDIRA - bactérias de solos de areas de desertificacdo; BEIRA -
bactérias de solos de areas de exclusdo de pastagem. NI — ndo identificada. pb = pares de base.
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Figura 13 - Arvore filogenética dos isolados promissores para os testes de promotores de

crescimento avaliados neste estudo
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Azospirillum lipoferum (LN874293.1) - outgroup
Burkholderia seminalis(MK139542.1)
Burkholderia contaminans (MT565306.1)
Burkholderia territorii (MN540845.1)
Burkholderia ubonensis(MK496511.1)
Burkholderia cenocepacia(LC515216.1)
Burkholderia metallica (LN890069.1)

BNIRA 25

BEIRA 12

Burkholderia anthina (MK949094.1)
Paraburkholderia sp. (MT269305.1)

Burkholderia phenoliruptrix (KM019843.1)
Burkholderia cepacia (F)025134.1)

BDIRA 60

Serratia surfatantfaciens (NR169468.1)

Serratia marcescens (MT645673.1)

Serratia nematodiphila (M1256306.1)

Serratia marcescens subsp. marcescens(MN733087.1)
Serratia marcescens subsp. sakuensis(MT071373.1)
BNIRA 11

BNIRA 10
BNIRA 01
Klebsiella aerogenes(MH100730.1)

BNIRA 18

BNIRA 32

Enterobacter cloacae(KC990822.1)

Enterobacter cloacae subsp. dissolvens(MH470270.1)
BEIRA 29

BEIRA 19

BEIRA 21

Klebsiella quasipnenmoniae (KU359264.1)

Klebsiella pneumoniae (MT781409.1)

BNIRA 16

O método de agrupamento de Neighbor-Joining foi utilizado para construg@o da arvore. A analise de confianga da
filogenia foi avaliada pelo teste de bootstrap (1000 repeti¢des). As distancias evolutivas foram calculadas a partir
do método de Jukes e Cantor. A arvore gerada é uma arvore de consenso com ponto de corte do valor de bootstrap
de 75, os codigos entre parénteses representam os nimeros de acessos no Genbank. A analise envolveu 33
sequéncias de nucleotideos (com as sequéncias dos isolados inclusas) e foram conduzidas no software Geneious

R10.2.
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6. DISCUSSAO

Os indicadores de qualidade do solo avaliados neste estudo apontam um severo
prejuizo provocado pelo sobrepastejo e demonstram a eficicia da técnica de exclusdo de

pastagem para a recuperacao destes solos.

A diferenca mais marcante entre as areas de sobrepastejo e exclusao de pastagem
foi a reducdo do carbono organico. Esta reducdo pode ser justificada pela diminui¢do da
cobertura vegetal em virtude do pastejo excessivo, onde o rebanho forrageia intensamente as
plantulas e o banco de sementes do solo (OLIVEIRA; SALES, 2015). Desta forma, os solos se
tornam mais expostos e suscetiveis a erosao eolica e hidrica, reduzindo ainda mais os contetidos
de carbono organico e, consequentemente, de matéria organica (ALBALADEJO, 1998;
MARTINS et al., 2019; ZHANG et al., 2011). A matéria organica do solo depende fortemente
da presenca das espécies vegetais (MUREVA et al., 2018), portanto, uma vez que a exclusdao
de pastagem contribui para o aumento da biomassa vegetal por meio do isolamento e da
auséncia de predagdo direta, hda aumento das taxas de carbono organico, fertilidade e

disponibilidade de nutrientes nestas areas.

Além de impulsionar o teor de carbono orgéanico dos solos, a area de exclusdao
apresentou também os maiores valores da capacidade de troca de cations total do solo (T). Essa
caracteristica se relaciona com a capacidade de liberagdo de nutrientes, que podem ser benéficos
e favorecer a fertilidade dos solos (RONQUIM, 2010). Nos solos avaliados a T esta
majoritariamente ocupada por cations essenciais e benéficos para a nutri¢do das plantas, como
o Ca?", K" e Mg?*, portanto, o aumento dos valores T nos solos em sistema de pousio representa

uma grande vantagem da técnica e indica sua eficicia na recuperagdo destes solos.

O pH se manteve baixo, caracterizando um solo acido e improprio para o
crescimento de uma grande quantidade de culturas vegetais, e ndo variou entre as areas
analisadas. A estabilidade do pH independentemente da area pode ser justificada pois os
elementos responsaveis pela flutuagio de pH (Ca**, Mg?*, K*) e a capacidade tamponante (H +
Al) também ndo apresentaram diferencas estatisticamente significativas entre as 3 4reas
(RONQUIM, 2010). Embora ndo haja diferengas entre os cations benéficos (Ca’*, Mg*",

13" e de saturagdo por aluminio (m%)

K") nos solos avaliados, ha um aumento nos teores de A
nas areas de sobrepastejo, ao passo que a exclusdo de pastagem promove uma reducdo

significativa destes pardmetros deletérios (~48%; ~34%, respectivamente). O aluminio € um
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elemento toxico para o solos, bem como para diversas espécies de plantas; a toxicidade por este
elemento pode tornar as plantas mais suscetiveis a patdégenos, além de reduzir o
desenvolvimento radicular das plantas e afetar a absor¢ao de nutrientes e a fixagao biologica de
nitrogénio (CARDOSO; ANDREOTE, 2016). O baixo pH nestes solos implica em efeitos
negativos para a fertilidade e para a atividade dos microrganismos, principalmente por ser

acompanhado da presenga de aluminio trocavel toxico e do alto indice de saturagdo de aluminio.

Além de apresentar problemas relacionados aos teores de aluminio, os solos
apresentam também problemas referentes a salinidade, embora nenhum destes solos sejam
propriamente classificados como solos salinos por ndo atenderem aos critérios: condutividade

elétrica (CE) >4 e potencial de sodio trocavel (PST) >15 (PREZOTTI; GUARCONI, 2013).

Neste contexto, os solos de sobrepastejo apresentaram o pior cenario para as
varidveis relacionadas a salinidade: CE, PST e teor de Na®. Os melhores resultados para Na*
foram observados na area de exclusdo de pastagem, cujos valores foram os mais baixos. O
excesso de ions sédio € toxico ao solo e as plantas. A acumulacdo destes ions nos tecidos
vegetais pode inibir a fotossintese e aumentar a producdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS), podendo provocar mutagdes na planta, culminando na degradagdo de proteinas e
problemas na membrana celular (NUMAN et al., 2018). Ademais, o s6dio pode diminuir o
potencial hidrico do solo e culminar na sua desestruturacdo, o que ocasiona problemas de
compactagdo, limitacdo do movimento da dgua e no desenvolvimento radicular (PEREZ-

MARIN, 2012).

A exclusdo de pastagem foi responsavel por significativos aumentos nos teores de
carbono total e nitrogénio total do solo. O carbono constitui grande parte da matéria organica
do solo e ¢ o elemento de maior demanda para a formacdo de novas células, portanto ¢
extremamente necessario para a nutricdo de plantas, animais e microrganismos dos solos. O
nitrogénio ¢ um elemento vital para qualquer organismo vivo e um dos mais limitantes para o
desenvolvimento das plantas por necessitar de elevadas quantidades nos solos, uma vez que €

essencial para a formacao de proteinas e dcidos nucleicos (RONQUIM, 2010).

Embora haja diferencas nos teores de nitrogénio entre as areas, foi encontrada uma
elevada proporcao de isolados fixadores de nitrogénio independente da area de origem da
colecdo. Esse aparente estado homogéneo dos solos pode ser relacionado a pré-selecdo dada

aos isolados, uma vez que os ensaios foram realizados apenas nas bactérias previamente
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testadas positivas para outros ensaios de promog¢ao de crescimento vegetal, isto €, nos isolados
positivos para producdo de siderdforos e/ou solubilizagdo de fosfato. As Bactérias Promotoras
de Crescimento de Plantas (BPCP), em geral, utilizam mais de uma via para promover o
crescimento, assim, bactérias que ja apresentam perfil de solubilizadoras de fosfato e/ou de
produgdo sideréforos possuem maiores chances de apresentar outros mecanismos de promog¢ao
de crescimento, como a fixagao de nitrogénio (RAFI; KRISHNAVENI; CHARYULU, 2019).
Rafi, Krishnaveni e Charyulu (2019), sugerem, ainda, que ha uma correlagao positiva entre a
capacidade de solubilizacao de fosfato e fixacdo de nitrogénio em bactérias, pois a fixagao

biologica do nitrogénio demanda altas quantidades de fosfato.

A fixagdo bioldgica de nitrogénio (FBN) por bactérias ¢ um dos beneficios
ecoldgicos mais relevantes obtidos pela interagdo de plantas e bactérias, uma vez que ajuda a
planta hospedeira a obter nitrogénio diretamente da atmosfera e, portanto, cumprir os requisitos
nutricionais essenciais para a manutencdo do metabolismo vegetal (DE BRUIJIN, 2015). A
FBN tem um papel fundamental na sustentabilidade dos ecossistemas, ja que o nitrogénio de
origem bioldgica ¢ prontamente disponivel para as plantas e menos suscetivel a perdas por
lixiviagao, volatilizagdo ou desnitrificacio (CARDOSO; ANDREOTE, 2016). Para a area
estudada, em especial, estes organismos revelam resultados bastante promissores, pois os solos
da regido apresentam grande acimulo de Nitrogénio Organico Associado a Minerais (MAON)
e reduzidas taxas de Nitrogénio Organico Particulado (PON) (OLIVEIRA-FILHO, J. et al.,
2019).

O Nitrogénio Organico Particulado representa a fragao labil do nitrogénio, isto €, a
parcela prontamente disponivel para a decomposi¢ao por ataque microbiano e capaz de ser
assimilado por plantas. Esta fracao ajuda a formar agregados, que protegem o carbono presente
no solo e mantém uma estrutura ideal para o desenvolvimento de plantas (FIGUEIREDO,
2009). O Nitrogénio Organico Associado a Minerais, no entanto, representa a fragao estavel e
esta geralmente associado a particulas de tamanho argila, que podem limitar o acesso aos
compostos de nitrogénio por espécies vegetais. Embora mais dificil de ser acessado pelas
plantas, essa fracdo representa uma reserva de nitrogénio que poderia ser acessada pelos
microrganismos e facilitar a degradagdo enzimadtica e desmineralizacdo no nitrogénio em
situagoes de escassez (JILLING et al., 2018). Portanto, um enriquecimento destes solos com os
i1solados fixadores de nitrogénio, pode auxiliar no processo de disponibiliza¢do de nitrogénio

para plantas e, consequentemente, contribuir para o aceleramento da recuperagdo destes solos.
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Além disso, como indicam os resultados, ha uma significativa redu¢ao no conteudo
de nitrogénio nas areas em processo de desertificagdo, que contrasta com o notavel aumento
nos teores deste elemento nos solos de exclusao de pastagem. Oliveira-Filho et al. (2019),
relatam que hd um enriquecimento da leguminosa jurema preta (Mimosa tenuiflora [Willd.]
Poir.) nas areas sob regime de exclusdo de pastagem de Irauguba. Sabe-se que a fixacdo
bioldgica de nitrogénio por bactérias ¢ dada, principalmente, pela simbiose com leguminosas,
logo, uma vez que o nitrogénio ¢ mais abundante nos solos em sistema de pousio, ele pode se

tornar mais disponivel para as plantas por meio desta simbiose.

Pereira et al. (2020) mostraram que ha correlacdo positiva entre a quantidade de
nitrogénio e a diversidade microbiana nos solos. Portanto, uma fertilizacdo destas areas com
isolados fixadores de nitrogénio, além de auxiliar no crescimento e desenvolvimento de plantas,
poderia atuar em um feedback positivo para a propria comunidade microbiana dos solos. Assim,
os isolados podem ajudar na mitigag¢do do avanco do processo de desertificacdo e na aceleragao

da recuperagdo pela técnica de pousio.

Em relagdo a tolerancia salina, todas as bactérias testadas para o ensaio sdo
consideradas halotolerantes. As bactérias sdo classificadas como halotolerantes quando sao
capazes de crescer em concentragdes de sal no solo a partir de 2% (RAHMAN; SIDDIQUE;
TABASSUM, 2017). O resultado, assim como na fixacdo de nitrogénio, pode ser atribuido a
pré-selecao dos isolados e sugere, mais uma vez, que estes isolados possam constituir um grupo

de Bactérias Promotoras de Crescimento de Plantas (BPCP).

Tendo em vista que os principais problemas encontrados nos solos avaliados estao
relacionados aos preditores de salinidade, o resultado demonstra um importante mecanismo de
adaptagdo destes isolados aos estresses ambientais da caatinga, como a alta salinidade e os

prolongados periodos de seca.

O excesso de sais prejudica o crescimento das plantas, pois os solutos dissolvidos
ao redor das raizes geram um potencial osmdtico baixo, o que acaba por diminuir o potencial
hidrico do solo. Este efeito causa desestruturacao do solo e cria problemas de compactacao e
limitagdo do movimento da agua nos solos, afetando também o desenvolvimento radicular.
Assim, o conjunto dos problemas decorrentes da alta salinidade, limita o crescimento das
plantas e restringe o estabelecimento de muitas espécies, especialmente as de porte alto

(PEREZ-MARIN, 2012).
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Desta forma, as bactérias halotolerantes, principalmente as BPCP, sdo benéficas aos
solos, pois podem oferecer resisténcia a salinidade do solo através de varios mecanismos: pela
sintese de ACC desaminase (1-aminociclopropano-1-carboxilato desaminase); produgdo de
VOCs (Compostos Organicos Volateis); excrecdo de antioxidantes e citocininas (YANG,
KLOPPER; RYU, 2009). Estes mecanismos auxiliam na tolerancia a seca e, consequentemente,

na tolerancia ao estresse salino.

Os isolados provenientes das areas de exclusdo de pastagem também apresentaram
consideraveis aumentos na qualidade da solubilizacao de fosfatos e de sider6foros. Para melhor
compreensdo deste resultado ¢ importante ressaltar que as areas submetidas ao pousio estdo em
um estagio intermediario de estresse e de sucessdo em relagdo as outras duas areas (vegetacao
nativa e sobrepastejo) (CONNELL, 1987). Segundo Connell (1987), areas que apresentam um
distarbio intermediario possuem maior diversidade que areas com menor ou maior influéncia
de estresses, que podem selecionar nichos especificos. As areas intermediarias, portanto, por
estarem em um processo de selecdo de comunidades e grupos, possuem um nicho mais amplo

e uma comunidade menos estabilizada e funcionalmente organizada.

Tragando um paralelo com as areas de Iraugcuba, um aumento da cobertura vegetal
e enriquecimento de espécies facilitadoras, como a jurema preta, nas areas de exclusdo de
pastagem pode atuar na selecdo de espécies de bactérias com melhores atividades de
solubilizacdo, pois a area necessitaria de maior demanda destes nutrientes para o crescimento
vegetal e para dar continuidade ao processo de sucessdo. A area de vegetagao nativa, por possuir
menos influéncias de estresses em relagao as demais, apresenta uma comunidade vegetal mais
estavel e bem organizada e, assim, ndo necessita de atividade de solubilizagdo tdo acentuada

quanto no pousio.

Temos, portanto, uma cole¢cdo de isolados com perfis promissores para a
recuperacdo da fertilidade, qualidade e satide dos solos avaliados, uma vez que produzem
diversos compostos € moléculas que auxiliam na promoc¢do do crescimento vegetal. Os
promotores de crescimento vegetal na area de estudo podem constituir uma ferramenta vital

para uma recuperacdo sustentavel, barata e, sobretudo, mais rapida.

Embora o pousio confira resultados positivos, a recuperagao ¢ bastante lenta e, no
caso de planossolos de Irauguba, o tratamento apenas com esta técnica dificilmente teria
condigdes de retorno & produtividade de um solo nativo (ARAUJO FILHO, J., 1992). A erosio

laminar dos solos de sobrepastejo ja removeu boa parte do horizonte A, deixando o horizonte



51

textural B exposto. Além disso, hd exaustdo de varios nutrientes do solo, principalmente do
fosforo (OLIVEIRA; SALES, 2015), e a deficiéncia de fosforo restringe severamente o

crescimento das plantas.

O fosforo ¢ o macronutriente de maior deficiéncia em solos tropicais e nos
planossolos de Iraucuba foi capaz de gerar um consideravel aumento na fitomassa (OLIVEIRA;
SALES, 2015). Assim, o uso de fertilizantes de fosforo nestes solos ¢ uma boa opgao para a
recuperagdo das areas de pastagem. No entanto, a reposi¢ao de fosforo ¢ um desafio, pois,
embora o uso de fertilizantes minerais seja uma forma rapida e eficaz de contornar a situacao,
o produto tem um alto custo de produgdo e gera residuos poluentes que, em excesso, causam a
deterioragdo do ambiente e perda da qualidade do solo (GENTILI; JUMPONNEN, 2006). Neste
sentido, a aplicacdo de bioinoculantes de microrganismos solubilizadores de fosfato ¢ uma
alternativa biotecnoldgica eficiente para atender as demandas de fosforo das plantas, bem como

promover o crescimento destas espécies vegetais (ZAIDI et al., 2009).

A presenca de isolados que produzem siderdforos nas areas estudadas também ¢
muito promissora, pois as bactérias produtoras de sider6foros auxiliam tanto na promogao do
crescimento vegetal quanto no controle de fitopatogenos (LEE et al., 2012; KUMAR, A. et al.,
2017; BINDU; NAGENDRA, 2016). A toxicidade por aluminio pode reduzir o
desenvolvimento radicular das plantas, o que afeta a absor¢do de nutrientes, diminui a area
radicular a ser infectada por bactérias noduliferas e as torna mais suscetiveis a doengas
(CARDOSO; ANDREOTE, 2016). Portanto, uma vez que ha excesso de saturagdo por aluminio
nos solos das areas estudadas, a presenca de bactérias que possam atuar na melhoria da satde
das plantas ¢ de grande importancia.

O critério de selecdao dos 16 isolados nesse estudo foi os excelentes desempenhos
nos ensaios que avaliaram o potencial de promoc¢ado de crescimento vegetal. A identificagdao
molecular desses isolados foi importante para que se aprofunde nos estudos de suas
caracteristicas, visando a produ¢do de consdrcios e futuras aplicagdes a campo, como
bioinoculantes. Os isolados promissores pertencem aos géneros: Klebsiella, Burkholderia,
Enterobacter e Serratia, todos Proteobacteria. As proteobactérias abrangem uma vasta
variedade de espécies de bactérias Gram negativas filogeneticamente relacionadas, que podem

ser encontradas em praticamente todos os ambientes terrestres (MADINGAN et al., 2016).

O género Burkholderia apresenta tanto espécies classificadas como patogenos

oportunistas quanto espécies ndo patogé€nicas que sdo amplamente utilizadas na agricultura.
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Dentre os beneficios para a agricultura destaca-se a fixa¢do de nitrogénio, a estimulacdo do
crescimento de plantas, a produgdo de sider6foros, a solubilizagdo de fosfato, a biorremediagao
de solos contaminados, dentre outras (BOLiVAR-ANILLO; CONTRERAS-ZENTELLA;
TEHERAN-SIERRA, 2016; COMPANT et al., 2005b; CABALLERO-MELLADO et al.,
2007). Estirpes de B. cepacia, espécie que obteve forte similaridade com o isolado BDIRA 60,
jé sdo utilizadas comercialmente em produtos para praticas agricolas (GLICK, 2012). Zuleta et
al. (2014), relataram também grande potencial biotecnoldgico de estirpes de B. phenoliruptrix,
espécie que vive em simbiose com leguminosas e apresentam perfil de fixagdo de nitrogénio e
tolerancia salina. No entanto, o genoma da estirpe apresenta grande similaridade com outras
espécies patogé€nicas do género Burkholderia, o que levanta preocupacdes sobre seu uso

comercial em larga escala.

Embora algumas espécies do género Klebsiella sejam classificadas como patogenos
oportunistas, varios estudos relatam atividade positiva para fixacao de nitrogénio, solubilizagao
de fosfato, producao de AIA e producdo de sider6foros, incluindo a espécie K. pneumoniae.
Por conta destas atividades para promocgao de crescimento vegetal, isolados do género sdo muito
explorados visando aplicagdes em Dbiofertilizantes e biorremediadores (ARSHAD;
FRANKENBERGER, 1997; KUAN et al., 2016; PODSCHUN; FISCHER; ULLMANN, 1992,
SINGH et al., 2019).

A espécie E. cloacae, ¢ abordada na literatura por sua associagdo com espécies
vegetais e por seu potencial como promotora de crescimento vegetal (HAYAT, 2010). Kumar
V. et al. (2017), apontam, ainda, bactérias do género Enterobacter como boas produtoras de

sideroforos e com grande potencial para aplicagdes em fins industriais e medicinais.

O género Serratia ja foi utilizado no controle de larvas e de fungos fitopatogenos
(SINGH et al., 2019; CHATTOPADHYAY, 2012). Lavania et al. (2006), observaram que uma
estirpe de S. marcescens foi responsavel por diminuir significativamente doengas de plantas
causadas pelo fungo Phytophthora nicotianae. Além disso, ja foi relatado que estirpes de S.
nematodiphila sdo excelentes promotoras de crescimento vegetal (DASTAGER; DEEPA;
PANDEY, 2010).

Com base nos resultados dos testes de promocao de crescimento vegetal avaliados
nesse estudo e na comparagdo com dados da literatura, podemos inferir que os isolados
selecionados constituem um grupo promissor de bactérias promotores do crescimento de

plantas. Desta forma, um inoculante com as caracteristicas dos isolados aqui apresentados pode
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ser uma excelente ferramenta para que se acelere a recuperacao natural dos solos, ja oferecida
pela técnica de exclusdo de pastagem, porém de forma mais rapida, eficiente, sustentavel e

barata.

O bioinoculante em questdo atuaria nos principais problemas verificados neste solo:
a) Permitiria o estabelecimento das plantas nos solos salinos; b) Auxiliaria na simbiose com
plantas para a obteng¢dao do nitrogénio; c) Auxiliaria na disponibilizagdao de fosfato para as
plantas, melhorando a producao de energia, fotossintese e respiracdo celular; d) Atuaria na

manuten¢do da saude da planta contra os fitopatdgenos, pela acdo de sider6foros.

A triagem das atividades metaboélicas indica a qualidade e o potencial desses
isolados na restauracao dessas areas, no entanto, sao necessarias mais analises para avaliar a
aplicagdo destes a campo. Ensaios de crescimento em consorcio, por exemplo, sdo essenciais
para investigar a compatibilidade e eficacia dos isolados em crescimento conjunto. Além disso,
uma vez que houve similaridade de alguns isolados com espécies possivelmente patogénicas, ¢
necessario avaliar fatores de viruléncia e de resisténcia antimicrobiana associados a esses

organismos.
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7. CONCLUSAO

Os resultados promovidos por este estudo indicam efeito positivo da técnica de
pousio nos solos degradados de Irauguba. O perfil dos solos de exclusao de pastagem se
distancia significativamente da situacdo de deserto para quase todos os parametros de analise
quimica avaliados, tendendo a se aproximar da situagdo da area mata secundaria ou apresentar
um perfil intermedidrio entre os dois extremos de conservacao.

Os principais problemas dos solos estdo relacionados aos preditores de salinidade
(CE, teor de Na" e PST) e ao excesso de ions aluminio toxico, sendo mais evidentes na situagdo
de sobrepastejo. Tendo em vista que todos os isolados foram considerados halotolerantes, ¢
possivel inferir que ha uma adaptagdo destes isolados ao estresse salino, que pode auxiliar no
estabelecimento de plantas e na estrutura¢ao dos solos.

Dezesseis isolados apresentaram atividade positiva e/ou promissora em todos os
ensaios de promocdo de crescimento vegetal aos quais foram submetidos. Os isolados
pertencem aos géneros: Burkholderia; Serratia;, Enterobacter e Klebsiella e sdo excelentes
candidatos a bioinoculantes aplicaveis na recuperacdao de solos degradados. O produto pode
atuar em conjunto com o tratamento de pousio e promover resultados mais rapidos, eficazes, de
baixo custo e sustentdveis. No entanto, sdo necessarios mais estudos para avaliar a seguranca

ambiental dos isolados, suas interagcdes em consorcios e atuagdo em condigdes reais de campo.
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