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RESUMO

O solo ¢ um ambiente heterogéneo composto por uma enorme diversidade de microrganismos
que possuem papel fundamental nos ecossistemas, principalmente terrestres. Actinobactérias
e bactérias fixadoras de nitrogénio sdo membros importantes da biota edafica e, pela
relevancia desses grupos microbianos, a compreensao das interacdes entre 0s mesmos vem
sendo estudada. No semiarido nordestino do qual fazem parte, os recursos naturais sao
escassos, havendo a preocupacdo da comunidade académica com a perda da sua
biodiversidade, sendo essencial conhecer sua diversidade biologica e sua dinamica. Essa
pesquisa tem como objetivo o estudo das interacdes positivas entre actinobactérias e rizobios
oriundos do semidrido, como forma de contribuir com estudos ecoldgicos e de conservagao.
Esta tese ¢ composta por 3 capitulos cujos objetivos foram avaliar as publicagdes sobre
interagdes positivas € negativas entre actinobactérias e rizobios, identificando lacunas de
conhecimentos e prioridades para estudos futuros; analisar o perfil enzimatico de
actinobactérias e rizobios oriundos do semiarido nordestino, verificando a ocorréncia de
facilitacdo in vitro; e aferir o efeito da co-inoculagdo, em experimento in vivo, de cepas de
actinobactérias e rizobios, sobre caracteristicas fisiologicas e biométricas de plantas de feijao-

caupi (Vigna unguiculata (L.)Walp.) - Fabaceae).

Palavras-chaves: diversidade bioldgica; microrganismos; atividade enzimatica; facilitagao;

Caatinga.



ABSTRACT

Soil is a heterogeneous environment composed of a huge diversity of microorganisms that
play a key role in ecosystems. Actinobacteria and nitrogen-fixing bacteria are important
members of the edaphic community, due to the relevance of these microbial groups, so the
understanding of the interactions between them has been studied due to their importance. In
the semi-arid northeast of which they are part, where resources are scarce and there is concern
of the academic community regarding the loss of biodiversity, it is essential to know the
biological diversity and its behavior in this context. This research is based on the study of the
positive interactions between actinobacteria and rhizobium from the semi-arid region, as a
way to contribute to ecological studies and conservation of the Caatinga biome. This thesis
includes 3 chapters whose objectives were to evaluate the changes in publications on positive
and negative interactions between actinobacteria and rhizobium, identifying gaps in
knowledge and priorities for future studies; to evaluate the enzymatic profile of actinobacteria
and rhizobium from the semi-arid northeast and verify the occurrence of in vitro facilitation;
and to assess the effect of co-inoculation, in an in vivo experiment, of actinobacteria and
rhizobium strains on the physiological and biometric characteristics of cowpea (Vigna

unguiculata).

Keywords: biological diversity; microorganisms; enzymatic activity; facilitation; Caatinga.
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1 REVISAO SISTEMATICA SOBRE A INTERACAO ENTRE ACTINOBACTERIAS
E RIZOBIOS

PONTOS CHAVE:

e Interesse crescente em pesquisas mundiais na composi¢do de comunidades microbianas.

e Interagdes entre actinobactérias e rizobios inicialmente foram pensadas como antagdnicas. Selecao

de cepas de rizdbios resistentes a antibioticos e cepas de actinobactérias que nao
e obstaculizem a simbiose.
e A facilitagdo ocasiona para as plantas defesa contra fitopatdgenos e aumento na biomassa e

e nodulagdo das plantas.

RESUMO

Numerosos estudos foram publicados abordando aspectos especificos sobre actinobactérias e
rizobios, visando entender esses organismos, como interagem e sua abundancia nos ambientes,
além da importancia para a industria, porém, até o presente momento, ndao foi encontrada
revisdo sistematica sobre as interagdes, positivas e negativas, entre actinobactérias do solo e
rizébios. Objetivou-se fazer um levantamento de pesquisas de interagdes sobre actinobactérias
e rizdbios, para elaboragdo de uma visao geral da evolu¢ao de pesquisas sobre o tema, assim
como tendéncias e prioridades atuais e futuras. O nimero de publicagdes aumentou, estudos
anteriores focaram nas relacdes antagdnicas desses microrganismos, enquanto recentemente o
foco esta em beneficios para o plantio. Ao longo dos anos, os estudos evoluiram, evidenciados
pela participacdo de autores de uma lista crescente de paises e por um leque mais amplo de

topicos de pesquisa.
Palavras-chaves: Bibliometria. Facilitagdo. Antagonismo
ABSTRACT

Numerous studies have been published addressing specific aspects about actinobacteria and

Rhizobium, aiming to understand these organisms, how they interact and their abundance in the
environments, in addition to the importance for industry, but to date, no systematic review of
the positive and negative interactions between soil actinobacteria and rhizobium has been

found. The objective was to survey the research of interactions between actinobacteria and
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rhizobium, providing an overview of the evolution of the research, as well as current and future
trends and priorities. The number of publications has increased, previous studies have focused
on the antagonistic relationships of these microorganisms, while recently the focus is on
benefits for planting. Over the years, studies have evolved, evidenced by the participation of

authors from a growing list of countries and by a wider range of research topics.

Keywords: Bibliometry. Facilitation. Antagonism.

1.1 Introducio

As actinobactérias sdo um grupo de bactérias filamentosas, Gram-positivas, com alto
teor de guanina-citosina (G + C) em seus genomas, que desenvolvem hifas morfologicamente
semelhantes as dos fungos, de onde provém o nome, que deriva das palavras gregas para raio
(aktis ou aktin) e fungos (mukes). O diametro das hifas pode variar de 0,5 a 1,0 um, enquanto
as células possuem um cromossomo organizado em um nucledide procariotico e uma parede
celular de peptideoglicano, sendo suscetiveis a agentes antibacterianos. Em sua maioria sao
microrganismos aerobicos, podendo também ser heterotroficos ou quimioautotréficos
(SULTAN et al., 2002; BARKA et al., 2016).

Organismos de vida livre, sdo amplamente distribuidas em ecossistemas terrestres e
aquaticos, capazes de usar uma ampla variedade de fontes nutricionais, incluindo véarios
polissacarideos complexos, sendo importantes degradadoras de pesticidas além do papel no
controle biologico por meio da produg¢ao de metabolitos secundarios (FUENTES et al., 2016;
KAMIL et al., 2018; SOUSA et al., 2018). A diversidade de nichos das actinobactérias espelha
sua capacidade fisioldgica de crescer em uma variedade de condigdes. Caracteristica que ¢ a
razao pela qual esse grupo oferece uma gama de servigos ecossistémicos (LEWIN ez al., 2016),
como a contribui¢do para o ciclo do carbono (SCOTT et al., 2010), e interagdes, positivas ou
negativas, com invertebrados, vertebrados, plantas e outros microrganismos (FERNANDEZ -
REAL et al., 2015; RUIU, 2015; QIN et al., 2015; FYANS et al., 2016; LIMA et al., 2017;
VINOTHINI et al., 2018; SILVA et al., 2019; TESEO et al., 2019).

As bactérias diazotroficas convertem nitrogénio atmosférico em formas utilizaveis
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pelas plantas (VIEIRA, 2007, PARMAR; DUFRESNE, 2011, SHANKAR; SUNUTHA, 2013).
Se apresentam na forma de bacilos, aerobias, méveis, Gram-negativas e podem ser encontradas
tanto na forma livre como associadas, principalemente com leguminosas (MOREIRA et al..,
2010). As bactérias noduladoras de leguminosas (noduliferas) fixadoras de nitrogénio estdo
classificadas nas subclasses alfa e beta das Proteobacterias e contém os géneros Agrobacterium,
Aminobacter, Azorhizobium, Bosea,

Bradyrhizobium, Burkholderia, Cupriavidus, Devosia, Mezorhizobium, Methylobacterium,
Microvirga, Ochobactrum, Phyllobacterium, Rhizobium, Shinella, Sinorhizobium ¢
Allorhizobium (LINDSTROM; ASERSE; MOUSAVI, 2015).

Em meios de cultura os rizobios podem apresentar caracteristicas de crescimento rapido ou
lento, alcalino, acido ou neutro, crescendo numa variacao de temperatura entre 25-42° C, pH
entre 4-9, além de diferentes morfologias da coldnia, caracteristicas estas que podem ser
utilizadas para classificar o género (DATTA et al.., 2014). Podem apresentar adaptacoes a
condig¢des adversas como salinidade, temperatura e pH e possuem importancia economica pela
simbiose com plantas de interesse agrondmico, substituindo em algumas culturas a adubagao
nitrogenada (GLYAN’KO, 2014; MEHTA et al., 2015).

Numerosos estudos foram publicados abordando aspectos especificos sobre
actinobactérias ou rizobios, visando entender esses organismos € a importancia para a industria
(LEWIN et al., 2016; MANIVASAGAN et al., 2016; QIN et al., 2016; GOMES et al., 2017),
porém, até o presente momento, ndo foi encontrada nenhuma revisdo sistematica sobre as
interagdes ecoldgicas entre as actinobactérias e as bactérias diazotréficas, deixando uma hiato
cientifico.

A bibliometria ¢ um conjunto de técnicas matematicas e estatisticas para analisar
quantitativamente, explorar e organizar um vasto volume de literatura cientifica e tecnologica,
incluindo artigos de periddicos e patentes. Procura facilitar o exame das propriedades da
literatura, incluindo paises de origem, afiliacdes, locais e citacdes (ZANJIRCHI et al., 2019).
Esse método de estudo tem sido utilizado em diferentes areas de pesquisas (BORNMANN;
MUTZ, 2015) para avaliar tendéncias, investigando as caracteristicas das publicagdes,

observando padrdes de publicagdes cientificas dentro do campo escolhido.
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Com essa revisdo sistematica de literatura objetivou-se fazer um levantamento sobre
pesquisas que estudam as interagdes, positivas e negativas, entre actinobactérias e bactérias
diazotroficas, fornecendo uma visdo geral da evolugdo das pesquisas, tendéncias e prioridades
atuais e futuras assim como tentar responder se as interagdes que ocorrem entre esses dois

grupos sao harmonicas ou desarmdnicas.

1.2 Material e Métodos

Foram coletados dados de publicacdes relacionadas a interacdo entre actinobactérias e
rizobios do banco de dados Scopus e Web of Science, usando a estratégia de busca:
“((actinobacteria®* OR actinomycetes*) AND (rhizobia* OR rhizobium*))”, esses termos
foram escolhidos com o intuito de contemplar todas as nomenclaturas utilizadas. Um total de
669 artigos foram encontrados a partir da pesquisa, restrita a artigos publicados entre 1964 e
2020 (novembro). O ano de 1964 foi escolhido como base por ser o ano do primeiro artigo,
encontrado, a descrever uma interagao entre actinobactérias e rizobios.

A selegdo das fontes primdrias baseou-se inicialmente na revisao do titulo, palavras-chave
e resumos, embora tenha sido ampliado para incluir a se¢do de conclusdes nos casos em que o
titulo, as palavras-chave e o resumo forneceram informagdes insuficientes. Todos os estudos
selecionados foram revisados em relagdo a um conjunto detalhado de critérios de inclusao
elaborados para identificar se um estudo pode ou ndo ajudar a responder as perguntas de
pesquisa especificadas. Em particular, nosso objetivo foi identificar se ocorre interagdo positiva
entre actinobactérias e rizobios no solo.

Todos os artigos selecionados foram incluidos na revisdo (ou seja, nenhum outro critério de
qualidade foi aplicado, visto que se tratava de artigos de periddicos que ja teriam sido
completamente revisados). Apods as buscas e selecdo, os artigos foram lidos na integra para

analise do contetido a compor os resultados do presente estudo.

Para a andlise bibliométrica os parametros analisados incluem: o nimero de publicagdes
por ano, o numero de citagdes para cada publicacdo, titulo, palavras-chave, revistas mais

publicadas, paises com mais colaboracdes e o pais da afiliagdo do autor. Todos os resultados
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foram obtidos usando rotinas de mineragdo em R (R Core Team, 2020) usando o pacote de

dados bibliometrix (ARIA; CUCCURULLO, 2017).

1.3 Resultados e Discussio

Entre os anos de 1964 a 2020, foram registradas 669 publicagdes sobre actinobactérias e
rizobios, sendo, 604 artigos, 32 revisdes e 13 capitulos de livros. Todos os tipos de publicagio
demonstraram um aumento significativo ao longo do tempo (FIGURA 1). Nos primeiros anos

foram publicados 7 artigos, enquanto na ultima década avaliada foram publicados 343 artigos.

Figura 1: Numero de publicacdes sobre interagdes entre actinobactérias e rizobios no

periodo de 1964 a 2020.

200p

Ano

100

10641974 1975 1985 19861996 19972005 20052015 2015-2020
N® de publicagoes

Fonte: elaborada pela autora.

O numero de publicagdes aumentou significativamente ao longo do tempo avaliado,
uma das razdes para esse acréscimo esta relacionado com o critério para medir produtividade
dos autores, numero de artigos publicados, gerando maior interesse em publicagcdes e aumento
no nimero de publicacdes cientificas em todas as areas (ABRAMO; D'ANGELO, 2014).

As trés publicagdes com maior nimero de citagdes foram 469, 453 e 443 citagdes,
respectivamente (FIGURA 2). Sendo os dois primeiros artigos de revisdo, um sobre infec¢ao

simbidtica e a invasdo durante a formagao de ndédulos (GAGE, 2004) e o outro sobre taxonomia,
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fisiologia e metabolitos secundarios de actinobactérias (BARKA et al., 2016), o terceiro estudo
mais citado ¢ sobre a comunidade microbiana encontrada em raizes de milho (Zea mays L.)
(CHELIUS; TRIPLETT, 2001).

Figura 2: As vinte publicagdes mais citadas sobre interagdes entre actinobactérias e

rizobios no periodo de 1964 a 2020.
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Fonte: elaborada pela autora.

Ao longo dos anos o numero de citagdes aumentou, no entanto, artigos mais antigos
tiveram mais tempo para acumular citagdes. Os bidlogos tendem a citar um ao outro com mais
frequéncia do que os fisicos. E nem todos os campos produzem o mesmo numero de publica¢des
(VAN NOORDEN et al., 2014).

O periddico Frontiers in Microbiology foi o que apresentou o maior niimero de
publicagdes, com 47 documentos, seguida por Plos One, Applied and Environmental
Microbiology, Plant and Soil e FEMS Microbiology Ecology com 26, 22, 16 e 16 documentos
respectivamente (FIGURA 3).

Figura 3: Revistas com o maior nimero de publicagdes sobre interagdes entre actinobactérias e

rizobios no periodo de 1964 a 2020.
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Fonte: elaborada pela autora.

Em relagdo a afiliagdo dos autores, os resultados mostraram contribui¢des de 66 paises
diferentes (FIGURA 4), com predominio dos estudos realizados por cientistas chineses, com
21% do total de publicagdes, seguidos por Estados Unidos (12%), india (7%) e Franga (6%).

O Brasil se encontra na oitava posi¢do com 5% do total de publicagdes.

Figura 4: Numero de publicagdes, sobre interagdes entre actinobactérias e rizobios nos
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Fonte: elaborada pela autora.

Paises como China ¢ India, que estdo tendo um rapido desenvolvimento econdmico,
acompanhado de grandes populagdes, estdo dedicando atengdo as disciplinas focadas em
ciéncia e tecnologia (WANG et al., 2015). Embora o numero de artigos publicados pela China
seja maior que o dos Estados Unidos, os artigos publicados por autores americanos s3o mais
citados, isso se deve a longa historia académica desse pais (RAGHUNATHA et al., 2019).

Os paises que mais possuem colaboracdo entre si sdo China e Russia, além de Alemanha
e India (FIGURA 5). O Brasil parece manter relagdes de colaboragdo de pesquisa nessa area
principalmente com Austria e Paises Baixos. Nas ultimas décadas a China tem investido em
pesquisas, aumentando o numero de publicagdes em todas as areas, especialmente matematica
e agricultura (TANG et al., 2015), como actinobactérias e rizobio sdo importantes para a

agricultura, existe um forte incentivo a essas pesquisas.
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Figura 5: Mapa de rede com os paises com mais colabora¢des em publicagdes sobre interagdes

entre actinobactérias e rizobios no periodo de 1964 a 2020.

Fonte: elaborada pela autora.

Os resultados para a analise dos titulos, aplicados aos documentos durante todo o
periodo estudado, mostraram que a palavra mais comum foi comunidade (107), seguida por
bactéria (94), microbiana (83), rizosfera (77) e analises (48) (FIGURA 6). Os géneros que mais

aparecem nos titulos sdo Frankia (24) e Rhizobium (23).

Figura 6: Palavras mais usadas nos titulos, para cada periodo, sobre interagdes entre

actinobactérias e rizobios.
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Fonte: elaborada pela autora

A andlise do titulo, ¢ uma ferramenta 1til para investigar todo o contetido de artigos
publicados sobre um tdpico cientifico, enquanto a analise de palavras-chave oferece
informacdes sobre uma tendéncia de pesquisa (ZHANG et al., 2010). Os resultados da analise
do titulo indicaram uma predominancia de estudos relacionados a andlise de comunidades
microbianas em rizosfera, o que era esperado ja que se trata de dois grupos microbianos
distintos que sdo pincipalmente encontrados em solos. A presenca na analise de titulo do género
Frankia, principalmente no ano de 2006, deve-se ao fato de ser um género que forma nddulos
com plantas hospedeiras, e a elucidacdo desse processo de infec¢do foi necessario e
constantemente comparado com os rizobios (MARKMANN; GICZEY; PARNISKE, 2008).

As palavras-chave mais utilizadas foram actinobactéria (331) e artigos (220) (FIGURA
7). Para as palavras-chave, os termos mais frequentemente usados sdo nao humanos (198),
Rhizobium (190), bactéria (189), comunidade microbiana (186), proteobacteria (156),
firmicutes (121) e RNA (119).
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Figura 7: Palavras mais usadas nas palavras-chaves, para cada periodo, sobre interagdes entre
actinobactérias e rizobios.
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Fonte: elaborada pela autora

No ano de 2009 observou-se uma tendéncia de estudo do género Streptomyces, sendo o
mais abundante e responsavel pela produg¢do de mais de 6000 compostos comerciais (BILYK,
LUZHETSKYY, 2016; BARKA et al., 2016). As associagdes, positivas e negativas, sdo um
campo de pesquisa que cujo interesse vem crescendo em microbiologia (KELLENBERGER,
2001), observa-se um aumento das palavras relacionadas a associagdo de actinobactérias com
bactérias, fungos e plantas. Também esta presente um aumento, através dos anos, do uso de
técnicas moleculares para a identificacdo das comunidades microbianas.

Um aspecto interessante dos resultados gerais ¢ que eles podem ser usados para
identificar tendéncias atuais e futuras prioridades de pesquisa. Examinar os topicos que estao

ausentes dos titulos/palavras-chave, bem como monitorar aqueles que subiram ou desceram na
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lista de classificagdo, o que poderd dar alguma previsdo de areas que precisam de atenc¢do
cientifica.

Foi realizada uma andlise fatorial das palavras chaves através do método de analise de
correspondéncia multipla, permitindo analisar graficamente as relacdes existentes entre as
palavras através da reducao de dimensionalidade do conjunto de dados (GREENACRE, 2007)
(FIGURA 8). Essa técnica permitiu classificar os trabalhos encontrados em dois grupos. Grupo
1 englobando a estrutura e identificagdo das comunidades bacterianas, classificando os
organismos em bactérias, fungos ou actinobactérias, e o grupo 2, que correspondeu as analises
moleculares utilizadas.

Figura 8: Palavras mais usadas nas palavras-chaves sobre interagdes entre
actinobactérias e rizobios nos ultimos 56 anos, divididas em dois grupos, um sobre

comunidades e outro sobre técnicas moleculares.

Conceptual Structure Map - method: MDS

Dim 2

Fonte: elaborada pela autora.
As técnicas moleculares tornaram possivel ndo apenas explorar melhor, compreender e

até mesmo prever ecossistemas microbianos em termos de abundancia, diversidade e atividade,
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mas também desenvolver bioindicadores novos, sensiveis e robustos para avaliar o impacto de
perturbagdes naturais ou daqueles resultantes das atividades humanas, sendo cada vez mais
usadas para estudo de ecossistemas (BOUCHEZ et al., 2016).

Dos 669 artigos encontrados foram selecionados 29, para uma leitura completa, que
relatam interagdes entre os dois grupos de microrganismos, sendo onze artigos sobre relagdes
harmonicas, doze sobre relacdes desarmonicas e quatro sobre o efeito da inoculagdo de um dos

grupos na comunidade do solo.

O mais antigo artigo encontrado data de 1964 e estudou o efeito antagonico de vinte e
duas actinobactérias em rizobios e Agrobacterium radiobater, nos resultados relatados as cepas
de rizobios apresentaram diferentes perfis de sensibilidade as cepas de actinobactérias, porem
apresentaram resisténcia se submetidas a mesma cepa sequencialmente (VAN SCHREVEN,
1964). Enquanto no artigo de 2020, a inoculagdo conjunta de rizobios e rizobactérias
promotoras de crescimento em solos contaminados com cobre, houve aumento da abundancia
relativa de Actinobacteria e Bacillus e a presenga do taxa Firmicutes como biomarcadores
potenciais demonstraram que a co-inoculacdo aumentou o contetido de nutrientes do solo e
melhorou o crescimento das plantas (JU ef al., 2020).

Actinobactérias produzem aproximadamente dois ter¢os dos antibidticos existentes, a
maioria oriunda do género Streptomyces (BARKA et al., 2016), consequentemente, existe uma
preocupacgdo pelos efeitos negativos causados pelos antibidticos em bactérias de interesse
econdmico, como as noduliferas. Foi quantificada as populagdes de actinobactérias, bactérias e
fungos, em solos dificeis de estabelecerem relagdes simbidticas ou ndo, mostrando que
actinobactérias apresentam atividade inibitéria, porém isso pode variar de acordo com as cepas
de rizobios utilizadas, além dos fatores quimicos e fisicos do solo (PATEL, 1974
PUGASHETT; ANGLE; WAGNER, 1982; TRINICK; PARKER; PALMER, 1983).

Esse efeito antagdnico foi estudado in vitro entre cepas de Streptomyces spp. € cepas de
Rhizobium spp. e Bradrhizobium spp. que apresentaram (LIMA et al., 2017) ou nao
(BARRION; HABTE, 1988; MINGMA et al., 2014; NITHYA; PONMURUGAN, 2012) halo
de inibi¢do, da mesma forma, quando estudado in vivo, em soja (Glycine max) e soja-perene

(Neonotonia wightii), a inoculagdo conjunta desses microrganismos interferiu (DAMIRGI;
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JOHNSON, 1966; PEREIRA; NEVES; DROZDOWICZ, 1999) ou nao na nodulacio e
crescimento da planta (FERNANDEZ; CORDEIRO, 1997).

Como os microrganismos do solo atuam em varios processos ecossistémicos que
sustentam a produgao e a sustentabilidade, o estudo das respostas das comunidades microbianas
a inoculagdo de um dos grupos vem sendo aferido, assunto que esteve em voga nos ultimo dez

anos como mostrado anteriormente.

A inoculagdo com cepas de rizobios em feijao comum (Phaseolus vulgaris) potencializa
as comunidades, fora da rizosfera, de Alpha e Gammaproteobacteria, junto com Firmicutes €
Actinobacteria (TRABELSI et al., 2011, 2012), enquanto que a correcdo do solo com
Rhizobium sp e compostos inorganicos aumenta significativamente as populacdes de fungos,
bactérias e actinobactérias (ANSARI; MAHMOOD, 2017).

Foi elaborada uma tabela informativa contendo as culturas e os beneficios encontrados
pelo uso desses dois grupos (TABELA 1). Dos onze trabalhos encontrados sobre a interagao
positiva entre os grupos cinco (45%) sao relacionados a cultura da soja (Glycine max L. (Merr)),
uma das culturas mais plantadas, com uma produ¢do mundial anual de 334,81 milhdes de
toneladas (CONAB, 2018).

O primeiro artigo encontrado, buscando a facilitagdo entre os grupos, relata a previsao
de que microrganismos produtores de antibidtico, que nao afetassem as cepas Rhizobium
meliloti e Bradyrhizobium japonicum, melhoram a competi¢do através da inibicao de bactérias
presentes no solo. (LI; ALEXANDER, 1988). O artigo mais atual expde um aumento no
nimero de sementes por planta, peso da semente por parcela e peso da semente por hectare em

soja (ZAINUDDIN; SYAM’UN; DACHLAN, 2019).
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Tabela 1: Artigos publicados que estudaram os beneficios da inoculagcdo conjunta de

actinobactérias e bactérias diazotroficas noduliferas.

Cultura

Microrganismos

Beneficios

Autores

Lotus tenuis

Medicago sativa

Glycine max (L.) Merill

Phaseolus vulgaris

Cicer arietinum L

Mesorhizobium loti + Streptomyces
MMA40, Actinoplanes ME3,
Micromonospora MM18
Streptomyces MMA4O0 (S), Actinoplanes
MES3 (A), Micromonospora MM18 (M) +
Sinorhizobium
meliloti 2011; Streptomyces sp. EN23,
LuP30 e
LuP47B + Sinorhizobium meliloti RRI 128;
Streptomyces griseus + Rhizobium meliloti
102F85

Rhizobium spp + Actinomycetes spp;
Streptomyces griseus + Bradyrhizobium
Jjaponicum 138-SE10; Nocardia

Aumento na biomassa vegetal e nodulagdo

Estimula a nodulagéo, o crescimento da planta
e a fixagdo de N2

Estimula a nodulagéo, o crescimento da planta
e a fixacdo de N2 ,Aumento do nimero de
nodulos por planta, a eficacia dos nddulos,

Solans et al., 2015

Solans et al., 2009; Le et al,, 2015; Lie
Alexander, 1988

Zainuddin et al 2019; Sahur et al.,, 2018, Lie

alba , N. rubra, Actinomadura glauciflava aumento da atividade de redu¢@o do acetileno, Alexander, 1988; Nimnoi et al, 2014; Gregor

+ Bradyrhizobium japonicum ;
Streptomyces kanamyceticus +
Bradyrhizobium japonicum

Rhizobium leg. bv. phaseoli + Azotobacter
chroococcum + Streptomyces sp
Streptomyces sp + Mesorhizobium ciceri
Kaiuroo 3 e WSM 1666

aumento dos niveis de nutrientes, aumento do
peso da semente por parcela e peso da
semente/ha e e o namero de vagens por planta

Aumento na comunidade de fungos e na
atividade de desidrogenase
Atividade antimicrobiana contra Phytophthora
medicaginis

etal, 2013

Jarak etal., 2012

Misk e Franco, 2011

Fonte: elaborada pela autora
Existe um amplo interesse econdmico em bactérias diazotroficas devido a sua

capacidade de substituir a adubagao nitrogenada em alimentos essenciais para as necessidades
nutricionais de humanos e animais, mobilizando esfor¢os com o objetivo de aumentar a
produtividade agricola com o uso de uma tecnologia ecologicamente correta e de baixo custo.
Uma das formas de aumentar a eficicia da fixagdo biologica de nitrogénio ¢ através do
consorcio microbiano com actinobactérias, amplamente distribuidas em ecossistemas terrestres,
que contribuem para a ciclagem de nutrientes do solo. A bibliometria permitiu a revisao
envolvendo esses dois grupos, através de uma rigorosa e extensa selecio até o momento inédita,
mostrando que existe um efeito sinérgico da inoculacdo conjunta de actinobactérias em
simbiose com bactérias diazotroficas, proporcionando um estimulo a nodulagdo, aumento no

peso das plantas e da produtividade além da supressao de fitopatdgenos.

1.4 Conclusao

A bibliometria ¢ uma ferramenta importante para o conhecimento do “Estado da Arte”
e nesse trabalho foi notério o aumento no nimero de publica¢des envolvendo actinobactérias e
rizobios € um interesse crescente em pesquisas mundiais na composi¢cdo das comunidades

microbianas presentes nos ambientes, além de um avango rapido entre as técnicas relacionadas
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a biotecnologia. Constatou-se que a interagdo entre cepas de actinobactérias e rizobios,
inicialmente relatadas somente como competi¢ao, ndo refletiam outras interagdes como a
facilitagdo.

O beneficio da inoculacdo conjunta ¢ relevante, porém um cuidadoso critério de selegcao
para que nao ocorra uma inibi¢ao das cepas de rizobios € imperativo, ou seja, o estudo in vitro
de cepas de rizobios resistentes a antibidticos e cepas de actinobactérias que ndo obstaculize a
simbiose. Entre as os servigos ecossistémicos dessa facilitagdo para as plantas estdo a defesa
contra fitopatdgenos, aumento na biomassa vegetal e nodulacdo das plantas.
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2  CO-INOCULACAO ENTRE ACTINOBACTERIAS E  BACTERIAS
DIAZOTROFICAS NODULIFERAS DO SEMIARIDO IN VITRO PONTOS CHAVE:

® O solo do semidrido brasileiro ¢ uma fonte de diversidade de actinobactérias e rizobios.
e A diversidade de géneros encontradas ndo apresentou diferenca entre as areas.

e  (Os microrganismos apresentaram capacidade de produzir enzimas.

e Actinobactérias e rizobios apresentaram capacidade de facilitagdo in vitro

RESUMO

Os microrganismos presentes nos sistemas agricolas desempenham importante papel,
auxiliando no aumento de producao e reduzindo o uso de fertilizantes quimicos, pesticidas e
herbicidas. Entre esses grupos microbianos ativos destacam-se as actinobactérias por sua
importancia ecologica e capacidade de produzir uma infinidade de moléculas bioativas com
extensivas aplicacdes, € os rizobios reconhecidos por seu papel na Fixagcdo Bioldgica de
Nitrogénio. Além dos papéis individuais ¢ importante entender as inter-relacdes estabelecidas
entre eles no ambiente e os efeitos do manuseio sobre sua diversidade. Essa pesquisa buscou
comparar a capacidade de actinobactérias, isoladas de solos semiaridos em diferentes condigdes
de antropizagdo, de estabelecer inter-relagdes positivas com bactérias diazotroficas noduliferas.
Foram avaliadas cepas de actinobactérias isoladas de amostras de solo provenientes da Fazenda
Nao Me Deixes (Quixada, Ceara) e rizobios nativos do solo da regido semiarida brasileira. Entre
as actinobactérias, os géneros mais frequentemente identificados foram Streptomyces,
Nocardia, Micromonospora, Streptosporangium e Actinomadura. Perfis enzimaticos foram
pesquisados, a maioria apresentou atividade amilolitica (47), seguida por atividade xilanolitica
(37) e celulolitica (32). Dezoito cepas de rizobio pertencem ao género Bradyrhizobium e uma
foi identificada como Rhizobium tropici. Oito cepas de rizobios apresentaram produgdo de
amilase. Houve aumento da producdo de amilase e de celulase pelas cepas em fungdo da
elevacao da temperatura, enquanto que a produgdo de xilanase apresentou declinio. Duas cepas,
QX 59 e QX 67, identificadas como Streptomyces, provenientes da &area antropizada,
apresentaram alta capacidade de facilitacio quando inoculadas in vitro conjuntamente com
rizobios, mostrando o potencial das cepas como bioinoculantes.

Palavras-chaves: amilase, celulase, xilanase, atividade enzimatica, Streptomyces.
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ABSTRACT

Microorganisms present in agricultural systems play an important role, assisting in increasing
production and reducing the use of chemical fertilizers, pesticides and herbicides. Among these
active microbial groups are actinobacteria for their ecological importance and ability to produce
a multitude of bioactive molecules with extensive applications, and rhizobium recognized for
their role in Biological Nitrogen Fixation. In addition to individual roles, it is important to
understand the interrelationships established between them in the environment and the effects
of handling on their diversity. This research aimed to compare the ability of actinobacteria,
isolated from semi-arid soils under different anthropization conditions, to establish positive
interrelationships with diazotrophic bacteria. Strains of actinobacteria isolated from soil
samples from Fazenda Nao Me Deixes (Quixada, Ceard) and rhizobium native to the soil of the
Brazilian semiarid region were evaluated. Among the actinobacteria, the most frequently
identified gender was Streptomyces, Nocardia, Micromonospora, Streptosporangium and
Actinomadura. Enzymatic profiles were researched, most presented amylolytic activity (47),
followed by xylanolytic activity (37) and cellulolytic (32). Eighteen rhizobium strains belong
to the genus Bradyrhizobium and one has been identified as Rhizobium tropici. Eight rhizobium
strains showed amylose. There was an increase in the production of amylose and cellulase by
the strains due to the increase in temperature, while xylanase production declined. Two strains,
QX 59 and QX 67, identified as Streptomyces, from the anthropized area, showed high
facilitation capacity when inoculated in vitro together with rhizobium, showing the potential of

the strains as bioinoculants.

Keywords: Amylase. Cellulase. Xylanase. Enzymatic activity. Streptomyces.

2.1 Introducao

Os microrganismos presentes nos sistemas agricolas desempenham um importante papel,
auxiliando no aumento da producao e reduzindo o uso de fertilizantes quimicos, pesticidas e
herbicidas (PEREZ-MONTANO et al., 2014). Esses beneficios sdo possibilitados através da
produgdo de fitormonios (MAHALAKSHMI; BHAGAWATI, 2017), producao de sideroforos
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(KUMAR et al., 2018), solubilizagdo de fosforo (SAEID; PROCHOWNIK;
DOBROWOLSKA-IWANEK, 2018) e fixagao de nitrogénio (PINHEIRO et al., 2019).

Microrganismos podem ser afetados pelo uso e caracteristicas do solo, as plantas presentes
e fatores ambientais, tais como temperatura, umidade e disponibilidade de nutrientes,
modificando a composi¢do, interacdo e produgdo enzimatica da assembléia microbiana
(CHANG et al., 2016; GARCIA-LEMOS et al., 2020; HAN et al., 2017; XU et al., 2014). Em
pesquisa realizada por Houfani et al. (2019) observou-se que solos florestais e de jardim
apresentam maior diversidade microbiana, e atividade de endocelulose mais elevada, assim
como maior potencial de decomposicdo de lignocelulose, quando comparado com solos
agricolas e desérticos. Entre esses microrganismos destacaram-se as actinobactérias e os
rizobios.

As actinobactérias, além da diversidade e importancia ecoldgica, possuem um potencial
unico devido ao metabolismo secundario e a capacidade de produzir moléculas bioativas com
extensivas aplicagdes médicas, industriais e agricolas (LEWIN et al., 2016), enquanto que os
rizobios sdo reconhecidos por sua capacidade em produzir diversas enzimas, que permitem a

utilizagio de diferentes substratos (MENENDEZ et al., 2016).

As bactérias diazotroficas se apresentam na forma de bacilos, aerdbias, moveis,
Gramnegativas e podem ser encontradas tanto na forma livre como associada com leguminosas.
Sao extensamente relatados os beneficios que os rizobios podem trazer para a agricultura, como
o suprimento de nitrogénio pela fixacdo simbidtica de N», que ¢ a fonte mais importante de
nitrogénio nos agroecossistemas por ser renovavel e ambientalmente sustentavel (ZHENG et
al., 2019). Alguns mecanismos auxiliam nessa simbiose, e estd relatada a importancia da
enzima de degradacdo da parede celular, celulase, no processo de infec¢do primaria e sua
importancia na infec¢cdo simbidtica secundaria e na regulacdo rigorosa de sua produgdo para
estabelecer uma simbiose eficaz (ROBLEDO et al., 2015).

As actinobactérias sdo bactérias Gram-positivas, filamentosas, encontradas
abundantemente no solo, podem interagir com as plantas através da fixagdo de nitrogénio, da
producao de hormodnio e da prote¢do contra infec¢ao (LE ef al., 2016; PASSARI et al., 2015;
SINGH; GAUR, 2016) e, além disso, a capacidade de degradagdo das actinobactérias ¢

importante para o ciclo de carbono ¢ para a formag¢ao de himus no ambiente o que aumenta o
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potencial de nutri¢do do solo para o crescimento das plantas (CARVALHO et al., 2017). Elas
também participam ativamente da degradacdo da lignocelulose natural, como resultado de sua
capacidade de sintetizar hidrolases poliméricas extracelulares, como celulases, hemicelulases,
xilanases, quitinases, pectinases, amilases, peptidases, proteases e queratinases (DAS;
SOLANKI; KHANNA, 2014; SAINI; AGGARWAL; YADAYV, 2016).

A celulose ¢ o polimero organico mais abundante na terra, presente nas paredes celulares
das plantas, ¢ principalmente encontrado em combinagdo com hemicelulose e xilana. A
degradacao da celulose ¢ um servigo ecossistémico essencial e tem um valor chave para
compreensdo da quebra da celulose no ciclo do carbono. Para ocorrer uma degradacao eficiente
da celulose ¢ necessaria uma grande diversidade de enzimas celuloliticas (DE VRIES et al.,
2015).

A inoculagdo conjunta de actinobactérias, rizobios e rizobactérias promotoras de
crescimento de plantas resulta em aumento na absor¢ao de nitrogénio (N), fosforo (P) e potassio
(K), melhorando o rendimento da soja e a qualidade do solo (AMULE et al., 2018), enquanto
que a simbiose entre Bradyrhizobium e Streptomyces griseoflavus promove aumentos
significativos no crescimento das plantas, nodulacao, fixacdo de nitrogénio, absor¢ao de
nitrogénio, fésforo e potassio e na produgdo de sementes em feijdo mungo (Vigna radiata) e
soja (Glycine max L.) (HTWE et al., 2019).

Essa pesquisa testara a hipotese de que actinobactérias provenientes do semiarido possuem
a capacidade de atuar na facilitagdo in vitro de bactérias diazotroficas noduliferas provenientes
do mesmo bioma. O objetivo foi comparar a capacidade de actinobactérias, isoladas de solos
semiaridos em diferentes condigdes de antropizacdo, de estabelecer interrelagdes positivas com
bactérias diazotroficas noduliferas. Os resultados obtidos contribuirdo para esclarecer
interacdes positivas que ocorrem na comunidade edafica, assim como destacam o potencial do

uso conjunto de cepas de actinobactérias e rizobios como futuros bioinoculantes.
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2.2 Material e Métodos

2.2.1. Local

As cepas de actinobactérias foram isoladas do solo oriundo da Fazenda Nao Me Deixes,
localizada no municipio de Quixada, Ceard -BR. A localizagdo geografica ¢ proxima de
4°49°34°° S ¢ 38° 58’9 W e 210 m de altitude. O clima do municipio de Quixada ¢ identificado
como Tropical Quente Semidrido (BSh, de acordo com Koppen-Geiger Climate Classification),
com pluviosidade média de 717.5 mm, centralizada no periodo de fevereiro a abril, e
temperatura média de 26.6°C (FUNCEME, 2017). O solo da fazenda ¢ classificado como
Argissolo (SANTOS, 2018) equivalente ao Lixisol (IUSS WORKING GROUP WRB, 2014).
A amostragem de solo foi realizada em duas areas da fazenda, uma area antropizada em pousio
e uma area conservada, pertencente a Reserva Particular de Patriménio Permanente (RPPN)
reconhecida pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis
(IBAMA).

As cepas de rizobios sdo provenientes de amostras de solos proximas dos pontos indicados
de Quixada (4°58'S a 39°1°’W) e Cascavel (4°7'S a 38°14'W), no Ceara - BR, e no Rio Grande
do Norte- BR, nos municipios Jardim de Angicos (5°39'S a 35°58'W) e Santana do Mato
(5°57°S a 36°39°W) (PINHEIRO et al., 2015).

2.2.2. Microrganismos

As cepas de actinobactérias foram isoladas do solo através da técnica spread plate,
utilizando o meio caseina dextrose 4gar (CDA) (CLARK, 1965). As cepas de rizobio foram
isoladas usando feijao-caupi [Vigna unguiculata (L.) Walp.] como planta isca e apoOs esse
periodo os nédulos obtidos foram macerados no meio Agar extrato de levedura manitol (YMA)
(VINCENT, 1970). Os isolados obtidos foram autenticados através do plantio e inoculacao do
feijao-caupi. As 50 cepas de actinobactérias, 22 provenientes da area antropizada e 28 da area
conservada, e 19 cepas de rizobios estdo depositadas na Colecao de culturas do Laboratdrio de
Microbiologia Ambiental do Departamento de Biologia da Universidade Federal do Ceara
(UFC).
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2.2.3. Anadlise quimica do solo

A anélise quimica do solo foi realizada de acordo com Teixeira ef al. (2017). Os atributos
do solo avaliados foram pH, que foi medido em H>O (1:2,5) por potenciometria; acidez
potencial (H+Al), que foi extraida com acetato de célcio tamponado a pH 7,0 e determinada
por titulometria; Ca*" e Mg*" que foram extraidos com solugiio de KCI 1M e determinados por
espectrometria de absor¢do atdmica; aluminio trocavel (A1** que foi extraido com solugio KCl1
IM e determinado por titulometria. Fosforo (P), sédio (Na+) e potassio (K+) foram extraidos
com solu¢do Mehlich 1, com o P determinado por colorimetria e o K+ e Na+ por fotometria de

chama

2.2.4. Caracterizagdo cultural

A caracterizacao cromogénica das actinobactérias foi realizada observando-se os micélios
aéreo e reverso apds o crescimento das cepas em placas de Petri, segundo Wink (2012), com o
uso da cartela de cores RAL, e a classificagdo das coldnias de acordo com Augustine et al.,
(2013), em aveludada, concéntrica, radial, umbonada e convexa. A caracterizagdo
micromorfoldgica foi realizada por meio do microcultivo segundo Kern; Blevins (1999), com
modificagdes. A cultura foi inoculada em um lado de um cubo de meio CDA contido em uma
lamina e coberto por uma laminula, junto com algodao umedecido e em seguida incubada por
14 dias a 28°C, apos esse periodo a laminula foi realocada em uma nova lamina, corada com
azul de algodao e observada sob um microscopio de luz Zeiss a uma ampliacao de 1000.

A caracterizagdo das cepas de rizobios foi analisada através das variaveis culturais (modificagao
do pH do meio, tempo de crescimento, produ¢do de muco, cor da coldnia), e fisiologicas como
tolerancia a altas temperaturas (39, 41, 43 e 45°C), tolerancia a NaCl (1, 2,2.5,3,10e 20 g L"
) e pH (4 e 10) sendo testados no meio YMA. Também foi avaliada a resisténcia aos
antibioticos Amicacina (AMI 30), Amoxicilina (AMC 30), Ampicilina (AMP10), Aztreonam
(ATM 30), Cefalotina (CFL 30), Cefepime (CPM 30), Cefoxitina (CFO 30), Ceftadizime (CAZ
30), Ceftriaxone (CRO 30), Ciprofloxacino (CIP 05), Cloranfenicol (CLO 30), Gentamicina
(GEN 10), Piperacilina (PIT 110) e Tetraciclina (TET 30) (MUELLER et al., 1988), producao
de amilase (ALARIYA ef al., 2013), xilanase (KUMAR et al., 2012) e celulase (COURI;
FARIAS, 1995) e solubilizacdo de fosfato (NAUTIYAL, 1999). Foram utilizadas como
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referéncias as cepas padrdo BR 3486 (Paraburkholderia phymatum), INPA 03-11B-
Bradyrhizobium sp. (BR 3301), BR 3302 (Bradyrhizobium viridifuturi), BR 3267
(Bradyrhizobium yuanmingense), BR 3262 (Bradyrhizobium pachyrhizi), BR 2003
(Bradyrhizobium elkanii) ¢ BR 2801 (Bradyrhizobium elkanii).

Todas as etapas foram identificadas utilizando o sequenciamento de genes 16S rRNA

(SILVA, 2020).

2.2.5. Perfil enzimdtico

Foi avaliada a producao de amilase (ALARIYA et al., 2013), xilanase (KUMAR et al.,
2012) e celulase (COURI; FARIAS, 1995), onde observou-se a degradacdo dos compostos:
amido, xilana e celulose contidas no meio. As cepas de actinobactérias foram incubadas nas
temperaturas de 28°, 39°, 41°, 43° ¢ 45 °C para determinar o efeito da temperatura na atividade
enzimatica.

O indice enzimatico (IE) foi calculado utilizando a equagao: IE = Didmetro em mm do

halo de hidrolise/ Diametro em mm do halo da colonia (HANKIN; ANAGNOSTAKIS, 1977).

2.2.6. Facilitacdo in vitro

As cepas de actinobactérias e rizobios foram inoculadas separadamente em meio de
cultura contendo carboximetilcelulose como unica fonte de carbono e energia (COURI;
FARIAS, 1995), A presenca de zonas de hidrolise ao redor das colonias foi registrada como
uma resposta positiva (HANKIN; ANAGNOSTAKIS, 1977). Cada experimento foi realizado
de forma independente. As cepas de actinobactérias que apresentaram um indice enzimatico
estatisticamente distinto juntamente com as cepas de rizobios ndo-celuloliticas foram
selecionados para o teste de facilitacao.

As cepas de actinobactérias foram inoculadas separadamente em agar
carboximetilcelulose em “spots” e incubadas a 28 °C por 10 dias. Um mililitro de cultura de
cada cepa de rizobio previamente cultivado em meio (extrato de levedura-manitol) YM por sete
dias, foi transferido para microtubos, centrifugado a 9659.52 g por 10 minutos e o precipitado
ressuspenso duas vezes. Uma gota de cada cultura de rizobio purificado foi distribuida em torno

de cada coldnia de actinobactéria a uma distancia de 2 cm. Foi considerado resultado positivo
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quando ocorreu o crescimento das colonias de rizébio (DOBEREINER; BALDANI;
BALDANI, 1995).

O Indice de Compatibilidade foi calculado com o nimero de pares compativeis detectados
dividido por todos os pares possiveis: IC = n° de pares compativeis / todas as interagdes entre

pares.

2.2.7. Anadlise Estatistica

Todos os testes foram realizados em quadruplicata, com dois ensaios, totalizando oito
repeticoes. Os dados qualitativos de caracterizagdo das actinobactérias e rizobios foram
submetidos ao teste do Qui-quadrado. A normalidade dos dados foi avaliada utilizando o teste
de Kolmogorov-Smirnov e a homogeneidade da variancia através do teste de Levene, feitos
para verificar os pressupostos dos testes estatisticos aplicados. Os indices enzimaticos foram
submetidos a um teste T de Studart para dados ndo pareados para comparar os valores médios
de cada area e a uma analise de variancia para comparar as médias entre as enzimas € entre as
cepas, utilizando o teste de Tukey como post hoc.

Os dados sobre os efeitos da temperatura na atividade enziméatica foram avaliados através
do Coeficiente de Correlagao de Pearson. Foi estabelecido um intervalo de confianga de 95%.

Para todos os testes realizados foi utilizado o programa SPSS (IBM Corp. Released 2011).

2.3 Resultados e Discussao

2.3.1 Propriedades do solo

O solo nas duas areas apresentou pH baixo, classificando-os como solos fortemente
acidos, e uma capacidade de troca de cations (T) baixa, a area antropizada se enquadra em baixa
fertilidade e susceptivel a desertificacao (TABELA 2).

Em relagdo a fertilidade do solo, a area conservada possui maior concentragdo de
nutrientes para as plantas e organismos, expressa por uma maior soma de bases (SB) e
capacidade de troca de cétions (T), sua limitacdo estd na acidez (maior H + Al). Mesmo
possuindo maior fertilidade natural, o pH baixo pode diminuir a disponibilidade de nutrientes,
causando a impressao da area antropizada ser mais fértil do que a natural, esse efeito se da pela

correcao do pH e preparo do solo.
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Tabela 2: Atributos quimicos de solos, de duas 4reas, oriundos da Fazenda Nao Me Deixes,

Quixada, CE - regido semiarida nordestina, Brasil.

] cat Mg” K Na" SB AP HrAF T v P N
Areas pH (H20)
EC MO Classe
Mole Kglommmemmm e Yommmmmmnnn mg.kg dS/m g/kg g/kg
textural
Conservada 45 2.4 0.6 0,33 0,12 3.45 0,1 7.4 10,9 31.8 8,98 2.64 0,68 11,17 Areia
Franca
Areia
Antropizada 5,17 1,81 0,51 0,19 0 2,51 0 1,21 3,7 67,5 3.48 0.55 0,85 2,1 Franca

Note. SB = soma de bases; T = Capacidade de Troca de Cations ao pH 7.0; V = Saturagao de

Bases.

Fonte: elaborada pela autora.

2.3.2 Caracterizagdo

As 50 cepas selecionadas foram caracterizadas culturalmente através da cor do micélio
aéreo e reverso, onde, nas duas areas, ocorreu uma hegemonia das cores branco e cinza no
micélio aéreo, enquanto no micélio reverso ha uma primazia da cor amarela na area antropizada
e cinza na area conservada. Nas duas areas houve um dominio da textura radial e do género
Streptomyces (TABELA 3). Nao houve diferenga significativa entre as cepas das duas areas
analisadas nas caracteristicas morfologia (p = 0,307), cor do micélio aéreo (p = 0,396), cor do

micélio reverso (p = 0,066), textura (p = 0,907) e género (p = 0,851).



Tabela 3: Caracteristicas morfologicas e identificagdo de género de actinobactérias.
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Area Actinobacteria Morphology Color Strains texture Genus
Aerial mycelium Reverse pigments
QX1 Short straight spore chain White Yellow Radial furrows Streptomyces
QX2 Short straight spore chain Beige Yellow Concentric Streptomyces
QX3 Short straight spore chain Brown Yellow Radial furrows Streptomyces
QX4 Short straight spore chain Beige Yellow Radial furrows Streptomyces
QX5 Cocci Brown Brown Concentric Micromonospora
QX7 Cocci and Bacilli Brown Yellow Radial furrows Nocardia
QX9 Cocci Cream Grey Radial furrows Nocardia
QX10 Flexuous spore chains Yellow Yellow Radial furrows Streptomyces
QX12 Flexuous spore chains Yellow Yellow Radial furrows Streptomyces
QX59 Short straight spore chain Pink Pink Cottony Streptomyces
Anthopized QX60 Spiral spore chain Grey Cream Cottony Streptomyces
QX61 Spore wall White Yellow Concentric Streptosporagium
QX62 Short straight spore chain White Cream Cottony Streptomyces
QX63 Spiral spore chain Brown Brown Radial furrows Streptomyces
QX64 Cocci Grey Grey Cottony Micromonospora
QX65 Cocci Grey Yellow Cottony Nocardia
QX67 Fascicied spore chain Grey Yellow Umbonate Streptomyces
QX68 Spiral spore chain Grey Yellow Radial furrows Streptomyces
QX70 Short straight spore chain Grey Yellow Radial furrows Streptomyces
QX71 Bacilli Grey Grey Concentric Nocardia
QX75 Bacilli White Yellow Cottony Nocardia
QX76 Flexuous spore chains White Cream Cottony Streptomyces
QX13 Flexuous spore chains Grey Yellow Radial furrows Streptomyces
QX14 Flexuous spore chains Brown Cream Cottony Streptomyces
QX15 Bacilli White White Radial furrows Nocardia
QX16 Spiral spore chain Grey Grey Concentric Streptomyces



QX17

QX19

Qx2l

QX23

QX24

QX25

QXx27

QX28

Qx29

Conserved ~ QX30
QX31

QX32

QX33

QX47

QX48

QX49

QX50

QX52

QX53

QX54

QX55

QX56

QX57

QX58

Fascicied spore chain

Short straight spore chain

Cocci

Short straight spore chain

Coccobacilli

Short straight spore chain

Cocci

Cocci

Coccobacilli

Fascicied spore chain

Straight spore chain

Fascicied spore chain

Spore wall

Straight spore chain

Fascicied spore chain

Flexuous spore chains

Bacilli

Straight spore chain

Cocci

Fascicied spore chain

Short straight spore chain

Spore wall

Cocci

Bacilli

Brown

Grey

Grey

Purple

Orange

Grey

Brown

Grey

Grey

White

Grey

Grey

Grey

Grey

Cream

Grey

White

Yellow

Grey

White

Grey

White

Grey

Grey

Cream

Grey

Grey

Purple

Brown

Yellow

Yellow

Beige

Grey

Yellow

Grey

Grey

Grey

Grey

Cream

Grey

Cream

Grey

Grey

Cream

Yellow

Pink

Beige

Grey

Concentric

Radial furrows

Cottony

Cottony

Radial furrows

Radial furrows

Radial furrows

Radial furrows

Concentric

Umbonate

Concentric

Cottony

Radial furrows

Cottony

Cottony

Radial furrows

Cottony

Umbonate

Concentric

Radial furrows

Radial furrows

Cottony

Concentric

Concentric
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Streptomyces

Streptomyces

Micromonospora

Streptomyces

Nocardia

Streptomyces

Nocardia

Nocardia

Nocardia

Streptomyces

Streptomyces

Streptomyces

Streptosporagium

Streptomyces

Streptomyces

Streptomyces

Nocardia

Actinomadura

Micromonospora

Streptomyces

Streptomyces

Streptosporagium

Nocardia

Nocardia

Fonte: elaborada pela autora.

A formagdao de todos os tipos de hifas aéreas de actinobactérias depende das

caracteristicas da espécie, das condi¢des nutricionais ou do fator ambiental (JIANG et al.,

2016), por isso existe essa diferenca na expressao de cores entre as areas, porém a cromogénese

ndo ¢ suficiente para a classificacdo das espécies, sendo necessario adicionar parametros como
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morfologia da cadeia de esporos, forma do esporo e da colonia, que sdo basilares para a
taxonomia dos géneros (WILLIAMS; DAVIES, 1967; THAMPI; BHAI, 2017).

Os resultados encontrados coincidem com aqueles esperados para ambientes aridos,
como os observados no deserto no planalto do Tibete por DING et al. (2013), onde as cepas
estudadas apresentaram cores branco, cinza, amarelo e marrom, com predominancia dos
géneros Streptomyces, Micromonospora e Streptosporangium, enquanto que em solos do
semiarido brasileiro ha relatos da presenca dos géneros Streptomyces e Nocardia (SILVA et
al., 2019).

A identificacdo dos géneros ocorreu através da micromorfologia (FIGURA 9), onde a
observacdo da cadeia de esporos permitiu identificar cinco géneros diferentes, Streptomyces
(58%), Nocardia (26%), Micromonospora (8%), Streptosporangium (6%) e Actinomadura
(2%).

Figura 9: Cadeias de esporos e identificagdo de género.

QX 21 Micromonospora

% 41 B [
TN é\\\% fiv.y:

QX 56 Streptosporangium

Fonte: elaborada pela autora.
Streptomyces ¢ o género mais abundante das actinobactérias, frequentemente relatado

em solos, inclusive em regides semiaridas (LIMA et al., 2017). Os cinco géneros encontrados
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estdo comumente relacionados a solos desérticos e arenosos (DING et al., 2013; NITHYA et
al., 2017). Nesse trabalho foram isoladas 50 cepas de actinobactérias, das quais 22 sdo
procedentes da area antropizada e 28 da area conservada. A diversidade de géneros encontradas
ndo apresentou diferenca entre as areas (FIGURA 10; p=0,851), com um predominio do género
Streptomyces nas duas areas, e o género Actinomadura, identificado apenas na area conservada.

Figura 10: Porcentagem de géneros por area de estudo

Streptosporagium [ Anfrépica
Bl Conservada

Streptomyces
Nocardia
Micromonospora
Adinemadura

] 1 1 ! 1

® 9 o S ®

Porcentagem por drea

Fonte: elaborada pela autora.

As 19 cepas de rizobios mais as sete cepas padrdo, foram analisadas através das
caracteristicas fenotipicas, onde, 78% neutralizaram ou alcalinizaram o meio de cultura e 67%
apresentaram consisténcia butirica ou gomosa, 85% das cepas foram tolerantes as altas
temperaturas e altas concentragdes de sais, porém em relagdo ao pH apesar de tolerarem bem a
alcalinidade apresentaram suscetibilidade a acidez do meio (TABELA 4). Com a comparagao
das sequéncias 16S rRNA das bactérias com as disponiveis no banco de dados GenBank® 18
cepas foram identificadas como Bradyrhizobium enquanto uma foi identificada como
Rhizobium tropici (SILVA, 2020). As cepas ndo apresentaram diferenga estatistica entre si nas

caracteristicas analisadas (p= 0,395).

Tabela 4: Caracteristicas fenotipicas e fisiologicas das cepas de rizobio

Rhizobium Isolates Espécie pH Growth rate Mucus  Colony color Temperature (°C) ¥ pH4 +pH 10 + NaCl (g L
1
y T

L1 Bradyrhizobium elkanii Neut  Slow Viscous White - + + 3

L4 Bradyrhizobium elkanii Alkali  Slow Viscous White 39 + - 3
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L6 Bradyrhizobium vignae Neut  Slow Gummy White 45 - = 3
L7 Bradyrhizobium elkanii Acid  Fast Butyric Yellow 43 - + 20
L9 Rhizobium tropici Alkali  Slow Butyric White 39 - - 2

L11 Bradyrhizobium sp. Acid Fast Butyric White 43 + + 10
L13 Bradyrhizobium kavangense Neut  Slow Gummy White 45 - + 3
L14 Bradyrhizobium sp. Neut  Slow Gummy White 45 - + 3
L15 Bradyrhizobium japonicum Alkali  Slow Gummy White 45 - + 3
L16 Bradyrhizobium japonicum Neut  Slow Butyric Yellow 45 - + 3
L17 Bradyrhizobium sp. Alkali  Slow Viscous White 41 - + 3
L18 Bradyrhizobium sp. Neut  Slow Gummy White 45 - + 3
II19) Bradyrhizobium kavangense Neut  Slow Butyric White 41 - + 10
L20 Bradyrhizobium yuanmingense Alkali  Slow Gummy White 45 - + 3

L21 Bradyrhizobium sp. Alkali  Slow Butyric White 43 + + 10

L23 Bradyrhizobium yuanmingense Acid Slow Gummy White 41 - + 2,5
L24 Bradyrhizobium yuanmingense Neut  Slow Gummy White 41 - + 10

L27 Bradyrhizobium iriomotense Alkali  Slow Gummy Yellow 39 + - 2,5
L29 Bradyrhizobium kavangense Alkali ~ Slow Gummy White 39 - - 3

BR 3486 Paraburkholderia phymatum (BR 3486)  Acid  Fast Butyric Yellow 43 + + 10
BR 3267 Bradyrhizobium sp (BR 3267) Neut  Slow Butyric White 45 - + 3

BR 3302 Bradyrhizobium sp (BR 3302) Alkali  Slow Viscous ‘White 45 - + 10
BR 3262 Bradyrhizobium sp (BR 3262) Alkali ~ Slow Viscous White - + 1 3

BR 3301 Bradyrhizobium sp (BR 3301) Alkali ~ Slow Viscous White 39 + + 3
BR 2003 Bradyrhizobium sp (BR 2003) Neut  Slow Butyric White - + + 3
BR 2801 Bradyrhizobium elkanii (BR 2801) Neut Slow Viscous White - + + 3

1 O simbolo (+) indica resultado positivo enquanto (-) indica resultado negativo.
Fonte: elaborada pela autora

Cepas isoladas localmente possuem capacidade de resistir aos estresses ambientais
presentes, que de outro modo poderiam limitar sua produtividade. Rizdbios isolados do Egito
por Yanni et al. (2016) foram utilizados para producdo de biofertilizantes e proporcionaram
aumento significativo no rendimento de sementes e na eficiéncia agrondmica do feijao
(Phaseolus vulgaris) em condi¢des de campo. Ali ef al. (2019) isolaram cepas de nddulos de
soja, em Bangladesh, e constataram que as cepas locais apresentaram eficacia e resisténcia a
condicdes de estresse fisico, pH, salinidade e temperatura.

As cepas de Bradyrhizobium sao frequentemente relatadas em nodulos de feijao-caupi
(Vigna unguiculata) nos tropicos (MARINHO et al., 2017), sendo um grupo taxondmico
diversificado, varias espécies de Bradyrhizobium foram isoladas de nddulos de feijao-caupi no

Brasil (FIGUEREDO et al., 2017; MORAES et al., 2016; SANTOS et al., 2017).
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As cepas de rizobios apresentaram resisténcia intrinseca a diversos antibidticos e 14
cepas (oito cepas isoladas e s<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>