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RESUMO

Ora-pro-nobis (OPN) é uma cactacea horticola pouco cultivada que apresenta alto potencial
alimenticio devido principalmente ao alto teor de proteina nas suas folhas. No entanto, pouco
é conhecido sobre as caracteristicas quimicas, fisicas e biologicas dos solos onde ocorre,
assim como as relagdes destas com suas caracteristicas nutricionais. Os microrganismos do
solo desempenham um papel fundamental no ciclo de vida das plantas tanto na ciclagem
como na disponibilidade de nutrientes. Bactérias sdo responsaveis pela fixacdo bioldgica de
nitrogénio e outros processos como promotores de crescimento vegetal de grande relevancia
agricola e ambiental. Fungos micorrizicos arbusculares (FMAs) formam associaces
simbioticas com a maioria das plantas vasculares. Esta associa¢do micorrizica proporciona um
aumento da absor¢do de nutrientes do solo pelas plantas, principalmente do fosforo, como
consequéncia de uma melhor exploracdo do solo. O objetivo deste estudo foi avaliar a relacédo
de aspectos nutricionais de OPN com as comunidades de bactérias diazotréficas e de fungos
micorrizicos arbusculares e caracteristicas quimicas e fisicas dos solos em diferentes locais no
sul do estado de Minas Gerais. Amostras de solo, raizes e folhas foram coletados em quatro
municipios proximos entre si, localizados em areas rurais e urbanas. Foram isoladas bactérias
diazotroéficas do solo, rizosfera, e de macerado de raizes lavadas de OPN em &gua utilizando o
meio semissélido NFb modificado. Esporos de FMA foram extraidos do solo pelo método do
peneiramento Umido seguido por centrifugacdo em gradiente de sacarose. As raizes coletadas
foram descoloridas e analisadas de acordo com os métodos tradicionais para avaliacdo da
colonizagdo micorrizica. Nao houve relagdo entre o nitrogénio total no solo e o teor de
proteina na folha de OPN. Também ndo houve relacdo entre o teor dos demais macro e dos
micronutrientes na folha com o0s seus correspondentes teores no solo exceto para o caso do
potassio. Foram obtidos 86 isolados distribuidos em 24 grupos culturais. O sequenciamento
parcial do gene 16S rRNA dos isolados identificou em maior propor¢do 0 género
Azospirillum de bactérias diazotroficas e em menor proporcdo 0s géneros: Azohydromonas,
Azospira, Acinetobacter, Bacillus, Brevundimonas, Caulobacter, Cryseobacterium,
Pseudomonas, Pseudoacidobacter e Variovorax. Houve variagcdo na densidade de esporos e
colonizacdo micorrizica. Apesar da baixa colonizacdo radicular de FMAS, houve densidade
consideravel de esporos no solo. Foram identificadas as familias Ambisporaceae,
Archaeosporaceae, Claroideogloeraceae, Glomeraceae, Acaulosporaceae, Diversisporaceae
e Gigasporaceae. Conclui-se que existem bactérias diazotroficas associativas assim como
FMAs em intima relacdo com OPN, o que pode ter relacdo com o alto teor de nitrogénio nas
folhas dessa espécie vegetal. As espécies de microrganismos encontradas podem ser usadas
em futuros estudos de sele¢édo visando o melhor desenvolvimento de OPN.

Palavras chave: Ora-pro-nobis. Plantas alimenticias ndo convencionais, PANCs. Fixacéo
biologica de N,. Biodiversidade.



ABSTRACT

Ora-pro-nobis (OPN) is a sparsely cultivated horticultural cactus that presents high food
potential due mainly to the high protein content in its leaves. However, little is known about
the chemical, physical and biological characteristics of the soils where it occurs, as well as
their relationships with their nutritional characteristics. Soil microorganisms play a key role in
the life cycle of plants both in cycling and in the availability of nutrients. Bacteria are
responsible for the biological fixation of nitrogen and other processes as promoters of plant
growth of great agricultural and environmental relevance. Arbuscular mycorrhizal fungi
(AMF) form symbiotic associations with most vascular plants. This mycorrhizal association
provides an increase in soil nutrient uptake by plants, mainly phosphorus, as a consequence of
better soil exploration. The objective of this study was to evaluate the relationship of
nutritional aspects of OPN with the communities of diazotrophic bacteria and arbuscular
mycorrhizal fungi and chemical and physical characteristics of the soils in different places in
the southern state of Minas Gerais. Soil, root and leaf samples were collected in four nearby
municipalities located in rural and urban areas. Diazotrophic bacteria from soil, rhizosphere,
and maceration of washed roots of OPN in water were isolated using the modified NFb semi-
solid medium. FMA spores were extracted from the soil by the wet sieving method followed
by sucrose gradient centrifugation. The collected roots were discolored and analyzed
according to the traditional methods for evaluation of mycorrhizal colonization. There was no
relationship between the total nitrogen in the soil and the protein content in the OPN leaf.
There was also no relationship between the content of the other macro and the micronutrients
in the leaf and their corresponding contents in the soil except for the potassium. It was
obtained 86 isolates distributed in 24 cultural groups. The partial sequencing of the 16S rRNA
gene from the isolates identified the genus Azospirillum, of diazotrophic bacteria and to a
lesser extent the genera: Azohydromonas, Azospira, Acinetobacter, Bacillus, Brevundimonas,
Caulobacter, Cryseobacterium, Pseudomonas, Pseudoacidobacter and Variovorax. There
was variation in spore density and mycorrhizal colonization. Despite the low root colonization
of FMAs, there was considerable density of spores in the soil. The families Ambisporaceae,
Archaeosporaceae, Claroideogloeraceae, Glomeraceae, Acaulosporaceae, Diversisporaceae
and Gigasporaceae were identified. It is concluded that there are associative diazotrophic
bacteria as well as AMFs in close relation with OPN which may be related to the high
nitrogen content in the leaves of this plant species. The species of microorganisms found can
be used in future selection studies aiming at the best OPN development.

Keywords: Ora-pro-nobis. Unconventional food plants, UFP. Biological nitrogen fixation.
Biodiversity.
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1 INTRODUCAO

A busca de alimentos pelo homem nunca foi uma jornada féacil. O desenvolvimento
da agricultura permitiu a0 homem otimizar o uso da terra e em consequéncia, comegaram a
aparecer os primeiros grupos humanos (MARTINELLI, 2007). Atualmente, a populagédo
mundial € 7,6 bilhGes, mas ha um incremento anual de 83 milhdes de pessoas (UN, 2017). O
avanco das tecnologias aplicadas na agricultura desde o inicio da revolugao verde até hoje em
dia ndo garante a sustentabilidade. Além disso, o avanco de areas degradadas pelo manejo
inadequado e a escassez de agua representam desafios do setor agricola em satisfazer a
demanda futura de alimentos em quantidade e qualidade cada vez maiores que garantam a

nossa seguranca alimentar.

A seca € o principal fator ambiental que limita o desenvolvimento agricola em
regibes aridas e semiaridas, uma vez que as culturas mais convencionais sdo altamente
sensiveis a escassez de agua (OIES, 1999). A familia Cactaceae, comumente chamada de
cactos, pode se desenvolver nesses habitats rigorosos. A domesticacdo de algumas espécies
dessa familia permitiu ao homem obter importantes produtos comerciais. Assim, setores da
indUstria de alimentos, cosmética, farmacéutica e medicinal, obtém deles benéficos e

importantes aportes econdémicos em algumas regides do mundo.

Por outro lado, muitas plantas consideradas daninhas, que crescem entre as plantas
cultivadas, sdo espécies com grande importancia ecologica e econémica que vem servindo de
alimento a algumas populagdes humanas desde a antiguidade (KINUPP, 2006), portanto estas
plantas podem desempenhar um papel importante como substituto na alimentacdo em tempos
de mudanca climética e inseguranca alimentar (REHMAN; ADNAN, 2018). Dentro deste
grupo encontram-se algumas espécies que foram nomeadas como hortalicas néo
convencionais, caracterizadas por ainda ndo receber a devida atencéo pelos consumidores, e
que sdo restritas a determinadas localidades ou regifes. Porém, seu valor nutricional,
conforme a espécie estd relacionada a teores significativamente altos de sais minerais,
vitaminas, fibras, carboidratos e proteinas, além do reconhecido efeito funcional (BRASIL,
2015).

Pereskia acuelata Mill, uma cactacea horticola pouco comum e conhecida no Brasil
como ora-pro-nobis (OPN), esta categorizada como hortalica ndo convencional. Constitui

uma das especies que nos ultimos anos vem ganhando interesse por parte da comunidade
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cientifica devido aos beneficios potenciais que tem mostrado em virtude de varios estudos
nela desenvolvidos. Seu destaque principal é o alto teor de proteina em suas folhas, que
segundo as pesquisas realizadas estdo em torno de 25,5% em massa seca, e valores
consideraveis de aminoacidos essenciais, principalmente a lisina. Além disso, pesquisas
realizadas com essa planta identificaram compostos que podem ser explorados na industria de
alimentos como betalainas, carotenoides, mucilagens, assim como o uso de farinha de OPN
em produtos alimenticios como pdo e macarrdo tiveram boa aceitabilidade pelos
consumidores (LAGE et al. 2015; AMARAL et al. 2018; AGOSTINI-COSTA, 2014;
ROCHA et al. 2008). Pelo fato de ser uma planta ruastica de facil propagacdo, em algumas
regides do mundo é considerada uma planta daninha ou planta invasora. No entanto, no
Brasil, esta espécie é cultivada para consumo familiar em quintais e pequenas hortas
domésticas. Pouca literatura sobre 0 manejo dessa cultura é encontrada. Souza et al. (2016)
observaram que diferentes doses de adubacéo nitrogenada em OPN n&o mostraram nenhum
efeito nos teores de proteina na planta, mas justificaram ao fato de que o solo testado tinha
alto teor de matéria organica. Os teores elevados de proteina que sdo encontrados nestas
espécies sao geralmente comuns a espécies vegetais que formam simbiose com bactérias
fixadoras de N, como as leguminosas. Porém, ndo ha relatos desta simbiose em OPN e nem
da ocorréncia de sua associacdo com bactérias fixadoras de N,. Por outro lado, os fungos
micorrizicos arbusculares (FMAs) formam associa¢es simbidticas com a maioria das plantas
vasculares. Esta associacdo micorrizica proporciona um aumento da absor¢do de nutrientes do
solo pelas plantas, principalmente do fosforo, como consequéncia de uma melhor exploragédo
do solo pelas raizes. Estariam entdo os elevados teores de proteina relacionados com o teor de
matéria organica no solo? Ou com sua associagdo com micro-organismos promotores de

crescimento vegetal?

A demanda da sociedade pela producdo de alimentos, associada & manutencdo da
qualidade ambiental, trouxe para este século um grande desafio que é a integracdo dos fatores
bioldgicos nos sistemas de producdo. A agrotecnologia do século XXI tem como paradigma
“a otimizacdo da eficiéncia bioldgica visando a producdo sustentada dos agroecosistemas”
(MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). Espécies vegetais, pouco difundidas e consumidas, mas com
baixo custo de producdo, ambientalmente sustentaveis e com alto conteudo de proteina,
tornam-se uma boa fonte alternativa nutricional para um mundo cada vez mais numeroso.
Neste sentido poucos estudos foram desenvolvidos sobre micro-organismos promotores de

crescimento vegetal, como bactérias fixadoras de N, e FMA, em cactaceas e nenhum em
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OPN. Portanto, o objetivo do nosso estudo foi avaliar a ocorréncia, densidade e diversidade de
bactérias diazotréficas e fungos micorrizicos arbusculares relacionados aos aspectos
nutricionais de OPN e atributos quimicos e fisicos do solo onde esta espécie é encontrada em

diferentes locais no sul do estado de Minas Gerais.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Crescimento populacional e seguranca alimentar

Dizem que para entender nosso presente e encarar nosso futuro, & conveniente olhar
para o passado. Assim, 0s primeiros hominideos que surgiram na terra ha milhdes de anos
eram coletores de plantas, posteriormente cacadores, para logo surgir uma das maiores
aventuras da raca humana: a agricultura - a arte de cultivar alimentos. A evolucdo da
agricultura permitiu otimizar o uso da terra obtendo maior oferta de calorias por unidade de
area do que a propria natureza oferecia, pois, varias plantas de uma mesma espécie
concentravam em uma area menor, e como consequéncia, brotaram os primeiros aglomerados
urbanos permanentes (MARTINELLI, 2007).

No passado, muitos outros vegetais foram utilizados como alimento da humanidade,
mas hoje contamos com apenas alguns. Apo6s cerca de 10.000 anos de desenvolvimento
agricola, 70% da oferta mundial de alimentos vem de apenas trés espécies de gréos - milho,
trigo e arroz - e 80% da nossa ingestdo de alimentos vegetais vem de apenas doze plantas -
oito grdos e quatro tubérculos (NIERENBERG, 2011). A globalizacéo, a intensificacdo e a
industrializagdo da agricultura é responsavel por essa tendéncia. Assim, a agricultura global
inclinou-se s6 em algumas culturas e precisamos plantar uma variedade maior de culturas para

construir um sistema alimentar mais resiliente (RABBINGE, 2009).

O crescimento populacional teve um aumento consideravel nos Gltimos 60 anos.
Segundo “The 2017 revision” (UN, 2017), estima-se que somos aproximadamente 7,6 bilhdes
de seres humanos. O mundo aumentou um bilhdo de pessoas desde 2005 e dois bilhdes desde
1993; cerca de 83 milhdes de pessoas estdo sendo adicionadas a populagdo mundial a cada
ano; assim, a populacéo global deverd atingir 8,6 bilhées em 2030, 9,8 bilhdes em 2050 e 11,2

bilnGes em 2100. Neste cenario, sera necessdria a producdo de alimentos de maneira
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sustentavel nos proximos anos para alimentar adequadamente uma populagdo que cresce dia a
dia.

A revolucdo verde, caracteristica da agricultura moderna, teve como objetivo o
aumento da produtividade agricola através do uso de insumos quimicos de origem sintética
como fertilizantes, pesticidas, fungicidas e herbicidas. Esta artificializagdo da agricultura
(STEDILE; MARTINS, 2013) ndo traz solucdes eficazes na producdo de alimentos a longo
prazo. Neste sentido, Wang et al. (2011) menciona que ha uma demanda emergente para

diminuir a dependéncia de insumos quimicos e aumentar a sustentabilidade da agricultura.

Segundo Kepple e Seggal-Correa (2011), o Brasil ha muitos anos vem desenvolvendo
politicas pulblicas direcionadas a seguranca alimentar e nutricional. De acordo com
documento aprovado na Il Conferéncia Nacional de Seguranga Alimentar e Nutricional, e
incorporado na Lei Orgénica de Seguranca Alimentar e Nutricional (Losan) (Lei no11.346, de
15 de julho de 2006), a seguranca alimentar e nutricional é definida como "a realizacdo do
direito de todos ao acesso regular e permanente a alimentos de qualidade, em quantidade
suficiente, sem comprometer 0 acesso a outras necessidades essenciais, tendo como base
praticas alimentares promotoras de saude, que respeitem a diversidade cultural e que sejam
social, econdmica e ambientalmente sustentaveis™. Este conceito envolve diferentes areas do
conhecimento, e cada uma tem suas préprias perspectivas e expectativas. Portanto, o setor
agricola tem um grande desafio em prol de satisfazer uma demanda futura de alimentos em
quantidade e qualidade cada vez maior. Nesse sentido, sdo necesséarias novas politicas
inteligentes orientadas em termos de melhora da subsisténcia dos agricultores, seguranca
alimentar e o0 acesso a alimentos, bem como a reducdo das emissbes de gases de efeito de

estufa.

2.2 Hortaligas ndo convencionais: uma boa alternativa nutricional

Muitas plantas denominadas daninhas, ingos, pragas, invasoras e ou ruderais, que
crescem espontaneamente entre as plantas cultivadas, sdo espécies com grande importancia
ecoldgica e econdmica. Porém, muitas destas espécies vem servindo de alimento a populactes
humanas desde o paleolitico; e outras que atualmente tem atraido aten¢cdo no campo, na
industria, nos mercados e nas mesas dos consumidores eram até pouco tempo consideradas

daninhas (KINUPP, 2006). Do mesmo modo Pieroni et al. (2017) menciona que em muitos
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paises, a utilizacdo de plantas silvestres como alimento ndo é insignificante, portanto, tais
plantas podem desempenhar um papel importante como substituto na alimentacdo em tempos

de mudanca climatica e inseguranca alimentar.

Se as hortalicas convencionais s&o aquelas que fazem parte da dieta comum do ser
humano (batata, cebola, tomate), as hortaligas ndo convencionais, segundo Brasil (2010), séo
aquelas que tem uma distribuicdo limitada, restrita a determinadas localidades ou regides,
exercendo grande influéncia na alimentacéo e na cultura de populacdes tradicionais, e que ndo
estdo organizadas na cadeia produtiva propriamente dita. Exemplos delas no Brasil sdo: taioba
(Xanthosoma sagittifolium), azedinha (Rumex acetosa L), ora-pro-nobis (Pereskia aculeata
Mill.), etc. O cultivo de hortalicas ndo convencionais no Brasil € realizado por pequenos
agricultores, caracterizados por serem de populacfes tradicionais, onde 0s conhecimentos
sobre o cultivo destas espécies foram transmitidos de geracdo em geracdo. No geral, estas
culturas se localizam nos quintais, hortas, e pequenos jardins para o préprio consumo familiar
sem nenhum interesse comercial, refletindo assim, fragilidade sobre conhecimentos técnicos
do seu manejo e cultivo. No entanto, o valor nutricional de cada espécie esta relacionado com
teores significativos de sais minerais, vitaminas, fibras, carboidratos e proteinas. Kinupp
(2006) menciona que a maioria das plantas alimenticias nativas ou subesponténeas presentes
nas lavouras dos produtores ainda sdo descartadas e tratadas como invasoras devido a
auséncia de informacbes sobres estas espécies. O Brasil possui um territdrio extenso
(BRASIL, 2010) e, consequentemente, sua diversidade climatica envolve uma gama de
recursos genéticos de hortalicas e variedades locais que necessitam de estudos a fim de

promover 0 seu consumo e evitar o processo de extingdo de algumas espécies.

Jeske (2018) menciona que os alimentos a base de plantas estdo ganhando
popularidade e o mercado esta se desenvolvendo rapidamente. Essa tendéncia é baseada em
varios fatores, como a mudanca de estilo de vida, o interesse em dietas alternativas e a
crescente conscientizacdo sobre a produgdo sustentdvel de alimentos e especialmente
proteinas. Por outro lado, os sistemas alimentares dependem fortemente dos nossos recursos
naturais, como terra, &gua e recursos energeticos, como combustiveis fosseis e gas natural, e
maior pressdo sobre esses recursos contribuem macigcamente para muitos dos problemas
ambientais de hoje, como as emissdes de gases de efeito estufa e eutrofizacdo (JESWANI,
BURKINSHAW; AZAPAGIC, 2015). Embora as plantas terrestres sejam uma importante
fonte de energia na dieta humana, relativamente barata e muito abundante fonte de proteina, o

consumo direto de proteinas vegetais ainda é relativamente baixo. Carne e a produgdo de
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laticinios sdo responséveis por uma participacdo massiva na pressdo ambiental relacionada
aos alimentos, com a producdo de proteinas animais exigindo cerca de 100 vezes mais agua
em comparacdo com a producdo da mesma quantidade de proteinas vegetais (DAY, 2013).
Nesse sentido, é preciso tomar em consideracdo alternativas alimentares que ndo sé oferecam
qualidade nutricional e sustentabilidade, sendo que também sejam mais resistentes as

mudancas climéticas como por exemplo a OPN.

2.3 As cactéceas e o género Pereskia

A Familia Cactaceae é classificada taxonomicamente dentro da Ordem
Caryophyllales. Comumente conhecida como cactos, € uma das mais populares, facilmente
reconhecida e morfologicamente distinta familia de plantas, ademais, compreende 1700
espécies aproximadamente. Acredita-se que tem origem americana devido a sua ampla
distribuicéo e riqueza de espécies ao longo do continente. Estas plantas sdo caracterizadas por
terem se adaptado naturalmente em ambientes de seca rigorosa, onde a falta de &gua € um dos
fatores limitantes (NOBEL, 1994).

Devido a sua beleza, muitas espécies de cactos foram domesticadas e utilizadas como
plantas ornamentais, no entanto outras, em virtude das suas propriedades fisicas e quimicas,
foram cultivadas em maior escala com o fim de obter importantes produtos comerciais
(NOBEL, 1998). Assim, a rusticidade e a eficiéncia no uso de &gua, junto a baixa incidéncia
de pragas e doencas, sdo vantagens comparativas destas espécies frente a outras de cultivo
convencional. Nesse contexto, setores da industria cosmética, farmacéutica, medicinal e
alimenticia sdo mercados que tornaram algumas destas espécies muito importantes

economicamente em algumas regiées do mundo.

Edwards et al. (2005) mencionam que dentro do mundo diverso dos cactos, podem se
distinguir duas linhagens consideradas como cactos tipicos: Opuntioideae e Cactoideae. O
restante dos cactos pertence a dois pequenos géneros que incluem Pereskia e Maihuenia 0s
quais foram incluidos em uma terceira subfamilia, Pereskioideae. O género Pereskia
(MARTIN; WALLACE, 2000) é considerado por alguns autores como um modelo do cacto
ancestral, descrito como habitante de areas de floresta tropical seca, mas ndo sujeita a ou

sobrevivendo ao estresse hidrico severo.
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Mauseth e Landrum, (1997), relatam que as espécies de Pereskia sdo amplamente
distribuidas no Caribe e América Central e do Sul em uma série de habitats florestais mais
secos. Folhas largas e achatadas com fotossintese C3, aréolas com producdo foliar, madeira
fibrosa densa, um cortex simples sem feixes corticais, camadas epidérmicas e hipodérmicas
do caule pouco desenvolvidas, tecidos ndo-suculentos e habitando ambientes relativamente
mésicos, foram descritos. Ja Edwards e Donoghue (2006), mencionam que o género Pereskia
constitui-se de 17 espécies que podem ser arbustos folhosos ou plantas arboreas.

Segundo a classificacdo de zonas de vida de Holdridge (1967), os fatores ambientais
da maioria das espécies de Pereskia sdo proximos as zonas de vida de florestas tropicais secas
ou muito secas. A Unica exce¢do a isso é Pereskia bleo, que ocorre em &reas que recebem
chuvas anuais consideravelmente maiores. Todas as espécies vivem em climas com padrdes
de precipitacdo altamente sazonais, onde o més mais chuvoso recebe 187 mm e o0 més mais
seco 26 mm (EDWARDS; DONOGHUE, 2006). Estudos sugerem que, diferentemente de
outras espécies de cactos, 0 metabolismo &cido das crassulaceas através da fotossintese é
muito limitado no género, que utiliza principalmente a fotossintese C3, consistente com o
status ancestral e permite uma melhor adaptacdo a ambientes moderadamente Umidos
(EDWARDS, 2005 et al.; EDWARDS; DIAZ, 2006).

2.4 Pereskia aculeata Mill. (Ora-pro-nobis)

A ora-pro-nobis (OPN), que no latim significa “rogai por nds”, é descrita
taxonomicamente assim: Reino Plantae, Classe Magnoliopsida, Ordem Caryophyllales,
Familia Cactaceae e género Pereskia. Segundo Almeida (2012), a ora-pro-nobis € 0 nome
popular no Brasil das espécies Pereskia aculeata Miller e Pereskia grandifolia Haword.
Porém, dependendo da regido do pais, sdo conhecidas com outros nomes: azedinha, jumbeba,
lobodo, lobrobd, lobrobd, lobolébd, orabrobd, trepadeira-liméo, rosa-madeira (VIEIRA, et al.
2016). Em lingua inglesa é conhecida como Barbados gooseberry. Brasil (2015) menciona
que P. grandifolia é de crescimento arbdreo e utilizado como alimento em menor escala. Ja a
P. aculeata é uma planta trepadeira, semi-lenhosa com potencial significativo de crescimento,
pois seus galhos podem atingir até 10 m de comprimento, no final dos ramos podem surgir
flores terminais solitarias ou em cimeiras curtas, pequenas, brancas e amareladas, com odor

agradavel que atrai uma grande quantidade de abelhas, sendo suas flores muito apreciadas
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para fins de producdo de mel pelos apicultores pois sua floracdo é rica em polen e néctar,
ocorrendo nos meses de janeiro a abril (BRASIL, 2010).

A designacdo cientifica para OPN é Pereskia aculeata Miller, mas inicialmente o
género Pereskia foi descrito como Peireskia por Plumier, em 1703. Linnaeus usou o nome
Cactus pereskia em 1753, mas, € devido a Miller, em 1754, a eleva¢do do nome para o nivel
de “género” e essa é tida como primeira classificacdo valida (BUTTERWORTH;
WALLACE, 2005). Na época tal designacdo do género foi uma homenagem ao cientista
francés Nicolas Claude Fabri de Peiresc (1580-1637), de acordo com Scheinvar (1995). Ja o
termo “aculeata” vem do latim e significa espinho, agulha (ACCORSI; DOSOUTO, 2006).

P. aculeata é uma espécie nativa da América Tropical com distribuicdo em regides
tropicais do mundo, como India Oriental e Oeste da india, América do Sul e Panama,
Califérnia, Filipinas, Bermudas, Hawai, Israel, Australia e sul da Africa (ALMEIDA FILHO;
CAMBRAIA, 1974). No entanto, Duarte e Hayashi (2005) mencionam que no Brasil P.
aculeata é encontrada da Bahia até o estado do Rio Grande do Sul. Seu habitat natural é a
floresta tropical, regiGes mésicas ou levemente aridas, mas também é cultivada em areas
rurais e urbanas. Por outro lado, Udulutsch et al. (2010) em estudos fitossociolégicos e
floristicos relata a sua ocorréncia em florestas tropicais alteradas, identificadas como
secundarias avancadas. Outros autores (TAKEITI et al., 2009; AGOSTINI-COSTA et al.,
2012) confirmam também a origem na América Tropical, onde relatam a presenca desta
espécie desde a regido sul dos Estados Unidos (Flérida) até o Brasil. Deste modo, a espécie
mostra a capacidade adaptativa em ambientes diversos (Figura 1).

Os frutos sdo pequenas bagas verdes quando imaturos e amarelo-alaranjados quando
maduros, semelhantes a groselhas de 1 a 2 cm de didmetro, e sdo identificados pelas suas
tonalidades amarelo-dourado ou laranja-escuro. Sua pele fina e lisa abriga uma carne macia,
suculenta e opaca, com sementes marrons ou pretas, ndo comestiveis e macias. Seu fruto tem
alta acidez e tem sabor bastante azedo. No caule ha aculeos (falsos espinhos), curtos e curvos,
ocorrendo em pares, proximos a base das folhas jovens, enquanto nos ramos mais velhos
crescem aglomerados (ALBUQUERQUE; SABAA-SRUR; FREIMAN, 1991; MERCE et al.,
2001). As folhas desta espécie tém ganhado destaque como hortalica ndo convencional de

importancia entre os alimentos regionais brasileiros (Figura 2).
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Figura 1 - Distribuicdo geografica no mundo da espécie Pereskia aculeata Mill, representada
por circulos amarelos onde foi registrado a ocorréncia da espécie.

- o ——

Fonte: Missouri Botanical Garden Database (2018).

2.5 Ora-pro- nobis: uma cultura promissora

O Reino Plantae oferece muitas opces de fontes de alimentos enriquecidos e
nutritivos para suprir as necessidades béasicas vitais dos seres humanos. Assim, Acharya et al.
(2014) mencionam que as frutas e verduras desempenham um papel essencial em dietas
nutritivas. J& Kinupp e Barros (2008) afirmam que algumas espécies silvestres podem
contribuir com melhores teores de nutrientes do que espécies convencionais, pois nas
hortalicas e frutas silvestres geralmente os teores minerais e de proteinas séo
significativamente maiores do que nas plantas convencionais. Estes autores também ressaltam
que, apesar das proteinas de origem animal terem maior valor biol6gico que as de origem
vegetal, 0 consumo destas espécies por popula¢bes de baixo poder aquisitivo pode contribuir
para suprir deficiéncias nutricionais e também fornecer alternativas nutricionais para a
populacdo em geral, principalmente para as pessoas com habitos e dietas diferenciadas como
0s vegetarianos. Desse modo, hoje existe uma tendéncia dos consumidores pela preferéncia

destes alimentos, que promovem beneficios para a saude.
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Figura 2 - Ciclo de vida de Ora-pro-nobis (Pereskia aculeata Mill.)

Legenda: A: planta em etapa de crescimento, B: Galho novo em desenvolvimento; C: planta em
floragdo plena, D: frutos de ora-pro-nobis.

Fonte: (A, B) do autor (2019). (C) htpp://pt.wikipedia.org/wiki/Fichero:FlorOraPronobisfoto2.ipg. (D)
http://thegreensshop.com/tienda/index.php?id_product=332&controller=product&id_lang=1

Brasil (2010) menciona que OPN encontra-se localizada com maior tradi¢éo cultural
em algumas localidades brasileiras como é o caso do municipio de Sabara, no estado
brasileiro de Minas Gerais, onde esta espécie faz parte dos habitos alimentares da populagéo e
das manifestacGes culturais como a realiza¢do anual do “Festival do Ora-pro-nobis”, que entre
outros, promove e divulga a gastronomia tradicional da regido. Vale destacar que no ano de

2018 o festival realizou sua 212 edicéo.

Por ser um cacto incomum, ndo apresenta boa receptividade em todos os lugares. Ao
contrario de outros cactos, apresenta-se como um arbusto frondoso com troncos espinhosos e
ndo suculentos. As hastes e folhas destacadas permanecem vivas e podem formar raizes meses
apo6s a remocdo da planta progenitora, espalhando-se rapidamente e podendo utilizar outra
vegetacdo para se ancorar. O espinhoso extremo e 0 crescimento vigoroso dos fragmentos das
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plantas dificultam o controle de grandes infestacdes. A populacdo de OPN produz sementes
viaveis que se espalham quando os frutos sdo comidos por passaros ou morcegos
(CAMPBELL, 1988). Assim, e rapidamente dispersada para formar matagais densos,
espinhosos e impenetraveis, sufocando efetivamente outra vegetacdo. Jardins foram
abandonados devido & invasio esmagadora de OPN como tem acontecido na Africa do Sul,
pais onde é considerada uma planta invasora desde 1979 e problemética, sendo alvo de um
programa de controle bioldgico (PATERSON, 2014).

Por outro lado, em virtude da sua importancia na alimentacdo humana e de outros
beneficios que proporciona, atualmente estdo sendo desenvolvidos diversos estudos com esta
espécie. Almeida e Correa (2012) realizaram um levantamento sobre a utilizacdo de OPN na
alimentacdo em 1525 domicilios da cidade de Sdo Gongalo do Abaeté (MG) para saber acerca
da difusdo e consumo da espécie dentro da dieta diaria. O estudo concluiu que o resgate
cultural do consumo desse tipo de planta poderd melhorar a condi¢do nutricional e de renda
das pessoas menos favorecidas economicamente, tanto no ambiente urbano quanto rural de
diferentes regides do Brasil, entretanto que 33,37% dos entrevistados citaram um consumo

mensal dessa planta.

Barbalho et al. (2016) avaliaram a composicdo e os efeitos da farinha de OPN no
perfil do metabolismo e motilidade gastrointestinal de ratos Wistar por 40 dias e encontram
que a farinha de OPN pode trazer beneficios para a satide, como a melhora da motilidade
intestinal. Mencionam também que OPN esta associada a reducdo da gordura visceral e do
perfil lipidico. Desse modo, sugeriram que a incorporacdo dessa farinha em diferentes
produtos industriais pode ser uma maneira conveniente e eficaz de ingerir produtos mais

saudaveis.

Zem et al. (2017) alimentaram ratos Wisar utilizando farinha de OPN como Unica
fonte de proteina e outra fonte de controle padrdo, concluindo que a farinha produzida a partir
das folhas e caule de OPN pode ndo ser adequada para garantir niveis satisfatorios de
crescimento quando fornecida na dieta como uma fonte Gnica de proteina. No entanto, devido
a poucos fatores limitantes, pode ser alvo de suplementacdo proteica com outras fontes

vegetais e, portanto, pode suprir as necessidades proteicas na dieta humana.

Em outro estudo alimentar, Dias et al., (2005) avaliaram o consumo de hortalicas
regionais no municipio de Diamantina-MG e constataram que 0 consumo de taioba

(Xanthosoma sagittifolium) e ora-pro-nobis (Pereskia aculeata Mill.) é reduzido, ocorrendo
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em baixas frequéncias, sendo menor no género feminino e na faixa etaria de adolescentes.
Diante disso, os autores sugeriram a necessidade de adogdo de medidas que visem 0 aumento
do consumo destas espécies. Assim, Rocha et al. (2008) propuseram a massa de macarréo tipo
talharim adicionada com OPN. Este produto apresentou melhores teores de proteinas, fibras e

cinzas que a massa de macarréo convencional e obteve boa aceitabilidade.

A necessidade de produzir mais proteina é proporcional ao requerimento de mais
nitrogénio, e na alimentacdo (FAO/WHO, 2011) a correspondéncia entre o suprimento
dietético e as necessidades de proteina humana é vital para a salide e o bem-estar das
populagdes humanas. Segundo a FAO/WHO (1990), embora o padrdo de proporcionalidade
de aminoacidos de uma proteina seja provavelmente o determinante mais importante da
qualidade desta, a digestibilidade da proteina e a biodisponibilidade de seus aminoacidos
constituintes sdo os proximos fatores mais importantes. Isto é verdade porque nem todas as
proteinas sdo digeridas, absorvidas e utilizadas na mesma medida. Segundo Cambraia (1980),
as proteinas do OPN apresentaram 85% de digestibilidade e elevados teores de aminoacidos
essenciais.

Relatos de proteina na folha de OPN por diferentes autores mostram que esta planta
contém teores consideravelmente elevados e também variaveis. MERCE et al. (2001) indicam
que as folhas desta planta possuem 25,5 g 100 g™ de proteinas em matéria seca (MS), valores
consideravelmente maiores se comparados a couve (1,6%), alface (1,3%), milho comum (7,6 -
10,0%) e feijdo (18 - 20% ). Por outro lado, Almeida Filho e Cambraia (1974) observaram os
teores de 17,4 g 100 g™* MS de proteina bruta para a amostra da cidade de Guiricema-MG e de
25,4 g 100 g™ MS para a amostra da cidade de Vigosa-MG. Dayrell (1977) observou os teores
de 25,1 g 100 g™* MS para as amostras coletadas em Sete Lagoas-MG; e de 27,4 g 100 g* MS
para as amostras de Belo Horizonte, ressaltando que ndo observou a presenca do inibidor de
tripsina nas amostras estudadas. Outros teores proteicos encontrados na literatura sdo: 22,9 g
100 g* MS (ROCHA et al., 2008), 24,7 g 100 g™* MS (SILVA e PINTO, 2005), 28,4 g 100 g™
MS (TAKEITI, 2009; ALMEIDA; CORREA, 2012) e 28,6 g 100 g* MS (ALBUQUERQUE
etal., 1991).

Além disso, Almeida Filho e Cambraia (1974) relataram que o teor de lisina do OPN
foi 23,1 vezes superior ao valor de lisina da couve e da alface e 7,2 vezes superior ao do
espinafre. Albuquerque et al. (1991) observaram que de 5 a 6 g 100 g™* dos aminoécidos desta
planta eram lisina, que € um aminoacido essencial na nutricdo humana e limitante no milho,

sugerindo que o seu teor de lisina poderia complementar o contetdo deste aminoacido obtido
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por meio do consumo do milho. Dayrell (1977) observou que o concentrado proteico desta
planta, quando suplementado com metionina, € uma boa fonte de proteinas para ratos (Rattus
norvegicus) em crescimento, uma vez que apresentou composi¢cdo em aminoacidos similar a
de proteinas de referéncia da Food and Agriculture Organization, a FAO.

Por outro lado, as plantas da familia Cactaceae, entre elas OPN, produzem grandes
quantidades de mucilagem, um carboidrato complexo com alta capacidade de absor¢éo de
agua, o que lhe da excelentes perspectivas para uso como hidrocoloide em alimentos
processados. As mucilagens de vérias espécies de cactos foram descritas como polissacaridos
ricos em arabinogalactano, constituidos por galactose, arabinose, ramnose e &cido
galacturonico (MARTIN et al., 2017). Assim, num estudo realizado por Lago et al. (2018),
observou-se que é possivel obter nanoemulsées contendo mucilagem de OPN na fase aquosa
aplicando a técnica de ultrassom e concluiu-se que a mucilagem de OPN pode ser utilizada
como um emulsificante natural na preparagdo de nanoemulsdes, sendo considerada uma boa

alternativa para substituicdo parcial ou total de emulsificantes j& disponiveis no mercado.

As betalainas sdo pigmentos vacuolares nitrogenados sollveis em agua que fornecem
cor a varias raizes, flores e frutas. Possuem varias aplicacBes na industria dos alimentos
(AZEREDO, 2009). Entre tanto Lage et al. (2015) mencionam que a presenca deste composto
é restrita a poucas familias de plantas relacionadas a ordem Caryophyllales, nas quais se
destacam o0s géneros Beta, Amaranthus, Opuntia e Hylocereus. Sendo assim, estes autores
pesquisaram a producdo de betalainas a partir de OPN e desenvolveram um protocolo
eficiente para o acumulo de betalainas e biomassa de calos e suspensfes celulares de OPN

para fins comerciais.

Por outro lado, Amaral et al. (2018) utilizaram o extrato de mucilagem de OPN em
mistura com outros compostos para encontrar uma mistura de hidrocoloide adequada a ser
adicionada em bebidas lacteas fermentadas. O estudo concluiu, entre outros, que a aplicacdo
de misturas hidrocoloides contendo mucilagem de OPN pode ser viavel e, além disso,

aumenta o conteudo proteico dessas bebidas.

Os carotenoides, responsaveis pela cor de frutas e hortalicas, sdo, juntamente com as
clorofilas, os pigmentos mais abundantes na natureza e estdo presentes em muitos
organismos, embora sejam geralmente sintetizados por espécies fotossintéticas. S&o
antioxidantes importantes na dieta humana, pois o organismo ndo os produz. Um estudo de
Agostini-Costa et al. (2014) identificaram e quantificaram carotenoides em bagas e folhas de
OPN. Concluiu-se que, além da riqueza cultural, OPN pode contribuir muito para o valor
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funcional dos alimentos, tanto localmente como no exterior. Desse modo, as bagas e folhas de
OPN podem ser fontes de carotenoides antioxidantes e pro-vitamina A, com potencial para

diversificar e enriquecer a dieta humana favorecendo assim uma melhor satde.

Em outro estudo, Barbosa et al. (2015) avaliaram os efeitos do hidroresfriamento e
da embalagem pléstica na qualidade pos-colheita das folhas de OPN armazenadas a 5 e 25 °C.
Seus resultados mostraram que houve maior massa fresca em folhas hidroresfriadas quando
armazenadas a 25°C; maior teor relativo de umidade foi proporcionado pela embalagem
plastica, a qual evitou por maior periodo de tempo o murchamento das folhas. O
armazenamento refrigerado aumenta em 168 horas a vida de prateleira. O hidroresfriamento
aumenta o teor relativo de agua das folhas, embora nédo influencie a vida de prateleira. O saco
de plastico perfurado foi eficaz no aumento da vida de prateleira e, quando associado ao
hidroresfriamento, a embalagem plastica fornece a menor taxa de perda de massa fresca.

A OPN foi motivo de estudos também no &mbito medicinal, e entre 0s primeiros
trabalhos esta o relatado por Maruzzella (1964). Ele avaliou a atividade antimicrobiana de 25
plantas do deserto, entre elas OPN, nas quais foram utilizadas as suas folhas maceradas para
logo Ihes administrar um in6culo bacteriano, ao qual oito das 25 espécies reagiram formando
um halo contra o in6culo que, logo apds algumas semanas, desapareceu. A OPN ndo se
encontrava no grupo gue reagiu contra o inoculo bacteriano.

Silva et al. (2017) no seu estudo sobre toxicidade e citotoxicidade em ratos e
sementes de alface, respectivamente, demonstram que a toxicidade aguda em ratos e a
citotoxicidade em alface de OPN sdo negligenciaveis, validando assim o potencial desta
planta nutritiva para ser utilizada como alimento funcional.

Em outro estudo, Pinto et al. (2015) realizaram a caracteriza¢do quimica para avaliar
a atividade antinociceptiva da fracdo hidrometanolica obtida a partir do extrato metanolico de
folhas de OPN a qual foi administrado em camundongos logo apds de lhes induzir a dor. Ele
concluiu que as folhas tém constituintes quimicos com potencial analgésico, sugerindo que 0s
alcaloides e a quercetina contidas na fragdo hidrometanolica podem estar envolvidos na
atividade antinociceptiva.

Com relagdo ao cultivo de OPN, Madeira et al. (2016) afirmam que ndo existem
variedades registradas. O que ocorre € a manutencdo de clones locais, observando-se algumas
diferengas morfoldgicas, especialmente com relacdo a coloracdo dos brotos (verde-claro,
verde-escuro ou pigmentados, amarelados ou avermelhados) e formato das folhas

(comprimento, largura e espessura). Esses clones, provavelmente, foram originados a partir da
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germinacdo esporadica de sementes botanicas. Em outro trabalho de Tofanelli e Resende
(2011) avaliando trés tipos de sistemas de conducdo sobre a producdo de folhas de OPN:
crescimento livre, espaldeira em cordao bilateral no 1° fio e espaldeira em corddo bilateral no
2° fio, num plantio de mudas formadas a partir de estacas, observaram que OPN conduzida
sem apoio tende a apresentar resultados mais promissores.

Queiroz et al. (2015) acompanharam o desenvolvimento de OPN durantes 120 dias
em casa de vegetacdo onde as plantas foram influenciadas pela seca intermitente através da
reducdo do potencial matricial do substrato. No final do experimento avaliaram a massa seca
acumulada e a area foliar e encontraram que a &rea foliar ndo foi afetada pois ndo houve
queda de folhas; em tal sentido observaram que OPN ¢ tolerante ao estresse hidrico. A massa
seca de folhas foi afetada em menor proporcdo do que em caules e raizes, ressaltando essa
importancia da planta ja que as folhas sdo o principal produto comercial.

Segundo Souza et al. (2016), OPN é uma espécie rustica que se da bem em solos
diversos, que ndo necessariamente tenham sido adubados. Estes autores estudaram o teor de
minerais, nitrato e proteina na folha de OPN ap0s a adubacdo nitrogenada. Eles utilizaram a
ureia como fonte de nitrogénio em cinco niveis (0, 50, 100, 200 e 400 kg ha™) que foram
aplicados aos 146 e 219 dias ap6s o plantio, e para analise realizaram trés colheitas de folhas
aos 340, 418 e 473 dias apods o plantio. Concluiram que as doses de nitrogénio (0 - 400 kg ha®
1) ndo afetaram os niveis de proteina nas folhas de OPN em solo com alto teor de matéria
organica (4%). No entanto, o teor de nitrato (78,2 mg kg™) da massa fresca foliar, adubada
com até 400 kg ha, esta dentro dos parametros estabelecidos pela Organizagdo Mundial da
Saude, portanto € segura, e de alta qualidade nutricional pois é rica em proteina, Ca e Fe.

Contudo, considerando os estudos que tem se desenvolvido e os potenciais usos e
beneficios que podem se obter desta espécie, destaca-se que pesquisas sobre as caracteristicas
guimicas e fisicas dos solos onde OPN ocorre sdo escassas, € no caso das caracteristicas

bioldgicas séo inexistentes.

2.6 Importancia dos organismos promotores do crescimento vegetal

O solo é um elemento imprescindivel & formacdo e manutencdo dos sistemas vivos.
Pode-se afirmar que sem algumas de suas caracteristicas ndo haveria a possibilidade de vida
no planeta (ROVEDDER et al., 2013). O solo é formado por uma mistura complexa de
materiais inorgénicos (rochas e minerais), matéria organica, agua, ar e organismos Vivos.
Quando se fala de biodiversidade e extingcdo de espécies geralmente vem a nossa mente

aqueles que os nossos olhos vém, negligenciando assim as comunidades micro e
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macroscopicas que habitam o solo, sendo que o papel que realizam sdo imprescindiveis para a
manutencgéo e sobrevivéncia das comunidades vegetais e animais. Os componentes vivos do
solo incluem a microfauna, a mesofauna, a macrofauna e 0s micro-organismos, 0s quais
contribuem com o fluxo, ciclagem de nutrientes e o teor da matéria organica importantes para
o0 crescimento das plantas (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

Fungos e bactérias do solo apresentam uma diversidade impressionante de
capacidades bioquimicas para a decomposi¢cdo de compostos organicos, 0 que 0s torna um
componente chave nos processos do solo e no funcionamento do ecossistema (BARDGETT et
al. 2008, WALL et al. 2012). Desse modo os microrganismos heterotréficos de vida livre,
assim como mutualistas de plantas (por exemplo, fungos micorrizicos, bactérias fixadoras de
N2) impulsionam a dindmica do carbono e mineralizacdo de nutrientes (HEDIN et al., 2009),
por tanto a comunidade microbiana como um todo pode ajustar sua estequiometria até certo
ponto em diregdo dos recursos vegetais (FANIN et al. 2013). Mesmo assim, restricoes
estequiométricas podem levar a limitacdo de nutrientes por nitrogénio, fésforo ou outros
nutrientes (KASPARI; POWERS, 2016).

2.7 Fixacdo bioldgica de nitrogénio

O nitrogénio (N) na agricultura é um dos elementos de maior demanda para a
producdo de alimentos. Sua importdncia deriva do fato de que este elemento é um
componente essencial das proteinas, acidos nucléicos e outros compostos nitrogenados e,
portanto, da vida de todos os seres vivos. A atmosfera contém quase 80% deste elemento
(N2), porém, nenhum animal ou planta é capaz de utiliza-lo diretamente para o seu
metabolismo, devido a forte ligacéo tripla que existe entre os dois atomos de N. Desse modo,
0 processo industrial utilizado para a sintese de fertilizantes nitrogenados (Haber-Bosch) a
partir do N, atmosférico necessita de elevadas pressdes e temperaturas para quebrar essa
ligacdo, o que torna caro o processo (HUNGRIA et al., 1997; MOREIRA,; SIQUEIRA, 2006).

A fixacéo biologica de nitrogénio (FBN) é um processo pelo qual o gas atmosférico
de dinitrogénio (N2) é reduzido a amdnia sob condic¢des naturais. Ao contrario da reducao
industrial de N, pelo processo Haber-Bosch, que requer alta temperatura e pressdo, a FBN
utiliza energia solar armazenada biologicamente para forcar a molécula de N, inerte a se
combinar com o hidrogénio (H) e produzir aménia (NH3) a temperatura ambiente. A amonia
pode ser usada por organismos vivos como fonte de nitrogénio ou convertida em nitrato

(NO3) para uso posterior na geracdo de proteinas, &cidos nucléicos e outros compostos
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necessarios para as células. A fertilizagdo com nitrogénio mineral (NH; *, NO3") de plantas
cultivadas na agricultura forma a base da agricultura moderna, muitas vezes a custa da
utilizacdo da FBN (STODDARD et al., 2009).

Durante muito tempo acreditava-se que a fixacdo bioldgica de nitrogénio era propria
de um grupo limitado de bactérias (POSTGATE, 1981), porém nas ultimas décadas se
demostrou que a FBN tem um grupo maior de representantes na maioria dos filos de Bactéria
e também Archaea (YOUNG, 1992). A FBN simbidtica que ocorre dentro dos nédulos de
plantas vasculares é encontrada em dois grandes grupos de bactérias ndo filogeneticamente
relacionadas de rizébios: Alpha-proteobacterias e Beta-proteobacterias, que se associam
essencialmente a leguminosas pertencentes a uma superfamilia de angiospermas (Fabaceae)
(SPRENT, 2001); e Frankia (em actinobactérias) que se associa a uma gama de plantas de
oito familias (HUSS-DANELL, 1997; VESSEY et al. 2004). Outro grupo importante de
bactérias fixadoras de nitrogénio é o das cianobactérias, encontrado em uma grande variedade
de plantas, fungos e algas superiores e inferiores (MEEKS; ELHAI, 2002). Por outra parte, as
bactérias associativas referem-se a uma ampla variedade de espécies fixadoras de nitrogénio
que colonizam a superficie radicular de plantas ndo leguminosas, sem formacao de estruturas
diferenciadas (ELMERICH; NEWTON, 2007). Entre estes, o isolamento frequente de
bactérias da raiz desinfestada superficialmente levou a identificagdo de uma nova categoria,
enddfitos fixadores de nitrogénio (DOBEREINER, 1992).

A demanda da sociedade pela producdo de alimentos, associada a manutencdo da
qualidade ambiental, trouxe para este século um grande desafio que é a integracdo dos fatores
bioldgicos nos sistemas de producdo. A agrotecnologia do século XXI, tem como paradigma
“a otimizacdo da eficiéncia bioldgica visando a producdo sustentada dos agroecosistemas”

(MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). Neste contexto a FBN reveste-se de suma importancia.

2.8 O género Azospirillum

O género Azospirillum abrange um grupo de bactérias promotoras de crescimento de
plantas (BPCP) que é encontrado em quase todos os lugares da terra; ha relatos, também, de
que as bactérias desse género sdo endofiticas facultativas. Apenas para a palavra-chave
“Azospirillum”, o género mais conhecido de fixacdo de nitrogénio e promotor de crescimento
vegetal, o0 banco de dados bibliograficos SCOPUS lista mais de 3298 publicagdes (atualizado

em 28 de novembro de 2018). A nomenclatura “bactérias promotoras do crescimento vegetal”
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tem sido cada vez mais utilizada para bactérias capazes de promover o crescimento das
plantas devido a uma variedade de mecanismos individuais ou combinados (PEREG, et al.,
2016).

Dobereiner e Day (1975) descobriram a capacidade de FBN no género Spirillum que
posteriormente foi nomeado para Azospirillum. A terceira espécie do género- A. amazonense-
foi isolada utilizando o meio NFb modificado pela adicdo de mais duas fontes de carbono
(manitol e sacarose) (MAGALHAES, 1981). Posteriormente, este meio foi modificado apenas
pela utilizacdo de sacarose como Unica fonte de carbono e pH 6,8, sendo estas condicOes
6timas para o crescimento da espécie (MAGALHAES , 1983).

Segundo Cassan e Diaz-Zorita (2016), Azospirillum spp. é provavelmente o género
mais estudado de rizobactérias associativas promotoras de crescimento vegetal devido a sua
capacidade de colonizar muitas espécies de plantas. No estudo, mencionam que Azospirillum
¢ a rizobactéria promotora de crescimento de plantas melhor caracterizada que pode fixar
nitrogénio, mas o principal modo de acdo é a producdo de fito-hormonios. Indicam também
que os inoculantes contendo Azospirillum spp. foram utilizados em 3,5 milhdes de hectares na
América do Sul em 2014 e que no caso de inoculacdo no milho, Azospirillum d& uma resposta
média no acréscimo do rendimento de grdos de 10%. Os aumentos de rendimentos com a
inoculacdo sdo observados em 70% dos ensaios. Por outro lado, Gyaneshwar et al. (2002)
consideram que mesmo nao sendo bactérias endofiticas, apresentando apenas crescimento
rizosférico, sua importancia em associacdo ndo deve ser negligenciada.

Segundo Fukami et al. (2018), os beneficios para as plantas devido a inoculacdo com
Azospirillum spp. foram atribuidos principalmente a sua capacidade de capturar N, mas
também ¢é capaz de sintetizar fito-hormoénios, em particular o acido indol-3-acético.
Recentemente, um numero crescente de estudos tem atribuido um importante papel ao
Azospirillum spp. de conferir as plantas tolerancia a estresses abiéticos e bidticos, 0s quais
podem ser mediados por fito-hormonios agindo como moléculas sinalizadoras. Também pode
promover o crescimento de plantas por mecanismos de tolerancia a estresses abioticos,
denominados como tolerancia sistémica induzida, mediada por antioxidantes, ajuste osmatico,
producdo de fito-hormdnios e estratégias de defesa, como a expressao de genes relacionados a

patogénese.

Em experimentos de campo em duas localidades e épocas, Hungria et al. (2010)
selecionaram e avaliaram linhagens de Azospirillum brasilense e A. lipoferum inoculadas nas

sementes nas culturas de milho (Zea mays L.) e trigo (Triticum aestivum L.). Os seus
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resultados mostram que quatro das estirpes testadas aumentaram a produtividade de grdos em
662 - 823 kg ha ™ e 312 - 423 kg ha™ em relacéo ao do controle, no primeiro e no segundo
experimento, respectivamente. Resultados promissores também foram obtidos com duas cepas
de A. lipoferum. Eles também mencionam que os efeitos da inoculacdo foram atribuidos a
aumentos gerais na absorcdo de varios macros e micronutrientes e ndo especificamente a
FBN.

Lana et al. (2012) avaliaram o desenvolvimento e produtividade do milho, em
resposta a inoculacdo com Azospirillum brasilense associada a adubacéo nitrogenada em duas
safras consecutivas. Os aumentos na producdo de biomassa seca da parte aérea e na
produtividade de grdos proporcionada pela inoculagdo foram de 7,2 e 15,4%, respectivamente,
e um aumento de 7,4% no rendimento para a segunda safra em relacdo ao controle. Além
disso, mencionam que a adubacdo nitrogenada, associada ao uso da inoculacdo, reduziu a
produtividade e a producdo de biomassa seca da parte aérea. A adubacdo nitrogenada na
semeadura aumentou o teor de N foliar; no entanto, quando complementado pela inoculagéo,
causou uma reducdo dessa variavel.

Em outro experimento realizado por Guimardes et al. (2013), foram avaliadas o
efeito da inoculacdo de 14 isolados de Azospirillum sp. no acimulo de biomassa em trés
cultivares de arroz sob condi¢fes controladas. Os resultados mostram que em duas cultivares
houve aumentos expressivos de 33% com duas das estirpes e acima de 100% com outras duas
estirpes nessas cultivares em relagcdo ao controle sem indculo.

Um estudo de Bacilio et al. (2006) foi realizado sobre o desenvolvimento de mudas
de Pachycereus pringlei, uma espécie de cactos representativa do deserto Sonora (México).
As mudas inicialmente foram inoculadas com BPCP, Azospirillum brasilense Cd, associado a
doses de composto agricola comum onde as plantas foram cultivadas por 18 meses. Os
resultados mostram que houve efeito no desenvolvimento das plantas devido a inoculacdo
com as BPCP, porém houve melhor resposta quando adicionado o composto sozinho.

Num estudo de Lopez-Lozano et al. (2016) sobre restauracdo de areas degradadas foi
avaliado o potencial de FBN em trés espécies de arvores nativas e uma espécie de cacto
(Parkinsonia microphylla Torr.) representativa apds a restauracdo em solos &ridos em trés
areas (restaurada, perturbada e ndo perturbada). Trés géneros de fixadores de nitrogénio foram
encontrados: Azospirillum, Rhizobium e Pseudomonas. Os autores sugerem que a diversidade
de fixadores de N, na zona &rida néo varia, ao contrario da sua abundancia e atividade. Sendo
assim, afirmam que a diferenca nas taxas de fixacdo de N, pode ser uma consequéncia do

numero de organismos fixadores de N, como relatado por Yeager et al. (2004). Interacfes
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benéficas entre o cacto e as espécies arboreas estabelecidas pela restauracdo a longo prazo séo
uma alternativa promissora para o reflorestamento no deserto. Um detalhe que destacam é se a

estirpe de Azospirillum brasilense Cd encontrada é a mesma inoculada ha dez anos.

2.9 Meios de cultura para isolamento de bactérias diazotroficas associativas

O descobrimento das bactérias diazotroficas associativas trouxe grandes aportes para
a ciéncia, especificamente no ambito agricola em virtude dos variados beneficios diretos para
as plantas e indiretos para a raca humana. O entendimento dos mecanismos do funcionamento
da nitrogenase (DOBEREINER et al.,1995) ajudou no desenvolvimento de novos métodos de
isolamento de bactérias diazotroficas. Assim, o meio de cultura NFb é recomendado para o
isolamento das espécies Azospirillum brasilense, A. lipoferum, A. irakense e A. haloprefeans.
Ja para A. amazonense é utilizado o meio FAM, caracteristico pela adicdo da sacarose
(MAGALHAES, 1981), e que foi derivado do meio NFb modificado (LANGE; MOREIRA,
2001) que recebe, além do manitol e sacarose, o acido malico como fontes de carbono,
permitindo o enriquecimento de uma diversidade metabdlica maior de bactérias fixadoras de
N,. E importante mencionar que os meios de cultivo, na verdade, nio possibilitam
exclusivamente o isolamento dos géneros de bactérias diazotréficas para os quais foram
recomendados, pois, micro-organismos isolados no meio para Azospirillum spp. ou
Herbaspirillum spp. nem sempre irdo apresentar as caracteristicas de tais géneros (YANNI et
al.,1997).

Embora as bactérias fixadoras de N, mais conhecidas nas leguminosas sejam 0s
enddéfitos, onde sua importancia para o processo dos ecossistemas € inegavel (SPRENT;
GEHLOT, 2010), existem muitos fixadores de N, de vida livre na rizosfera de muitas espécies
de plantas que sdo potenciais contribuintes de N para o sistema. Muitos ecossistemas nédo
possuem grandes numeros de espéecies de plantas com fixadores de N, simbidticos, e 0s
fixadores de N, de vida livre provavelmente representam a fonte bioldgica dominante de

novos fixadores para esses ecossistemas (REED et al. 2011).

Um estudo de PUENTE et al. (2009) sobre associagdo entre o cacto gigante
(Pachycereus pringlei) e bactérias endofiticas mostra o nivel de associacdo entre estes dois
tipos de organismos. No estudo utilizaram bactérias endofiticas (Klebsiella sp. Acinetobacter
sp., Pseudomonas sp., Bacillus sp. e Staphylococcus sp.) e dois controles positivos de BPCP
(Pseudomonas putida R-20 e Azospirillum brasilense Cd) que foram inoculadas em sementes

do cactos, cultivas em vaso por um ano, sem fertilizagdo. As plantas ndo mostraram



30

perturbacdo nesse periodo. Os autores mencionam que a associacdo bactéria-planta liberou
quantidades significativas de nutrientes do substrato. Observaram, também, que quando as
bactérias endofiticas foram eliminadas das sementes com antibioticos, o desenvolvimento das
plantulas cessou. Este estudo mostra que, sob condi¢bes ambientais extremas, existe uma

relagdo simbidtica entre as bactérias endofiticas e seus hospedeiros de cactos.

2.10 Fungos micorrizicos arbusculares

Os fungos micorrizicos arbusculares (FMASs) sdo fungos do solo, filo Glomeromycota,
caracterizados por serem microsimbiontes obrigatorios de plantas. Diferenciam-se de outros
fungos endofiticos por apresentarem formacao de arbusculos dentro das células de raizes ou
talos vegetais, hifas cenociticas (ou as vezes esparsamente septadas) e esporos grandes (40 -
800 micras), com varias paredes em camadas contendo algumas dezenas de milhares de
nucleos. Os arbusculos sdo semelhantes a haustorios; entretanto, ndo rompem o citoplasma e
tem duracdo efémera na vida celular, o que caracteriza uma simbiose mutualista (SCHUBLER
etal., 2001).

O fungo também forma hifas extra-radicais que agem como "raizes estendidas",
auxiliando na absorcdo de agua e nutrientes, e podem se expandir para formar esporos
assexuados, isoladamente ou em aglomerados. Esporos de fungos e as hifas externas estdo
envolvidas na reproducdo assexuada do parceiro flngico e na colonizacdo de novos locais
(WHITCOMB, 2000). Além disso, essas hifas melhoram a agregacdo do solo, diminuindo
assim a erosao e o estresse por falta de 4gua. Dessa forma, plantas micorrizadas tém maiores
chances de se estabelecer em solos de baixa fertilidade do que plantas ndo micorrizadas
(JANOS, 1996).

Os FMAs sdo encontrados em Vvarias espécies de plantas e ambientes, inclusive em
desertos, e estudos sobre eles em cactaceas tem se desenvolvido ha varios anos. Rose (1981)
amostrou dez plantas endémicas (entre elas trés cactos) do Deserto de Sonora de Baja
California para avaliar associa¢des micorrizicas. Uma espécie de Opuntia, ndo identificada,
continha hifas de FMAs e arblsculos em células corticais. Machaerocereus gummosus Britt.
foi completamente ndo micorrizada e Pachycereus pringlei Britt. continha hifas de FMAs,
mas nao arbusculos funcionais. Porém, nenhum esporo foi recuperado do solo circundante nas

trés espécies.
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Por outro lado, as cactaceas tém fama de ndo responderem a nutricdo mineral como as
plantas convencionais, porém elas também precisam se alimentar para conseguir um bom
desenvolvimento. Assim, dentro da familia das cactaceas encontrasse a pitahaya (Stenocereus
queretaroensis), uma espécie que ha muito € difunda e apreciada no Brasil e em outros paises,
como México, por ter um fruto suculento e muito agradavel. Esta espécie é prdpria de climas
aridos, portanto adaptada a ambientes de seca intensa. Segundo Pimienta-Barrios et al. (2004),
0s niveis da maioria dos elementos nos tecidos do caule de S. queretaroensis sao semelhantes
aos niveis em outras espécies de cactos. No entanto, o teor de N no seu clorénguima € apenas
8 mg g™ peso seco, que é menor do que em outras espécies de cactos (em média 17 mg g™)
descritas por Nobel (1983). Além disso, 0 Ca tem uma média de apenas 6 mg g™, em
comparacdo com 44 mg g™ no clorénquima de outras espécies. Os micronutrientes Fe e Mn
no clorénquima de S. queretaroensis sao em média 54% inferiores a média de outras espécies
de cactos. O contetdo relativamente baixo desses dois micronutrientes e o conteido
extremamente baixo de N séo consistentes com as taxas de crescimento relativamente baixas e
baixo teor de clorofila para S. queretaroensis em compara¢do com outras espécies com tipo de
metabolismo CAM (NOBEL et al., 2002). Entretanto, sob condicdes estressantes, devido a
baixa disponibilidade de &gua e minerais, ha o estabelecimento da simbiose micorrizica com
S. queretaroensis (GRIME, 2001). Diferentes espécies de FMAs dos géneros Acaulospora,
Gigaspora, Glomus, Sclerocystis e Scutellospora estdo presentes nas rizosferas de esta espécie
(PIMIENTA-BARRIOS et al., 2002a).

Outro grupo de fungos que também colonizam as raizes sdo chamados de enddéfitos
septados escuros ou mais conhecidos por sua sigla em inglés como DSE (dark septate
endophytes) que, segundo Jumpponen e Trappe (1998a), os define como fungos ascomicetos
conidiais ou estéreis que colonizam raizes de plantas vivas sem causar efeitos negativos
aparentes, como desorganizacdo tecidual. DSE representam um grupo taxonomicamente e
ecologicamente diverso de fungos. Entre outros estudos, encontrou-se que os DSE podem
estimular o crescimento das plantas e aumentarem a concentragdo de fosforo da espécie de

planta medicinal chinesa - Saussurea involucrata (WU e GUO, 2008).

Zubek e Blaskwoski (2009) estudaram as associa¢des de FMAs e DSE em 31 espécies
de plantas medicinais. Eles encontraram que muitas plantas foram fortemente colonizadas por
FMAs. O micélio de DSE foi observado em 21 taxons, no entanto, a porcentagem de
colonizacdo radicular por esses fungos foi baixa. Esporos de 15 espécies de FMASs

(Glomeromycota) foram encontrados na rizosfera das plantas investigadas.
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Por outro lado, diversidade de espécies no solo é um fator que ajuda a mostrar a
intensidade de ocorréncia de FMAs. Para contornar o indice de diversidade, Zhang et al.
(2004) criaram uma classe de dominancia de acordo como a frequéncia de ocorréncia dos
FMAs. A dominancia de espécies foi dividida em quatro niveis de acordo com a frequéncia de
ocorréncia (FO), ou seja, a espécie dominante (FO > 50%), a espécies mais comuns (30% <
FO < 50%), espécies comuns (10% < FO < 30%) e espécies raras (FO < 10%).

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Areas de coleta

A espécie utilizada em nosso estudo foi Pereskia aculeata Mill. Por se tratar de uma
hortalica ndo convencional (Ora-pro-nobis), as areas foram tomadas de forma sequencial em
funcdo da ocorréncia da espécie, através de informacdes fornecidas pelos moradores do
municipio de Lavras, Minas Gerais. Doze pontos de ocorréncia da espécie foram utilizados
para amostragem, localizados nos municipios de ljaci, Itumirim, Lavras e Perddes, no sul do
estado de Minas Gerais, Brasil (Figura 3). Estes pontos de amostragem correspondiam a areas
rurais e urbanas em igual proporcdo. A vegetacdo encontrada em cada local era diversa,
prépria de quintais ou pequenos jardins, como uma mistura de espécies nativas, hortalicas e
frutiferas em alguns casos, todas cultivadas em consorcio induzido ou crescendo de forma
espontanea, as quais sdo aproveitadas geralmente para consumo familiar. As coordenadas
geograficas e a altitude para cada ponto de coleta sdo detalhadas na Tabela 1 e na Figura 3.
Detalhes sobre o historico das areas se mostram na Tabela 2, e imagens das mesmas no Anexo

na Figura S5.

3.2 Amostragens de solo, folhas e raizes

A amostragem foi realizada entre os dias 1 e 5 de marco de 2018. Apenas uma planta
por local foi amostrada uma vez que ndo haviam outras para realizacdo de mais coletas. Antes
de realizar a coleta, em cada ponto, a serapilheira foi retirada e todo material a ser utilizado

foi limpo e flambado para evitar a contaminacdo entre as amostras.



Tabela 1 - Coordenadas geograficas e altitude dos 12 pontos de amostragem de ora-pro-nobis,

no sul de Minas Gerais - Brasil.

Local Coordenadas Geogréficas AIE:;[]L;de
ljacil 21°10° 38.95’ S 44° 56> 25.61° O 854
ljaci2 21°10° 36.86°” S 44° 55 40.18° O 823
ljaci3 21°10°20.79 S 44° 55°37.20° O 839
ljaci4 21°10° 24.69° S 44° 55 40.08° O 839
ljaci5 21°10° 19.12’ S 44° 55°29.54° O 839
ljaci6 21°10°17.22° S 44° 56> 05.33° O 840
ltumirim1 21°13°20.26° S 44° 52° 40.40° O 829
Lavrasl 21°13° 4793 S 44° 58’ 27.75 O 877
Lavras2 21°13°49.01° S 44° 58°27.09° O 916
Lavras3 21°13°29.36° S 44° 58’ 18.87° O 929
Perddesl 21°06° 19.12° S 45° 03’ 57.13 0O 842
Perddes?2 21°05° 5748 S 45° 04’ 43.33° O 834

Fonte: Do autor (2019).

Figura 3 - Mapa mostrando a localizagdo dos 12 pontos de amostragem realizados em quatro
municipios no sul do estado de Minas Gerais — Brasil. (A) mapa geral de todos 0s
pontos de coleta, (B) pontos de coleta no municipio de Perddes, (C) pontos de
coleta no municipio de Lavras, (D) pontos de coleta ho municipio de ljaci, (E)
pontos de coleta no municipio de Itumirim.

Municipio
ljaci (6)
Lavras (3)
Perddes (2) oogletarth (s
[tumirim (1)

et

GoogleEaith

Fonte: Google Earth (2018).
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Tabela 2 - Historico da area ao redor da planta e tratos culturais por local de estudo.

S o S ~ Locais
Questionario feito ao proprietario e observacoes
11 12 13 14 15 16 It1 L1 L2 L3 Pl P2
Qual ¢ a idade (anos) aproximada da planta? 3 15 8 4 2 10 3 4 12 9 6 2
Coloca adubo? ndo ndo sim nd0 ndo ndo sim sim sim ndo ndo ndo
Que tipo de adubo? - - E - - - E E E - - -
Realiza poda na planta? ndo sim sim sim ndo ndao ndo sim sim ndo sim ndo

Pegou algum tipo de praga ou doenga nesse periodo? ndo nd ndo ndo nd& ndo ndo ndo ndo ndo ndo ndo

Realiza limpeza de ervas daninhas? ndo ndo ndo ndo ndo ndo sim sim sim ndo sim sim
Houve presencia de plantas cultivadas por perto? ndo sim nd sim sim ndo ndo ndo ndo ndo sim ndo
Qual (ais) espécie(s)? - F - C H - - - - - M -
Vegetacdo espontanea quando realizada a coleta H H H h H H N n n n h H

Legenda: As abreviaturas referem-se assim: 11: ljacil,12: ljaci2,l: ljaci3, 14: ljaci4, I5: ljacib, I: ljaci6,
It1: Itumiriml, L1: Lavrasl, L2: Lavras2, L3: Lavras3, P1: Perddesl, P2: Perdfes2; E: esterco, F:
florestais, C: citrico, H: hortalicas, M: mandioca, h: houve, n: ndo houve.

Fonte: Do autor (2019)

No periodo de coleta, as plantas utilizadas no estudo apresentavam vegetacao
exuberante, com tamanho e idade diferenciados, em que apenas a planta de Itumirim estava

em floracéo plena.

3.2.1 Amostragem do solo

Foram coletadas trés sub-amostras ao redor das plantas, a uma distancia de 0.3 m do
tronco, a uma profundidade de 0-20 cm, para compor uma Unica amostra composta por cada
local (Figura 4). As amostras foram depositadas em sacos plasticos e conduzidas ao
Laboratorio de Analises do Solo, no Departamento de Ciéncia do Solo da UFLA, para analise

das caracteristicas quimicas e fisicas.

3.2.2 Amostragem de folhas e determinacéo de atributos quimicos

Para a amostragem em todos os locais foi considerado o terco medio superior da
planta, selecionando-se ramos sadios dos pontos cardeais ao redor da planta. Posteriormente
foram feitos dois cortes, um a partir da quarta ou quinta folha do &pice e o outro a

aproximadamente 10 cm acima da bifurcacdo dos ramos, onde encontra-se folhas recentemen
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Figura 4 - Esquema de amostragem das trés subamostras de solo coletadas a 20 cm de
profundidade e a uma distancia de 0,3 m do tronco de Ora-pro-nobis.

03m

Fonte: Do autor (2019).

te maduras, ou seja, aquelas que completaram o crescimento e ainda ndo entraram em
senescéncia. Em seguida, as folhas do ramo foram retiradas e repetiu-se o procedimento até

obter 50 folhas por planta.

As folhas destacadas foram colocadas em sacos de papel e levadas ao laboratério para
obtencdo da massa fresca e, logo apo6s, realizadas trés lavagens sucessivas em agua destilada
com o objetivo de retirar qualquer tipo de poeira ou particulas pequenas, impurezas trazidas
do campo. Logo foram colocadas para secagem em temperatura ambiente, durante a noite, em
local protegido. No dia seguinte, as folhas foram levadas para secagem em sacos de papel em
estufa de circulacgdo forgada de ar durante seis dias, a temperatura de 65°C, para determinagéo
de massa seca das folhas. Em seguida, as folhas foram trituradas em moinho de facas tipo
ciclone durante 20 segundos por amostra, e armazenadas em potes plasticos. Deste material,
foi pesado 1.0 g de amostra e levado ao laboratério de analise nutricional de plantas para
analise quimica dos seguintes nutrientes: nitrogénio (N), fésforo (P), potassio (K), célcio (Ca),
magnésio (Mg), enxofre (S), boro (B), cobre (Cu), ferro (Fe), manganés (Mn) e zinco (Zn). A
porcentagem de proteina na folha foi obtida multiplicando o teor de N na folha (%) pelo fator
de conversdo 6,25 (AMERICAN, 1962).
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3.2.3 Amostragem de raiz

Realizou-se a coleta de cinco gramas de raiz por planta procurando, quando possivel,
as raizes mais finas. O solo aderido as raizes foi retirado manualmente e armazenado em
sacos pléasticos; as raizes foram colocadas em copos plasticos e levadas imediatamente ao
laboratdrio onde algumas foram lavadas com agua corrente até eliminacao de todo residuo de
solo. Em seguida, as raizes foram colocadas em copos contendo agua destilada e

armazenadas, junto com o solo, em camara fria a 4°C até a sua utilizac&o.

3.3 Isolamento de bactérias diazotréficas associativas

O isolamento foi realizado em camara de fluxo laminar e todo material utilizado foi
devidamente esterilizado e autoclavado. Foi utilizado o meio de cultura de enriquecimento
semi-sélido livre de nitrogénio, NFb modificado semi-sélido (Magalhdes, 1981) como
descrito no Anexo Tabela S1. Foram utilizados controles negativos ou brancos para avaliar a
auséncia de contaminagdo no meio. A estirpe UFLA 246 (Azospirillum brasilense) foi
utilizada como controle positivo para a validacdo do meio quanto a formacdo da pelicula,

indicativa da presenca de bactérias diazotréficas.

O meio de cultura NFb modificado foi distribuido em frascos de vidro de 30 ml de
capacidade (20 mL por frasco) para posterior autoclavagem. O isolamento das bactérias
diazotrdficas foi realizado a partir de trés materiais diferentes: raiz sem lavar (com remocéo
do solo aderido), solo que estava aderido as raizes (rizosfera), e macerado das raizes lavadas
em agua. Para o isolamento utilizando o solo, foi escolhido aleatoriamente um agregado de
solo excedente retirado das raizes coletadas e introduzido com ajuda de uma pinga no frasco
contendo meio de cultura NFb modificado semi-solido. Para o isolamento das bactérias
presentes nas raizes, foi seccionado um fragmento fino de raiz de aproximadamente 1 cm de
cumprimento e com ajuda de uma pinga foi introduzido no meio de cultura NFb modificado
semi-sélido. Para o isolamento do macerado, foi extraida uma aliquota de 0,1 ml do macerado

de raiz em agua e introduzido no meio de cultura NFb modificado semi-solido.

Para o isolamento de bactérias do solo, raiz e macerado de raiz em agua foram

realizadas, respectivamente, 5, 3 e 3 repeticbes de frascos por local de amostragem,
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totalizando 132 frascos. ApoOs as inoculagdes nos meios de cultura, os frascos foram
incubados a 28 °C por 10 dias a fim de se obter a formacéo de pelicula. Foram considerados
positivos aqueles que formaram pelicula tipica na superficie do meio de cultura. Apds o
periodo de crescimento, os frascos positivos foram reinoculados em meio de cultura NFb
modificado semi-solido a fim de se obter confirmacdo da formacédo da pelicula. Confirmada a
pelicula, as culturas foram repicadas em placas de Petri contendo meio de cultura NFb sélido,
no qual foi acrescido 0,2 g de extrato de levedura e 18 g de agarose em rela¢do ao meio semi-
solido, e incubadas por cinco dias a 28° C em BOD. Apds varias repicagens em meio NFb
solido para obtencdo de colbnias puras, as mesmas foram repicadas novamente para meio de

cultura batata sélido para confirmag&o de pureza.

Para a caracterizacdo cultural, os isolados puros ficaram incubados por 4 dias em
camara de crescimento a 28 °C em meio de cultura batata. As caracteristicas das col6nias
avaliadas foram: tempo de crescimento, didametro médio (mm), forma (puntiforme, circular e
irregular), borda (inteira, ondulada, lobada, denteada e filamentosa), superficie (lisa, rugosa e
papilada), producdo de goma (escassa, pouca, moderada e abundante), elevacdo (plana,
lenticular, convexa, e umbilicada), consisténcia da massa de crescimento (seca, aquosa,
gomosa, viscosa e butirica), e detalhes dpticos (transparente, translucido, opaco e brilhante).
Para conservacdo e armazenamento, os isolados foram colocados em agua destilada

esterilizada a temperatura ambiente e também liofilizados.

3.4 Sequenciamento parcial do gene 16S rRNA

A identificacdo genética das estirpes diazotroficas foi realizada a partir da
amplificagdo do gene 16S rRNA. Para a extragdo do DNA gendmico de cada estirpe
selecionada utilizou-se a metodologia de lise alcalina (NIEMANN et al., 1997). Para a
amplificacdo do gene 16S rRNA preparou-se um mix para cada reacdo de PCR (Reagdo em
cadeia de polimerase) com um volume final de 50 pL, contendo: 3uL. DNA, 5 pL tampé&o 10X
KCI, 5uL MgCl; (2,5 mM), 5 uL ANTP Mix (2 mM), 1 pL de cada primer: 27F (5'-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3") e 1492R (5-GGTTACCTTGTTACGACTT-3") a 10
mmol L™ (Lane 1991), 0,4 uL de Taq DNA polimerase (5U pL™) e 4gua Mili-Q estéril. A
reacdo de amplificacdo foi realizada em termociclador Eppendorf Mastercycler com as
seguintes condicOes: desnaturacao inicial 85° C durante 5 min, 35 ciclos de desnaturagéo (94°
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C durante 45 s), anelamento (50° C por 1 min), extensdo (72° C durante 1,30 min), e uma
extensdo final de 72° C por 7 min. Uma aliquota de cada reacdo dos produtos amplificados
foram analisados em gel de agarose (1% p/v) com adicdo do corante SYBR Safe (Invitrogen)
sob luz UV. Foi utilizado o marcador -1 Kb DNA Ladder no gel para verificar a amplificacdo
do gene. A purificagdo dos produtos de PCR e o sequenciamento de DNA (com os iniciadores
27F e 1492F) foram realizados pelo laboratério WemSeq Biotecnologia (Curitiba — PR) e a
qualidade das sequéncias foi analisada utilizando o software BioNumerics 7.6 e, apds isso,
submetidas ao BLASTn (Bethesda, MD, EUA) e comparadas no banco de dados do GenBank

(National Center for Biotechnology Information) para se obter o acesso mais similar.

3.5 Extracdo, montagem e identificagdo dos esporos

Os esporos foram extraidos pelo método do peneiramento Umido (GERDEMANN;
NICOLSON, 1963) seguido por centrifugacdo em gradiente de sacarose (JENKINS, 1964).
Uma amostra de 50 g de solo proveniente de cada amostra coletada a campo foi dispensada
em um Becker de vidro de 2 L enchido com &gua. O solo foi desagregado com auxilio de um
bastéo de vidro, a solucdo agitada em um sentido e o sobrenadante dispensado em peneiras de
710 um e 45 um de abertura. O material retido na peneira de 710 um foi avaliado em placa de
Petri com &gua em microscopio estereoscépico buscando esporos grandes, esporocarpos €
esporos que possam estar aderidos a fragmentos de raizes ou matéria organica. O material
retido na peneira de 45 um foi transferido para tubos de centrifuga com gradiente de sacarose
20% e 60% (15 mL de cada) e centrifugado por 1 minuto a 2000 rpm. O sobrenadante
dispensado em peneiras de aberturas de 180 um, 90 um e 45 um, lavado com agua destilada,

para inspec¢do e coleta de esporos realizada em estereo microscopio. Figura 5.
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Figura 5 - Esquema do procedimento sequencial de extragdo de esporos

Amostra com
Passou-sea
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J E— pisseta o retido na
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Fonte: Do autor (2019). (Adaptada de Orivaldo José Saggin Junior).

Os esporos foram contados e coletados os distintos morfotipos de acordo com
tamanho, forma e cor, os quais foram fixados em laminas permanentes com 0s reagentes
PVLG (Polivinil, Lacto-Glicerol) (KOSKE; TRESSIER, 1983) e Melzer (iodo, hidrato de
cloral, iodeto de potassio e agua) com PVLG (1:1). As laminas foram avaliadas em
microscopico optico, e os esporos foram identificados com base em caracteres morfologicos e
histoquimicos, comparando-o0s com as descri¢des originais das espécies, contidas na pagina da
web da International Culture Collectionof (Vesicular) Arbuscular Mycorrihzal Fungi
(INVAM-http://invam.caf.wvu.edu, West Virginia University, E.U.A) e Blaszkowski (2012).
Seguimos a classificagdo proposta por Redecker et al. (2013), com adigdes de géneros aceitos
por Wijayawardene et al. (2018). Figura 6.
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Figura 6 - Esquema do procedimento sequencial de montagem dos esporos em laminas.
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Fonte: Do autor (2019). (Adaptado de NOVAIS et al., 2010).

3.6 Colonizagdo Micorrizica

As raizes coletadas foram descoloridas de acordo com o método proposto por Koske
e Gemma (1989). Cada amostra de raiz foi disposta em um becker individual, de modo que
ficasse coberta com KOH 10%. Colocou-se as amostras em banho-maria a temperatura de
90°C por 50 minutos e em seguida lavou-se as raizes em agua corrente. Posteriormente ao
processo de descoloracao, cobriu-se as raizes com HCL 1%, onde estas permaneceram por 10
minutos em temperatura ambiente. Passados 10 minutos, o HCL foi retirado e as amostras
cobertas com corante Azul de tripan (0,05) onde foram dispostas novamente em banho-maria
por 50 minutos a uma temperatura de 90°C. Apo0s isso, dez fragmentos de raizes de 1 cm
aproximadamente foram cortados de cada amostra e montados em laminas com o reagente de

PVLG (Polivinil, Lacto-Glicerol) para a avaliagéo da colonizagdo micorrizica.
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3.7 Anadlises estatisticas

Foram avaliadas as relagdes entre varidveis e 0 agrupamento das amostras quanto as
varidveis analisadas. Os dados foram escalonados e/ou padronizados antes da andlise de
componentes principais (PCA) para eliminar diferencias nas escalas. Para investigar a
significancia das relagdes teores de nutrientes no solo e na planta foi aplicado o coeficiente de
correlacédo de Pearson usando o software R versdo 3.6 (R Development Core Team, 2018). A
distribuicdo das estirpes em diferentes grupos culturais e a diversidade de géneros foi

analisada graficamente por meio de andlise estatistica descritiva.

4 RESULTADOS

4.1 Analise quimica e fisica dos solos

A interpretacdo da analise quimica do solo foi realizada com base nas recomendaces
da Comissdo de Fertilidade do Solo do Estado de Minas Gerais (ALVAREZ et al., 1999)
(Tabela 3). Os valores de pH para todos os locais estiveram entre 5,6 e 8,4 sendo que
PerdGesl foi o unico que apresentou um valor considerado como bom (5,5 — 6,0) 5,6
entretanto oito locais tiveram valores considerados como muito altos (>7,0). Para a saturagédo
por aluminio e teor de aluminio os valores foram considerados como baixos (< 15%) e <0.05
respectivamente). A saturacdo por bases (V) mostra que os solos de todos os locais
apresentavam valores que indicam solos de boa fertilidade pois todos tinha valores >50%, o
mesmo para a CTC efetiva que em todos os casos foram categorizados como bons (4,61-8,0
cmol. dm™) a muito bons (>8,0 cmol. dm™®), consequentemente os valores da soma de bases
(SB) seguiram a mesma tendéncia dos seus correspondentes valores da CTC efetiva em todos
os locais. Referente a matéria organica (M.O.), ljaci4, ljaci6 e Perddes2 foram considerados
baixos (<2%), bom para Lavras3 (4-7%), e médio para os demais (2-4%). Os teores de fosforo
(P) disponivel segundo a porcentagem de argila encontrados foram muito bons (>45, mg dm’
%) para todos os solos menos para ljacil, ljaci6 e Lavrasl que foram considerados como
médio, muito baixo e baixo (<30, <15 e <12 mg dm™ respectivamente) (Tabela 3). Os teores
de potassio (K*) nos solos de todos os locais foram classificados como bons (71-120 mg dm’
%), com excecéo de Lavrasl e Lavras2 que tiveram valores baixos (16-40). O teor de enxofre

(S) classificado segundo o P remanescente, em todos os locais foram considerados como
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baixos a muito baixos, com excecdo de ljaci5, Lavrasl, Lavras3 e Perddes2 que foram
considerados médios (Tabela 3). No caso dos teores de calcio (Ca) foram considerados como
muito bons em todos os locais (>4 cmol, dm™), exceto para Lavrasl que foi considerado bom
(2,42-4,0 cmol, dm™). No caso dos teores de magnésio (Mg) o Gnico considerado como
muito bom (>1,5 cmol. dm™) ocorreu em Lavras2 (2,11 cmol. dm™) e foi: bom (0,91-1,5
cmol. dm™) em ltumiriml, Lavras3 e Perddesl; médio (0,46-0,90 cmol. dm™) em ljacil,
ljaci2 e ljaci3, ljaci5, Lavrasl e Perddes2 e baixo (0,16-0,45 cmol, dm™) nos restantes.
Entretanto os teores dos micronutrientes zinco (Zn) e manganés (Mn) foram classificados
como altos (> 2,2 e > 12 mg dm™) em todos os locais. Ja para o ferro (Fe) foi considerado
médio (19-30 mg dm™) em ljacil, ljaci4 e ljaci6; baixo (8-18 mg dm™) em ljaci5 e ljaci3;
bom para ljaci2 (31-45 mg dm™) e alto (>45 mg dm™) para os restantes. Com relacéo aos
teores de boro (B) foram considerados médios (0,36-0,6 mg dm™) para ljaci2 e Itumirim1, e
baixo (0,16-0,35 mg dm™) para os locais restantes. J& o cobre (Cu) apresentou altos teores (>
1,8 mg dm™) em Lavrasl, Lavras2 e Perddes2; bons (1,3-1,8 mg dm™) em ljaci5 e Itumirim1;
teores meédios (0,8-1,2 mg dm-3) em ljaci4 e Perddesl; e teores baixos nos locais restantes.
Os solos apresentaram textura variada, desde arenoso em ljacil, argiloso em ljaci2, ljaci3,

Lavras2 e Lavras3, até muito argiloso em Lavrasl; e textura média nos locais restantes.
4.2 Teores de nutrientes nas folhas e sua relacéo entre atributos quimicos do solo

As analises dos teores de macro e micronutrientes nas folhas coletadas de OPN nos 12
locais encontram-se na Tabela 4. E necessario considerar que ndo se tem um padrdo de
comparacdo de analise foliar para cactaceas, mas de modo geral, os valores encontrados ndo
parecem representar limitacdo para o desenvolvimento da planta, pois ndo foram observados
sintomas que pudessem ser considerados de deficiéncia quando foram coletadas.

Os resultados das andlises de relacdo entre os principais atributos quimicos do solo e
as variaveis quimicas na folha mostram que nao hé relacdo entre o nitrogénio total no solo e o
teor de proteina na folha (Figura 7A), alias o coeficiente R é menor que o p-valor conferindo a
inexisténcia de correlacdo entre estas variaveis, 0 que também ocorreu para a relacdo entre 0s
teores de matéria organica no solo e proteina na folha de OPN (Anexo Figura S1A). Para o
caso do P no solo relacionado com P na folha ha existéncia de correlagdo (Figura 7B), mas
isso se deve a um valor extremo do local ljaci5 (10,73 g kg™) que foi, aproximadamente, 10
vezes superior aos dos outros locais e que, portanto, teve influéncia determinante nesse

resultado. Desse modo, vale destacar que se esse outlier fosse removido, ndo haveria
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correlagdo (Anexo Figura S1B). O K no solo mostrou clara relagdo com o K encontrado na
planta (Figura 7C). No caso do Mg no solo relacionado com o Mg na folha hd uma relacéo
que ajusta como media devido a um valor levemente extremo correspondente ao local Lavras2
(12,95 g kg™), mas como pode ser observar ele aumentou quase na proporcdo do teor
encontrado no solo (Figura 7D). Ja no caso do Ca do solo e o Ca na planta, assim como Fe no
solo e Ferro na folha as relagdes sdo inexistentes (Anexo Figura S1(C, D)). J& no caso do Zn
(Anexo Figura S1E) em ljaci5 e Perddesl apresentaram valores elevados em relagdo aos
demais (71,41 e 86,4 mg kg™, respectivamente), porém estes valores estdo dentro dos
adequados para as principais hortalicas, raizes e tubérculos (MALAVOLTA, 2006). Por outro
lado, o histérico das areas onde foi realizada as coletas ajuda a entender melhor as variacdes
nutricionais encontradas nas plantas como produto do estadio de desenvolvimento da planta
dado pela idade assim como os tratos culturais que nelas sdo realizados habitualmente pelos

proprietérios (Tabela 2).



Tabela 3 - Atributos quimicos e fisicos do solo dos doze locais onde foram coletadas as plantas OPN (Pereskia aculeata Mill.).
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Atributos ljacil ljaci2 ljaci3 ljaci4 ljaci5 ljaci6 ltumiriml Lavrasl Lavras2 Lavras3 Perddesl Perdoes2
pH® (H,0) 6,6 A 7,8 Ma 7,6 Ma 8,4 Ma 8 Ma 8,2 Ma 7.1 Ma 6,1 A 7.3 Ma 6,9 A 56B 8,3 Ma
K® (mg dm?®) 137,43 Mb 13539 Mb  10888B  61,98M  17414Mb  1099b 1721Mb  3139Ba 1814Ba 151,7Mb  1099B 15578 Mb
P@ (mg dm®) 2644M  7664Mb  12294Mb 109,02Mb 34227Mb 10,02Ba 55,71 Mb 342Ba 7882Mb 1320Mb  60,29Mb 48,03 Mb
ca® (cmol, dm™®) 58 Mb  1264Mb  1132Mb 8,65 Mb 131 Mb 4,22 Mb 8,93 Mb 3,05b 566 Mb 1352Mb 4,36 Mb 8,33 Mb
Mg® (cmol, dm) 0,85 M 0,56 M 0,85 M 0,41 Ba 0,83 M 0,17 Ba 1,12 B 0,53 M 2,11 Mb 1,15 B 0,94B 0,67 M
AI® (cmol, dm) 0,01 0 0 0 0 0,02 0,02 0,04 0,03 0,02 0,05 0
H+Al (cmol, dm®) 1,64 Ba 0,68 Ba 0,72 Ba 0,58 Ba 0,71 Ba 0,74 Ba 1,3Ba 3M 1,08Ba  1,29Ba 2,83 Ba 0,62 Ba
SB (cmol, dm™®) 706 Mb  1355Mb  1245Mb  922Mb  1438Mb  4,67B 10,49 Mb 3,66 B 7.82Mb 15,06 Mb 5,58 B 9,4 Mb
t (cmol, dm) 707B 1355Mb  1245Mb  922Mb  1438Mb  4,69B 10,51 Mb 37M 785B 1508 Mb 5,63 B 9,4 Mb
T (cmol, dm®) 8,7B 14,23 B 13,17B 98B 15,09 B 5,41 M 11,79 B 6,66 M 89B 1635Mb 841 M 10,02 B
V% 81,18Mb  952Mb  9453Mb  9407Mb  9527Mb 86,35Mb 88,98 Mb 5496 M 87,83Mb 92,1 Mb 66,37 B 93,81 Mb
m (%) 0,14 0 0 0 0 0,43 0,19 1,08 0,38 0,13 0,89 0
M.O. (dag kg™ 2,96 M 3,74 M 3,19 M 1,55 Ba 3,82 M 1,02 Ba 2,57 M 2,54 M 2,42 M 591 B 2,67 M 1,8B
N total (g kg% 4,32 4,22 4,28 2,64 5,34 2,20 2,50 2,28 2,14 5,40 3,32 2,70
P-Rem (mg L) 42,93 35,09 41,22 40,77 37,27 38,93 32,93 20,11 19,63 36,36 54 31,85
Zn® (mg dm™) 413 A 9,92 A 1343 A 1279 A 31,87 A 2,22 A 1473 A 2,49 A 29,86 A 1844 A 11,79 A 76,46 A
Fe® (mg dm™) 2543 M 40,48 B 11,82Ba  27,03M 8,3 Ba 29,44 M 45,03 A 60,19 A 84,5 A 73,16 A 83,18 A 109,82 A
Mn@ (mg dm™®) 4406 A 10166 A  11415A 50,7 A 121,04 A  5361A 142,13 A 19,1 A 59,31A  6511A 54,71 A 75,65 A
Ccu® (mg dm) 0,52 Ba 0,46 Ba 0,78 M 1,2M 1,48 B 0,6 Ba 1,62 B 2,34 A 472 A 0,53 Ba 1,26 M 150 A
B (mg dm?) 0,16 Ba 0,44 M 0,28 Ba 0,33 Ba 0,21 Ba 0,28 Ba 0,36 M 017Ba 0116Ba  0,32Ba 0,16 Ba 0,19 Ba
S (mg dm’®) 3,11 Ba 7.1Ba 4,39 Ba 4,59 Ba 11,96 M 0,82 Ba 1,72 Ba 7,74 M 2,18 Ba 100 M 4,73 Ba 132 B
Argila (dag kg™) 10 42 37 28 30 16 36 63 54 47 22 34
Silte (dag kg'®) 30 24 21 11 18 3 18 17 14 5 16 12
Areia (dag kg™) 60 34 42 61 52 81 46 20 32 48 62 54

Legenda: “pH em H,0, KCI e CaCl, (1:2,5); ®P, K, Fe, Zn, Mn e Cu: Mehlich 1; ®Ca, Mg e Al: KCI -1mol/L; N total: Kjeldahl; SB: Soma de bases
trocaveis, t: capacidade de troca cationica efetiva; T: capacidade de troca cationica a pH 7,0: extraido pelo acetato de Ca 0,5 mol/L; V: indice de saturacao de
bases; m: indices de saturacdo de aluminio; M.O.: matéria organica. A: alto, B: bom, Ba: baixo, Mb: muito bom, M: médio, Ma: muito alto.

Fonte: Do autor (2019).
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Tabela 4 - Anélise nutricional das folhas de OPN (Pereskia aculeata Mill.) em doze locais no sul do
estado de Minas Gerais-Brasil.

Atr. ljacil ljaci2 ljaci3 ljaci4 ljaci5 ljaci6 Itumiriml Lavrasl Lavras2 Lavras3 Perdfesl Perddesl
N 399 332 387 327 315 353 36,2 39,0 44,0 39,0 45,0 34,3
P 165 184 149 119 10,73 1,88 1,86 1,56 2,49 1,3 3,92 2,46
K 357 43,63 26,47 3225 48,42 52,86 41,29 32,37 11,82 33,85 43,03 42,34
Ca 4125 4761 4717 4759 4759 4755 43,57 35,49 47,6 34,3 25,03 40,77
Mg 695 461 798 844 859 5,8 8,36 5,28 12,95 4,84 9,03 8,53
S 2,88 3,81 2,74 3,48 4,57 3,25 2,88 2,41 3,57 2,04 4,49 3,15
B 17,27 41,14 33,19 28,08 4236 2244 33,19 20,67 20,67 39,94 36,48 27,1
Cu 539 849 642 412 2296 38 7,35 10,27 14,04 6,87 15,11 13,65
Fe 101,86 161,08 108,08 176,97 171,24 13759 1139 72,48 124,46 59,95 140,06 95,25
Mn 122,78 784 104,23 61,06 116,17 100,18 159,4 104,42 71,09 68,22 231,75 27,16
Zn 1572 16,6 1457 12,38 7141 10,23 26,59 22,24 28,72 10,2 86,04 23,65
Pt 2494 20,75 24,19 2044 1969 22,06 22,62 24,37 27,5 24,37 28,12 21,44

Legenda: As unidades para N, P, K, Ca, Mg e S se apresentam em ¢ kg'l. As unidades para B, Cu, Fe,
Mn e Zn se apresentam em mg kg™. Pt: proteina (%) em matéria seca.
Fonte: Do autor (2019).

Figura 7 - Relacdo entre os principais atributos quimicos do solo e teores dos correspondentes
elementos na folha de OPN. (A) Nitrogénio total no solo e proteina na folha, (B) Fésforo
no solo e Fdsforo na folha, (C) Potassio n solo e Potéssio na folha, (D) Magnésio no solo e
Magnésio na folha.
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Fonte: Do autor (2019).
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4.3 Isolamento e caracterizacdo cultural de diazotroficos

A partir do segundo dia de inoculacdo no meio de cultura NFb modificado comecgaram
a aparecer os primeiros sinais da formacéo de pelicula e a partir do terceiro dia se instalou na
superficie. Este processo, em alguns dos tratamentos, foi mais prolongado até chegar a
pelicula na superficie do meio (Figura 8). Em todos os locais foi possivel visualizar essa
formacéo de pelicula, em pelo menos um dos materiais utilizados para isolamento (solo, raiz e
macerado). O local com menos frascos que formaram pelicula foi Lavras2 (1 frasco) e o local
com mais frascos foi ljaci2 (10 frascos), conferindo-se a existéncia de bactérias diazotrdficas
como se observa na Tabela 5. Vale destacar que alguns casos resultaram em mais de um

isolado por frasco produto do processo de isolamento.

No final do processo de isolamento foram obtidos 131 isolados bacterianos de ora-pro-
nobis a partir de solo aderido a raiz (49), raiz sem solo aderido (37) e macerado de raizes em
agua (45) dos doze locais coletados. Vinte e um isolados foram obtidos de ljaci2 e Itumirim1,
cada; 12 isolados de ljacil e ljaci3; 3 de Lavrasl, 1 de Lavras2, 11 de Lavras3, 7 de ljaci4, 9
de ljaci5, 5 de ljaci6, 10 de Perddesl e 19 de Perddes2. Deste total, 24 grupos culturais foram
formados baseados em quatro caracteristicas morfoldgicas: elevacdo, producdo de muco,
consisténcia e detalhes Oticos (Figura 9). Os grupos culturais com mais representantes
correspondiam aos de elevacdo convexa, producdo de muco moderada, consisténcia gomosa e
detalhes 6ticos brilhantes (20%); elevacdo convexa, producao de muco moderada consisténcia
gomosa e detalhes 6ticos opacos (16%); e elevacdo lente, pouca producdo de muco,
consisténcia seca e detalhes 6ticos opacos (8%).
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Tabela 5 - Formacéo de pelicula obtida no final em cada unidade de isolamento (frasco). A
numeracdo indica as repeticOes feitas por material de isolamento. (+) Houve
formacéo de pelicula, (-) ndo houve formacéo de pelicula.

Solo aderido a raiz Raiz sem lavar Macerado de raizes em agua
1 2 3 4 5 1 2 3 1 2 3

Local

ljacil - -
ljaci2
ljaci3
ljaci4
ljaci5
ljaci6
Itumirim1
Lavrasl
Lavras2
Lavras3
PerdGesl
Perddes2

Fonte: Do autor (2019).

Figura 8 — Formacao de pelicula no meio de cultura NFb modificado. (A) inicio da formacéo
da pelicula, (B) formacao plena da pelicula na superficie, (C) agregado de solo com
pelicula na superficie, (D) esquerda: fragmento de raiz com pelicula na superficie,
meio: controle (+) com formacdo de pelicula, direita: controle (-) sem inoculo.

|

[T

T
om 1

Fonte: Do autor (2019).
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Numero de isolados dos diferentes locais distribuidos em 24 grupos culturais
baseados em elevacdo, producdo de muco, consisténcia e detalhes oticos.
Convexa, abundante, gomosa e brilhante (CAGB); convexa, abundante, viscosa e
opaco (CAVO); convexa, escassa, seca e opaco (CESO); convexa, moderada,
aquosa e opaco (CMAO); convexa, moderada, gomosa e brilhante (CMGB);
convexa, moderada, gomosa e opaco (CMGO); convexa, pouca, abundante e
brilhante (CPAB); convexa, pouca, abundante e opaco (CPAQ); convexa, pouca,
gomosa e brilhante (CPGB); convexa, pouca, gomosa e opaco (CPGO); convexa,
pouca, seca e opaco (CPSB); convexa, pouca, seca e opaco (CPSO); lente,
escassa, seca e opaco (LESO); lente, moderada, abundante e brilhante (LMAB);
lente, moderada, gomosa e brilhante (LMGB); lente, moderada, gomosa e opaco
(LMGO), lente, moderada, seca e opaco (LMSO), lente, moderada, viscosa e
opaco (LMVO); lente, pouca, aquosa e opaco (LPAO); lente, pouca, gomosa e
opaco (LPGO); lente, pouca, seca e opaco (LPSO); plana, pouca, gomosa e opaco
(PIPGO); umbilicada, escassa, seca e opaco (UESO); umbilicada, pouca, seca e
opaco (UPSO).

307

]
o
l

Numero de isolados
o
|

26

o

Grupos de isolados

Fonte: Do autor (2019).

Quanto ao tempo de crescimento em placa 95% dos 131 isolados apresentaram

crescimento rapido (2 dias).

4.4 ldentificagédo genotipica das bactérias diazotroficas associativas

A maior porcentagem de géneros encontrados corresponde a Azospirillum com 81%

no total. A distribuicdo quantitativa dos géneros encontrados em cada tipo de amostra se

mostra na Figura 10. As espécies do género Azospirillum isoladas no nosso estudo foram A.
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brasilense, A. agricola, além de outras ndo bem definidas pois apresentaram a mesma
similaridade com diferentes espécies como: A. formosense, A. zeae, A. melinis, A. lipoferum, e
A. brasilense que foram categorizadas todas elas como Azospirillum sp. O maior nimero de
isolados no total foi do género Azospirillum o qual segue nesta ordem: espécie Azospirillum
brasilense (36), seguida pelo grupo de Azospirillum sp. (20), e Azospirillum agricola (14). A.
brasilense foi encontrado em todos os locais, Azospirillum sp em sete locais e A. agricola s
em trés ( Anexo Tabela S2).

No isolamento utilizando solo aderido a raiz foram encontrados representantes dos
géneros Azospira, Caulobacter, Cryseobacterium, Pseudoacidovorax e Variovorax (um
isolado) representando 1,16% do total cada um deles. No isolamento da raiz da planta foram
isoladas bactérias dos géneros Acinetobacter, Bacillus, Caulobacter e Pseudomonas (um
isolado) representando 1,16% por cada. Ja nos macerados das raizes em agua foram
encontrados 0s géneros Azohydromonas (5 isolados) e Brevundimonas (2 isolados)
representando 5,8% e 2,3% respectivamente (Figura 10). Somente do género Azospirillum

foram obtidos: 18, 33, e 31 isolados tanto no solo, raiz e agua respectivamente.

Figura 10 - Distribuicdo de géneros de bactérias isoladas de diferentes tipos de amostra de
ora-pro-nobis (Pereskia aculeata Mill.) de doze locais do sul de MG, Brasil. Na
intercessdo 0 género que ocorreu em todos os tipos de amostra. O nimero de
individuos isolados de cada género em cada tipo de amostra esta descrito entre
parénteses.

Solo Raiz

Azospira (1)
Caulobacter (1)
Cryseobacterium (1)
Pseudoacidovorax (1)
Variovorax (1)

Acinetobacter (1)
Bacillus (1)
Caulobacter (1)
Pseudomonas (1)

/‘\

Azospirillum (71)

Agua

Azohydromonas (5)
Brevundimonas (2)

Legenda: Solo: solo aderido a raiz, Raiz: raiz sem lavar, Agua: macerado das raizes em agua.
Fonte: Do autor (2019).
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Em todos os locais o género Azospirillum foi o mais abundante, exceto em Lavras2
onde néo se observou nenhuma estirpe. Itumirim1 apresentou a maior quantidade de estirpes
do género Azospirillum, representando 18% do total de estirpes identificadas. Ja ljacib,
Lavrasl e Perddesl apresentaram menos estirpes do género Azospirillum (2) correspondendo
ao 2,32% por cada local. Por outro lado, ljaci2 apresentou maior diversidade de géneros (6), e
ljaci4, ljaci5 e ljaci6 os menos diversos (Tabela 6).

Tabela 6 - Ocorréncia e quantidade de espécies isoladas em cada um dos doze locais.

Locais
ljacil ljaci2 ljaci3 ljaci4 ljaci5 ljaci6
Azospirillum (9) Azospirillum (9) Azospirillum (6) Azospirillum (3) Azospirillum (2) Azospirillum (3)
Pseudoacidovorax (1)  Azihydromonas (1) Pseudomonas (1)
Bacillus (1)
Caulobacter (1)
Chryseobacterium (1)
Variovorax (1)
Locais
Itumiriml Lavrasl Lavras2 Lavras3 Perdbesl Perddes2
Azospirillum (16) Azospirillum (2) NA Azospirillum (6) Azospirillum (2) Azospirillum (12)
Brevundimonas (1) Azohydromonas (1) Azohydromonas (3) Azospira (1) Caulobacter (1)

Brevundimonas (1) Acinetobacter (1)

Fonte: Do autor (2019).

4.5 Composicdo da comunidade de fungos micorrizicos arbusculares no solo

Foram encontradas 30 espécies de FMAS nas rizosferas de Pereskia aculeata, estas se
distribuem em 3 Ordens, 7 familias e um representante de posicionamento filogenético
incerto, Entrophospora infrequens. A Ordens Glomerales e Diversisporales foram representas
por 13 especies cada, enquanto que Archaeosporales foi representada por 3 espécies e esporos
da Ordem Paraglomerales ndo foram amostrados. A familia com maior riqueza especifica foi
Glomeraceae, com 12 espécies distribuidas entre os géneros Dominikia, Funneliformis,
Glomus, Rhizophagus, Sclerocystis e Septogomus; seguida por Acaulosporaceae e
Diversisporaceae, com 8 e 3 espécies respectivamente. As familias Gigasporaceae e
Ambisporaceae foram representadas por apenas 2 espécies cada, enquanto que

Archaeosporaceae e Claroideoglomeraceae contaram com apensar 1 espécie cada.
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A riqueza especifica de FMAs variou de 5 a 14 espécies nas rizosferas de Pereskia
aculeata. Oito espécies de FMAs foram consideradas dominantes nas rizosferas, das quais, 6
pertencem a familia Glomeraceae, a saber: Funneliformis mosseae, Glomus glomerulatum,
Glomus spl, Rhizophagus intraradices, Sclerocystis sinuosa, Septoglomus constrictum. Além
de Glomeraceae, apenas as familias Claroideoglomeraceae e Acaulosporaceae apresentaram
espécies dominantes, que sdo Claroideoglomus etunicatum e Acaulospora scrobiculata,

respectivamente.

Quatro espécies de FMAs foram muito comuns, Glomus microaggregatum e
Sclerocystis coremioides, pertencentes a familia Glomeraceae e Acaulospora mellea e
Diversispora sp, pertencentes as familias Acaulosporaceae e Diversisporaceae,
respectivamente. Espécies comuns pertenceram as familias Glomeraceae, Acaulosporaceae,
Diversisporaceae e Gigasporaceae, enquanto que as familias Archaeosporaceae e
Ambisporaceae apresentaram apenas espécies raramente encontradas nas rizosferas de

Pereskia aculeata. Tabela 7.
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Tabela 7 - Diversidade de espécies de fungos micorrizicos encontrados no solo coletado préximo as raizes de OPN (Pereskia aculeata Mill.) nos
doze diferentes locais no sul do estado de Minas Gerais — Brasil (Continua).

Locais
Familia e especies ljaci ljaci ljaci ljaci ljaci ljaci Itumi- La- La- La- Per- Per- F
1 2 3 4 5 6 riml vras1l vras2 vras3 déesl dées2 *(%)

Familia Ambisporaceae
Ambispora leptoticha (N.C. Schenck & G.S. Sm.) R.J. Bills & J.B. + R
Morton
Ambispora spl + R
Familia Archaeosporaceae
Archaeospora trappei (R.N. Ames & Linderman) J.B. Morton & D. + R
Redecker
Familia Acaulosporaceae
Acaulospora foveata Trappe & Janos + R
Acaulospora mellea Spain & N.C. Schenck + + + + mcC
Acaulospora morrowiae Spain & N.C. Schenck + + (o
Acaulospora cf. minuta + + + C
Acaulospora cf. paulinae + R
Acaulospora rehmii Sieverd. & S. Toro + R
Acaulospora scrobiculata Trappe + + + + + + + D
Acaulospora spinosissima Oehl, Palenz., I.C. Sanchez, Tchabi, Hount. & + + C
G.ASilva
Familia Diversisporaceae
Diversispora spl + + + + + + mcC
Diversispora sp2 + R
Diversispora sp3 + + C
Familia Gigasporaceae
Cetraspora pellucida (T.H. Nicolson & N.C. Schenck) Oehl, F.A. de + R
Souza & Sieverd.
Dentiscutata cerradensis (Spain & J. Miranda) Sieverd., F.A. de Souza & + + (o

Oehl
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ljaci ljaci ljaci ljaci ljaci ljaci Itumi- La- La- La- Per- Per- F
1 2 3 4 5 6 riml vrasl vras2 vras3 ddéesl does2  *(%)

Familia Claroideoglomeraceae
Claroideoglomus etunicatum (W.N. Becker & Gerd.) C. Walker & A. Schiler + + + + + + + + + + D
Familia Glomeraceae
Dominikia spl + + (o
Funneliformis mosseae (T.H. Nicolson & Gerd.) C. Walker & A. SchiRler + + + + + + + D
Glomus glomerulatum Sieverd. + + + + + + + + D
Glomus microaggregatum Koske, Gemma & P.D. Olexia (1986) + + + + mcC
Glomus spl + + + + + + + + + + + D
Glomus sp2 + R
Glomus sp3 + R
Glomus sp4 + R
Rhizophagus intraradices (N.C. Schenck & G.S. Sm.) C. Walker & A. SchiBler + + + + + + + + + D
Sclerocystis coremioides Berk. & Broome + + + + Y[
Sclerocystis sinuosa Gerd. & B.K. Bakshi + + + + + + + + + + + D
Septoglomus constrictum (Trappe) Sieverd., G.A. Silva & Oehl + + + + + + + + D
Incertae cedis
Entrophospora infrequens (I.R. Hall) R.N. Ames & R.W. Schneid. + R
Riqueza especifica 8 9 8 5 9 14 13 10 12 9 12 5
Densidade de esporos (50 g) 875 1275 1191 3265 398 843 2003 2071 1137 1784 1652 1042

*A porcentagem de frequéncia das espécies foram classificadas como dominante (D) quando F > 50%, muito comum (MC) entre 30% < F < 50%, comum (C),
quando 10% < F < 30% e rara (R) quando F < 10%. O “+” significa a ocorréncia da espécie (Conclusdo).

Fonte: Do autor (2019).
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4.6 Frequéncia e porcentagem de colonizagdo de FMAs e de outros fungos
endofiticos

A colonizacdo de fungos micorrizicos arbusculares através da deteccdo de suas
estruturas mostrou que a mais alta frequéncia foi encontrada em Lavrasl (29,83%), sequida de
Perddesl (11,66%) e ljaci5 (11,16%); ja em ljaci6 e Lavras3 a frequéncia foi nula. A estrutura
de colonizacdo encontrada em todos os locais, exceto os de frequéncia nula, foi de hifas (H).
Arbusculos foram encontrados com alta porcentagem em Lavrasl (89%), seguido de
Perddes1(57%) e ljaci5(54%). Por outro lado, a frequéncia de outros endéfitos Fpse (dark
sepatate endothytes) foi maior para Itumirim1 seguida de Perdfes2, porém em ljacil, ljaci3 e
Lavras3 foi nula. J& a frequéncia de outros endéfitos F, s6 foi observada em quatro locais
(ljaci2, ljaci3, ljaci4 e Perddesl), sendo que a maior frequéncia foi para ljaci4 (18) e a menor
para Perddesl (4) (Tabela 8; Figura 11)

Tabela 8 - Frequéncia e porcentagem de colonizagdo de fungos micorrizicos arbusculares
(FMA) e outros fungos endofiticos em raizes de OPN coletadas em doze locais no
sul do estado de Minas Gerais — Brasil.

FMA outros endofiticos
Familia Espécie Local
F H V A em E Ap Fose Hosse Epse Fo
ljacil 1,16 7 - - - - - - - 0 -
ljaci2 1,0 6 - - 1 - - 9,5 18 1 1,0
ljaci3 0,83 5 - - - - - - - 0 5,0
ljaci4 0,16 1 - - - - - 4,5 8 2 18,0
ljaci5 11,16 54 6 - - 7 - 6,5 13 0 -
. ljaci6 - - - - - - - 15 3 0 -
Cactaceae Pereskia aculeata
Itumiriml1 1,33 6 - 2 - - - 140 27 1 -
Lavrasl 29,83 89 4 65 14 5 2 1,0 2 0 -
Lavras2 7,0 39 - - - 3 - 3,5 1 6 -
Lavras3 - - 0 - - - - - - 0 -
Perddesl 11,66 57 0 10 - 2 1 1,0 3 1 4,0
PerdGes2 3,3 20 0 - - - - 130 25 1 -

Legenda: F: frequéncia de ocorréncia (%), H: hifa, V: vesicula, A: arbusculo, Em: enovelado, E:
esporo, Ap: apresorio, Fpsg: fungo dark septate endophytes, Hpse: hifa de DSE, Epee: esclerosio de
DSE, Fo: frequéncia de outros endofiticos.

Fonte: Do autor (2019).
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Figura 11 - Porcentagem de ocorréncia de fungos micorrizicos. FMA: fungos micorrizicos
arbusculares (A). DSE: dark septate endophytes (B).
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Fonte: Do autor (2019).

4.7 Relagdo entre atributos fisicos e quimicos do solo, teores de nutrientes na folha e
variaveis bioldgicas do solo

Os resultados de analise de componentes principais entre atributos fisico-quimicos
do solo as variaveis quimicas da folha e as varidveis bioldgicas explicam o0 59% de variancia
total (PC1: 41% e PC2: 18%) como se observa na figura 12. Estes resultados juntamente com
a matriz de correlacdo e o0s pesos das variaveis (Tabela 9) permitiram uma melhor
visualizacdo da relacdo entre essas variaveis nos diferentes locais onde foram realizadas as
coletas. As variaveis pH, Ca, Caf (célcio na folha), K, B, V, , t, T, SB, Mn, tiveram maior
influéncia no PC1 portanto encontram-se diretamente correlacionados entre si, e inversamente
correlacionados com Al, H+AIl, m, Proteina. As variaveis areia, Kf (potassio na folha) e P-
Rem tiveram maior influéncia no PC2. A correlagdo com 0s componentes principais se
mostram na Tabela 9. Para a variavel BPCP (bactérias promotoras de crescimento de plantas),
foi considerada a densidade de individuos isolados em cada local apresentados na Tabela 6, e
para FMA (fungos micorrizicos arbusculares) foi considerada a riqueza especifica de espécies

por cada local como apresentado na Tabela 7.
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Figura 12 - Analise de componentes principais (PCA) relacionando propriedades fisicas e quimicas do
solo, folha e propriedades bioldgicas dos doze locais na cultura de OPN (Pereskia aculeata

Mill.).
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Fonte: Do autor (2019).
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Tabela 9 - Autovalores de atributos fisicos, quimicos e bioldgicos de solos de diferentes locais
para a espécie ora-pro-nobis (Pereskia aculeata Mill.) no sul do estado de Minas

Gerais.
Correlagdo com os componentes principais

Variavel PC1 PC2

pH 0,8206918 0,99053278
K 0,8339331 0,17221977
P 0,8313059 -0,46202267
Ca 1,1901794 -0,59778767
Mg -0,1290977 -1,25837278
Al -1,0821380 -0,60401671
Acidez potencial (H+Al) -0,9919646 -0,70474559
Soma de bases (SB) 1,1620375 -0,73182200
CEC efetiva (t) 1,1604420 -0,73662036
CECapH7(T) 1,0609211 -0,99387491
Saturacéo por bases (V) 1,1117406 0,33763784
Saturacéo por Al (m) -1,1464092 -0,33619011
M.O. 0,5629693 -1,46140960
N 0,8188123 -0,73876048
P-Rem 0,2100001 0,68429111
Fe -0,5142489 -0,71747625
Mn 0,9089701 -0,13071020
B 0,7672981 0,22394023
S 0,5184483 -0,70990171
Argila -0,1529454 -1,40185537
Areia 0,0946418 1,44803559
Prot. -0,8789322 -0,84982145
Potassio na folha (Kf) 0,2943604 0,99387192
Calcio na folha (Caf) 0,6635467 0,75806652
BPCP 0,5294512 -0,09617151
FMA -0,5465444 -0,01769139

Variancia explicada (%0)
Individual 41,0 17,0
Acumulada 41,0 58,0

Legenda: M.O.: matéria organica, Prot: proteina, N: Nitrogénio total no solo, BPCP: Bactérias
promotoras de crescimento de plantas, FMA: fungos micorrizicos arbusculares.
Fonte: Do autor (2019).

5 DISCUSSAO

Os valores de anélise foliar obtidos das plantas de OPN mostram algumas relagdes ja
relatadas na literatura para outras espécies. MALAVOLTA (2006) menciona sobre interacoes
entre nutrientes que quando é adicionado nitrogénio ao solo os teores de célcio na folha
tendem a aumentar, exceto se ha aumento acentuado na matéria seca que pode causar uma

diminuicdo aparente. Entretanto Silva et al. (2012) menciona que as adubacées com N,P e K e
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N e P reduziram os teores de Ca e Na e aumentam os teores de N, P, S e Mn, nos tecidos de
cladddios de Opuntia ficus. Por sua vez Galizzi et al. (2004) observou que a relagdo Ca / N
nos cladddios de cactos € de 3,95 comparado aos menos de 0,5 para a maioria das fruteiras.
No nosso estudo ndo houve adubacdo como nos trabalhos antes mencionados, mas o que foi
verificada é a auséncia dessa relacdo (Anexo Figura S1F), pois tanto OPN e a palma
forrageira sendo ambas cactaceas diferem nos teores de nitrogénio tanto na folha em OPN
como nos cladddios na palma forrageira. Segundo Santos et al. (1990) a palma forrageira tem
um teor de Ca em media 23,5 g kg™, e 9 g kg™ de N comparado aos dados encontrados em
nosso estudo para OPN que foram de 42,12 g kg™ para o Ca e 37,4 g kg™ de N em media,
nem tdo préximo aos encontrados por Souza et al. (2016) que foi entorno de 44,9 g kg™ de Ca
em solo sem adubacdo nitrogenada e 50,71 g kg™ de Ca em solo com niveis de adubacio
nitrogenada de 400 t ha™*, ou como Stenocereus queretaroensis (PIMIENTA-BARRIOS et al.,
2004) apresenta uma média de apenas 6 g kg™'. Em tal sentido em nosso estudo esta relagdo
foi Ca/N=1,12 o que mostra, alias que as folhas de OPN sdo uma fonte rica de Ca que pode
ser inserido bem na dieta humana. Pimienta-Barrios et al. (2004) também relatam que os
niveis da maioria dos elementos nos tecidos do caule de S. queretaroensis sao semelhantes
aos niveis em outras espécies de cactos e que o teor de nitrogénio no seu clorénquima é
apenas 8 g kg™ em massa seca, sendo este menor do que os de outras espécies de cactos (em
média de 17 g kg™*) descritas por Nobel (1983), entretanto Silva et al. (2012) relata 9 g kg™
para os cladddios de Opuntia ficus indica. Ja os niveis adequados de N nas folhas das
principais culturas brasileiras (MALAVOLTA, 2006) vdo desde 11 g kg para gramineas
forrageiras, até 56 g kg em soja. Os teores baixos de nitrogénio e micronutrientes em S.
queretaroensis, como menciona este autor, sdo consistentes com a reduzida velocidade de
crescimento desta planta, em contraposicdo de outras espécies de cactos, assim como OPN,
gue tem teores de macro e micronutrientes préximos aos obtidos nas principais culturas
brasileiras. Assim, poderia se dizer que isto permite que a OPN tenha um crescimento um
tanto mais acelerado em relacdo a S. queretaroensis e a outras espécies de cactos de
crescimento lento.

Por outro lado, Malavolta (2006) menciona que hd uma relacdo estreita entre os teores
de nitrogénio e enxofre nas plantas, pois no geral elas exigem uma parte de enxofre para
quinze de nitrogénio que € muito importante para a sintese de proteinas, porém essa relacdo
pode variar em fungdo do estagio de crescimento e da espécie. Em nosso estudo essa relacdo
média (N/S=12 na folha) mostra proximidade com as relatadas por Malavolta (2006)
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considerando que nem todas as plantas utilizadas em nosso estudo apresentavam 0 mesmo
estagio de crescimento.

As analises de solos apresentadas das diferentes areas mostram, de forma geral, boa
fertilidade como sugere os dados de porcentagem de saturacdo por bases (V) que foi em todos
0s casos superior a 50%. Considera-se também que nesses solos ndo € realizada agricultura de
forma intensiva, e por serem todos eles avaliados como oriundos de agricultura familiar, ndo
ha relatos de manejos com calagem e adubagdo quimica, sendo apenas aplicado os tratos
culturais referentes a plantio e colheita nas pequenas hortas, com a manutencdo dos restos
culturais do local, sendo que em alguns deles ndo é realizada trabalho cultural nenhum,
apenas a colheita (Tabela 2). Entretanto, varios dos resultados podem estar associados aos
niveis de pH elevados, que em nove locais esta acima de 6,5. Em tal sentido é importante
destacar este valor, pois no caso do fosforo, com teores considerados na maioria dos casos
como adequados, grande parte poderia estar sendo mascarado devido a formacdo de
compostos insoliveis em pHs elevados, fazendo assim com que grande parte do fosforo
apresentado ndo esteja disponivel para as plantas (ALVAREZ et al., 1999). Apesar disso, ndo
foi observado sintomas de deficiéncia nas plantas de OPN quando realizada a coleta. Para o
caso da matéria organica do solo observou-se que em nove dos casos 0s valores sdo
considerados de médios a bons. Porém, como se pode observar no Anexo figura S1, ndo
existe relacdo entre os teores de matéria organica no solo com os teores de proteina na folha.
Resultado similar foi encontrado entre a relacdo do nitrogénio total no solo e proteina na folha
de OPN o qual da consisténcia a relacdo antes mencionada. Desse modo pode ser que 0s
teores de proteina estarem associados a outros mecanismos e interaces com BPCP na
eficiéncia da fixacdo bioldgica de nitrogénio, ou FMAs na melhor exploragdo dos nutrientes
do solo, por exemplo. Souza et al., (2016) atribuiram ao alto teor de matéria organica do solo
que trabalhou (4 dag kg?) a falta de resposta do teor de proteina aos tratamentos com
adubacdo nitrogenada. Porem os nossos dados sobre matéria organica nos diferentes solos
mostraram que ndo houve relacdo da matéria organica do solo sobre o teor de proteina na
folha sendo que os nossos dados de proteina tiveram valores proximos e superiores aos
encontrados por este autor. Nesse sentido 0s nossos resultados obtiveram maior consisténcia
com as analise de nitrogénio total do solo, os quais ndo tiveram relacdo como o teor de
proteina nas folhas de OPN (Figura 7A). Souza et al. (2016) encontraram em media 21,8% de
proteina nas folhas de OPN, e ainda, ndo houve diferenca significativa entre os teores de
protefna no tratamento controle (na dose 0 t ha™), e a dose mais alta de nitrogénio (400 t ha™),

sendo assim ele conclui que a dose mais alta de nitrogénio aplicada ao solo ndo afetam os
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niveis de nitrogénio e proteina nas folhas em Pereskia aculeata em solo com alto conteido de
matéria organica. Apesar, de 0s nossos resultados mostrarem que o maior teor médio de
matéria organica no solo e também o méaximo teor de proteina na folha foram obtidos em
PerdGesl, esse dado se constituiu em outlier em relacdo aos demais dados que ndo mostraram
relacéo significativa entre esses dois fatores.

Vaérios trabalhos registram dados de teores de nitrogénio na folha de OPN como 17,4 g
100 g* de MS e 25,4 g 100 g* MS em Guiricema (MG) e Vicosa (MG), respectivamente
(ALMEIDA FILHO e CAMBRAIA, 1974); 25,4 g 100 g™* em Sete Lagoas (MG) e 27,4 g 100
g’ MS em Belo Horizonte (MG) (DAYRELL, 1977); 28,6 g 100 g* MS (ALBUQUERQUE
et al., 1991); 25,5 g 100 g* MS (MERCE et al. , 2001); 24,7 g 100 g* MS (SILVA e
PINTO), 22,9 g 100 g* MS (ROCHA et al., 2008); 28,4 g 100 g™* MS (TAKEITI et al., 2009);
28,99 g 100 g* MS (ALMEIDA e CORREA, 2012). Nossos resultados estiveram entre 19,68
e 28,12 g 100 g* MS (Tabela 4), portanto estdo dentro da faixa encontrada por esses Vérios
autores. Os teores de N em OPN sdo bem maiores que os de outras cactdceas como Opuntia
ficus-indica, onde foram encontrados teores de proteina em média 1.1 g 100 g™ de cladédios
em massa fresca (DE SANTIAGO et al., 2018). Alias, considerando ainda os aminoacidos
essenciais encontrados em OPN, principalmente lisina (TAKEITI et al., 2009), esta espécie
pode ser considerada uma importante fonte de proteina e aminoacidos.

Os teores de fosforo no solo foram relacionados com os teores de fosforo na planta
(Figura 7B) onde mostra que houve relacdo, porém, este resultado ndo € consistente, pois
foram devidos ao valor extremo encontrado em ljaci5 (10,73 g kg™), onde ocorreu o maior
teor de P no solo e também o valor méximo de P n folha. Possivelmente este elevado teor foi
ocasionado por alguma fonte de fésforo adicionada ao solo pelo proprietario. Realmente,
numa entrevista feita nove meses depois da coleta, foi informado que a area (quintal) onde a
planta esta instalada recebe eventualmente, além de agua comum, aguas de uso de lavanderia
familiar, o qual poderia ter ocasionado tal alteracdo dos elevados teores de fosforo no solo e
consequentemente na folha.

Em relacdo aos teores de K na folha Galizzi et al. (2004) encontraram correlagéo
significativa entre o teor de K no cladddio e a firmeza dos frutos em Opuntia ficus indica.
Contudo os autores destacam que o alto teor de K nos frutos indicariam que € importante
prestar atencdo a esse nutriente em futuros testes de campo nessa cultura. Esses resultados
encontrados por eles mostram similitude com 0s nossos pois também encontraram relacdo

positiva entre os teores de K no solo com os de K na folha. Importante destacar que os teores
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de K na folha de OPN foram em media 37 g kg™ em relacdo aos encontrados em O. ficus
indica que relatam em média de 38,6 g kg™.

O zinco é provavelmente o micronutriente cuja deficiéncia é mais comum nas culturas,
e dentro das suas func¢des na planta encontra-se a sinteses de aminoacidos e proteinas. O zinco
inibe a RNAse e, por isso em condic¢des de deficiéncia a formacdo de proteinas € prejudicada
por falta de RNAs mensageiro e transportador. Assim, no Anexo Figura S1E, pode ser ver que
ndo existe correlacao entre os teores de zinco no solo com os teores de zinco na folha, porém,
os teores encontrados na folha na metade das amostras encontram-se dentro nos niveis
adequados das principais culturas brasileiras segundo Malavolta (2016), e os restantes em
niveis considerados baixos. No caso do ferro os teores estdo também dentro da faixa do
encontrado por Souza (2016), entretanto ndo se encontrou relacdo entre os teores de ferro no
solo com os teores de ferro na folha (Anexo Figura S1D).

O magnésio é ativador de muitas enzimas e formador de importantes compostos
fundamentais no processo da fotosintesis (MALAVOLTA, 2006). Trabalhando em cactaceas
Zegbe e Serma-Perez (2017) encontraram no cladodio de cactus pear (Opuntia spp.)
concentracdo tecidual de 2,2% de magnésio quando a concentracdo de aglcar no fruto foi
maxima (=12%). Ja Silva et al. (2012) reporta teores de magnésio em cladddios de palma
forrageira (Opuntia ficus-indica Mill) em média de 1,25%. Em contraposi¢do ao encontrado
nas folhas de OPN que foi em média de 0,76%. Desse modo pode ser observar que a
concentracdo de magnésio reportada por esses autores nessas cactaceas mostram que essas
espécies concentram maiores teores desse nutriente. Entanto que os teores de magnésio
encontrados em OPN estdo proximos aos niveis adequados das principais culturas brasileiras
mencionado por Malavolta (2006) como, por exemplo, batatinha (Solanum tuberosum)
(0,75%).

Por outro lado, a capacidade de troca de cations € um fator importante na fertilidade
dos solos em geral, pois determina retencéo e seletividade de cétions e, por sua vez, controla a
maioria das outras propriedades do solo (BORTOLUZZI et al., 2006). Entretanto a matéria
organica esta em intima relacdo com a CTC total (T), portanto um solo rico em matéria
organica apresentara altos valores de T, mas, sendo &cido, podera apresentar baixos valores de
CTC efetiva (t) (RONQUIM, 2010). Desse modo em nosso estudo pode se verificar que nos
valores mais altos de matéria organica (ljaci5 e Lavras3 com 3,83 e 5,92 dag kg™

respectivamente) se obtiveram também os valores mais altos de T que foram categorizados
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como muito bons. Da mesma forma quando estes foram menores mostraram proximidade
entre essas varidveis. Sob condicGes tropicais, as argilas possuem valores de T inferiores ao
lado dos valores de T da matéria organica, assim, mesmo as argilas com T alto como a illita,
montmorillonita e vermiculita (30-50, 80-120 e 100-150 cmol, dm™) juntamente matéria
organica (40-400 cmol. dm™). Segundo Sobral et al. (2015) os valores de CTC acima de 15
evidenciam a presenca de argilas do tipo 2:1 e abaixo de 5 argilas do tipo 1:1. Isto também
pode se verificar em nossos resultados que no caso de ljaci5 e Lavras3 apresentaram valores
de CTC acima de 15 cmol, dm™, portanto nesses solos deve ter predominado o tipo de argila
2:1, entretanto nenhum dos nossos solos apresentou valores de T abaixo de 5 cmol. dm?,
mostrando que deve ocorrer os dois tipos de argila em propor¢des ndo diferenciadas. Os
valores de pH nos solos de nosso estudo, como ja foi mencionado, estavam na maioria acima
da neutralidade, assim pode se observar também proximidade dos valores de T com os de t, 0
que é bom indicador de que poucas cargas negativas estdo sendo adsorvidas pelo cation H”,
dado em acordo com o apontado por Ronquim (2010) pois o pH dos nossos solos ndo sdo
acidos. Assim também a porcentagem de saturacdo por aluminio e teor de aluminio mostra
valores muito baixos em todos o0s nossos solos. A fertilidade dos nossos solos no geral é boa
ndo sendo necessaria a calagem por terem um porcentagem de saturacdo de bases acima do
60% .

Estirpes de diversas espécies de BPCP (incluindo Azospirillum spp.) e de outras
espécies de bactérias ainda ndo relatadas como BPCP foram isoladas. O meio utilizado NFb
modificado mostrou alta performance no processo de enriquecimento das bactérias
diazotroficas o que favoreceu a obtencdo de um grande ndmero de isolados. Este meio,
modificado do NFb original, utiliza como fontes de carbono 0.5 g de cada: sacarose, manitol
e 4cido mélico (MAGALHAES, 1981), ou seja, mais de uma Unica fonte de carbono que é
geralmente utilizada nos meios de cultura como se mostra no Anexo Tabela S1. Isto favorece
o crescimento de maior diversidade de espécies bacterianas quanto ao seu requerimento
nutricional.

Dentro das BPCP, o género Azospirillum, foi predominante em todos os locais do
estudo. Este grupo de BPCP é encontrado em quase todos os lugares da terra colonizando
muitas espécies de plantas (CASSAM; DIAZ-ZORITA, 2016). Sabe-se também que as BPCP
tem a capacidade de produzir reguladores de crescimento de plantas como auxinas,
citocininas, giberelinas, etileno, &cido abscisico, 6xido nitrico e poliaminas (RIVERA et al.

2015), &cido indol-3-acético (IAA), e pode aumentar a absor¢do mineral, o estado hidrico e o
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crescimento das plantas (BASHAN et al., 2004). Azospirillum brasilense é atualmente a
espécie mais utilizada como inoculante para melhorar o rendimento de plantas em condi¢oes
de campo (AYYAZ et al., 2016). Os valores de pH no solo ndo parecem ter influenciado a
ocorréncia de bactérias do género Azospirillum pois tanto em pH proximos a neutralidade
como os alcalinos elas foram encontradas. A ocorréncia de Azospirillum brasilense em todos
as amostras pode indicar maior abundancia desta espécie em relagdo a outras populagdes de
bactérias diazotroficas, e um possivel efeito positivo nos teores de proteina nas folhas de

OPN, o que deve ser pesquisado em estudos posteriores a este trabalho.

Azospirillum agricola, outra espécie de ocorréncia no nosso estudo, foi do mesmo
modo isolada por Lin et al. (2016) em solo cultivado em Taiwan. Estes autores relatam que
todas as amostras pesquisadas registraram esta espécie a qual mostrou maior similaridade com
Azospirillum doebereinerae (98,0%), Azospirillum thiophilum (97,5%), Azospirillum rugosum
(97,4%) e Azospirillum zeae (97,2%), porém, ainda ndo foram desenvolvidos estudos sobre a
eficiéncia desta espécie na promoc¢do de crescimento vegetal. Outras espécies encontradas
como Azohydromonas australica sdo reportadas como bactérias fixadoras de nitrogénio
(NGUYEN; KIM, 2017), mas existem estudos sobre a utilizacdo desta espécie no processo de
fabricacdo de pléastico sintético biodegradavel (SHARMA; MISRA; KUMAR, 2017). No caso
da bactéria Pseudoacidovorax sp. houve alta similaridade com Pseudoacidovorax intermedius
que também € uma bactéria fixadora de nitrogénio isolada do solo (KAMPFER et al., 2008).
Sobre estas trés ultimas espécies mencionadas, como fixadoras de nitrogénio, poucos estudos
tém sido realizados (Anexo Figura S2).

Bacilio et al. (2006) conseguiu isolar a estirpe de Azospirillum brasilense CD de
mudas do cacto Pchyreus pringlei 18 meses ap6s terem sido inoculadas com essa mesma
estirpe. Esses autores encontraram efeito positivo no crescimento do cacto devido a
inoculacdo. Ja Puente et al. (2004a) relata que nos desertos, a populacdo de microorganismos
nos rizoplanos de cactos que habitam a rocha contém muitas caracteristicas de promogéo do
crescimento das plantas, como a capacidade de dissolver os minerais, fixar o nitrogénio e
promover o crescimento das plantas. Portanto, os teores de proteina nas folhas de OPN,
podem estar sendo influenciadas ndo sé com os fixadores de nitrogénio BPCP, sendo também
pela contribuicdo de outras espécies de bactérias endofiticas realizando outros processos.
Puente, et al, (2009) reporta em seu experimento ter trabalhado com seis espécies de bactérias
endofiticas (Klebsiella sp. Acinetobacter sp. Pseudomonas sp. Bacillus sp.,Klebsiella

sp.Staphylococcus sp. no desenvolvimento do cactos Pchyreus pringlei cultivado em vaso
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durante um ano crescendo em substrato de rocha vulcénica e perlita, onde também
utililizaram as BPCP Azospirillum brasilense CD e Pseudomonas putida R-20 como controles
positivos. Esses autores indicam que as bactérias endofiticas foram essenciais para 0
desenvolvimento de mudas do cacto em substratos e promoveram o crescimento de cacto em
ambientes sem solo. Sendo assim, a bactérias endofiticas do solo poderiam estar exercendo
um papel importante na nutricdo da planta, ou talvez interagindo entre eles através de
mecanismos em favor da nutricdo da OPN, como no alto teor de proteina nas folhas.

Demonstrou-se também que Pereskia aculeata € uma espécie que pode estabelecer
associacdao com FMAs. Essa é uma informacdo importante, considerando-se que a familia
Cactaceae contém espécies micotréficas (ALLEN et al., 1998; MILLER, 1979) ou ndo
micotrdficas (ABRAHAO et al., 2014).

Colonizagdo micorrizica arbuscular j& foi relatada em cactaceas das subfamilias
Cactoidea, nos géneros Echinocactus (BETHLENFALVAYS; DAKESSIAN; PACOVSKY,
1984) Pachycereus (RINCON; HUANTE; RAMIREZ, 1993), Pilosocereus (SOUZA et al.,
2003) Selenicereus (MULLER; DEXHEIMER; GERARD, 1994) e Stenocereus (PIMIENTA-
BARRIOS ET AL., 2002a; PIMIENTA-BARRIOS; NOBEL, 1998) e Opuntioidea no género
Opuntia (ALLEN et al, 1998; BETHLENFALVAYS,; DAKESSIAN; PACOVSKY, 1984,
MILLER., 1979; SOUZA et al., 2003; SOUZA et al., 2013; WHITCOMB., 2000), entretanto

0 status micorrizico de plantas da subfamilia Pereskioidea era desconhecido.

Comunidades de FMAs taxonomicamente complexas foram relatadas em rizosferas de
outra espécie da familia Cactaceae, Stenocereus querataroensis (Weber) Buxbaum, com
maior frequéncia de ocorréncia de fungos da familia Glomeraceae, e presenca de
representantes das familias Acaulosporaceae, Diversisporaceae e Gigasporaceae (PIMIENTA-
BARRIOS et al.,2002a). Glomeraceae também foi a familia com maior riqueza especifica em
plantios Opuntia ficus-indica (L.) Mill. na Regido Nordeste do Brasil (SOUZA et al., 2013).
A grande riqueza de espécies de Glomeraceae em rizosferas de Cactaceae pode ser explicada
por essa ser a familia com maior nimero de espécies descritas em Glomeromycota, muitas das
quais com distribuicdo cosmopolita (STURMER; BEVER; MORTON, 2018). Em alguns
ecossistemas, a maior riqueza especifica de Glomeraceae pode ser atribuida ao pH mais
proximo a neutralidade (SIQUEIRA et al., 1989). Sabe-se que o pH do solo pode influenciar
na composicdo de comunidades de FMASs, pois, pode influenciar processos fisiologicos
importantes do ciclo de vida dos FMAs, como por exemplo a germinacdo (GIOVANNETTI,
1983; HERPER, 1984; SIQUEIRA et al., 1984).
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A maioria das espécies de FMAs dominantes nas rizosferas de Pereskia aculeata
(Anexo Figura S3) e cosmopolita, por exemplo, Funneliformis mosseae (ROSENDAHL;
MCGEE; MORTON, 2009; STURMER; BEVER; MORTON, 2018), Septoglomus
constrictum (OPIK et al., 2010; STURMER; BEVER; MORTON, 2018) e Acaulospora
scrobiculata Claroideoglomus etunicatum, Rhizophagus intraradices e Sclerocystis sinuosa
(STURMER; BEVER; MORTON, 2018). Em levantamento da frequéncia de ocorréncia de
especies de FMAs em ecossistemas brasileiros, Stlirmer e Siqueira (2006) demonstraram que
Acaulospora scrobiculata também foi o FMA mais frequente, enquanto que Claroideoglomus
etunicatum também esteve entre os mais comuns. Outra espécie que foi dominante no
presente estudo, Glomus spl, corresponde as morfoespécies Glomus sp2 e Glomus spl dos

levantamentos conduzidos por Teixeira et al. (2017) e Vieira et al. (2017).

Dentre as especies de FMAs ocorrentes em rizosferas de Pereskia aculeata,
Funneliformis mosseae (= Glomus mosseae) é comumente encontrada em areas agricolas
(ROSENDAHL; MCGEE; MORTON, 2009) e de ocorréncia relatada em plantios Opuntia
ficus-indica (L.) Mill. na Regido Nordeste do Brasil (SOUZA et al., 2013), e em rizosferas de
Echinocactus e Opuntia em ambiente natural nos Estados Unidos da América
(BETHLENFALVAYS; DAKESSIAN; PACOVSKY, 1984). Rhizophagus intraradices e
Claroideoglomus etunicatum também ja foram relatados em plantios de Opuntia ficus-indica
(SOUZA et al., 2013).

No estudo do manejo das popula¢des nativas de FMA é importante a caracterizacao
das espécies e sua dindmica de ocorréncia, bem como a determinacao do potencial de indculo
e colonizacdo radicular, para o entendimento de seu comportamento no solo e a determinacao
da sua eficiéncia simbiotica (CARRENHO et al., 2010). As diversas assembleias de espécies
de FMAs encontradas no solo e a baixa especificidade da simbiose formada por elas implicam
gue um Unico sistema radicular pode ser colonizado por véarios fungos diferentes (SMITH;
READ, 2008). Embora nédo pareca haver alta especificidade entre os FMAs e seus
hospedeiros, ocorre uma grande diferenciagdo entre os niveis de eficiéncia dos diferentes
FMA em um determinado hospedeiro (RAMOS; MARTINS, 2010).

Na rizosfera de Pereskia aculeata encontrou-se picnidios de Phoma sp., género
fangico pertencente a Ordem Pleosporales, reconhecida por conter espécies entre os fungos
DSEs (JUMPPONEN; TRAPPE, 1998a). O género Phoma ja foi amostrado como enddfito de
caules de cactaceas (SURYANARAYANAN; WITTLINGER; FAETH, 2005). Os DSEs

representam um grupo taxonomicamente e ecologicamente diverso de fungos, e suas
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interacbes com plantas podem ser de parasitas a simbiéticas, dependendo de espécies de
fungos, plantas hospedeiras e condi¢cdes ambientais (JUMPPONEN, 2001).

Analisando os autovalores pode se observar que as variaveis pH, Caf, V, B, K, Mn, P,
Ca, SB, T, t e N influenciaram fortemente na componente PC1, podendo se inferir que estes
resultados mostram que estas variaveis tenham a ver com o teor de célcio na folha de OPN,
entretanto observa-se que o angulo de separacdo entre o pH e Caf é bem estreito mostrando a
forte correlacdo entre estas duas variaveis. Pode se concluir que o Caf nessas condicGes de pH
em OPN mostrou altos teores comparado com o0s niveis adequados sugeridos para as
principais culturas no Brasil por Malavolta (2006). Pode se observar também a esquerda do
diagrama uma forte tendéncia de agrupamento das variaveis m, H+Al, Al e Prot influenciaram
fortemente (negativo) mostrando que nessas condi¢fes encontradas nos solos estudados nédo
apresentaram acidez, entretanto os teores de proteina na folha se mantiveram em niveis
relados por outros autores. Ja na componente PC2 pode se observar que as variaveis Areia, Kf
e P-Rem influenciaram de tal maneira que tendem a se agrupar no sentido positivo do
diagrama, entanto que Kf e P-Rem observa-se que mostram uma forte correlacdo. No sentido
oposto pode se observar (abaixo do diagrama) que os teores de argila estdo intimamente
correlacionados com os teores de magnésio do solo.

Considerac0es finais

Os teores de nutrientes em OPN comparados com outras espécies de cactaceas nao
estdo necessariamente relacionados. Provavelmente pelo fato de OPN ter folhas verdadeiras e
suculentas com capacidade de concentrar altos teores de nitrogénio em comparagéo a outras
espeécies de cactos comuns, desse modo permitindo que a espécie tenha um desenvolvimento
mais acelerado do que outras cactaceas, o que foi demostrado com os resultados obtidos
mesmo em plantas com diferentes estagios de desenvolvimento. Contudo OPN possui
caracteristicas proprias das cactaceas como a resisténcia a seca, rusticidade e pouca ou
nenhuma incidéncia de ataque de pragas e doencas, sendo assim, estes atributos e vantagens
podem ser mais bem explorados em beneficio do ser humano. Nesse sentido, é preciso
realizar mais estudos sobre 0os mecanismos que envolvem o sucesso da nutrigdo mineral desta
especie que a fazem uma excelente fonte de proteina. O importante papel que desempenham
0S micro-organismos promotores de crescimento vegetal no solo deve ser levado em

consideracao nesta procura.
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6 CONCLUSOES

a) O alto teor de proteina nas folhas de ora-pro-nobis (Pereskia aculeata Mill.) ndo esta
relacionado com a matéria organica e nem com o teor de N no solo.

b) Demonstrou-se a ocorréncia e diversidade de BPCP e FMAs na rizosfera de raizes de
ora-pro-nobis (Pereskia aculeata Mill.).

c) Azospirillum foi o género de bactérias diazotréficas predominante nas raizes e na
rizosfera de ora-pro-nobis.

d) Glomeraceace foi a familia de fungos micorrizicos arbusculares predominante na
rizosfera de ora-pro-nobis.

e) Estudos futuros sobre eficiéncia destas espécies no desenvolvimento de ora-pro-nobis
(Pereskia aculeata Mill.) sdo sugeridos.
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Figura S1- Relacdo entre atributos quimicos do solo e teores dos correspondentes elementos
na folha de OPN. (A) Matéria orgéanica no solo e proteina na folha, (B) Fésforo no
solo e Fosforo na folha apos ter extraido um valor extremo (ljacis), (C) Calcio no

ANEXOS

solo e Célcio na folha, (D) Ferro no solo e Ferro na folha.
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Figura S2 - Aspecto das col6nias em meio batata de estirpes isoladas de solo (aderido a raiz),
raiz (sem lavar), e agua (macerado de raizes em agua) no estudo em ora-pro-nobis.
(Continua).
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Figura S2 - Aspecto das coldnias em meio batata de estirpes isoladas de solo (aderido a raiz),
raiz (sem lavar), e agua (macerado de raizes em agua) no estudo em ora-pro-

nobis. (Concluséo).
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Fonte: Do autor (2019).
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Figura S3 - Esporos de fungos micorrizicos arbusculares encontrados nas rizosfera de ora-pro-nobis
(Pereskia acualeata Mill.). (A) Archaeospora trappei; (B) Ambispora leptoticha; (C)
Ambispora spl; (D) Claroideoglomus etunicatum; (E) Dominikia spl; (F) Funneliformis
mosseae; (G) Glomus glomerulatum; (H) Glomus microaggregatum; (1) Glomus sp1; (J)
Glomus sp2; (K) Glomus sp3; (L) Glomus sp4; (M) Rhizophagus intraradices; (N)
Sclerocystis coremioides; (O) Sclerocystis sinuosa. (Continua).
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Figura S3 - Esporos de fungos micorrizicos arbusculares encontrados nas rizosfera de ora-pro-nobis
(Pereskia acualeata Mill.). (P) Septoglomus constrictum; (Q) Acaulospora foveata;
(R) Acaulospora mellea; (S) Acaulospora morrowiae; (T) Acaulospora cf. minuta;
(U) Acaulospora cf. paulinae; (V) Acaulospora rehmii; (W) Acaulospora
scrobiculata; (X) Acaulospora spinosissima (Y) Diversispora spl; (2)
Diversispora sp2; (AA) Diversispora sp3; (AB) Cetraspora pellucida; (AC)
Dentiscutata cerradensis; (O) Entrophospora infrequens. (Concluséo).
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Fonte: Do autor (2019).
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Figura S4 - Estruturas de colonizacdo encontradas na raizes de ora-pro-nobis. (A) esporo, hifa
e arbusculos. (B) Esporo e hifas. (C) hifas. (D) hifas com septos irregulares. (E)
arbusculos. (F) hifa bifurcada. (G) hlfa de DSE. (H) esclerosio de DSE.

Fonte: Do autor (2019).
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Figura S5 - Locais e planta do estudo. L1: ljacil; L2; ljaci2; L3: ljaci3; L4: ljaci4; L5: ljaci5;
L6: ljaci6; L7: ltumirim1; L8: Lavrasl; L9: Lavras2; L10: Lavras3; L11: Perddesl,;
L12: Perddes?2.

K

' Fonte Do autor (‘2019).
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Tabela S1 - Meio de cultura NFb modificado (MAGALHAES, 1981), e meio de cultura

batata.
Reagentes Quantidades
Acido malico 059
K2HPO, 059
Manitol 059
Sacarose 0549
Mg SO4. 7H,0 0,29
NaCl 01g
CaCl,. 2 H,0O 0,029
Solucao de vitaminas 1,0 mL
Solucdo de Micronutrientes 2,0 mL
FeEDTA Solugéo 1,64% 4,0 mL
Azul de bromotimol (0,5% em 0,2 N Na 2,0 mL
OH)
Agua destilada 1000 mL
pH 6,8
Agar (semi-solido) 1,75¢
KOH 049

Ajustar o pH para 6,8 e completar o volume para 1000mL com &gua destilada. Adicionar 1,8
g de Agar para meio semi-solido, e 17, 5 g para meio s6lido mais 0.2 g de extrato de levedura.

Solucdo de Micronutrientes Solucdo de Vitaminas
Reagente Quantidade Reagente Quantidade
NaMoO,. 2 H,0 0,2¢g Biotina 10,0 mg
MnSQ,. H,0O 0,235¢g Piridoxina 20,0 mg
H3BO3 0,28 g Agua Estéril 100,0 mL

Dissolver em banho-maria e completar o volume para 100mL com agua destilada. Manter a
solucdo em geladeira.

Meio de cultura batata

Reagentes Quantidades
Batata 200g
Acido mélico 2,59
Acucar cristal 2,50
Solucdo de micronutrientes 2mL
Solucdo de vitaminas 1mL
Azul de bromotimol (0,5% em 0,2 N Na OH) 2 gotas

Pesar 200 g de batata inglesa, descascar e cozinhar durante 30 minutos em agua destilada. Em
seguida filtrar em funil com algodao. Em separado, misturar as quantidades do acido malico e
acucar dissolvendo-os em &gua destilada até 50 mL, ajustando o pH para 6,8 com KOH
(pastilhas). Adicionar no filtrado essa solugéo e as solu¢es de micronutrientes e vitaminas.
Completar para 1000 mL com agua destilada.

Fonte: Do autor (2019).



Tabela S2 - Identificacdo das estirpes diazotroficas com base nas sequencias do gene 16S rRNA mais similares encontradas no Genbank.

Sequencia mais similar encontrada no

Cadigo Area de origem Grupos NPB GenBank
Fenotipicos
UFLA Local Ambiente Especie Sl (%) AcCesso

UFLA 332 ljacil agua CMAO 3957 Azospirillum brasilense 100 KP676402
UFLA 360 ljacil agua CPAO 5357 Azospirillum brasilense 100 KP676402
UFLA 333 ljacil agua CMAO 4897 Azospirillum brasilense 100 KP676402
UFLA 302 ljacil raiz CAVO 6337 Azospirillum brasilense 100 KP676405
UFLA 268 ljacil raiz CMGO 5907 Azospirillum brasilense 100 HE977586
UFLA 265 ljacil raiz CMGO 5307 Azospirillum brasilense 99 CP007794
UFLA 275 ljacil raiz CMGO 457R Azospirillum brasilense 100 CP007794
UFLA 272 ljacil raiz CPSO 643R Azospirillum brasilense 99 KP676402
UFLA 283 ljacil solo CAGB 1185°¢ Azospirillum sp. 99 HQ678656

1185°¢ Azospirillum humicireducens 99 CP015285

1185° Azospirillum melinis 99 GU256442
UFLA 294 ljacil solo CMGO 1194° Pseudoacidovorax intermedius 99 NR_044241

1194° Pseudacidovorax sp. 99 HQ834240
UFLA 346 ljaci2 agua LPSO 417" Azospirillum sp. 99 AB542383

417° Azospirillum lipoferum 99 DQ787330

417" Azospirillum zeae 99 FR667885
UFLA 359 ljaci2 agua UESO 475% Azospirillum brasilense 99 CP007797
UFLA 319 ljaci2 agua LESO 5467 Azospirillum brasilense 99 CP007797
UFLA 324 ljaci2 agua UESO 1333° azohydromonas australica 99 NR_041243

1333° azohydromonas riparia 99 NR_149203
UFLA 269 ljaci2 raiz CMGB 783" Azospirillum sp. 99 AB542383



UFLA 267

UFLA 261
UFLA 277
UFLA 299
UFLA 290

UFLA 297
UFLA 296
UFLA 278

UFLA 280
UFLA 343
UFLA 344
UFLA 327

UFLA 306
UFLA 314

UFLA 379
UFLA 352
UFLA 362

UFLA 262
UFLA 354

UFLA 336

ljaci2

ljaci2
ljaci2
ljaci2
ljaci2

ljaci2
ljaci2
ljaci2

ljaci2
ljaci3
ljaci3
ljaci3

ljaci3
ljaci3

ljaci3
ljaci3
ljaci4
ljaci4
ljaci4
ljaci5

raiz

raiz
solo
solo
solo

solo
solo
solo

solo
agua
agua
agua

raiz
raiz

raiz
solo
agua

raiz
solo
agua

CMGB

LPAO
LMVO
CMGO
CMGO

CAVO
LPSO
CMGB

CMGB
CPSO
CPAB
CPAO

CMGB
CMGB

CAGB
LESO
CMGO

CMGO
LPSO

CMGO

783F
783F
1227°
1227¢
859"
1217¢
677"
1329
1329
6877
509
1225¢
1225¢
753F
456"
892R
1284°
1284¢
1400°
1284¢
1284°
1235¢
5887
797R
797R
5807
426"

476"

Azospirillum lipoferum
Azospirillum zeae
Azospirillum brasilense
Azospirillum sp.
Bacillus safensis
Chryseobacterium sp.
Azospirillum agricola
Variovorax paradoxus
Variovorax sp.
Azospirillum brasilense
Azospirillum brasilense
Caulobacter flavus
Caulobacter hibisci
Azospirillum agricola
Azospirillum brasilense
Azospirillum brasilense
Azospirillum brasilense
Azospirillum sp.
Pseudomonas sp.
Azospirillum brasilense
Azospirillum sp.
Azospirillum brasilense
Azospirillum brasilense
Azospirillum sp.
Azospirillum brasilense
Azospirillum brasilense
Azospirillum brasilense

Azospirillum sp.

99
99
99
99
99
99
99
100
100
99
100
99
99
98
100
100
99
99
99
99
99
99
100
99
99
100
100

99

DQ787330
FR667885
KP676404
AF411852
HQ284924
KX079857

NR_148768
IN627864
IN561302
FN813485
KP676398
KR086403

NR_157984

NR_148768
KP676403
AF411852
KP676403
AF411852
KF317736
KP676403
AF411852
KP676405
CP007794
HQ189391
FR667883
FR667886
KP676405

JN167553
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UFLA 337

UFLA 264
UFLA 309
UFLA 308

UFLA 330
UFLA 320

UFLA 321

UFLA 356
UFLA 323

UFLA 325

UFLA 318
UFLA 334
UFLA 307

UFLA 304

UFLA 266

ljaci5
ljaci6
ljaci6
ljaci6
[tumirim
[tumirim

ltumirim

ltumirim
ltumirim

Itumirim

Itumirim
ltumirim
Itumirim

Itumirim

Itumirim

agua
raiz
raiz
raiz
agua
agua

agua

agua
agua
agua
agua
agua
raiz

raiz

raiz

CMGO

CPAO
LMGO
LPGO

CMGB
CMGB

CMGB

CMGB
CMGB

CMGB

CMGB
LMAB
CMGO

CMGB

CMGB

476°
1221¢
4368
6117
3927
642R
4747
4747
787"
787"
787"
787"
804"
766"

1239

831"
694R
785"

785"
785"
785"

762F
762°
762F
762F
4947

Azospirillum melinis
Azospirillum brasilense
Azospirillum brasilense
Azospirillum brasilense
Azospirillum brasilense

Brevundimonas sp.
Azospirillum sp.
Azospirillum zeae
Azospirillum sp.
Azospirillum zeae

Azospirillum melinis
Azospirillum lipoferum

Azospirillum agricola

Azospirillum agricola

Azospirillum agricola

Azospirillum agricola
Azospirillum agricola
Azospirillum sp.
Azospirillum zeae
Azospirillum melinis
Azospirillum lipoferum

Azospirillum sp.
Azospirillum zeae
Azospirillum melinis
Azospirillum lipoferum
Azospirillum agricola

99
99
100
100
99
100
99
99
99
99
99
99
98
99

99

99
99
99

99
99
99

99
99
99
99
98

GU256442
CP007794
KP676402
KP676402
KP676402
KM979021
AB542374
FR667885
AB542374
FR667885
GU256442
DQ787330
NR_148768
NR_148768

NR_148768

NR_148768
NR_148768
AB542374

FR667885
GU256442
DQ787330

AB542374
FR667885
GU256442
DQ787330

NR_148768
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UFLA 301
UFLA 310
UFLA 313
UFLA 284
UFLA 295
UFLA 317

UFLA 331

UFLA 282
UFLA 285
UFLA 345
UFLA 340

UFLA 342

UFLA 335
UFLA 357

UFLA 341
UFLA 260
UFLA 288
UFLA 291
UFLA 281

UFLA 271
UFLA 311
UFLA 287

[tumirim
ltumirim
[tumirim
ltumirim
[tumirim
ltumirim

Lavrasl

Lavrasl
Lavrasl
Lavras3
Lavras3

Lavras3

Lavras3
Lavras3

Lavras3
Lavras3
Lavras3
Lavras3
Lavras3

Perddesl
Perddesl
Perddesl

raiz
raiz
raiz
solo
solo
solo

agua

solo
solo
agua
agua

agua

agua
agua

agua
raiz
solo
solo
solo

raiz
raiz
solo

CMGO
CPSB
CMGB
CMGB
CMGB
LMGB

UESO

LPSO
LPSO
CMGO
CESO

CESO

CPAB
CPAB

CMAO
CPAO
LPSO
LPSO
LPSO

CMGO
LMGO
LMGO

1234°
1243¢
1252¢
560
1245°
1363

1275°

1275
1184°
673"
4667
1331¢

1331°
1348

1348¢
1384°
1267¢
1267°
4657
304"
643"
653"
1224¢
1224°
431R
7807
753"

Azospirillum agricola
Azospirillum agricola
Azospirillum sp.
Azospirillum agricola
Azospirillum agricola
Azospirillum agricola

Azohydromonas riparia

Azohydromonas australica
Azospirillum brasilense
Azopirillum brasilense
Azospirillum brasilense

Azohydromonas australica

Azohydromonas riparia
Azospirillum brasilense

Azospirillum sp.
Azohydromonas australica
Brevundimonas lenta
Brevundimonas kwangchunensis
Azospirillum brasilense
Azospirillum brasilense
Azohydromonas australica
Azospirillum brasilense
Azospirillum brasilense
Azospirillum sp.
Acinetobacter sp.
Azospirillum brasilense
Azospirillum brasilense

99
99
99
97
99
99

99

99
99
100
100
99

99
99

99
99
99
99
100
100
99
100
99
99
99
99
99

NR_148768
NR_148768
AB542379
NR_148768
NR_148768
NR_148768

KT750333

NR_041243
KP676405
KP676403
KP676402

NR_041243

NR_149203
KP676404

AF411852
NR_041243
NR_044186
AY971369
KP676402
KP676405
NR_041243
KP676403
KP676404
AF411852
MH703494
KP676398
KP676405

92



UFLA 293 Perddesl solo CMGO 1282°¢ Azospira oryzae 99 NR_074103

1282° Azospira sp. 99 GU294119
UFLA 328 Perddes2 agua CPAO 763° Azospirillum agricola 98 NR_148768
763" Azospirillum sp. 98 AB049110
UFLA 349  Perddes2 agua CMGO 615" Azospirillum brasilense 100 KP676403
UFLA 350  Perddes2 agua CMGO 659" Azospirillum brasilense 100 KP676403
UFLA 326  Perddes2 agua CPAO 405 Azospirillum brasilense 99 CP022262
UFLA 339  Perddes2 agua CPAO 652" Azospirillum brasilense 100 KP676403
UFLA 338  Perddes2 agua CMGO 587" Azospirillum agricola 98 NR_148768
UFLA 347  Perddes2 4gua CPAO 1343¢ Azospirillum brasilense 99 KP676403
UFLA 361  Perddes2 agua CMGO 1228¢ Azospirillum brasilense 99 KP676403
UFLA 348  Perddes2 agua CPSO 1187°¢ Azospirillum brasilense 99 KP676403
1187°¢ Azospirillum sp. 99 LN614537
UFLA 274  Perddes2 raiz CPAB 616" Caulobacter segnis 100 CP027850
UFLA 312  Perddes2 raiz CPSO 1147°¢ Azospirillum brasilense 99 KP676404
1147¢ Azospirillum sp. 99 AF411852
UFLA 377  Perddes2 solo LESO 6997 Azospirillum brasilense 99 CP007794
6997 Azospirillum formosense 99 NR_117483
UFLA 355  Perddes2 solo LPSO 1228° Azospirillum brasilense 100 CP007794

Legenda: solo: solo aderido a raiz, raiz: raiz sem lavar, dgua: macerado das raizes em agua
Fonte: Do autor (2019).



