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RESUMO GERAL

A ora-pro-nobis (Pereskia aculeata) € uma espécie rustica que se desenvolve bem em solos
diversos, que ndo necessariamente tenham sido adubados. Além disso, o cultivo
e consumo dessa planta, assim como outras plantas alimenticias nédo
convencionais, contribuem para a promoc¢do da segurancga alimentar e nutricional pelo seu
valor na preservacdo e resgate da cultura alimentar. Estudos com plantas alimenticias ndo
convencionais ainda corroboram pela sua relevancia na construcdo e manutencdo de um
sistema alimentar mais saudavel e sustentavel. Estudos anteriores desenvolvidos por Vega et
al. (2020), constaram que o elevado teor proteico da ora-pro-ndbis ndo esté relacionado com a
matéria organica ou teor de nitrogénio no solo e foram identificadas a ocorréncia de bactérias
associativas do género Azospirillum de maneira predominante em raizes e na rizosfera da
planta. O género Azospirillum representa um importante grupo de bactérias associativas que
apresenta a capacidade de promocdo do crescimento vegetal. Dessa maneira 0 objetivo do
estudo foi compreender o comportamento dessa planta sob condigdes hidricas minimas e a
resposta da microbiota associada ao ora-pro-nobis com o auxilio de indicadores bioldgicos,
além de testar estirpes anteriormente isoladas (UFLA0261, UFLA0267T, UFLA0306",
UFLA0324, UFLA0346 e UFLA0327"), separadamente em ora-pro-nébis, coinoculadas em
feijdo caupi (cultivar quarentdo) e analise genébmica de algumas estirpes previamente
selecionadas (UFLA0325", UFLA0267', UFLA0327" e UFLAO0306"). Os pardmetros
microbianos, com poucas exce¢des, ndo variaram entre 0s métodos de propagacédo e quando
comparados ao longo do tempo. Para o carbono da biomassa microbiana verificou-se valores
mais elevados com 14 dias consecutivos de suspensdo da irrigacdo no tratamento com plantas
oriundas de sementes e no controle irrigado em estacas. A respiracdo da biomassa do solo foi
maior no tratamento controle e com 32 dias sem irrigacdo, para propagacao via sementes. Os
ensaios com coinoculacdo em feijdo caupi e inoculacdo em ora-pro-nobis ndo apresentaram
diferencas estatisticas. Todos os tratamentos foram similares ao controle com nitrogénio
mineral, exceto quando inoculado com UFLAOQ306. Resultados de analises genémicas
confirmaram a existéncia de quatro novas espécies: Azospirillum itumirinense (UFLA0325"),
Azospirillum uflense (UFLA0267"), Azospirillum lavrensis (UFLA0327") e Pseudomonas
ijaciense (UFLA0306").

Palavras-chave: Bactérias associativas. Alimenticia ndo convencional. Cactacea.



GENERAL ABSTRACT

The ora-pro-ndbis (Pereskia aculeata) is a rustic species that grows well in diverse soils that
have not necessarily been fertilized. In addition, the cultivation and consumption of this plant,
as well as other non-conventional food plants, contribute to the promotion of food and
nutritional security by its value in the preservation and rescue of food culture. Studies with
non-conventional food plants also corroborate for their relevance in building and maintaining
a healthier and more sustainable food system. Previous studies developed by Vega (2020) and
collaborators found that the high protein content of ora-pro-nobis is not related to organic
matter or nitrogen content in the soil and were identified the occurrence of associative
bacteria of the genus Azospirillum predominantly in roots and rhizosphere of the plant. The
genus Azospirillum represents an important group of associative bacteria that have the ability
to promote plant growth. Thus, the objective of the study was to understand the behavior of
this plant under water stress and the response of the microbiota associated with ora-pro-nobis
with the help of biological indicators, in addition to testing strains previously isolated
(UFLA0261, UFLA0267T, UFLA0306', UFLA0324, UFLA0346 and UFLA0327"),
separately on pumpkin seed, co-inoculated in cowpea (cultivar quarantdo) and genomic
analysis of some strains previously selected (UFLA0325", UFLA02677, UFLA0327" and
UFLA0306"). Microbial parameters, with few exceptions, did not vary between propagation
methods and when compared over time. For microbial biomass carbon there were higher
values with 14 consecutive days of irrigation suspension in the treatment with plants from
seeds and the control irrigated in cuttings. Soil biomass respiration was highest in the control
treatment and with 32 days without irrigation for seed propagation. The trials with co-
inoculation in cowpea bean and inoculation in pumpkin seedling did not show statistical
differences. All treatments were similar to the control with mineral nitrogen, except when
inoculated with UFLA0306. Results of genomic analyses confirmed the existence of four new
species, for which the names Azospirillum itumirinense (UFLA0325"), Azospirillum uflense
(UFLA0267"), Azospirillum lavrensis (UFLA0327") and Pseudomonas ijaciense
(UFLA0306") were proposed and considered as type strains.

Key-words: Associative bacteria. Unconventional Foods. Cactacea.
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INTRODUCAO GERAL
A ora-pro-nobis (OPN), Pereskia aculeata Mill., é uma planta que apresenta

rusticidade, uma cactacea de folhas suculentas e verdadeiras, conferida de resisténcia a seca,
pouca ou nenhuma incidéncia de pragas e doengas, podendo ser muito Gtil a nds, seres
humanos, no que diz respeito ao aporte de proteinas e aminoacidos. Muitos trabalhos com
essa planta foram desenvolvidos com a finalidade medicinal, pois apresentam propriedades
anestésica (CAMPOS PINTO et al., 2020), antioxidantes (SHARIF et al., 2015), no
tratamento de lesdes e inflamagOes da pele. Desenvolve-se muito bem tanto em lugares mais
umidos como na limitacdo de dgua e em diferentes tipos de solos.

Tendo em vista o atual cenario climatico e os pontos anteriormente mencionados,
interferindo principalmente e diretamente na agricultura devido a baixa pluviosidade e
aumento da temperatura, se faz importante estudos relacionados a influéncia de rizobactérias
promotoras de crescimento de plantas (RPCP) e o maior aproveitamento de dgua pelas plantas
guando submetidos a um déficit hidrico. Vega et al. (2020) constataram a relacdo entre OPN e
bactérias associativas fixadoras de Ny, o que parece refletir a capacidade da planta de manter
altos teores de proteina em suas folhas, se tornando uma boa alternativa nutricional.

Em funcdo das caracteristicas morfoldgicas da ora-pro-nébis, ocorréncia e diversidade
de rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (RPCP) na rizosfera e raizes (VEGA et
al., 2020), se faz necessario estudar essas relacbes e seu comportamento em relacdo a
promocdo de crescimento vegetal e tolerancia ao estresse hidrico. Com isso, a proposta desse
trabalho foi verificar o potencial biotecnoldgico de RPCP associadas e isoladas anteriormente
da rizosfera e raizes da OPN (VEGA et al., 2020), testa-las separadamente na mesma planta,
coincula-las em feijdo caupi (cultivar quarentdo) e andlise genébmica de 12 estirpes pre
selecionadas do estudo anterior e depositadas na colecdo do Laboratério de Microbiologia do

Solo, Departamento de Ciéncias do Solo da Universidade Federal de Lavras.

REFERENCIAL TEORICO
Ora-pro-nobis (Pereskia aculeata)

A OPN ¢é uma espécie rustica, nativa da América tropical e sub- tropical
(LEUENBERGER, 1986; MORAN e ZIMMERMANN, 1991) que se adapta em solos
diversos, que ndo necessariamente tenham sido adubados. E uma planta ndo convencional
arbustiva de ramos longos, ramificados e perene, comum em Minas Gerais, onde possui uma

grande importancia ornamental, alimenticia e muito utilizada na medicina popular. E uma
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cacticea de porte grande e seu estudo se justifica por varios aspectos. As espécies de Pereskia
sdo morfologicamente e anatomicamente semelhantes a uma planta lenhosa 'tipica’: produzem
folhas fotossintéticas, exibem principalmente fotossintese Cs e transportam a agua do solo

diretamente para suas folhas através do xilema secundario (EDWARDS, 2006).

Figura 1. Folhas carnosas (a), fruto (b), sementes (c) da planta de OPN.Créditos: Autor

Suas folhas sdo simples, de textura carnosa, suculentas na forma de ponta de lancas e
quase sesseis. As flores sdo pequenas, branco-résea, 0s ramos sdo pequenos onde nascem
aglomerados dois ou trés espinhos longos como agulhas. Frutos globosos, amarelos, do tipo
baga, com gloquideos e sementes pretas (KINUPP, 2014). A densidade estomatica € uma das
medidas micromorfométricas muito utilizadas na caracterizacdo de plantas. Em OPN, a
densidade estomatica varia entre 30 e 80 estdmatos mm™ de acordo com EGGLI (1984) apud
LEUENBERGER (1986) e 23,2 + 1,9 estdmatos mm™ na epiderme superior e 58,6 + 2,9
estdbmatos mm™ na epiderme inferior (SAJEVA e MAUSETH, 1991). Em testes feitos em
laboratorio, Becker (2020) concluiram que a melhor germinacdo da semente de Pereskia
aculeata ocorre na faixa de 25-30°C.

A OPN quando sob-baixa precipitacdo média anual e indice de umidade, condicéo
propicia a estresse, expdem a planta a uma resposta comportamental conservadora estomatal e
uma estratégia de enraizamento especifica (EHLERINGER, 1993 e STEWART et al., 1995
apud EDWARDS, 2006), raso e de raizes longas que permite uma resposta mais rapida as
chuvas, além de serem desconectadas do solo em condigbes de seca por mecanismos
semelhantes aos cactos suculentos sem folhas (EDWARDS, 2006). Quando a propagacdo é
por estaquia, alguns fatores podem interferir como a condicéo fisiol6gica do tecido ao longo

do ramo, o contetdo de carboidratos e substancias que promovem e inibem o crescimento,
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principalmente quando as estacas séo provenientes de diferentes porgdes do ramo, diferindo
quanto ao potencial de enraizamento (DENAXA et al. 2020).

O género Pereskia € considerado por alguns autores como um modelo de cacto
ancestral, descrito como habitante de areas de floresta tropical seca, mas ndo sujeita ao
estresse hidrico severo (MARTINS et al., 2010). As cactaceas sdo caracterizadas por terem se
adaptado naturalmente em ambientes de seca rigorosa, onde a falta de agua € um dos fatores
limitantes (PANAGOS et al. 2021), mas algumas nao sao sujeitas a estresse hidrico severo.

As bactérias endofiticas sdo bem conhecidas nas plantas cultivadas (JACOB et al.
2020; JHA et al. 2019), mas em grande parte ndo foram investigadas em plantas silvestres e
ndo convencionais. Em OPN foi relatado recentemente que o alto teor de proteinas pode estar
associado a outros mecanismos como interacdes FBN ou FMASs na melhor utilizacdo dos

nutrientes do solo (VEGA et al., 2020), por exemplo.

Feijdo Caupi

A demanda por alimentos vem crescendo ano ap6s anos, haja vista que o numero
populacional é cada vez maior. Logo, hd uma necessidade de aperfeicoar a producdo de
alimentos para suprir essa demanda, seja pelo aproveitamento maior da area de culltivo e
fazendo com que técnicas de aprimoramento sejam cada vez mais difundidas para obtermos
uma maior produtividade para suprir a demanda necessaria. O Brasil, devido a apresentar
variabilidade frente aos fatores abidticos, a agricultura se expandiu adaptando-se em
diferentes regides de grande importancia socioecondmica, a exemplo das regides Norte e
Nordeste e se expandindo para a Regido Centro-Oeste (ZILLI et al., 2006; FREIRE FILHO et
al. 2009 apud OLIVEIRA et al. 2015).

O feijdo-caupi (Vigna unguiculata L. Walp.) é uma leguminosa de origem africana e
uma importante fonte de proteina para milhdes de pessoas na Africa subsaariana e em outras
partes do mundo em desenvolvimento (SEBETHA et al., 2015). Possui grande importancia
socioeconémica na regido Norte e Nordeste do Brasil, onde ha o predominio do cultivo de
subsisténcia e, por consequéncia, conservacdo de germoplasma ainda pouco conhecido.
Segundo feijdo mais cultivado no pais, € uma leguminosa com alto valor nutritivo e baixo
custo de producdo. Essa planta é predominante em ambiente de varzeas, pode ser encontrado
principalmente em solos classificados como Neossolos Flavicos e Vertissolos na porcéo
acreana do Rio Jurud, diferente do encontrado no plantio sequeiro e irrigado (OLIVEIRA et
al. 2015), sdo solos geralmente férteis devido a deposicdo de sedimentos transportados pelas
cheias anuais (AMARAL et al. 2013).
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A cultura concentra elevada porcentagem do sistema radicular na camada superficial
do solo, refletindo-se em alta sensibilidade ao déficit hidrico. Em fun¢do disso, o adequado
desenvolvimento das plantas esta associado a distribui¢do regular das chuvas ou ao eficiente
uso da agua de irrigacdo (CARLESSO et al., 2007). Dentre as principais caracteristicas desta
cultura incluem ainda uma boa qualidade de proteina (23-32%), com alto valor nutricional,
boa capacidade de fixacdo de nitrogénio atmosférico e ser tolerante a seca e as altas
temperaturas, além de ter a capacidade de crescer em solos de baixa fertilidade, estabelecendo
associacfes com diversos microorganismos (bactérias do género rizébio e fungos micorrizicos
arbusculares) (CARVALHO et al., 2017).

Déficit hidrico

Atualmente, a populacdo mundial conta com aproximadamente 8 bilhdes de
individuos (ONU, 2022). Diante do crescimento populacional, uma maior produtividade
agricola é cada vez mais exigida. Entretanto, a produtividade crescente pode ser limitada
devido as adversidades como: restricdes de fertilidade, desertificacdo, ocorréncia de pragas e
doencas, mudancas climaticas e, principalmente, limita¢6es hidricas.

O deficit hidrico afeta diversos processos fisiologicos das plantas, geralmente
aumentando a resisténcia estomatica, reduzindo a transpiracdo e, consequentemente o
suprimento de CO, para a realizacdo do processo de fotossintese, bem como alterando a
producdo de &cido abscisico (ABA), a abscisdo foliar e as caracteristicas osmoticas das
plantas (BANO, AMIST e SINGH, 2019). E um fenémeno complexo e natural que afeta
varias regides do mundo causando impactos negativos na sociedade, na economia € no meio
ambiente. O déficit hidrico moderado, geralmente relacionado com a temperatura, tende a
reduzir a condutancia estomatica (gs) antes de reduzir a taxa fotossintética. Assim, é possivel
gue a planta assimile mais moléculas de CO, para cada unidade de agua transpirada, sendo
mais eficiente na utilizacdo da agua disponivel (TAIZ e ZEIGER, 2002).

A temperatura, associada ao déficit hidrico, também influencia em muitos aspectos nas
plantas como o crescimento de raizes e brotagGes, no rendimento de sementes, na floragdo e
na sensibilidade a pragas (GULL et al., 2020), incluso pela perda por evaporagéo. Influencia
diretamente na velocidade de germinacdo, aumentando e diminuindo com a temperatura
dentro de um intervalo. Souza et al. (2015) afirmam que a rapida germinagdo da OPN sugere
facilidade de formacgédo de suas mudas em temperaturas variadas, aumentando a chance de
sobrevivéncia em comparagdo com outras especies que possuem limites de temperatura

estreitos nos quais podem germinar.
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Além da temperatura, outro aspecto muito importante é a textura do solo, que pode
influenciar de forma direta em um mesmo solo em fun¢do da quantidade de &gua presente em
determinado momento (QUEIROZ et al., 2015). Os microrganismos do rizomicrobioma
podem desempenhar papeis na melhoria da textura do solo, secretando e modulando
moléculas extracelulares, hormonios, metabodlitos secundarios, antibioticos e Vvarios
compostos de sinalizagéo, influenciando no crescimento da planta (BACKER et al. 2019).
Kisaka et al. (2023) observaram um maior acimulo de nutrientes em plantas espontaneas ao
estuda-las sob condicbes sem estresse e em solos argilosos, pois fornecem maior area de
superficie e retencdo de agua.

O conceito de estresse € baseado em um principio fisico de Levitt (1980) que até hoje
é aplicado para todos o0s organismos vivos: um corpo é deformado por uma forca (estresse).
As alteracdes (deformacbes) do corpo causado por esta forca sdo chamadas de tensdo. Essa
deformacédo ou tensdo é primeiramente reversivel (forca elastica); entretanto, sob uma forga
intensa, esta deformacdo torna-se irreversivel (forca plastica). Por isso, 0 estresse é a condi¢do
ambiental que condiciona um organismo a entrar num estado de tensdo, causando-lhe
modificagdes morfofisioldgicas que podem leva-lo a sofrer dano (WANG et al., 2020).

A planta pode ser adaptada a uma situagdo de estresse devido a uma resisténcia
geneticamente determinada, por processo de selecdo durante muitas geragfes ou ser
aclimatada, quando a tolerancia é aumentada como consequéncia de uma exposicao anterior
ao estresse. Tolerancia € o nome dado a essa aptiddo da planta para enfrentar um ambiente
desfavoravel exercido por um fator externo de influéncia desvantajosa para a planta (TAIZ e
ZEIGER, 2002).

Rizobactérias Promotoras de Crescimento de Plantas - RPCP

Uma demanda global pela sustentabilidade da agricultura promoveu o uso crescente de
rizobactérias promotores de crescimento de plantas (RPCP) pelos agricultores. Varios
trabalhos buscam selecionar microrganismos eficientes na promocdo de crescimento, que
apresentam a capacidade de se estabelecerem em condi¢cdes com reduzida disponibilidade
hidrica, principalmente oriundos de ambientes semi-aridos (SHARIP et al., 2020;
KAVAMURA et al., 2013; ROSAS et al., 2019). Kavamura et al. (2013) obtiveram em um
estudo com cactaceas do semidrido brasileiro, um total de 48 bactérias, em sua maioria do
género Bacillus sp., das quais 65% cresceram em meio com reduzida disponibilidade de agua.

A promocdo do crescimento de Zea mays L. sob estresse hidrico (30% da capacidade de
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campo) foi obtida por duas linhagens de Bacillus spp. pelos mesmos autores. Devido ao alto
potencial de biodiversidade, o bioma Cerrado possivelmente abriga novos microrganismos
com caracteristicas interessantes e desejaveis, como a capacidade de tolerar algumas
condicdes estressantes do ambiente bem como, para promover o crescimento das plantas.

Além disso, o crescimento vegetal pode também estar relacionado com a produgéo de
fitohorménios (FUKAMI et al.; 2017) e fixacdo bioldgica de nitrogénio (MOREIRA e
SIQUEIRA, 2006), que em conjunto com outras caracteristicas desses microrganismos
promovem o desenvolvimento das plantas e principalmente de suas raizes (MANTELIN e
TOIRAINE, 2004) e a alteracéo da arquitetura da raiz por meio de fitohorménios (HASSAN,
JOHN, JOSEPH, 2019). Os MPCP tém a capacidade de produzir reguladores de crescimento
de plantas como auxinas, citocininas, giberelinas, etileno, &cido abscisico, 6xido nitrico,
poliaminas e indole-3-acido acético (IAA), e pode aumentar a absor¢do de minerais pelas
plantas. As RPCP podem estimular o crescimento das plantas por diversas maneiras, sendo as
mais relevantes: capacidade de fixacdo bioldgica de nitrogénio (MOREIRA e SIQUEIRA,
2006); aumento na atividade da redutase do nitrato quando crescem endofiticamente nas
plantas (CHHABRA et al., 2019): producdo de hormdnios como auxinas, citocininas
(CAMPOS et al., 2017), giberelinas (SZEKELY-VARGA et al., 2021), etileno (MOREIRA e
SIQUEIRA, 2006), uma variedade de outras moléculas, solubilizacdo de fosfato (SATI et al.,
2019; RAWAT et al., 2021) e por atuarem como agente de controle biolégico de patdgenos
(LAZZARETTI e MELO, 2005) e tornar as plantas menos susceptiveis aos estresses causados
pelo ataque de pragas (LEE DIAZ et al., 2022).

As bactérias que encontramos na rizosfera podem apresentar uma tolerancia as
condicBes extremas as quais estdo expostas e ainda conferir certo nivel de tolerancia as
plantas, bem como promover o crescimento dessas. O efeito positivo nas plantas apos a
inoculacdo com bactérias foi observado também por Marulanda, Barea e Azcon (2009), visto
que as bactérias inoculadas aumentaram a eficiéncia da planta no uso de &gua, quando em
solos cultivados com limitagdo hidrica. Dessa forma, uma diversidade de interacdes
mutualisticas com varios grupos de organismos do solo pode garantir a manutencdo dos
processos do solo (FETZER et al. 2021), pois diferentes microrganismos e suas caracteristicas
relacionadas a respostas de estresse podem ser atenuado, aumentando a probabilidade de
alguns individuos resistirem a perturbacéo.

A fixacdo de nitrogénio foi o mecanismo original proposto pelo qual o Azospirillum
afeta o crescimento das plantas (DOBEREINER e DAY, 1976; DOBEREINER, 1980;
HUERGO et al. 2008), mas foi atribuido também a producéo de fitohorménios (CASSAN et
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al. 2019). Essas questdes sdo a peca chave nas pesquisas com Azospirillum, porque se
tivermos uma ideia mais clara de como a bactéria interage com o hospedeiro, podemos prever
maneiras de melhorar a interacdo e assumir que possa haver também interacdo desse género
com outras plantas (BASHAN et al., 2020). Algumas espécies ainda podem acumular PHB
(poly-B-hidroxibutirato), material armazenado dentro da célula como forma de resistir a
periodos de estresse (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006).

Dentre as estirpes da colecdo do Departamento de Microbilogia do Solo, isoladas da
planta de OPN, o género Azospirillum predominou nos locais amostrados por Vega et al.
(2020), apresentando um possivel efeito positivo no crescimento de plantas, haja vista as
condicBes abidticas, nos fazendo questionar sua possivel relacdo associativa com a planta e

seu efeito sob condicdes de escassez hidrica.



21

REFERENCIAS
AMARAL, E.F.; ARAUJO, E.A.; LANI, J.L.; RODRIGUES, T.E.; OLIVEIRA, H.; MELO,
AW.F.; AMARAL, E.F.; SILVA, JR.T.; NETO, M.AR.; BARDALES, N.G. (2013)
Ocorréncia e distribuicao das principais classes de solos do estado do Acre. In: Anjos, L.H.C.;
Silva, L.M.; Wadt, P.G.S.; Lumbreras, J.F.; Pereira, M.G. (Ed.). Guia de Campo da IX
Reunido Brasileira de Classificacdo e Correlacdo de Solos. Brasilia: EMBRAPA, p. 97-
129.

BACKER, J. A. et al. (2019) Vaccinating children against influenza increases variability in
epidemic size. Epidemics 26: 95-103.

BANO, CHANDA; NIMISHA AMIST; N. B. SINGH (2019) Morphological and Anatomical
Modifications of Plants for Environmental Stresses. Molecular Plant Abiotic Stress:
Biology and Biotechnology. 29-44. https://doi.org/10.1002/9781119463665.ch2

BECKER, RAFAEL (2020) Polinizacéo e biologia reprodutiva em Cereus hildmannianus K.
Schum. e Pereskia aculeata Mill. (CACTACEAE). Dissertacdo apresentada ao Programa de
Pbs-Graduacdo em Botanica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Instituto de
Biociéncias. http://hdl.handle.net/10183/212083

CAMPQOS, J.A. et al. (2017) Brotacdo de ora-pro-nébis em substrato alternativo de casca de
arroz carbonizada. Holos, Natal, v.7, p.148-167. http://dx.doi.org/10.15628/hol0s.2017.6424

CAMPOS PINTO N.C. et al. (2020) Preclinical studies indicate that INFLATIV, an herbal
medicine cream containing Pereskia aculeata, presents potential to be marketed as a topical
anti-inflammatory agent and as adjuvant in psoriasis therapy, Journal of Pharmacy and
Pharmacology, v.72, Issue 12, Pages 1933-1945, https://doi.org/10.1111/jphp.13357

CARLESSO, Reimar et al. (2007) Efeito da lamina de irrigagdo na senescéncia foliar do
feijoeiro. Irriga, v. 12, n. 04, p. 545-556.

CARVALHO, M.; LINO-NETO, T.; ROSA, E; CARNIDE, V. (2017) Cowpea: a legume
crop for a challenging environment. Journal of the Science of Food and Agriculture. v. 97,
p. 4273-4284. https://doi.org/10.1002/jsfa.8250

CASSAN, F. et al. (2020) Everything you must know about Azospirillum and its impact on
agriculture  and  beyond. Biology and  Fertility of Soils56.4.  461-479.
https://doi.org/10.1007/s00374-020-01463-y

CHHABRA, D.; POONAM S. (2019) Non rhizobial endophytic bacteria from Chickpea
(Cicer arietinum L.) tissues and their antagonistic traits. Journal of Applied and Natural
Science 11.2: 346-351. https://doi.org/10.31018/jans.v11i2.2056

DENAXA, NIKOLETA-KLEIO; PETER A. ROUSSOS; STAVROS N. V. (2020) Assigning
a role to the endogenous phenolic compounds on adventitious root formation of olive stem
cuttings. Journal of Plant Growth Regulation 39.1. 411-421.
https://doi.org/10.1007/s00344-019-09991-0



https://doi.org/10.1002/9781119463665.ch2
http://hdl.handle.net/10183/212083
http://dx.doi.org/10.15628/holos.2017.6424
https://doi.org/10.1111/jphp.13357
https://doi.org/10.1002/jsfa.8250
https://doi.org/10.1007/s00374-020-01463-y
https://doi.org/10.31018/jans.v11i2.2056
https://doi.org/10.1007/s00344-019-09991-0

22

BASHAN, LUZ E. et al. (2020) Application of beneficial microorganisms and their effects on
soil, plants, and the environment: the scientific legacy of Professor Yoav Bashan. Biology
and Fertility of Soils 56.4: 439-442. https://doi.org/10.1007/s00374-020-01466-9

EDWARDS E. J. (2006) Correlated evolution of stem and leaf hydraulic traits in Pereskia
(Cactaceae). New  Phytologist.  172:  479-489.  https://doi.org/10.1111/j.1469-
8137.2006.01850.x

DOBEREINER, J.; DAY, J. M. (1976) Associative symbiosis in tropical grasses:
Characterization of microorganisms and dinitrogen fixing sites. In: W. E. Newton and C. J.
Nyman (ed.). Proceedings of the first international symposium on nitrogen fixation.
Wahington State University Press, Pullman. 2:518-538.

DOBEREINER, J. (1980) Forage grasses and grain crops. In: Bergersen FJ (ed) Methods for
evaluating biological nitrogen fixation. Wiley, New York, pp 535-555.

EKE P. et al. (2019) Endophytic bacteria of desert cactus (Euphorbia trigonas Mill) confer
drought tolerance and induce growth promotion in tomato (Solanum lycopersicum L.).
Microbiological Research 228. https://doi.org/10.1016/].micres.2019.126302

FETZER, JASMIN, et al. (2021) Leaching of phosphomonoesterase activities in beech forest
soils: consequences for phosphorus forms and mobility. Frontiers in Forests and Global
Change: 684069. https://doi.org/10.3389/ffgc.2021.684069

FUKAMI J. et al. (2017) Phytohormones and induction of plant-stress tolerance and defense
genes by seed and foliar inoculation with Azospirillum brasilense cells and metabolites
promote maize growth. AMB Express. 7:153. https://doi.org/10.1186/s13568-017-0453-7

GULL, RAZIA, et al. (2020) Climate change impact on pulse in India-A review." Journal of
Pharmacognosy and Phytochemistry 9.4: 3159-3166.

HASSAN, MOHAMMAD K. et al. (2019) The interactions of rhizodeposits with plant
growth-promoting rhizobacteria in the rhizosphere: A review. Agriculture 9.7: 142.
https://doi.org/10.3390/agriculture9070142

HUERGO, L.F. et al. (2008) Regulagéo da fixagdo de nitrogénio em Azospirillum brasilense.
In: Cassan, F.D.; Garcia de Salamone, I. Azospirillum sp.: Fisiologia celular, as interacfes de
plantas e pesquisa agrondémica na Argentina. Associacdo Argentina de Microbiologia,
Argentina

JACOB, J. et al. (2020) Endophytic bacterial strains induced systemic resistance in
agriculturally important crop plants. Microbial Endophytes. Woodhead Publishing. 75-105.
https://doi.org/10.1016/B978-0-12-819654-0.00004-1

JHA, YACHANA. (2019) Endophytic bacteria as a modern tool for sustainable crop
management under stress. Biofertilizers for sustainable agriculture and environment.
Springer, Cham. 203-223.


https://doi.org/10.1007/s00374-020-01466-9
https://doi.org/10.1111/j.1469-8137.2006.01850.x
https://doi.org/10.1111/j.1469-8137.2006.01850.x
https://doi.org/10.1016/j.micres.2019.126302
https://doi.org/10.3389/ffgc.2021.684069
https://doi.org/10.1186/s13568-017-0453-7
https://doi.org/10.3390/agriculture9070142
https://doi.org/10.1016/B978-0-12-819654-0.00004-1

23

KAVAMURA, V.N. et al. (2013) Screening of Brazilian cacti rhizobacteria for plant growth
promotion under drought. Microbiological Research. 168. 183-191.
http://dx.doi.org/10.1016/j.micres.2012.12.002

KINUPP V.F; LORENZI H. (2014) Plantas Alimenticias Nao Convencionais (PANC) no
Brasil: guia de identificacdo, aspectos nutricionais e receitas ilustradas/ Valdely Ferreira
Kinupp, Harri Lorenzi. — Sdo Paulo: Instituto Plantarum de Estudos da Flora.

KISAKA, M. et al. (2023) Integrating no-tillage with agroforestry augments soil quality
indicators in Kenya’s dry-land agroecosystems.” Soil and Tillage Research 227: 105586.
https://doi.org/10.1016/j.still.2022.105586

LAZZARETTI, E; MELO I. S. (2005) Influéncia de Bacillus subtilisna promocéo de
crescimento de plantas e nodulacéo de raizes de feijoeiro. EMBRAPA, Jaguaritna, Séo Paulo.

LEE DIAZ, A. S. et al. (2022) Exploring the volatiles released from roots of wild and
domesticated tomato plants under insect attack. Molecules, v. 27, n. 5, p. 1612.

LEUENBERGER, B. E. (1986) Pereskia (Cactaceae). Memoirs of the New York Botanical
Garden, 41,1-141

LEVITT, J. (1980) Response of plants to enviropmental stress. Il: Water radiation, salt and
other stress. New York: Academic Press. 606p.

MANTELIN S; TOURAINE B. (2004) Plant growth-promoting bactéria and nitrate
availability: Impacts on root development and nitrate uptake. J Exp Bot.; 55:27-34.

MARTINS, M. O. et al. (2010) Crescimento de plantas jovens de Nim-Indiano (Azadirachta
indica a. juss.-Meliaceae) sob diferentes regimes hidricos. Revista Arvore 34: 771-779.
https://doi.org/10.1590/S0100-67622010000500002

MARULANDA, A.: BAREA, J.M.; AZCON, R. (2009) Stimulation of Plant Growth hand
Drought Tolerance by Native Microorganisms (AM Fungi and Bacteria) from Dry
Environments: Mechanisms Related to Bacterial Effectiveness. Journal of Plant Growth
Regulation, vol. 28, n. 2, p. 115-124. https://doi.org/10.1007/s00344-009-9079-6

MORAN, V. C.; ZIMMERMANN, H. G. (1991) Biological control of cactus weeds of mi-
nor importance in South Africa. Agriculture, Ecosystems and Environment, v. 37, p. 37-
55.

MOREIRA F.M.S; SIQUEIRA J.0. (2006) Microbiologia e Bioquimica do Solo. 1 Ed.
Atual E Ampl. Lavras: Ufla.

OLIVEIRA, Eliane de et al. Descricdo de cultivares locais de feijdo-caupi coletados na
microrregido Cruzeiro do Sul, Acre, Brasil. Acta Amazonica, v. 45, p. 243-254, 2015.

ONU (2022) Populacdo mundial atinge 8 bilhdes de pessoas. Disponivel em:
https://news.un.org/pt/story/2022/11/1805342. Acessado 14 de janeiro de 2023.



http://dx.doi.org/10.1016/j.micres.2012.12.002
https://doi.org/10.1016/j.still.2022.105586
https://doi.org/10.1590/S0100-67622010000500002
https://doi.org/10.1007/s00344-009-9079-6
https://news.un.org/pt/story/2022/11/1805342

24

PANAGOS, P. et al. (2021) Projections of soil loss by water erosion in Europe by 2050.
Environmental Science e Policy 124: 380-392. https://doi.org/10.1016/j.envsci.2021.07.012

RAWAT, PRATIBHA, et al. (2021) Phosphate-solubilizing microorganisms: mechanism and
their role in phosphate solubilization and uptake. Journal of Soil Science and Plant
Nutrition 21.1: 49-68. https://doi.org/10.1007/s42729-020-00342-7

ROSAS, T. et al. (2019) Adjustments and coordination of hydraulic, leaf and stem traits along
a water availability gradient. New Phytologist 223.2: 632-646.
https://doi.org/10.1111/nph.15684

SATI, S. C.; PRABHA PANT. (2019) Evaluation of phosphate Solubilization by root
endophytic aquatic Hyphomycete Tetracladium setigerum. Symbiosis 77.2: 141-145,
https://doi.org/10.1007/s13199-018-0575-y

SAJEVA M.; MAUSETH J.L. (1991) Leaf-like structure in the photosynthetic, succulent
stems of cacti. Ann. Bot. 68: 405-411.

SEBETHA, E. T; MODI, A. T; OWOEYE, L. G. J. Cowpea crude protein as affected by
cropping system, site and nitrogen fertilization. Journal of Agricultural Science; v. 7, n. 1. p.
224-234. 2015

SHARIF, K. M. et al. (2015) Ethanol modified supercritical carbon dioxide extraction of
antioxidant rich extract from Pereskia bleo. Journal of Industrial and Engineering
Chemistry 21: 1314-1322. https://doi.org/10.1016/].jiec.2014.05.047

SHARIP, Z.; NORMALIZA N.; FATIMAH M. Y. (2020). Application of an effective
microorganism product as a cyanobacterial control and water quality improvement measure in
Putrajaya Lake, Malaysia. Earth Systems and Environment 4.1: 213-223.
https://doi.org/10.1007/s41748-019-00139-4

SOUZA R. et al. (2015) Genome of Pseudomonas sp. FeS53a, a Putative Plant Growth-
Promoting Bacterium Associated with Rice Grown in Iron-Stressed Soils. Genome Announc.
https://doi.org/10.1128/genomeA.00248-15.

SZEKELY-VARGA, Z.S.; KENTELKY E.; CANTOR M. (2021) Effect of Gibberellic Acid
on the Seed Germination of Lavandula angustifolia Mill. RJH 2. https://doi.org/169-176.
10.51258/RJH.2021.22

TAIZ, L., ZEIGER E. (2002) Photosynthesis: physiological and ecological
considerations. Plant Physiol 9: 172-174.

VEGA C.F. et al. (2020) Ora-pro-ndbis (Pereskia aculeata Mill.) Nutrition as Related to Soil
Chemical and Physical Attributes and Plant Growth-Promoting Microorganisms. Journal of
Soil Science and Plant Nutrition https://doi.org/10.1007/s42729-020-00235-9

WANG, JIA, et al. (2020) Functions of jasmonic acid in plant regulation and response to
abiotic stress. International Journal of Molecular Sciences 21.4: 1446.
https://doi.org/10.3390/ijms21041446



https://doi.org/10.1016/j.envsci.2021.07.012
https://doi.org/10.1007/s42729-020-00342-7
https://doi.org/10.1111/nph.15684
https://doi.org/10.1007/s13199-018-0575-y
https://doi.org/10.1016/j.jiec.2014.05.047
https://doi.org/10.1007/s41748-019-00139-4
https://doi.org/10.1128/genomeA.00248-15
https://doi.org/169-176.%2010.51258/RJH.2021.22
https://doi.org/169-176.%2010.51258/RJH.2021.22
https://doi.org/10.1007/s42729-020-00235-9
https://doi.org/10.3390/ijms21041446

25

ZILLI, J.E., DE MORAES CARVALHO, C.P., DE MATOS MACEDO, A.V. et al. (2021)
Nodulation of the neotropical genus Calliandra by alpha or betaproteobacterial symbionts

depends on the biogeographical origins of the host species. Braz J Microbiol 52, 2153-2168.
https://doi.org/10.1007/s42770-021-00570-8



https://doi.org/10.1007/s42770-021-00570-8

26

ARTIGO | - Ora-pro-nobis (Pereskia aculeata Mill.) propagada por sementes e estacas
sob déficit hidrico e indicadores de qualidade biolégica do solo

Resumo

A ora-pro-ndbis (Pereskia aculeata Mill.) é uma cactacea rica em proteinas e com grande potencial de
cultivo em regifes em que a agua possa se tornar um fator limitante. O objetivo deste estudo foi
verificar a tolerancia desta espécie a deficiéncia hidrica e como a biomassa e respiracdo microbiana do
solo sdo afetadas nestas condi¢bes. Cinco tratamentos foram testados: controle irrigado e 7, 14, 21 e
32 dias consecutivos com suspensdo da irrigacdo, em vasos de 3,45 L, em plantas propagadas por
sementes e estacas. Observamos um menor valor de potencial matricial (-88,67 kPa) nos tratamentos
cultivados com plantas propagadas por estacas em comparagdo com aquelas cultivadas por sementes (-
70,10 kPa). Os parametros microbianos, com poucas exce¢les, ndo variaram entre os métodos de
propagacdo e quando comparados ao longo do tempo. Para o carbono da biomassa microbiana
verificou-se valores mais elevados com 14 dias consecutivos de suspensdo da irrigacdo no tratamento
com plantas oriundas de sementes e no controle irrigado em estacas. A respiracdo da biomassa do solo
foi maior no tratamento controle e com 32 dias sem irrigacdo, para propagacdo via sementes. Nao
houve diferenca significativa para massa seca de raiz entre tratamentos e mesmo metodo de
propagacao.

Palavras-chave: Cactos, Hortalica ndo-convencional. Bioindicadores ambientais.

Introducéo
Nas ultimas décadas tém sido observadas grandes mudancas climaticas, em todo o

planeta. No ano de 2021, foi registrado um aumento na temperatura média global de 0,85°C
em comparacdo com a média do periodo de 1951-1980, segundo cientistas do Instituto
Goddard de Estudos Espaciais da NASA (GISS, 2022). Além do impacto causado pela perda
de massa das geleiras e aumento no nivel do mar, na agricultura as consequéncias sdo grandes
devido a intensificacdo de eventos climaticos como estiagens ou secas. Essas circunstancias
resultam diretamente na qualidade das culturas, afetando seu rendimento principalmente em
funcdo da diminuicdo da disponibilidade hidrica, considerando que o potencial matricial é a
principal forca motriz para o transporte de dgua das raizes para as folhas (YIN et al., 2021;
NEHEMY et al. 2020; ROBBINS e DINNENY, 2015). Portanto, € importante que seja
realizado o estudo de diferentes culturas com mecanismos de tolerancia a essas condicdes e
com potencial nutritivo similar em relacdo a outras que exigem condicdes de maior

disponibilidade hidrica.

As cactaceas sdo caracterizadas por se estabelecerem em ambientes xéricos, ou seja,
em que a falta de &gua € um fator limitante. Dentre as cactaceas relevantes para uso humano, a
Ora-pro-nobis - OPN (Pereskia aculeata) € uma cactacea de folhas suculentas e verdadeiras,

com pouca ou nenhuma incidéncia de pragas e doencas, podendo ser muito Util aos seres
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humanos, no que diz respeito ao aporte de proteinas e aminodcidos. OPN é uma planta
alimenticia ndo convencional - PANC que apresenta rusticidade, se adaptando bem em solos
diversos, que ndo necessariamente tenham sido adubados (VEGA et al., 2020). E uma planta
arbustiva de ramos longos, ramificados e perene, nativa no sul, sudeste e nordeste do pais, em
especial muito comum em Minas Gerais (KINUPP e LORENZI, 2014), onde possui uma
grande importancia ornamental, alimenticia e utilizada na medicina popular.

Muitos trabalhos com essa planta foram desenvolvidos com a finalidade medicinal,
pois apresentam propriedades que reduzem a percep¢do e transmissao de estimulos que
causam dor (PORTO et al., 2022), antioxidantes (CAMPOS PINTO et al., 2020), alto nivel
de fibra e quantidades considerdveis de célcio, magnésio, manganés e zinco, além de
vitaminas A, C e acido félico nas folhas frescas (TAKEITI et al., 2009), com teor de proteina
em torno de 25% na matéria seca (TAKEITI et al., 2009; ALMEIDA e CORREA, 2012;
BARBALHO et al., 2016; AMARAL et al., 2019; VEGA et al., 2020).

Queiroz et al. (2015) demonstraram que a OPN ndo teve sua area foliar afetada e nao
apresentou queda foliar quando submetida a potenciais de até -70 kPa (-0,07 MPa), porém
esse valor ndo é suficiente para concluir que a planta é tolerante a seca, uma vez que varias
espécies apresentam tolerancia a faixas maiores (-1,4 a -3,2 MPa), incluindo as plantas de
clima tropical (MARECHAUX et al., 2015). Edwards (2006) relatou que OPN pode se
desenvolver em condi¢des adversas, com escassez de agua, que € o principal fator ambiental
limitante para o desenvolvimento agricola em regiGes aridas e semiaridas, portanto, é possivel
que OPN tolere potenciais bem mais reduzidos.

Resultados de pesquisa sugerem que a resposta das plantas ao estresse hidrico pode ser
mediada por mudancas na estrutura da comunidade microbiana do solo, induzidas pela menor
disponibilidade de adgua no solo (PAETSCH et al., 2018; NGUMBI e KLOEPPER, 2016; XI
et al., 2018). Alguns microrganismos apresentam estratégias de superacdo do estresse hidrico,
fungos e bactérias sdo capazes de tolerar rapidas mudancas no potencial matricial do solo
(MARSCHNER et al., 2002), favorecendo e promovendo o crescimento de plantas (EKE et
al., 2019)

Os raros estudos realizados com a toleréncia de OPN ao déficit hidrico ndo séo
conclusivos, como supracitado. Portanto, € necessario conhecer a eficiéncia de uso da agua
pela cactacea e o comportamento da biomassa microbiana do solo sob estresse hidrico. O
objetivo deste estudo foi verificar o quéo tolerante é esta espécie ao estresse hidrico, quando
propagada por estacas ou por sementes, e 0 comportamento da biomassa e respiracdo

microbiana sob diferentes periodos de suspenséo da irrigacao.
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Material e Métodos
Localizacdo e Implantacéo

O trabalho foi desenvolvido em casa de vegetacdo na Universidade Federal de Lavras,
do Departamento de Ciéncia do Solo, localizado no municipio de Lavras, Minas Gerais, entre
0 periodo de 28 de fevereiro a 3 de junho de 2020. O delineamento experimental foi de blocos
inteiramente ao acaso em esquema fatorial 2x5: dois métodos de propagacao (sementes e por
estacas), cinco tratamentos de aplicacdo de irrigacdo (controle irrigado durante todo o periodo
de conducdo do experimento e com 7, 14, 21 e 32 dias consecutivos de suspensédo da irrigacdo
até o final do experimento) com quatro repeticoes.

As sementes de OPN foram desinfestadas superficialmente utilizando-se etanol a 70%
(1 minuto) e, em seguida, hipoclorito de sddio a 1% (5 minutos). Apés a desinfestacdo, as
sementes foram lavadas em agua destilada autoclavada por seis vezes, deixadas submergida
por 24h e entdo colocadas em placas de Petri contendo algodéao e papel filtro umedecidos e
esterelizados. A germinagdo das sementes foi acompanhada durante o periodo de sete a
quinze dias em estufa BOD sob temperatura de 28°C até a emergéncia de raiz principal. Apos
a germinacdo foram transplantadas para os tubetes (uma semente germinada por tubete).

Para producdo de mudas de estaca, por¢des terminais dos ramos foram coletadas no
periodo vegetativo da planta matriz, limpas, e em seguida cortadas para formar estacas em
bisel com tamanho de 15 cm e 5 mm de diametro. Para evitar desidratacdo dos tecidos, elas
foram mantidas dentro de um copo com agua por 1 dia. Em seguida, a desinfestacdo
superficial foi feita utilizando-se etanol a 70% (1 minuto) e, posteriormente, hipoclorito de
sodio a 1% (30 minutos) e lavadas com &gua destilada seis vezes. As estacas foram inseridas
em tubetes (uma estaca por tubete) com um terco coberto por substrato e mantidas em casa de
vegetacdo. As irrigacdes durante a aclimatacdo foram realizadas a cada trés dias com a
medida de 40 ml de solucdo nutritiva completa Hoagland e Arnon (1950) com alta
concentracdo de nitrogénio mineral N* (52,5 mg.L™), com o seguinte composicao de solucdes
de estoque adicionadas a 4 litros de 4gua: 4 ml de 236,16 g.litro™ CaN,Og 4H,0; 1 ml de
115,03 g.litro™ NH,H,PO,; 6 ml de 101,11 g.litro> KNO3; 2,0 ml de 246,9 g.litro™ MgSO,
7H,O: 1 ml de 10 g.litro'1 FeCls; e 1 ml de micronutrientes (2,86 mg.litro'ngBog; 2,03
mg.litro™ MnSO, 4H,0; 0,22 mg.litro® ZnSO, 7H,0; 0,08 mg.litro™ CuSO45H,0; e 0,09
mg.litro? Na,MoO,; H,0), de modo a manter o substrato Umido e suprir as necessidades
nutricionais das mudas em condicfes 6timas de temperatura e agua.

O substrato utilizado para producdo de mudas a partir de sementes e de estacas foi

uma mistura de areia lavada e passada na peneira de 2 mm misturada com vermiculita, na
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proporgdo 1:1, colocado em tubetes de 280 cm3. A formagdo de mudas de sementes e de
estacas nos tubetes ocorreu durante o periodo de 45 dias, e posteriormente foram transferidas
para os recipientes de cultivo definitivo com capacidade de 3,45 litros. Nestes recipientes foi
utilizado como substrato um Latossolo Vermelho distroférrico tipico (LVdf) (CURI et al.,
2017), textura muito argilosa (Tab. S1 e S2) coletado no campus da Universidade Federal de
Lavras. A distribuicdo de poros no solo utilizado (Tab. S2) e a curva de retencdo de umidade
(Fig. S1). O fornecimento de agua no experimento foi por capilaridade, ou seja,
disponibilizada pela base do vaso e a suspensao hidrica ocorreu por 7, 14, 21 e 32 dias ap0s 0
periodo de aclimatacdo por 15 dias, com término do experimento aos 47 dias no tratamento
com suspensédo hidrica por 32 dias e aos 43 dias nos demais tratamentos ap6s o transplante

das plantas (Figura 1):
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Figura 1 — Distribuicdo dos tratamentos conforme a disponibilidade hidrica. O eixo X indica
0 tempo (em dias) de condugdo do experimento. O eixo Y indica o tratamento (em dias) de
supressdo da irrigacéo.
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Parametros de avaliacéo

As avaliagdes do potencial matricial foliar (W¥s), do solo (¥s) e umidade do solo foram
feitas a cada quatro dias apds implantacdo do experimento apenas no tratamento com 32 dias
de suspensdo de irrigacdo. Nos demais tratamentos as avaliacGes do potencial matricial foliar
(¥5) e do solo (¥s), umidade do solo e NDVI - Normalized Difference Vegetation Index
(Indice de Vegetacio da Diferenca Normalizada) utilizando o grenseeker foram realizadas ao
final do experimento. As amostras foliares e subamostras com 2 g de solo foram coletadas nos
vasos do tratamento com maior tempo de suspensdo de irrigacdo, a cada quatro dias, entre
05:00 e 05:30 horas da manha, para afericdo do W e do s pelo aparelno WP4-T e do NDVI.
Para quantificagdo do Wr foram coletadas uma folha do terco inferior por amostragem,
colocadas em sacos plasticos envolto em papel laminado e levados para laboratério sendo
preparados discos de 1,2 cm de diametro. Para calibracdo do WP4-T foram utilizadas
amostras com solucdo KCI (0,5M) (DECAGON DEVICES, 2003). A calibracéo foi feita com
5 avaliagBes continuas da mesma solucdo de KCI (0,5 mol L™) de potencial conhecido (¥ = -
2,19 MPa).

A altura das plantas (AP) (cm) foi medida usando régua graduada, considerando a
distancia entre o solo e o &pice da planta; o idice SPAD por uma média de cinco leituras; o
diametro do caule (DC) foi medido usando paquimetro digital no inicio, ap6s 15 dias e ao
final do experimento. Ao final do periodo experimental foram quantificados: nimero de
folhas total, massa fresca da parte aérea e raiz (MFPA e MFR) (g), e massa seca da parte
aérea e raiz (MSPA e MSR) (g) em estufa de circulacdo de ar forcada durante 3 dias a
temperatura de 65°C, massa seca total (MST) (Q).

O carbono da biomassa microbiana - CBM foi estimado segundo Vance et al. (1987) e
a estimativa da respiracdo basal microbiana de CO, evoluida durante o processo de incubacéo
seguiu o protocolo de Alef (1995). Com os dados de CBM e respiracdo das respectivas
amostras calculamos o quociente metab6lico das amostras (ANDERSON e DOMSCH, 1993).

A obtencdo das imagens das raizes, distribuidas uniformemente e sem sobreposigao
em bandejas plasticas de polietileno com fundo contrastante e de tamanho conhecido, foi
efetuada com maquina digital semiprofissional a altura do peito. Apés a digitalizacdo, as
imagens foram corrigidas, alinhadas e analisadas com o software SafiraR® (Stonway, Brasil)
para estimar as seguintes varidveis radiculares: comprimento radicular (cm), area radicular

(mm?) e volume radicular (mm3).
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Anélise Estatistica

Os testes de média dos dados biométricos, incluindo os testes bioldgicos em triplicata,
0s medidos com o WP4-T e Greenseeker foram realizados a 5% de probabilidade pelo teste
de Scott-Knott utilizando Sisvar versdao 5.7 (FERREIRA, 2019) e testes de correlacdo de
Pearson. Com esse conjunto de dados foi realizada uma Anélise de Componentes Principais
(Principal Component Analysis — PCA) no R Versdo 1.3.1073 (R Core Team, 2018). A
correlacéo entre os dados biomeétricos foi feita com o teste de Spearman utilizando o pacote R
‘multtest’, e a visualizagdo foi realizada por heatmaps construidos utilizando o pacote

‘corrplot’.

Resultados
O ¥ no tratamento com supressao hidrica por até 32 dias atingiu valores médios de -

73,52 e -88,76 kPa no tratamento propagado por estaquia determinados aos 28 e 32 dias,
respectivamente (Tab. 1). Esses foram estatisticamente menores que as médias de -52,9 kPa e
-70,1 kPa encontradas para sementes aos 28 e 32 dias. O Ws em plantas de estacas com 28 (-
2,40 MPa) e com 32 dias (-2,8 MPa) de supressédo hidrica se diferenciou estatisticamente em
relacdo aos potenciais anteriormente aferidos. N&do houve diferenca significativa no ¥ para
sementes. Ao compararmos 0S meios de propagacdo, as estacas apresentaram Wt
estatisticamente menor em comparagéo aos tratamentos propagados via sementes com 32 dias
de supressdo da irrigacdo. Nesse tratamento, a umidade das amostras de solo apresentou
diferencas significativas durante os 12 primeiros dias, tanto para estacas como para sementes,
diminuindo progressivamente. A diminuicdo dos teores da Ug (%) no solo, como esperado,
acompanhou a dos valores observados para Ws, em relacdo ao processo de esgotamento da
agua disponivel do solo.
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Tabela 1: Valores médios de potencial matricial do solo (Ws) e foliar (‘) de Pereskia aculeata e
umidade gravimétrica do solo obtidos em diferentes periodos de estresse hidrico aplicados para o
tratamento com suspensdo de irrigacdo por 32 dias ap6s 15 dias de irrigacdo continua.

Tempo

sem Y (kPa) Yt (MPa) Ug da amostra de solo (%0)
irrigacio
a partir
de 15 dias
com S E S E S E
irrigacio
continua
(dias)
0 0 Aa 0 Aa -155 Aa -2,10 Aa 46,30 Aa 46,40 Aa
-0,09 Aa -0,01 Aa -161 Aa -1,60 Aa 3490 Ba 31,30 Ba
8 -9,16 Aa -10,65 Aa -1,40 Aa -1,80 Aa 18,50 Ca 17,80 Ca
12 -23,60 Ba -23,80 Ba -1,23 Aa -1,70  Aa 5,97 Da 6,65 Da
16 -3820 Ca -31,89 Ba -164 Aa -1,50 Aa 1,37 Da 2,18 Da
20 -31,40 Ca -31,24 Ba -167 Aa -2,00 Aa 2,84 Da 3,07 Da
24 -4390 Ca -3763 Ba -2,19 Aa -1,50 Aa 2,75 Da 3,27 Da
28 -52,89 Da -7352 Chb -2,06 Aa -2,40 Ba 2,14 Da 2,14 Da
32 -70,09 Ea -88,67 Db -1,19 Aa -2,80 Bb 2,29 Da 2,23 Da

Medias seguidas da mesma letra mailscula indicam diferengas estatisticas entre os tratamentos dentro
do meio de propagacdo e mindscula, entre meios de propagacdo pelo teste de Scott-Knott (1974) a 5%. E =
Estacas, S = Sementes.

Com 21 e 32 dias de supressdo hidrica, houve uma diferenga significativa no ¥s nos
tratamentos propagados por sementes e com 14, 21 e 32 dias para estacas, atingindo valores
médios de -70,10 e -88,67 kPa com 32 dias de supressdo hidrica, observado para 0s
tratamentos propagados por semente e estaca, respectivamente (Tab. 2). Através da analise do
Y; foram verificadas diferencas com 28 e 32 dias, entre 0s meios de propagacdo. Com 21 e 32
dias de supressdo hidrica, o potencial foliar (W) das estacas apresentou valores
significativamente mais negativos. Observamos diferenca na umidade das amostras apenas
para o controle entre os meios de propagacéo e nao sendo verificadas diferencas significativas
entre os tempos de duracdo do estresse hidrico a partir do décimo quarto dia, tanto para as

sementes quanto para as estacas.
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Tabela 2: Valores médios de potencial matricial do solo, potencial matricial foliar de Pereskia
aculeata e umidade gravimétrica do solo com os diferentes tratamentos de periodos de estresse hidrico
aplicado ao final do experimento.

Temp~o de Potencial no Solo (kPa) Potencial Foliar (MPa) Ug da amostra de solo
duracéo do (%)
estresse
hidrico S E S E S E
(dias)
Controle -0,69 Aa -0,37 Aa -225 Ba -191 Aa 335 Ab 431 Aa
7 -12,92  Aa -11,4  Aa -0,75 Aa -149 Aa 176 Ba 16,1 Ba
14 -6,54 Aa -54,51 Bb -06 Aa -144 Aa 803 Ca 576 Ca
21 -49,63 Ba -48,27 Ba -1,72 Ba -291 Bb 55 Ca 643 Ca
32 -70,09 Ca -88,67 Cb -159 Ba -284 Bb 108 Ca 543 Ca

Médias seguidas da mesma letra maiGscula indicam diferencas estatisticas entre os tratamentos dentro
do meio de propagacdo e minascula, entre meios de propagacgdo pelo teste de Scott-Knott (1974) a 5%.
E = Estacas, S = Sementes. Todos 0s tratamentos tiveram 43 dias de duragdo, exceto o que teve 32 dias
de suspensao hidrica que foi avaliado com 47 dias.

Os valores médios encontrados de NDVI (Tab. 3) diferiram apenas para 0s
tratamentos em que a irrigagdo foi suprimida por 32 dias, alcancando valores proximos de
0.10 para sementes submetidas a ¥ de -70,1 kPa. Resultado semelhante foi observado para o
SPAD, demonstrando diferenca significativa entre os meios de propagacdo aos 32 dias.
sugerindo menores teores de clorofila na folha das plantas propagadas via semente, 0 que
indica forte impacto metabdlico advindo da deficiéncia hidrica.

Tabela 3: indice SPAD e NDVI ao final da aplicacdo dos tratamentos.

Tratame NDVI
nto SPAD (Greenseeker)
Sem E Se Est
entes stacas mentes acas
39,2 44, 0,37 0,
Controle 2 Aa 76 Aa Aa 26 Ab
42,0 47, 0,41 0,
7 dias 1 Aa 08 Aa Aa 25 Ab
45,7 40, 0,29 0,
14 dias 3 Aa 49 Aa Aa 21 Aa
47,7 44, 0,27 0,
21 dias 0 Aa 62 Aa Aa 24 Aa
12,7 26, 0,10 0,
32 dias 5Bb 08 Ba Ba 12 Ba

Médias seguidas da mesma letra mailsculas nas colunas e mindsculas nas linhas nao
diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott (1974) a 5%. Todos os tratamentos
tiveram 43 dias de duracdo, exceto o que teve 32 dias de suspensdo hidrica que foi avaliado com
47 dias.

O CBM (Figura 2.a) apresentou diferengas entre os meios de propagacao aos 14 dias e

no Controle, sendo que estes tratamentos de irrigacdo apresentaram os maiores valores para
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propagacao via semente e estaca, respectivamente. A respiracdo microbiana do solo (Fig. 2.b)
foi maior no tratamento controle e com 32 dias sem irrigagdo para propagacgao via sementes.
Esses tratamentos também se destacaram quando comparados com as estacas. Nao houve
diferencas estatisticas quanto ao qCO, e para MSR para todos os tratamentos tanto em
sementes como estacas e entre esses métodos de propagacao (Fig. 2.c e 2.1).

Para a area superficial e o volume de raizes (Fig. S2 e S3) ndo foram observadas
diferencas entre os cortes de irrigacdo para cada um dos meios de propagacéo, apenas entre

estes meios (sementes e estacas) com 0, 7 e 21 dias de supressdo hidrica (Fig. 2.d. e 2.e).
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Figura 2: Pardmetros avaliados ao longo do experimento para plantas de Pereskia aculeata (sementes

e estacas). Letras maiusculas indicam diferencas estatisticas entre os tratamentos de irrigacdo dentro
dos meios de propagacédo e minUsculas, entre meios de propagacéo.

N&o houve diferenca dos tratamentos dentro de sementes ou estacas para altura de
plantas (Fig. 2.g) ao longo do tempo (Fig. S4), e para plantas oriundas de sementes (Fig. S5)
foi observado um maior nimero de folhas em relagdo ao método de propagacdo. O didmetro
(Fig. 2.h) diferiu para todos os tratamentos, quando comparado entre 0s meios de propagacao,

sendo os maiores valores verificados para as sementes. A MSPA foi maior nos tratamentos
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submetidos a supressdo hidrica por 7 e 21 dias nas sementes, e esses tratamentos também se
destacaram em comparacdo a plantas propagadas por estacas. N&o foram observadas
diferencas estatisticas entre si para plantas oriundas de estacas. N&o houve diferenca
significativa entre os tratamentos quanto a MSPA e MSR, somadas, das plantas mesmo
quando submetidas a potenciais matriciais do solo préximos a -70.10 em sementes e -88,67
MPa para estacas. Entretanto, houve menor MFPA em plantas oriundas de sementes, quando
submetidas a supresséo hidrica por 32 dias.

Foram verificadas diferencas significativas na MFPA para plantas obtidas a partir de
sementes com 32 dias de supressdo hidrica, sendo estes valores menores quando comparados
aos demais tratamentos (Tab. 4). Quando comparado com estacas, os valores foram maiores
para sementes e semelhantes apenas na condicdo de estresse aos 32 dias. Para MSPA, em
relacdo a sementes, foram verificados valores significativamente mais altos com 7 e 21 dias
sem irrigagdo, ndo sendo observada diferenca para as estacas. Quando observamos entre 0S
métodos de propagacao, valores maiores em sementes ocorreram com 0S mesmos tratamentos,
7 e 21 dias de supressdo hidrica. Em relacdo a MFR ndo houve diferenca significativa entre os
tratamentos dentro de estacas e de sementes, somente sendo observada diferenca ha MSR

quando se comparou 0s meios de propagacao submetidos a supressdo hidrica em de 7 dias.

Tabela 4. Valores de Massa Fresca (MFPA) e Seco (MSPA) da Parte Aérea, Massa Fresca (MFR) e Seca
(MSR) de Raiz de Pereskia aculeata cultivadas em casa de vegetacdo.

T MFPA MSPA MFR MSR
ratamen (9 planta (g planta™) @ (g planta
tos (sem ) planta”) )

agua) S E S E E E

C 1 5 2 1 2 2 4, 4
ontrole 1,80 Aa ,88 Ab ,23 Ba 49 Aa 0,9 Aa 3,59 Aa 87 Aa ,38 Aa

7 1 6 2 1 2 1 5, 4
dias 3,33 Aa 22 Ab 71 Aa ,53 Ab 2,22 Aa 9,47 Aa 85 Aa ,00 Ab

1 9 5 2 1 1 1 4, 3
4 dias ,80 Aa ,01 Ab ,09 Ba ,30 Aa 9,65 Aa 8,05Aa 71Aa ,87 Aa

2 1 6 3 1 2 1 5, 4
1 dias 0,54 Aa 21 Ab ,10 Aa ,67 Ab 1,90 Aa 9,37 Aa 79 Aa ,24 Aa

3 5 3 1 1 1 1 3, 3
2 dias ,16 Ba 72 Aa ,57 Ba 13 Aa 4,22 Ba 8,12 Aa 46 Aa ,75 Aa

Médias seguidas da mesma letra maidsculas na coluna e mindscula nas linhas ndo diferem estatisticamente
entre si pelo teste de Scott-Knott (1974) a 5%.

Os resultados da analise de componentes principais (PCA) entre as variaveis
bioldgicas avaliadas durante o experimento explicam 55,2% da variancia total (PC1, 35,6% e
PC2, 19,6%) (Fig. 3). Os dados de ¥: ndo foram utilizados para essa analise a fim de

obtermos resultados mais precisos. Os valores dos vetores seguem em anexo (Tab. S3). Houve
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uma clara distin¢do entre plantas propagadas por sementes em comparagdo com as obtidas a
partir de estacas. As oriundas de sementes (unidades experimentais 1 a 9, 11, 12, 13,15) se
correlacionaram bem com variaveis como diametro de planta, massa foliar (fresca e seca),
greenseeker e CBM no quadrante superior direito. O potencial do solo, como esperado, se
mostrou inversamente proporcional aos pardmetros referentes a raizes e altura que se
correlacionaram entre si e esta mais relacionado com os tratamentos de suspensdo de irrigacdo
por 32 dias para os dois meios de propagacdo. Os parametros referentes as raizes estdo mais

correlacionados com parte dos tratamentos propagados por estacas.
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Figura 3. Andlise de Componentes Principais (PCA) mostrando a varia¢do dos tratamentos em
relagdo as variaveis analisadas e significativas (P <0,05) em Pereskia aculeata. Os vetores
ilustram o sinal e a intensidade das relagdes entre os tratamentos e as variaveis estudadas para
plantas provenientes de sementes/seeds (1S — 20S) e estacas/cuttings (21C — 40C).

Discussao
O atributo de um solo com maior influéncia sobre o ¥s € sua textura, e o incremento

de argila dos Latossolos influenciou na retencdo de &gua por mais tempo, aumentando a
capilaridade e adsorcdo de 4gua (CARDUCCI et al., 2011). Foi observada uma diferenca
significativa no Ws aos 14 dias e mais acentuadamente com 32 dias de déficit hidrico. O solo
esta diretamente relacionado com o comportamento da planta em relagdo aos tratamentos

submetidos e diversidade microbiana (SEATON et al., 2020), por isso se fez relevante a sua
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caracterizagdo como argiloso, de boa agregacdo e porosidade, como descrito por Klein,
Reichert e Reinert (2006), em que esses autores confirmam apds 48 h de drenagem um
potencial matricial de -0,01 kPa. Associaces entre a presenca microbiana e a fracdo argila
sdo consistentes com a literatura, em que o teor de argila foi relacionado positivamente com
diversidade bacteriana em escalas de campo, regionais e nacionais na Europa (NAVEED et
al., 2016).

Nos tratamentos com plantas de sementes foram observados Ws de -52.89 kPa aos 28
dias e -70.09 kPa aos 32 dias, enquanto em estacas os valores de W5 chegaram a -88,67 kPa
aos 32 dias, isso por possuirem uma “estratégia de uso ecoldgico da agua”, que mantém um
status positivo de &gua nos tecidos (EDWARDS e DIAZ, 2006) e conservacdo de energia e
carboidratos (SILVA et al. 2017).

Qualquer alteracéo fisica no solo pode alterar diretamente sua estrutura e sua atividade
biologica (SEATON et al. 2020), como o CBM, podendo também influenciar na
produtividade e na resisténcia do solo a erosdo hidrica e degradacdo ambiental. Observa-se
gue o CBM nos tratamentos com plantas propagadas por estacas os valores foram similares,
apresentando diferenca significativa apenas quando saturado (controle), em que foi maior em
relacdo aos demais tratamentos. Semelhante aos resultados encontrados por Gama-Rodrigues
et al. (2005) e Silva et al. (2018) que observaram maior CBM em periodos com maior
disponibilidade hidrica e valores mais baixos aos 32 dias.

Nos solos tropicais, a disponibilidade de agua tem grande influéncia sobre a dindmica
da microbiota do solo (crescimento) e na producdo de CO, (respiracdo), quando associada
com o tipo de solo, clima e manejo (BRAGARI et al., 2020; SUN et al., 2020). O aumento da
respiracdo no solo, em tratamentos com plantas oriundas de semente e sob irrigacdo constante
(controle), foi similar também aos encontrados por Silva et al. (2018), em que houve maior
respiracdo no periodo chuvoso, podendo estar associada ao estresse causado pelo excesso de
agua e menor teor de oxigénio. Observamos também, um aumento da respiragdo com 32 dias
de suspensédo, corroborando resultados encontrados por Camelo et al. (2021), que em sistemas
agroflorestais, durante a estacdo seca e consequentemente menor disponibilidade hidrica,
apresentam uma situacdo em que ha uma maior respiracao basal do solo.

A demanda hidrica de cada espécie vegetal &€ uma caracteristica propria, emergente de
suas caracteristicas morfofisioldgicas geneticas (CHAVES et al. 2002) e das condi¢bes do
meio em que se encontra. Plantas oriundas de semente apresentaram uma reserva maior de
agua (diferenca entre MFPA e MSPA), no que denominamos hidrénquima, presentes no

hipocdtilo das plantulas e no cortex do caule de plantas adultas (LINA e ELOISA, 2018). A
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planta oriunda de semente, dessa forma, pode ter feito uso dessa reserva acumulada, como
estratégia de sobrevivéncia, observada pela diminuicdo no didmentro do caule apds serem
submetidos a déficits hidricos por um periodo de 32 dias, ¢ menores ¥s, observados para
tratamentos com plantas por sementes aos 28 e 32 dias. Dessa forma, as plantas de semente
utilizam agua armazenada para satisfazer suas demandas hidricas e manter a fotossintese, se
mantendo vistosa por mais tempo apds serem submetidas a essa condigdo, similar a resultados
encontrados por Silva et al. (2010) com Erythrina velutina.

As plantas que se desenvolvem em condi¢Ges ambientais estressantes, como as que
ocorrem em regides aridas e semiaridas, para superar a limitacdo de agua e deficiéncia de
nutrientes, muitas vezes impostas pelo solo, apresentam varios mecanismos para lidar com
esses fatores adversos (PAES DE MELO et al., 2022). A diferenca entre os métodos de
propagacdo, provavelmente, estd relacionada a evapotranspiracdo das plantas, o que pode
indicar que mesmo se tratando da mesma espécie, ha mecanismos metabdlicos diferenciados
em relagdo a superacdo do estresse hidrico. A partir deste limite sua sobrevivéncia ao estresse
hidrico estara fortemente relacionada ao metabolismo intrinseco da espécie.

Ao perder &gua, pela respiracdo foliar, cria-se na folha um déficit que é a forca de
sucgdo com que parte da agua do solo entra na planta, uma vez que essa forca se dd em todo o
sistema vascular. Ela depende da temperatura do ar e da umidade relativa. Essa tensdo, que
chamamos de “potencial matricial foliar”, foi maior em plantas de sementes do que em
estacas. As estacas, formadas de material lignificado, possuem o tecido mais resistente e
sentem menos com a supresséo hidrica, refletindo em valores mais negativos de s e ¥s a0
longo do tempo. Em ambos o0s casos, propagacdo via estaca e sementes, as plantas ndo
apresentaram sintomas visiveis de murcha foliar, ou seja, esgotamento hidrico foliar causado
por estresse osmatico e reducdo do crescimento.

O ¥ ndo variou significativamente ao longo dos tratamentos para plantas propagadas
por sementes, apenas apés 21 dias, 0 que € muito interessante para a cultura, visto que as
folhas sdo consumiveis. Queiroz et al. (2015) em experimento com ora-pro-nobis (estacas)
observaram que também n&o houve diferencas no potencial foliar em plantas oriundas de
estaca, enquanto em nosso experimento, o s variou estatisticamente a partir dos 28 dias de
supressdo hidrica para estacas e demonstrando valores inferiores ao encontrado para E.
velutina (Ws=-0,79 MPa), uma fabaceae, muito abundante na Caatinga (Leite et al., 2022). O
Ps reflete o balango entre a &gua perdida pela evapotranspiracdo e a disponivel no solo
(BHASKAR, ACKERLY, 2006), mas observa-se que a umidade no solo se manteve alta por
um periodo de 4 dias ap0s suspensdo da irrigacao sob condicdes de casa de vegetacdo e uma
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temperatura ambiente de 18,9 £ 1,7°C durante a condugdo do experimento. Dessa forma, a
ora-pro-ndbis apresentou valores bem menores aos encontrados para outras culturas como o
milho (Zea mays) em que foram observados valores de -0.75 MPa por Veroneze-Junio et al.
(2020); para o feijao (Phaseolus lunatus L.) valores de -0,44 MPa por Nascimento et al.
(2019), e -0,07 MPa, encontrado por Queiroz et al. (2015) em trabalhos com a mesma cultura,
Pereskia aculeata.

Apesar das plantas oriundas de sementes terem um maior nimero de folhas e diametro
em todos os tratamentos, como esperado, a MFPA reduziu 41,13% e 22.98% para plantas de
sementes e estacas respectivamente (Fig. S3) aos 32 dias de supressdo, em relagdo ao
controle, assim como observado em outras cactaceas quando submetidas a algum tipo de
estresse como diferentes variedades de Opuntia ficus (ARBA et al., 2018) e em pitaya
(Stenocereus stellatus) que apresentou ganhos nos frutos com uma maior disponibilidade
hidrica. De forma e visando produtividade foliar, plantas propagadas por estacas sdo mais
interessantes, pois ndo houve diferenca significativa ao longo do tempo. Queiroz et al. (2015),
com base na curva de retencdo de agua do substrato, e médias do potencial matricial entre -
0,01 MPa e -0,07 MPa, observaram que a acumulacdo de massa seca (MSPA) nas folhas
(reducdo de 21,4%) foi menos afetada do que nos caules (reducdo de 48,1%) e nas raizes
(reducéo de 63,7%).

A baixa disponibilidade hidrica comprometeu também o teor de clorofila na folha,
indicado pelo indice SPAD, uma diferenca significativa de 67.5% inferior entre plantas
(sementes) submetidas a um estresse hidrico de -70.10 MPa aos 32 dias, em relacdo ao
controle, sugerindo menores teores de clorofila na folha, o que indica forte impacto
metabdlico advindo da deficiéncia hidrica. Ainda assim, outras espécies de cactaceas
apresentam alta taxa de sobrevivéncia nos primeiros seis meses de privacdo de agua,
chegando a oito meses, como é o caso da as A. tetragonus e M. curvispinus (LINA e ELOISA,
2018). Paralelamente as leituras utilizando o Greenseeker, refletem valores coerentes com o
potencial matricial no solo e suas médias apresentam uma boa correlacéo de -0.92 e -0.74 para
sementes e estacas, demostrando um grau de correlacdo inversamente proporcional. Ou seja,
guanto maior o estresse hidrico submetido, menor o teor de verde da planta aferido com o
SPAD, sendo observadas diferencas significativas aos 32 dias. Em casos prolongados irdo
resultar em plasmolise e descolamento da membrana plasmatica da parede celular, como
aponta Lamers et al. (2020), governado por um conjunto de relacGes gerais entre as
propriedades do caule e da folha em Pereskia sp. (EDWARDS, 2006).


https://www.compart.com/en/unicode/U+00B1
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Sob baixa precipitagdo média anual e baixo indice de umidade, a planta tende a ficar
exposta a um estresse hidrico ou condi¢bes desfavordveis de disponibilidade hidrica. Uma
resposta a essa condi¢cdo € o comportamento conservador estomatal e uma estratégia de
enraizamento especifica. Um enraizamento raso e de raizes longas que permite uma resposta
mais rapida as chuvas, além de serem desconectadas do solo em condigdes de seca por
mecanismos semelhantes aos cactos suculentos sem folhas e caules (EDWARDS e DIAZ,
2006). No caso de experimento em casa de vegetacao, as plantas investiram em mais recursos
para emissdo de raizes com rapido desenvolvimento subterraneo em direcédo ao fundo do vaso
e uma concentracdo em maior quantidade no terco inferior do vaso, permitindo o acesso a
camadas mais profundas de solo Umido, devido a fonte de &gua que foi disponibilizada por
capilaridade, antes de sofrer um déficit hidrico. A area superficial e volume de raiz foram
diferentes entre os meios de propagacdo e maior para sementes. Essa caracteristica pode ser
associada a elevada capacidade invasiva em &reas nas quais essa planta é considerada
infestante (HORTON e CLARK, 2001; PATERSON et al. 2011).

Conclusdes
A respiracdo microbiana foi maior nos tratamentos controle e com 32 dias quando

propagados por sementes e aos 21 dias e sob irrigacdo constate quando propagados por
estacas.

A ora-pro-nébis apresentou uma tolerncia maior que a j& relatada na literatura de -
88,67 kPa em relacdo a -70 kPa, respectivamente, quando propagada por estacas, justificando
seu potencial de propagacéo.

A propagacdo por sementes demonstrou maior massa seca de parte aérea, 0 que é
muito significativo, uma vez que as folhas sdo utilizadas como alimento. Essas também
apresentaram maiores valores de area e volume de raiz, o que favorece uma maior exploracédo

do solo e aproveitamento de assimilados.
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Apéndice A

Tabela S1: Resultado da analise quimica do Latossolo Vermelho distroférrico tipico (LVdf)
utilizado como substrato no experimento.

A C
mostras a g

I 24 0,6 0,3 02 04 73 0,6 1 7,8

I 18 0,3 0,1 03 O 2,5 0,5 0,5 2,9
Il 84 0,3 0,5 02 O 2 0,9 0,9 2,9
Meédias 42 0,4 0,3 02 01 39 0,7 0,8 4,5
pH M.O. P-Rem Zn Cu Fe Mn V m

daglkg'

| 4.8 3,7 3 1,1 8,7 525 1162 7 42

I 5,4 1,6 2,4 04 49 50 13,1 15 0

11 4.8 1,2 2,4 0 07 146 15 32 0

Médias 5 2,2 2,6 05 48 39 436 18 14

SB= Soma de bases, t= CTC efetiva, T= CTC potencial a pH 7,0, M.O.= Matéria organica, P-

Rem = Fosforo remanescente, V= Saturacdo por bases da CTC, m= Saturacdo por aluminio.
Fonte: Curi, 2017.

Tabela S2. Andlise fisica do Latossolo (horizontes A e Bw) no campus da Universidade
Federal de Lavras.

Argila  Silte Areia Dp Ds  VTPcalc Macro Micro DMG DMP

Atributos
fisicos - -dagkgl---- _gom*- R e um--
LV A 62,70 1855 18,75 2,67 0,92 0,68 0,30 0,37 471 4,93

LV Bw 67,09 17,79 1512 297 0,98 0,62 0,20 041 489 4,96

Didmetro de poro (pm)
>145 143-73 73-50 50-30  30-9 9-29 29-0,2 <0,2

LVA 0,208 0,017 0,001 0011 0,013 0,023 0,031 0,303
LvBw 0,152 0,061 0,031 0031 0045 0,020 0,015 0,319

Dp (densidade de particulas) obtidos pelo método do picndmetro; Ds (densidade do solo) obtido
pelo anel volumétrico; VTPcalc (volume total de poros calculado), Macro (macroporosidade) e
Micro (microporosidade) obtidos pela unidade de suc¢do; DMG (diametro médio geométrico) e
DMP (didmetro médio ponderado), obtidos pelo pré-umedecimento. Fonte: Curi, 2017.

Tabela S3. Autos vetores de dados da PCA para os parametros mensurados durante o
experimento com Pereskia aculeata e diferentes regimes hidricos.

PC1 PC2 PC3 PC4
pot_solo 0.29778704 0.101547 0.509058 -0.20319
foliar_fresca -0.39542504 0.286208 0.151162 -0.03451

foliar_seca -0.37563247 0.193892 0.332277 -0.18647
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volume_raiz -0.286357 -0.3724 0.103812 0.20747
altura -0.04812526 -0.51125 0.047895 0.13678
peso_raiz_um -0.40020662 -0.25305 0.11785 -0.04873
raiz_seca -0.37163119 -0.2758 0.097099 -0.07736
CBM -0.19910958 0.094302 -0.75141 -0.12538
respiracao_basal 0.03657475 0.313091 0.080211 0.797067
diametro -0.28923231 0.456192 0.012971 -0.22967
greeseeker -0.32654716 0.122417 0.00158 0.385819
Importance of components:

PC1 PC2 PC3 PC4
Standard deviation 2.0644 1.5323 1.02039 0.94206
Proportion of Variance 0.3874 0.2135 0.09465 0.08068
Cumulative Proportion 0.3874 0.6009 0.69552 0.7762

PC7 PC8 PC9 PC10
Standard deviation 0.65928 0.53805 0.41605 0.25665
Proportion of Variance 0.03951 0.02632 0.01574 0.00599
Cumulative Proportion 0.94829 0.97461 0.99034 0.99633

Figura S1: Curva de retengdo de agua do Latossolo (horizontes A e Bw) no campus da

Universidade Federal de Lavras
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Figura S2. Fotografia das raizes de plantas oriundas de semente de acordo com os respectivos tratamentos. Da esquerda para direita: Controle, tratamento
com 7 dias, 14 dias, 21 dias e 28 dias de estresse hidrico e os respectivos potenciais do solo (MPa), volume (mmg3), area (mm?2) e comprimento

Ys 0 -8,71 -18,85 -54,92 -81,68

b ¢ 0,47 0,73 1,76 0,98 1,67
Vol. 21012,07 18163,04 14657,72 9259,49 7894,97
Area  25123,39 43280,50 30833,48 28302,05 21507,88
comp. 99,55 102,85 83,76 88,53 72,27

Figura S3. Fotografia das raizes de plantas oriundas de estacas de acordo com o0s respectivos tratamentos. Da esquerda para direita:
Controle, tratamento com 7 dias, 14 dias, 21 dias e 32 dias de estresse hidrico e 0s respectivos potenciais do solo (MPa), volume (mms3),
area (mm2) e comprimento (cm).
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Figura S4. Plantas oriundas de sementes e estacas e submetidas aos tratamentos controle, com 14 dias e 32 dias de supressao de irrigacéo.
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Figura S5. Plantas de Ora-pro-nobis oriundas de estaca e sementes sob irrigacdo constante ao longo do tempo.
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ARTIGO Il — Bactérias associativas e promotoras de crescimento coinoculadas em
feijao-caupi (Vigna unguiculata I. walp.) e em ora-pro-nébis (Pereskia aculeata)

Resumo

O objetivo do trabalho foi avaliar se ha interacdo sinérgica entre estirpes associativas
isoladas anteriormente de ora-pro-ndbis e rizobios coinoculadas em feijao caupi e
inoculadas em ora-pro-nobis. Um experimento para cada espécie foi implantado em
delineamento experimental em blocos ao acaso, com 11 tratamentos e 4 repetigdes. Foi
mensurada a massa fresca da parte aérea (MFPA) e raiz (MFR); massa seca da parte
aérea (MSPA) e raiz (MSR), total (MST); nimero e massa seca de nddulos (NN e
MSN) para feijao-caupi, altura de planta, indice SPAD e eficiéncia em relagdo ao
tratamento com alta concentracdo de N mineral (EFCN). O presente estudo demonstrou
que a coinoculacdo com diferentes estirpes associativas separadamente néo interferiram
na formacdo da massa seca da parte aérea e raiz do feijdo-caupi. As estirpes isoladas
previamente de OPN, embora apresentem fixacdo bioldgica de nitrogénio de forma
associativa em trabalhos anteriores, ndo apresentaram resultados esperados no ensaio
com OPN significativamente.

Palavras-chave: Fixacdo biologica de N,. Azospirillum. Promocao de crescimento.

Introducéo
Para atender o consumo de alimentos que aumenta com o0 crescimento

exponencial da populacdo, é necessario procurar por formas de se expandir a producéo,
sem elevar seus custos e minimizando impactos ambientais. Investimento em
“tecnologias limpas”, ou seja, que sejam capazes de reduzir desperdicios e prejuizos ao
meio ambiente, sdo praticas necessarias para atingir esse desafio. A redugdo ou
substituicdo do adubo nitrogenado pela inoculagdo com bactérias fixadoras de
nitrogénio atmosférico (BFN) que nodulam leguminosas (MOREIRA e SIQUEIRA,
2006) é uma delas. Essas bactérias geralmente sdo multifuncionais e também podem
contribuir para a promogéo de crescimento vegetal por outros processos (SILVA et al.,
2022).

O feijdo-caupi (Vigna unguiculata L. Walp.) conhecido popularmente como
feijdo-de-corda, feijdo de praia ou fradinho € uma leguminosa de grande importancia
socioecondmica no Norte e Nordeste do Brasil e cultivada na Africa ha mais de 2 mil
anos na agricultura tradicional (KINUPP, 2014; OLIVEIRA et al., 2015). Apresenta boa
tolerancia as altas temperaturas e ao estresse hidrico, além de possuir altos teores de

proteinas, carboidratos, fibras, minerais e pouco teor de lipideos, sendo uma importante
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fonte de proteina vegetal, de baixo custo, tornando uma alternativa para a alimentacao
humana (FROTA et al., 2008).

Entretanto, a deficiéncia de nutrientes no solo, sua disponibilidade e o baixo teor
de matéria orgénica podem comprometer o bom desenvolvimento da planta e por isso se
faz importante a utilizagdo de tecnologias para sanar a baixa fertilidade do solo, por
exemplo. Aplicacdo de cepas eficazes de rizobio como biofertilizantes para melhorar a
producdo de leguminosas € uma abordagem importante na agricultura sustentavel, pois
contribui para a reducdo da adubacdo mineral. Os fertilizantes nitrogenados sdo caros e
responsaveis por altas emissdes de gasses de efeito estufa (GEES) durante sua producgéo
e a fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN) representa uma alternativa ambiental e
economicamente viavel garantindo a preservacdo do ecossistema e melhoria na
qualidade do solo (LENGWATI, MATHEWS e DAKORA, 2020).

Trabalhos desenvolvidos anteriormente indicam melhor rendimento, satde da
planta e nodulacéo das leguminosas quando coinoculadas com rizobactérias promotoras
de crescimento de plantas (RPCPs), em compara¢do com a inoculacdo apenas com
rizobio (BARBOSA et al. 2021; NAOE et al. 2020). Isso se torna ainda mais importante
quando se fala de solos da zona tropical que sdo, em geral, pobres em nitrogénio,
requerendo suprimento nutricional desse elemento para obtencdo de maiores
produtividades. Além disso, a coinoculacdo desses microrganismos pode mitigar 0s
efeitos do estresse hidrico nas plantas (STEINER et al. 2020; BARBOSA et al. 2021).

Por outro lado, a fixagdo ocorre também por diazotréficos de vida livre, como as
bactérias do género Azospirillum que estimulam o crescimento de plantas ndo
leguminosas. Azospirillum brasilense Ab-V5 ja é oficialmente recomendada para
producdo de inoculantes para arroz, milho, trigo e braquiaria no Brasil (HUNGRIA et
al., 2016). Além disso, Azospirillum é um género comumente usado como inoculante,
devido a sua versatilidade quanto & fixacdo de nitrogénio, producdo de horménio e
solubilizacdo de fosfato (BASHAN, HOLGUIN, DE-BASHAN, 2004; HOSSAIN et al.,
2015).

Na busca por menores gastos com insumos e impactos ambientais a
coinoculagdo de Bradyrhizobium com bactérias associativas do género Azospirillum
merecem aten¢do a fim de encontrarmos novas técnicas para aumentar e aperfeigcoar a
eficiéncia na utilizacdo de nitrogénio pela planta. Askar et al. (2020), Vega et al. (2020),
Bonatelli et al. (2021) relatam associacdes que podem ocorrer entre bactérias e cactos,

favorecendo as plantas quanto ao estresse abidtico, nos quais, e com base nessas
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informagdes, podemos supor que pode haver interagcdes sinérgicas entre essas estirpes
associativas e o feijdo caupi quando coinoculadas.

Estudos anteriores desenvolvidos por VEGA et al. (2020) constataram que o alto
teor de proteina nas folhas de ora-pro-ndbis (Pereskia aculeata Mill.) ndo estd
relacionado com a matéria orgénica ou teor de N no solo. Além disso, foi demonstrada a
ocorréncia e diversidade de RPCP nas raizes de ora-pro-ndbis, em que Azospirillum foi
0 género de bactéria diazotréfica predominante nas raizes e na rizosfera de ora-pro-
nobis, nos fazendo questionar sobre a promocao de crescimento de OPN por FBN
guando em associa¢do com RPCP.

Embora pertenca a familia Cactacea, a ora-pro-nobis (Pereskia aculeata M.)
apresenta folhas verdadeiras (GARCIA et al., 2019) e possui elevado contetudo de
proteinas em sua massa seca (22,9% a 28,6% w/w) (FARIA et al., 2019; MERCE et al.,
2001; VEGA et al., 2020) se comparados a abobora com 4,75% (HASHASH et al.,
2017) e espinafre com 19,10% de proteina (KAVITHA et al., 2013) e dentro da faixa
encontrada para leguminosas, que pode variar de 17% em feijOes até 45% na soja
(MAPHOSA e JIDEANI, 2017). O alto teor de proteina das leguminosas € atribuido a
sua simbiose com a atividade das bactérias fixadoras de nitrogénio em suas raizes, além
de compostos antioxidantes (RIBEIRO et al., 2021), constituindo-se em uma alternativa
para melhoria da qualidade e da seguranca alimentar.

A inoculacdo de microrganismos é uma pratica comum na agricultura e muito
bem embasada, todavia quando em conjunto com outras rizobactérias promotoras de
crescimento de plantas (RPCB), a co-inoculagdo, como é conhecida, sdo relatados
efeitos positivos a planta e na fxacdo biologica (FERREIRA et al., 2018; OLIVEIRA
LONGATTI et al., 2013). Nesse sentido, os objetivos do trabalho foram: Verificar a
promocdo de crescimento do feijdo-caupi, cultivar “Quarentao” e a eficiéncia simbidtica
pela coinoculagédo da estirpe UFLA0384 (Bradyrhizobium viridifuturi sv tropici) com
estirpes associativas anteriormente isoladas de Pereskia aculeata; e testa-las

separadamente como fixadores de N, em OPN.

Material e Métodos
Dois ensaios foram conduzidos em delineamento experimental de blocos ao

acaso em casa de vegetacdo e condicOes axénicas, no Departamento de Ciéncia do Solo
da Universidade Federal de Lavras. O ensaio | com feijdo caupi (cultivar Quarentéo) foi

implantado no dia 30 de maio de 2021 e os tratamentos foram: T1 — sem inoculagéo e
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com alta concentracdo de N mineral (52.5 mg.L™"); T2 - sem inoculacdo e baixa
concentracdo de N (5.25 mg.L™); T3 - inoculado com a UFLA0384 (Bradyrhizobium
viridifuturi sv tropici) atualmente autorizada pelo MAPA (Ministério da Agricultura,
Pecuéria e Abastecimento) como um dos inoculante para feijao-caupi; T4 — UFLA0261
(Bacilus safensis) + UFLA0384; T5 — UFLAO0267 (Azospirillum brasiliense) +
UFLAO0384; T6 - UFLAQ0306 (Pseudomonas sp.) + UFLAO0384; T7 - UFLA324
(Azohydromonas australica) + UFLA0384; T8 — UFLAO0346 (Azospirillum sp.) +
UFLAO0384; T9 — UFLAO0327 (Azospirillum brasiliense) + UFLAO0384; T10 -
UFLA1086 (Dyella sp.) + UFLA0384 e T11 - MIX composto pelas estirpes UFLA261,
UFLAO0267, UFLA0306, UFLA0324, UFLA 346 e UFLA 327, que foram previamente
isoladas de raizes de plantas de ora-pro-nobis (Pereskia aculeata) como descrito por
Vega et al. (2020). O ensaio Il foi implantado no dia 05 de julho de 2021 e testados em
ora-pro-ndbis os seguintes com os mesmos tratamentos sem a UFLA0384. Cada ensaio
totalizou 11 tratamentos com quatro repetigdes, totalizando 44 unidades amostrais.

Tabela 1. Origem (local e ambiente de onde foi isolada), grupo fenotipico das estirpes
diazotroficas que foram utilizadas no trabalho. (COSTA et al. 2019; VEGA et al. 2020)

NUm

Estir Lo Am Grupo ero de

pes cal biente fenotipico Identificagdo acess
0

UFLA Ro Past B. viridifuturi sv ASM2
0384 ndonia agem tropici 28953v1

UFLA ljac P. HQ28
0261 i aculeata LPAO Bacillus safensis 4924

UFLA ljac P. KP67
0267 i aculeata CMGB A. brasiliense 6404

UFLA ljac P. Pseudomonas KF31
0306 i aculeata CMGB sp. 7736

UFLA Itu P. NR_1
0325 mirim aculeata CMGB A. agricola 48768

UFLA ljac P. AB54
0346 i aculeata LPSO Azospirillum sp. 2383

UFLA ljac P. Azohydromonas NR_O
0324 i aculeata UESO australica 41243

UFLA ljac P. KP67
0327 i aculeata CPAO A. brasiliense 6403

. Ana

UFLA Mi JX17

1086* guelio denanthera LIMB Dyella sp. 3884

colubrina
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LPAO (lente, pouca, aquosa e opaco); CMGB (convexa, moderada, gomosa e brilhante); CPAO
(convexa, pouca, abundante e opaco); UESO (umbilicada, escassa, seca e opaco). *Cresc. Rapido; pH
neutro/alcalino; LIMB (lente; irregular; EPS moderado; creme brilhante e consist. massa butirica).

As sementes em ambos os experimentos foram desinfestadas superficialmente
com alcool etilico a 70% (30s), peroxido de hidrogénio 3% por 3 minutos e, em
seguida, lavadas em agua destilada estéril. Os tubetes com capacidade de 250 mL de
substrato e previamente lavados com hipoclorito de sodio a 2,5%, foram autoclavados 2
vezes, entre 24 horas, & pressdo de 1,5 kg cm™, a 121°C e por 40 minutos com uma
mistura de areia e vermiculita (1:1). Apds a emissdo da radicula, as sementes
germinadas de ambas as espécies e de tamanho uniforme foram transferidas para os
tubetes.

Para preparo dos inoculantes, col6nias isoladas das estirpes bacterianas (com
excecdo da UFLAO0384 e Dyella) foram crescidas em meio de cultura liquido Nfb
(DOBEREINER et al., 1995) reduzido o 4cido mélico para 0,59 L™ e acrescido a
mesma quantidade de manitol e sacarose (MAGALHAES, 1981) e a estirpe UFLA0384
crescida em meio YM liquido, mantidos por 24 horas sob agitacdo de 110 rpm, a 28° C.
Bradyrhyzobium cresceu em 72 horas.As bactérias foram separadas do meio liquido por
centrifugacgéo (5 min - 2.200 rpm) e ressuspendidas em 40 mL de solucéo salina 0,9%.
As plantas, nos respectivos tubetes foram inoculadas com 1 mL de solucdo com a
bactéria referente a cada tratamento. Para os tratamentos coinoculados foi utilizado 1
mL de solugdo com ambas as estirpes na proporgao 1:1 (v/v) e para o0 MIX utilizamos 1
mL de solucdo contendo todas as estirpes.

As plantas receberam solucdo nutritiva (HOAGLAND e ARNON, 1938) a cada
trés dias, mantendo-se o substrato a 60% da capacidade maxima de retencdo
(previamente determinada) através da pesagem do substrato. A solu¢cdo com adicdo de
alta concentragdo de nitrogénio mineral N+ (52,5 mg.L™), aplicada no tratamento T1,
com o seguinte composicao de solucdes de estoque adicionadas a 4 litros de agua: 4 mi
de 236,16 g.litro? CaN,0g4H,0; 1 ml de 115,03 g.litro* NH4H,PO4; 6 ml de 101,11
g.litro? KNO3; 2,0 ml de 246,9 g.litro MgSO4 7H,0; 1 ml de 10 g.litro™ FeCls; e 1 ml
de micronutrientes (2,86 mg.litro*HzBO3; 2,03 mg.litro™ MnSO, 4H,0; 0,22 mg.litro™
ZnS0, 7H,0; 0,08 mg.litro™ CuS0O,5H,0; e 0,09 mg.litro™* Na,MoO, H,0), e um com
baixa concentracdo de mineral nitrogénio N- (5,25 mg.L™), aplicado no tratamento T2,

com a seguinte composicao de solugdes de estoque adicionada a 4 litros de agua: 0,4 mli
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de 236,16 g.litro™ CaN,0g 4H,0; 0,1 ml de 115,03 g.litro*NH4H,PO,; 0,6 ml de 101,11
g.litro.; KNOg; 2,0 ml de 246,9 g.litro MgSO, 7H,0; 3,0 ml de 87,13 g.litro*K,S0y4;
10 ml de 12,6 g.litro CaH4P,0s - H,0; 200 ml de 1,72 g.litro™ CaSO4 2H,0; 1 ml de
10 g.litro™ FeCls; e 1 ml de micronutrientes.

As plantas de feijéo caupi foram coletadas aos 74 dias e a ora-pro-nobis, com 66
idias, apds a semeadura, para a avaliacdo da massa fresca da parte aérea (MFPA) e da
raiz (MFR); massa seca da parte aérea (MSPA), da raiz (MSR) e total (MST); numero e
massa seca de nddulos (NN e MSN) para feijao-caupi, altura de planta, indice SPAD
(indice que avalia o desempenho fotossintético da planta utilizando clorofilémetro 502
plus) e eficiéncia em relagdo ao tratamento com alta concentragdo de N mineral
(EFCN). Para a determinacdo da MSPA e da MSR, a parte aérea e as raizes foram
acondicionadas em sacos de papel e colocadas para secar em estufa de circulacdo
forcada de ar, a 60°C, até atingirem peso constante. A eficiéncia relativa de cada
tratamento calculada pela seguinte formula:

MSPAtratamento * 100
MSPA

Onde, MSPA no denominador é do tratamento com alta concentracdo de N mineral.

EFCN =

Imagens das raizes foram obtidas, distribuidas uniformemente, sem
sobreposicdo, em bandejas plasticas de polietileno com fundo contrastante e de tamanho
conhecido, com maquina digital semiprofissional a altura do peito. Apds a digitalizacéo,
as imagens foram corrigidas, alinhadas e analisadas com o software SafiraR©
(Stonway, Brasil) com limiarizagdo manual de 130 pontos, aproximadamente, para
estimar as seguintes varidveis radiculares: comprimento radicular (cm), area radicular
(mm?2) e volume radicular (mm?3). Os dados foram submetidos a analise da variancia e as
médias foram comparadas pelo teste Scott-knott a 5% de probabilidade, utilizando o
Software R version 4.0.5.

Resultados
Os resultados obtidos referentes as médias de MFPA, MSPA, MSR, EFCN e

namero de nédulos no primeiro ensaio, com feijao caupi, estdo representados na tabela
2. Para essas variaveis analisadas ndo houve diferencas significativas entre os

tratamentos.
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Tabela 2. Valores médios de massa seca da parte aérea (MSPA), da massa seca da raiz (MSR),
Eficiéncia em relacdo ao tratamento com alta concentracdo de N mineral (EFCN) e nimero de
nddulos em funcdo dos tratamentos testados em feijdo caupi “Quarentdo” em condi¢des axénicas

60 dias ap6s plantio de sementes pré-germinadas.

MSPA MSR N° de

Tratamento (9) (9) EFCN nddulos

1. Trat. 0,63 0. I
com N 7 325 100.00

2. Trat. 0,48 0. I
sem N 1 295 85.49

0,57 0. H

3.U0384 9 300 91.58 9

4. 0,63 0. H
U0261+0384 3 327 99.70 3

5. 0,60 0. H
U0267+0384 8 313 95.07 4

6. 0,49 0. ¢
U0306+0384 0 283 75.99 1

7. 0.64 0. ¢
U0324+0384 6 287 103.84 3

8. 0.57 0. ¢
U0346+0384 0 327 90.08 7

9. 0.62 0. H
U0327+0384 8 383 101.04 5

10. 0.60 0. H
U1086+0384 0 342 92.90 9

11. MIX- 0.62 0. H
OPN 7 277 97.64 7

CV: 0,00. Médias seguidas das mesmas letras na coluna nao diferem entre si pelo teste de
Scott-knott a 5% de significancia.

Por sua vez, foram observados valores maiores de SPAD para o tratamento com
nitrogénio mineral, uma média de 66,69 seguido dos tratamentos coinoculados com
UFLAO0306+0384 e UFLA0261+0384. O tratamento que apresentou menor SPAD foi o
coinoculado com UFLAO0346+0384 e os demais se mantiveram com valores médios. As
médias de SPAD dos tratamentos diferem entre o tratamento com N mineral e demais
tratamentos coinoculados e o tratamento sem N mineral e sem inoculacao.

Né&o foi observada nodulagdo nos tratamentos com alta e baixa concentragao de
N mineral, evidenciando as condi¢fes axénicas do experimento conduzido em casa de
vegetacdo. A MFN e altura se comportaram da mesma forma, ndo apresentando
diferenca significativa entre os tratamentos, exceto quando coinoculado com
U0306+0384 (Fig. 1).
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Figura 1. Valores médios de Massa Fresca de Nodulos (MFN) e altura em funcdo dos tratamentos
testados em feijdo caupi, cultivar Quarentdo, sob condigdes axénicas e casa de vegetacdo. Letras

minUsculas comparam os tratamentos entre si sob as mesmas condi¢des de experimento.

Os resultados da analise de componentes principal (PCA) (Fig. 2) entre as

variaveis bioldgicas para os tratamentos avaliados durante o experimento explicam
53,4% da variancia total (PC1, 31,2% e PC2, 22,2%). Os valores dos vetores

seguem em anexo (Tabela S1).
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Figura 2. Componentes principais (PC1 e PC2) dos resultados avaliados e caracteristicas morfoldgicas da
planta de feijao-caupi (Vigna unguiculata L. Walp.). T1- Alta concentragdo de N mineral (1 a 5); T2 -
Sem inoculagdo e baixa concentracdo de N (6 a 10); T3 - B. viridifuturi sv tropici (11 a 15); T4 — B.
safensis + B. viridifuturi sv tropici (16 a 20); T5 — A. brasiliense + B. viridifuturi sv tropici (21 a 25); T6
— Pseudomonas sp. + B. viridifuturi sv tropici (26 a 30); T7 — Azohydromonas australica + B. viridifuturi
sv tropici (31 a 35); T8 — A. sp. + B. viridifuturi sv tropici (36 a 40); T9 — A. brasiliense + B. viridifuturi
sv tropici (41 a 45); T10 - Dyella sp. + B. viridifuturi sv tropici (46 a 50); e T11 — B. safensis + A.
brasiliense + Pseudomonas sp. + Azohydromonas australica + Azospirillum sp.+ A. brasiliense (51 a 55).

O SPAD apresentou uma baixa correlagcdo negativa significativa em relagcdo aos
nodulos (n° de ndédulos, MFN, MSN) como podem ser observadas na matriz de

correlagéo (Tab. 3).
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Tabela 3. Matriz da correlagdo de Pearson entre as varidveis analisadas ao final do experimento com
feijdo-caupi.

n

o

n
PAD FPA FR FN Itura 6dulos SPA SR SN FCN

R 287 512

MF

N 0.285 0.323
Al-

tura .296 .819 579 0.018
n°n

6dulos 0.302
MS

PA 0.033 .711 .103 157
MS

021 241 145 .044 301

R .
MS

N 0.187 0.227 .093
EF

CN 0.063 .692 156 .204 = .693
Os valores em cor verde representam correlagdes mais positivas e as em vermelho, as correlaces
mais negativas e segundo a intensidade da cor.

Quando observados os valores para raiz do feijdo, ndo houve diferenca
significativa entre os tratamentos quanto ao volume, area e diametro.

Tabela 4. Valores médios de volume, area e diametro da raiz, em funcdo dos tratamentos

testados em feijdo caupi “Quarentdo” em condigdes axénicas.

Tratamento 0SS ol (o gl
Trat. com N 2999,70a 11096,70 64,25
Trat. sem N 3972,41a 12316,01 60,12
u0384 4127,80a 11641,53 53,97
U0261+0384 3051,78a 11094,44 55,77
U0267+0384 2202,45a 6604,27 46,75
U0306+0384 2043,22a 7952,92 48,36
U0324+0384 3059,55a 9857,49 58,18
U0346+0384 4261,28a 11932,40 74,15
U0327+0384 4350,28a 12349,26 55,22
U1086+0384 2064,26a 8452,06 51,92
MIX-OPN 2646,38a 8832,66 52,81

CV.: 0,00. MSPA: massa seca da parte aérea; MSR: massa seca de raiz; EFCN:
eficiéncia em relagdo ao tratamento com alta concentracdo de N mineral.
Médias seguidas das mesmas letras na coluna ndo diferem entre si pelo teste de
Scott-knott a 5% de significancia.
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Os resultados para inoculagdo em OPN foram similares entre si e também néo

apresentaram diferenca estatistica entre os tratamentos de inoculacdo utilizados, apenas

para MSPA e EFCN, em que o controle com nitrogénio mineral se destacou, de acordo

com as tabelas 5 e 6.

Tabela 5. Valores médios de SPAD, MFPA, MFR, MSPA, MSR e EFCN em
funcdo dos tratamentos testados em ora-pro-n6bis em condicdes axénicas.

T ratamentos SPAD  MFPA M(I;}Elanta_ll/)lSPA MSR  EFCN
. _ %
1. Trat. com N 26,84 a 548 a 273 a 0,86 a 0,795 a 100 a
2. Trat. sem N 2478 a 219 b 105 a 029 b 028 a 3589 b
3. UFLAO384 2569 a 216 b 096 a 029 b 0250 a 3547 b
4. UFLA261 3499 a 262 b 099 a 036 b 0328 a 4468 b
5. UFLA267 2206 a 1,949 b 093 a 028 b 0239 a 3268 b
6. UFLAO0306 2109 a 227 b 103 a 030 b 0250 a 3572 b
7. UFLA324 1764 a 270 b 1,07 a 038 b 0238 a 4590 b
8. UFLA346 2155 a 240 b 098 a 031 b 0271 a 39,12 b
9. UFLA327 2258 a 228 b 093 a 032 b 0230 a 39,98 b
10. UFLA1086 2054 a 213 b 0,99 a 032 b 0273 a 36,69 b
11. MIX-OPN 2118 a 237 b 098 a 031 b 0257 a 3745 b
12. MIX 10X 2069 a 181 b 081 a 024 b 021 a 2993 b

CV.: 0,00. SPAD: média de cinco leituras com o equipamento, Massa fresca da
parte aérea (MFPA), Massa frescad e raiz (MFR), Massa seca da parte aérea,
Massa seca de raiz (MSR) e eficiéncia em relacdo ao tratamento com alta
concentragdo de N mineral (EFCN). Médias seguidas das mesmas letras na
coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott-knott a 5% de significancia.

Tabela 6. Valores médios de n° de folhas, didmetro, altura, comprimento, &rea e
volume de raiz em funcdo dos tratamentos testados em ora-pro-nébis em condic6es

axénicas.
Tratamentos n° folhas Diametro Altura Comp.raiz  Area_raiz Vol_raiz
(mm planta™) ....(cmplanta®)....  (cmeplanta’) (cm?planta®)
1. Trat. com N 98 a 5,96 653 a 545 a 9958 a 2546 a
2. Trat. sem N 8,0 ¢ 3,99 415 a 1,89 a 3,045 a 0672 a
3. UFLAO0384 73 d 3,60 405 a 307 a 4610 a 1077 a
4. UFLA261 8,0 ¢ 4,23 465 a 229 a 2907 a 0574 a
5. UFLA267 75 d 3,68 420 a 286 a 4,019 a 0,748 a
6. UFLAO0306 75 d 3,82 480 a 19 a 2569 a 0465 a
7. UFLA324 8,0 ¢ 4,06 473 a 231 a 3363 a 0692 a
8. UFLA346 73 d 3,73 468 a 323 a 4861 a 1,022 a
9. UFLA327 70 e 3,76 520 a 388 a 5916 a 1,258 a
10. UFLA1086 6,3 f 3,70 475 a 361 a 5207 a 1,017 a
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11. MIX-OPN 83 b 399 a 455 a 217 a 3,110 a 0,755 a

12. MIX 10X 63 f 201 a 428 a 259 a 4039 a 0876 a
CV.: 0.00. Médias seguidas das mesmas letras na coluna ndo diferem entre si pelo
teste de Scott-knott a 5% de significancia.

Houve uma variacdo dos valores aferidos principalmente para SPAD e
altura de plantas, e também didmetro e nimero de folhas dentro dos respectivos
tratamentos.
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Figura 5. Box Splot da massa fresca e seca da parte aérea - MFPA (a), MSPA(b), massa fresca e
seca de raiz - MFR (c), MSR (d), SPAD (e), altura (f) e didmetro (g) de planta (f), n° de folhas (h)
e eficiéncia em relacdo ao tratamento com alta concentragdo de N mineral - EFCN (i) ao final do
experimento de OPN. 1. Trat. Com N; 2. Trat. Sem N; 3. MIX 10X; 4. MIX-OPN; 5. UFLA0306;
6. UFLAO384; 7. UFLA1086, 8. UFLA0261; 9. UFLAO0267; 10. UFLAO0324; 11. UFLA0327; 12.
UFLAO0346.

Discusséao

Foram observados nesses ensaios que para os resultados de MSPA e MSR nédo
demonstraram diferencas significativas, pois tanto os tratamentos inoculados e como 0s
coinoculados se mostraram similares ao tratamento com N mineral em alta e baixa

concentracdo de N (Fig. S1 e S2). A inoculacdo com as bactérias promotoras de
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crescimento de plantas — BPCP néo apresentou diferenca entre si para os parametros de

MSR e MSPA, e volume de raiz a planta ora-por-nobis.

A MSPA demonstrou uma correlagdo positiva com a EFCN (0,99) e altura,
(0,69), ainda que o SPAD tenha apresentado uma correlagdo negativa em relagéo aos
parametros de nddulos (n° de nddulos, MFN e peso). Isso pode ter ocorrido em funcao
de varidveis como reserva inicial da semente e o tempo de condugdo do experimento,

que pode ndo ter sido suficiente para expressar respostas diferentes, devendo ser maior.

Embora as funcbes das comunidades bacterianas endofiticas permanecam
desconhecidas em sua maioria, estudos realizados por Naoe et al. (2020), Steiner et al.
(2020) e Sheteiwy et al. (2021) apontam que as rizobactérias do género Azospirillum
tem como caracteristica promover o crescimento vegetal pela habilidade de biossintese
de fitohormdnios que contribui para 0 aumento do rendimento das culturas. Em nosso
experimento, o tratamento coinoculado com UFLA324+0384 (Azohydromonas
australica + B. viridifuturi sv tropici); UFLA0261+0384 (B. safensis + B. viridifuturi
sv tropici); UFLAQ0327+0384 (A. brasiliense+ B. viridifuturi sv tropici) e MIX (B.
viridifuturi sv tropici, Bacillus safensis, A. brasiliense, A. agricola, Azospirillum sp.,
Pseudomonas sp. e Azohydromonas australica) em relagdo ao tratamento sem N
apresentaram incrementos na MSPA de 17,7%, 15,5%, 14,59% e 14,41%
respectivamente, enquanto que o tratamento com N mineral apresentou um incremento

de 16,24%, esse Ultimo de forma significativa.

A coinoculacdo ndo apresentou diferencas significativas pelos parametros
mensurados. Carrillo et al. (2002) relataram também que a inoculacdo do solo com
Azospirillum aumentou o rendimento da massa da parte aérea (Pachycereus pringlei)
devido a fixacdo de nitrogénio e melhoria no sistema radicular quanto absor¢édo de agua

e minerais pela planta.

O SPAD indice é uma medida indireta do teor de clorofila da folha e pode ser
correlacionado com as concentracOes de N na planta (CEREZINI et al., 2017). A estirpe
B. safensis esta descrita na literatura como uma cepa eficaz em melhorar o crescimento
e a fisiologia da Brassica juncea (L.) sob estresse com Cd (NAZLI et al., 2021). O
tratamento coinoculado com UFLA0261+0384 (Bacillus safensis + B. viridifuturi sv

tropici) apresentou um maior nimero de nddulos, mas sem diferenca estatistica. Além
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disso, e como mostrado por Zgadzaj et al. (2015) algumas bactérias também podem

invadir os nddulos de leguminosas usando o fio de infec¢do induzida por rizébios.

Quando coinoculado com Pseudomonas sp., género que abrange estirpes
tolerantes a estresses abidticos (OZAWA et al., 2007), e B. viridifuturi sv tropici,
UFLAO0306+0384, observamos pouco crescimento em altura, sendo similar ao
tratamento sem inoculacdo e sem disponibilidade de N mineral, diferente
significativamente dos demais tratamentos e contrério ao resultado encontrado por
Steiner et al. (2020) em que a coinoculagdo com B. tropici e A. brasilense resultou em
plantas com maior altura e MSPA quando comparado com plantas ndo inoculadas, em
condi¢cdes ndo estressantes e estressantes. O tratamento UFLA0306+0384 foi o que
apresentou menor numero de nodulos, sem diferenca estatistica, entretanto demonstrou
uma maior eficiéncia em relacdo ao teor de verde da planta, aferido pelo SPAD,
provavelmente porque a planta teve armazenado uma maior concentracdo de

fotossimilados em um volume menor de planta.

Os tratamentos que apresentaram maior nodulacdo foram o inoculado com
UFLAO0384 (B. viridifuturi sv tropici) e os coinoculados com UFLA0324+0384
(Azohydromonas australica + B. viridifuturi sv tropici) e UFLA0346+0384 (A. sp.+ B.
viridifuturi sv tropici) sem diferencdo estatistica. As bactérias do género Azospirillum,
destacam-se dentro do grupo de microrganismos diazotrofico endofitico por apresentam
aptiddo como FBN (HUERGO et al. 2008; MARQUES et al. 2017) e promovem 0
crescimento vegetal por meio da producéo de fitohorménios (FUKAMI et al., 2018).
Quando observamos no feijao-caupi, talvez a diferenca se tornasse maior em funcéo do
volume da dose aplicada e em uma época do ano diferente, pois a eficiéncia da fixacao
bioldgica pode sofrer interferéncias também de fatores como temperatura, umidade do
solo (MICHEL et al., 2020, SHETEIWY et al., 2021).

A MSN e nimero de nodulos pouco correlacionaram com a altura nesse
experimento, porém na literatura encontramos resultados positivos com coinoculagdo na
promocdo de crescimento de plantas (HUNGRIA et al. 2013; RONDINA et al. 2020;
STEINER et al. 2020; BARBOSA et al. 2021) e também na tolerdncia ao estresse
hidrico pela planta e em interacdo com Azospirillum (CORTES-PATINO et al., 2021).
Talvez tenha ocorrido em funcéo da fisiologia da planta de OPN e época de implantacéo

do experimento que ocorreu entre 0s dias 30 de maio e 05 de agosto de 2021.
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A MSR apresentou uma correlagdo de Pearson positiva e significativa (p < 0,05)
com a MFPA, entre os tratamentos. Ao observamos os graficos da figura 2 e as imagens
das figuras S1 e S2, os tratamentos UFLAO0384 (B. viridifuturi sv. tropici), UFLA0261
(B. safensis) + 0384 e as estirpes UFLA0346 (Azospirillum) + 0384 e UFLA0327 (A.
brasiliense) + 0384 se mostraram positivamente, corroborando trabalhos quanto aos
beneficios da interacdo com Azospirillum (RONDINA et al. 2020; CORTES-PATINO

et al. 2021) em feijao-caupi.

O tratamento MIX, no qual estdo presentes todas as estirpes inoculadas
separadamente em outros tratamentos, ndo se mostrou melhor significativamente para
nenhuma das variaveis avaliadas e ndo apresentou vantagens sobre as coinoculacdes.
Entretanto, em trabalho desenvolvido por Silva et al. (2012), a medida que se elevou a
taxa de indculo, aumentaram a nodulagdo e a contribuicdo da FBN para o crescimento
de plantas de feijdo-caupi. Isso nos leva a pensar que poderiamos ter observado
diferencas maiores se houvéssemos inoculado de forma parcelada ao longo do tempo ou

com maior volume de inéculo.

O fato de nenhuma planta apresentar sintomas de doenca ou ter crescido menor
gue o tratamento sem inoculacdo e sem N mineral, implica que estirpes isoladas ndo sao
fitopatdgenos ou tém efeitos deletérios para o crescimento das plantas isoladamente.
Essas questdes sdo a peca chave nas pesquisas com Azospirillum, porque se tivermos
uma ideia mais clara de como a bactéria interage com o hospedeiro, podemos prever
maneiras de melhorar a interacdo. De acordo com o comportamento da planta e
percentual de nitrogénio na planta constatado em outros trabalhos, os estudos devem
persistir com a tentativa de isolamento de outros microrganismos que contribuam de
maneira eficaz no crescimento de plantas

Os resultados mais evidentes em funcdo da inoculacdo em OPN com
Azospirillum podem ser encontrados na raiz: ramificagdo, alongamento das raizes
laterais e adventicias (DA SILVA et al. 2022), pelos radiculares (SAROJ et al., 2022).
O que faz do género, forte aliado da planta quando submetida a déficit hidrico, além do
mais, é provavelmente o género mais estudado de rizobacterias associativas promotoras
de crescimento vegetal devido a capacidade de colonizar muitas espécies (CASSAN e
DIAZ-ZORITA, 2016).
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Os beneficios da co-inoculagdo de duas ou mais estirpes foi demonstrado por
pesquisadores como Oliveira-Longatti et al. (2015), Pinto et al. (2022), Figueiredo et al.
(2008), que observaram que algumas rizobactérias, a exemplo: Rhizobium tropici e
Paenibacillus polymyxa podem atenuar alguns efeitos negativos da seca em Phaseolus
vulgaris L. Vivas et al. (2003) sugerem ainda que bactérias de vida livre e fungos
micorrizicos arbusculares devem ser coinoculados para otimizar a formacgdo e o
funcionamento da simbiose micorrizica, tanto em condi¢des normais quanto em
condicdes adversas, uma vez que Bacillus sp. sob estresse hidrico tiveram um efeito

estimulante no desenvolvimento de Glomus intraradices.

Devido ao novo contexto da agricultura, que pretende uma producdo de
alimentos mais sustentavel e economicamente viavel em face a alteragbes climéticas
perceptiveis ao entorno, se faz necessario obter medidas paliativas que possam reduzir
os efeitos negativos causados pelo aumento da temperatura global. O desenvolvimento
de tecnologias que auxiliem as plantas a tolerar veranicos ou periodos prolongados de
estiagem é o intuito para o crescimento sustentavel e minimizacdo dos impactos na
agricultura brasileira. Os microrganismos hidratam raizes ou interferem na fisiologia
dos vegetais pela producdo de fitohormonios que, desse modo, toleram mais ao estresse

hidrico.

Conclusotes
O presente estudo demonstrou que a coinoculagdo com diferentes estirpes

associativas separadamente nao interferiram na formacdo da massa seca da parte aérea e
raiz do feijao-caupi.

As estirpes isoladas previamente de OPN, embora apresentem FBN de forma
associativa em trabalhos anteriores, ndo apresentaram um resultado esperado no ensaio
com OPN.
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Apéndice B

Tabela S1. Autos vetores da Anlise de Componentes Principais em relacdo aos parametros
mensurados no experimento com feijao caupi.

PC1 PC2 PC3 PC4 PC5 PC6 PC7
SPAD 0.142411 -0.27222 -0.25513 0.545256  -0.6165 0.357786 0.065862
MFR -0.34262 0.07963 -0.17143 0.263184 0.576132 0.646079 -0.09741
MFN -0.01827 0.544005 0.315426 0.267503 -0.17125 0.192055 0.130567
altura -0.34266 0.010959 -0.13263 0.534717 0.048808 -0.53862 -0.52465
MSPA -0.46186 0.212468 -0.28092 -0.12572 -0.12577 -0.06924 0.317735
MSR -0.37119 -0.07896 0.036642 -0.47571  -0.3954 0.303075 -0.58151

peso_nodulo  -0.06217 0.514133 0.432011 0.089572 -0.20022 0.010326 -0.1245

EFCN -0.49502 0.056777  -0.2207 -0.05458 -0.18846 -0.15008 0.435738
volume -0.26866 -0.34613 0.522871 0.131076 0.0835 -0.05704 0.193997
area -0.26905 -0.42983 0.446588 0.075249 -0.03948 0.070996 0.108417
PC8 PC9 PC10
SPAD -0.16187 0.051177 -0.04451
MFR -0.1018 -0.08495 -0.03463
MFN 0.653674 0.148014 -0.01472
altura 0.098165 0.021604 0.033121
MSPA -0.20403 0.58971 0.368599
MSR 0.140517 0.053883 -0.13907

peso_nodulo -0.6508 -0.23648 0.044595
EFCN 0.100161 -0.58271 -0.32023
volume -0.1272 0.394833 -0.54544

area 0.124022 -0.25645 0.662009



Figura S1. Plantas de feijdo-caupi sob diferentes
tratamentos de coinoculagdo. Tratamento com N
mineral (a); tratamento sem inoculagédo e sem N
mineral (b) e tratamento coinoculado com
UFLA261+0384 (c).
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Figura S2. Raizes de feijao caupi sob diferentes tratamentos utilizando o software safira. Tratamento com nitrogénio (a), tratamento UFLA0384 (b),

tratamento UFLA261+0384 (c), tratamento UFLA346+0384 (d), tratamento UFLA327+0384 (e)
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ARTIGO III - Descrigéo e anotagdo genomica da estirpe Azospirillum itumirinense
sp. nov., isolada da rizosfera de Pereskia aculeata

Resumo

A analise do gene 16S rRNA confirmou que a estirpe UFLA0325" pertence ao género
Azospirillum mostrando um posicionamento proximo a espécie A. agricola CC-
HIHO038", A. doebereinerae GSF71" e A. thiophilum BV-S™. A partir da filogenia dos
genes housekeeping (recA, rpoD, gyrA, gryB) observou-se que a estirpe UFLA0325"
formou um grupo com a espécie A. agricola CC-HIH038™ como também encontrado
para 0 gene nifH e posicionou-se proxima das espécies: A. doebereinerae GSF71" e A.
griseum L-25-5". O Average nucleotide identity (ANI) entre a estirpe desse estudo e a
espécie mais préxima A. doebereinerae GSF71" foi de 87.5%. Foi encontrado na estirpe
0s genes relacionados a promoc¢do de crescimento (nifs, ptsN, gin, ntrB, gInG, ntrY,
fixs). A UFLA0325" apresentou crescimento até concentracdes de 5% NaCl (p/v), pH
9.0 e temperaturas de 40°C. Baseado nesses dados obtidos, propomos que a estirpe
UFLAO0325" representa uma nova espécie cujo nome Azospirillum itumirinense é
proposto.

Palavras-chave: Solo. Itumirim. Alimenticia ndo-convencional. Associativas.

Introducéo
O género Azospirillum, faz parte da familia Rhodospirillazeae, da classe

Alphaproteobacteria. Foi proposto por Tarrand et al. (1978), pela primeira vez, para
estirpes fixadoras de nitrogénio associada a raiz de gramineas tropicais, entdo
denominados ‘Spirillum lipoferum’. O género Azospirillum tem sido isolado da
superficie radicular de diferentes plantas brasileiras e apresenta caracteristicas
associativas e de promogdo de crescimento de plantas por meio da fixacdo bioldgica de
nitrogénio em gramineas. Compreende bactérias gram-negativas, que aparecem como
células vibridides com flagelos polares e ttm um contetdo de DNA G + C de 69-71
mol% (FALK et al. 1985; ZHAO et al. 2020).

S&o bactérias de vida-livre e/ou associativas com um movimento vibratdrio ou
semelhante a um saca-rolha caracteristico em meios liquidos por meio de flagelos
polares (FALK et al. 1985). Elas ndo formam esporos, sdo capazes de crescer sob
condi¢Bes microaerofilicas e suas células sdo bastonetes ou em forma de espiral. As
especies de Azospirillum s&o largamente distribuidas, especialmente em regides de solos
tropicais, subtropicais e regides temperadas e estdo frequentemente associadas com

plantas como gramineas, cereais e outras culturas (OKON e ITZIGSOHN, 1995).
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Azospirillum tem sido relatado como rizobactéria promotora de crescimento de
plantas (RPCP) pela producao de fitohormonios (CACCIARI, 1989). Os representantes
desse género sdao cosmopolitas e colonizam uma ampla variedade de habitats, incluindo
diversos ambientes, sobretudo associado a raizes de plantas. Sdo bactérias que se
desenvolvem bem sob temperaturas entre 28 — 41 °C e muito competitiva em relacdo a
demais bactérias que colonizam a rizosfera, fazendo uso de diferentes fontes de
nitrogénio e carbono.

Embora seja um género de grande relevancia na associacdo com plantas de
milho e cana de acucar (DOMINGUES et al. 2020), com destaque para a espécie A.
brasilense, isolada das raizes do trigo (Triticum aestivum L.) (BALDANI et al. 1986),
até o momento em que este artigo foi escrito, o género Azospirillum compreende 23
espécies em publicacdes validas e seus nomes registrados na LPSN - List of
Prokaryotic names with Standing in Nomenclature (https://www.bacterio.net/ acessado:
05 fev 2023) (EUZEBY, 1997; PARTE, 2020). Em estudo prévio, 81% das estirpes

isoladas da rizosfera de Pereskia aculeata, estdo dentro do género Azospirillum, das

quais a UFLA0325" foi identificada como pertencente ao género, a partir da filogenia
do gene 16S rRNA (VEGA et al., 2020). A partir da filogenia do gene 16S rRNA,
realizada neste trabalho, identificamos a estirpe UFLA0325" como pertencente ao
género Azospirillum. Andlises posteriores de genes housekeeping mostraram que esta
estirpe se posicionou separadamente das demais espécies ja descritas e depositadas no
banco de dados. Dessa forma, a partir desses resultados, realizou-se a média de
identidade de nucleotideos (ANI) e conclui-se que a estirpe em estudo € uma nova

espécie, para a qual o nome Azospirillum itumirinense sp. nov. foi proposto.

Material e Métodos
Origem da estirpe

A estirpe UFLA0325" foi isolada da rizosfera de Pereskia aculeata (Ora-pro-
nobis). Esta planta foi coletada no municipio de Itumirim (21° 13° 20.26°" S; 44° 52’
40.40° O), 829 m de altitude, em agua. O isolamento da estirpe diazotréfica foi
realizado a partir do macerado das raizes lavadas em agua e conforme descrito em
VEGA et al. (2020). Foi extraida uma aliquota de 0,1 ml do macerado de raiz em agua e
introduzido em meio de cultura semi-sélido Nfb (DOBEREINER et al., 1995) reduzido
0 4cido malico para 0,5g L™ e acrescido a mesma quantidade de manitol e sacarose
(MAGALHAES, 1981), no qual foi acrescido 0,2 g de extrato de levedura e 18 g de


https://www.bacterio.net/
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agarose (Tab. S1). Incubadas a 28° C em camara de crescimento. Para conservagéo e
armazenamento, os isolados foram colocados em agua destilada esterilizada a

temperatura ambiente e também liofilizados anteriormente por VEGA et al. (2020).

Sequenciacdo do genoma inteiro e anotagdo genomica

Para obter a sequéncia gendmica da estirpe, esta foi cultivada em meio de
cultura liquido NFb (DOBEREINER et al., 1995) reduzido o 4cido malico para 0,5g L™
e acrescido a mesma quantidade de manitol e sacarose (MAGALHAES, 1981) durante
2-3 dias. Depois disso, uma aliquota de 1 mL deste meio foi transferida para microtubos
para seguir com o protocolo de extracdo de DNA do kit de purificagio de DNA
genémico Wizard®. A preparacdo da biblioteca do DNA genomico foi realizada
utilizando o kit de biblioteca NexteraXT (lllumina, Califérnia, EUA), seguindo as
instrucdes do fabricante. KAPA SYBR® FAST gPCR com QuantStudio ® 5 System
(Applied Biosystems, California, USA) foi utilizado para medir a quantidade final da
biblioteca. A qualidade da biblioteca foi avaliada pela TapeStation HSD1000
ScreenTape (Agilent Technologies, CA, EUA). Foi realizado um pooling equimolar de
bibliotecas, e leituras de pares (2X150 bases) foram sequenciadas num Illumina® HiSeq
X (Illumina, Califérnia, EUA) com uma configuracdo de comprimento de leitura de 150
PE para leituras de 1,6 M PE (0,8M em cada direccdo) por amostra. A montagem da
UFLA0325" foi realizada utilizando SPADes 3.13.0 (BANKEVICH et al. 2012). A
qualidade e integridade dos genomas foram verificadas com CheckM 1.0.18 (PARKS et
al. 2015). A anotagdo dos genes foi feita com RAST (AZIZ et al., 2008). Todas estas

analises foram realizadas utilizando a plataforma Kbase (https://www.kbase.us/).

Anélise filogenética

As analises filogenéticas consistiram na filogenia do gene 16S rRNA (1214 pb)
com 25 estirpes tipo e seus respectivos genomas, na MLSA (multilocus sequence
analysis) dos genes housekeeping gyrA (867 pb), gyrB (1044 pb), recA (1909 pb) e
rpoD (738 pb) e na filogenia do gene simbidtico nifH de 18 estirpes tipo. As estirpes
que ndo apresentaram sequéncias com qualidade foram descartadas, haja vista que
apresentavam uma distancia na arvore 16S rRNA em relacdo a UFLA0325". A
sequéncia do gene 16S rRNA foi extraido do genoma da estirpe UFLA0325", utilizando
o programa Miga (RODRIGUEZ-R et al., 2018). As sequéncias dos genes
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housekeeping foram obtidas a partir do genoma da estirpe UFLA0325", utilizando a
plataforma kbase (ARKIN et al. 2018) e o0 algoritmo RAST (AZIZ et al., 2008).

Para a construcdo das arvores filogenéticas dos genes 16S rRNA, dos genes
housekeeping e do gene nifH foram utilizadas as sequéncias desses genes ja depositados
no NCBI (National Center for Biotechnology Information) (www.ncbi.nlm.nih.gov) das

espécies ja descritas. As sequéncias dos genes ndo depositados no banco de dados foram
extraidas dos genomas das estirpes tipo das espécies ja descritas.

Os alinhamentos multiplos das sequencias de cada um dos genes estudados foi
realizado utilizando o programa Muscle (EDGAR, 2004). As sequéncias foram editadas
e as filogenias construidas no programa Mega versdéo X (KUMAR et al. 2018)
utilizando o método estatistico maximum likelihood (FELSENSTEIN 1981) com
bootstrap de 1000. Para a arvore do gene 16S rRNA o melhor modelo encontrado foi
Tamura-Nei (TN93). Para os genes housekeeping (gyrA, gyrB, recA e rpoD)
concatenados no programa Seaview version 5.0.5 (GOUY et al. 2010) e o gene nifH, o
melhor modelo ajustado foi GTR - General Time Reversible.

A similaridade estre as estirpes tipo das espécies ja descritas de Azospirillum e
da estirpe UFLA0325" para cada gene estudado foi feita utilizando o programa RStudio
(R Core Team, 2021). O script utilizado encontra-se detalhado no material suplementar
S1.

ANI (average nucleotidy identity)

Diante dos avangos nos estudos taxondmicos e 0 aumento da disponibilidade dos
genomas disponiveis de espécies ja descritas neste género, tém sido recomendados cada
vez mais, a utilizacdo de ferramentas de comparacdo genémica como o ANI (DE
LAJUDIE et al., 1998). Dessa forma, realizou-se a analise de similaridade do genoma
sequenciado da estirpe UFLA0325" com 23 genomas das espécies de Azospirillum ja
descritas e existentes no banco de dados do NCBI.

A ferramenta utilizada para essa analise foi o FastANI v.0.1.3 (GORIS et al.,
2007) pela plataforma Kbase para verificar se a estirpe em estudo pertence ou nédo a
uma nova espécie, comparando-a com cada estirpe tipo. Nela, foram comparados o
genoma em estudo e todas as estirpes tipo ja descritas para o género. Como segunda
checagem, uma matriz de ANI foi calculado na plataforma enve-omics (http://enve-

omics.ce.gatech.edu). Nela sdo calculados percentuais de similaridade entre os

genomas, par a par. Em ambas as andlises, o percentual de corte de 95-96% de
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similaridade entre as estirpes como sugerido pela literatura para a diferenciagdo de
espécies em procariotos (GORIS et al., 2007; RICHTER e ROSSELLO-MORA, 2009)
Para as duas andlises foram selecionadas todas as estirpes tipo das espécies de

Azospirillum ja descritas (https://www.bacterio.net/ acesso: 04 de fevereiro, 2023) e

validadas pelo International Committe on Systematics of Prokaryotes - ICSB (DE VOS,
TRUPER, 2000). As espécies A. brasiliense (NBRC102289"), Candidatus Apospirilum
(EF394925") e A. largomobile (DSM9441") n&o foram inseridas, pois sdo variantes
ortograficas imprecisas (MURRAY, SCHLEIFER, 1994) ; Candidatus Azospirillum
massiliensis  (URAML1'), Azospirillum palatum (LMG24444"), A. tabaci
(KCTC82186"), A. oleiclasticum (CGMCC1.13426") ndo séo publicacdes validas; A.
amazonense (ATCC35119") e A. irakense (ATCC51182") que possuem sindnimos,
além da A. canadense, A. fermentarum e A. zeae que ndo foram encontrados. Os
genomas das estirpes tipo das espécies de Azospirillum utilizadas na analise foram
obtidos do banco de dados do NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

Caracterizacdo morfoldgica, fisiologica e fenotipica

O potencial de fixacdo bioldgica de nitrogénio foi identificado quando isolado
no meio de cultura NFb modificado sélido (DOBEREINER et al., 1995) reduzido o
4cido malico para 0,5g L™ e acrescido a mesma quantidade de manitol e sacarose
(MAGALHAES, 1981), incubados a 28 °C por 10 dias, e confirmada pela formacao de
pelicula na superficie. Para a caracterizacdo morfolégica da estirpe UFLA0325", foi
incubada por 72 horas em camara de crescimento a 28 °C em meio de cultura NFb. A
coloracdo de gram foi realizada como descrito anteriormente (MURRAY, DOESTSCH
e ROBINOW, 1994). Os testes fisiologicos foram realizados em meio liquido NFb
modificado e meio solido Dyg’s (FERREIRA et al., 2020) em 3 repeti¢cbes e
experimentos independentes sob uma variedade de condi¢fes, segundo Tikhonova,
Grouzdev e Kravchenko (2019).

A atividade da catalase foi examinada pela adi¢éo de 5% (v / v) solugéo de H,0;
para as col6nias. As faixas de temperatura testadas para crescimento foram entre 15 —
40°C. O pH de crescimento foi determinado no meio NFb liquido e sélido modificados
com pH de 3 a9 com um incremento de 0,5. HCI a 1% foi usado para ajustar o pH de 3
a 5, KOH 10% foi usado para pH 6 a 9. A tolerancia ao sal foi testada no mesmo meio
contendo 0,5; 1; 1,5; 2; 2,5; 3; 3,5 e 4% (p / v) de NaCl. A resisténcia a antibioticos foi
testada em meio DIGs s6lido quanto a presenca de &cido nalidixico (30 mcg), amicacina
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(30 mcg), amoxilina (10 mcg), ampicilina (10 mcg), azitromicina (15 mcg), aztreoanam
(30 mcg), cefuroxima (30 mcg), claritromicina (15 mcg), cloranfenicol (30 mcg),
doxiciclina (30 mcg), eritromicina (15 mcg), estreptomicina (10 mcg), gentamicina (10
mcg), kanamicina (30 mcg), lincomicina (2 mcg), neomicina (30 mcg), oxalina (1 mcg),
penicilina (10 UI), polimixina (300 Ul), rifamicina (5 mcg), sulfonamida (300 mcg),
tetraciclina (30 mcg) e vancomicina (30 mcg).

A utilizacdo de fontes de carbono e nitrogénio individuais e demais andlises
fisioldgicas foram investigadas utilizando o kit de testes APl 20NE seguindo as
instrugdes do fabricante (bio- Merieux) com incubacgéo a 37 C e conforme metodologia
previamente descrita (MICHEL et al., 2017).

Resultados e discussoes
Anélise filogenética

A estirpe em estudo comparadas com 18 espécies ja descritas no género
Azospirillum mostrou que a UFLA0325" se posicionou no mesmo clado das espécies A.
agricola CC-HIH038", A. doebereinerae GSF71', A. griseum L 25 SW1' na arvore 16S
rRNA (Fig. 1). Devido ao alto grau de conservacdo desse gene e sua baixa
resolutividade a nivel de espécie, o estudo de genes housekeeping a partir da MLSA foi
realizada. A partir da MLSA foi possivel observar que, como encontrado na arvore do
gene 16S rRNA a estirpe tipo A. agricola CC-HIH038" se posicionou no mesmo grupo
da estirpe UFLA0325" com alto suporte estatistico (100%) e mostrou-se mais préxima
da estirpe em estudo, 97.2% de similaridade, seguida da estirpe tipo da espécie A.
doebereinerae GSF71" com 93.9% (Tab. S2).
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0 — A. oryzae JCM21588T (GU256443)

4
3 { A. zeae N77 (DQ682470)

A. palustre KCTC 626137 (GCAD02573965)
A. lipoferum B2T (DQ787330)
A. melinis TMCY05527 (NR 043483)
A. lipoferum B27 (DQ787330)
A. humicireducens SgZ-57 (JX274435.2)
A. picis IMMIB TAR-3T (AM922283)
45 A. ramasamyi M2T2B27(GQ246693)
A. thiophilum BV-ST(NR 116410)
Azospirillum U325T
A. agricola CC-HIHO38T (KR296799)
A. doebereinerae GSF71T (AJ238567)
40 A. griseum L-25-5-w-1T7 (MH997485)
A. thermophilum CFH 700217 (MH265951)
A. rugosum D527 (DQ393891)
A. rugosum IMMIB AFH-6T (AM419042)
A. brasilense DSM 16907 (GU256438)
A. baldaniorum BR 110057 (MT644282)
A. formosense CC-Nfb-77 (GU256444)
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f A. fermentarium CC-LY7437 (JX843282)
40 A. halopraeferens DSM 36757 (GU256439)
A. s0li CC-LY788T (KC297124)
A. amazonense CBAmc’ (HM485596)

90 A. irakense DSM 115867 (GU256440)

_
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Figura 1. Arvore filogenética com base nas sequencias do gene 16S rRNA mostrando as relacdes entre a
nova estirpe e as espécies tipo (T) do género Azospirillum com Maximum-Likelihood utilizando o modelo
Tamura-Nei (TN93). Os valores de bootstrap foram inferidos de 1000 repeti¢Ges e sdo indicados nos nos
da arvore quando >50%. Os nimeros de acesso do GenBank s3o fornecidos entre parénteses. Bosea
thiooxidans DSM 9653T foi incluida como grupo externo.

Genes relacionados a nodulacdo e fixacdo bioldgica de nitrogénio sao
geralmente estudados uma vez que a presenca deles sdo essenciais para que enzimas
sejam codificadas e a FBN ocorra. Dentre esses genes, esta o nifH, diretamente
responsavel pela sintese da nitrogenase (LIEBRENZ et al., 2022). A filogenia desse
gene evidenciou que assim como nos genes 16S rRNA e na arvore concatenada dos
genes housekeeping a estirpe em estudo se posicionou no mesmo clado da estirpe tipo
da espécie ja descrita A. agricola CC-HIH038"™ com um suporte estatistico de 80% (Fig.

2) e apresentou maior similaridade com essa mesma espécie (97.6%).

A. largomobile UQM 20417 (X90759)

Bosea thiooxidans DSM 96537 (AJ250796)
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Figura 2. Arvore filogenética com
base nas sequencias do gene nifH
mostrando as relacbes entre a nova
estirpe e as espécies tipo (T) do
género Azospirillum com Maximum-
Likelihood utilizando o modelo
Tamura-Nei (TN93). Os valores de
bootstrap foram inferidos de 1000
repeticdes e sdo indicados nos nds
da arvore quando >50%. Os niimeros
de acesso do GenBank séo fornecidos
entre parénteses.

Os resultados obtidos com a arvore concatenada dos genes, observamos que 0

clado com a UFLA0325" segue junto com as demais estirpes ja vista na arvore 16S
rRNA, A. agricola CC-HIH038", A. doebereinerae GSF71", A. griseum L 25 SW1'.
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Figura 3. Arvore filogenética
A. ramasamyi M2T2B2T (G0246693) concatenada com base nas sequencias
dos genes gyrA, gyrB, recA e rpoD
mostrando as relacGes entre a nova
A. oryzae ICM21588T (GU256443) estirpe e as espécies tipo (T) do género
A. lipoferum B2" (DQ787330) Azospirillum com Maximum-
A. palustre KCTC 626137 (GCAQ02573965) Likelihood utilizando o modelo
Tamura-Nei (TN93). Os valores de
bootstrap foram inferidos de 1000
repeticOes e sdo indicados nos nés da
A. picis IMMIB TAR-3T (AM922283) arvore quando >50%. Os ntimeros de
A. griseum1-25-5-w-17 (MH997485) acesso do GenBank sdo fornecidos
entre parénteses.

A. humicireducens SgZ-57 (JX274435.2)

A. melinis TMCY0552" (NR 043483)
A. thiophilum BV-ST (NR 116410)

A. doebereinerae GSF717 (AJ238567)
Azospirillum U3257
100 A. agricola CC-HIHD38T (KR296799)

A. thermophilum CFH 700217 (MH265951)

A. halopraeferens DSM 36757 (GU256439)
A. 50li CC-LY788T (KC297124)
A. rugosum IMMIB AFH-6T (AM419042)

39

A. brasilense DSM 16907 (GU256438)
A. formosense CC-Nfb-77 (GU256444)
72— A baldaniorum BR 11005" (MT644282)

0.02

ANI (average nucleotidy identity) e conteddo de G+C

O método ANI é utilizado para determinar a distancia evolutiva entre um par de
estirpes dos valores de similaridade de regi6es gendmicas homdélogas compartilhadas
pelos genomas (KIM et al. 2014), em que o percentual de similaridade superior a
95~96% sao considerados pertencer a mesma espeécie.

Os resultados encontrados pela matriz do ANI (RODRIGUEZ e
KONSTANTINIDIS, 2016), a estirpe UFLA se mostrou mais proxima das espécies tipo
A. doebereinerae (GSF71") e A. thiophilum (BV-S') com valores de 87.65% e 84.43%,
respectivamente (Tab. 1) e pela plataforma kbase (Tab. 2). A terceira mais proxima foi
A. picis (IMMIB TAR-3") com 84.04%. Na tabela 2 todas as espécies de Azospirillum
comparadas com a UFLA0325" também apresentaram valores de ANI inferiores a 90%,
segundo a plataforma Kbase: A. doebereinerae (GSF71") (76,67%), A. thiophilum (BV-
ST) (85,42%) e A. picis IMMIB TAR-3" (84,69%). Visto isso e considerando o
percentual de corte de 95-96% para discriminacdo de espécies, pode-se concluir que a

estirpe UFLA0305" representa uma nova espécie.
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Tabela 1. Porcentagem de semelhanca de nucleotideos aos pares das sequéncias
completas entre a estirpe UFLA0325" e as estirpes do tipo de referéncia das espécies
mais proximas; os codigos de identificacdo sdo dados entre parénteses.

Estirpes 2 3 4 5 6 7 8

1 A sp.UFLAO325T 87,65 84,43 84,04 84,39 84,23 84,12 83,95
2 A. doebereinerae (GSF71") 83,92 8350 8382 8359 8339 8333
3 A. thiophilum (BV-S") 86,02 87,27 87,08 87,39 87,04
4 A. picis (IMMIB TAR-3) 85,97 8587 8593 8587
5 A. palustre (KCTC62613") 94,77 89,78 90,46
6 A. melinis (TMCY0552") 89,64 90,43
7 A.oryzae (KACC_14407") 89,84
8 A. lipoferum (Sp59b™) -

Tabela 2. Comparacdo entre os valores de ANI pela plataforma Kbase e Kostas Lab.

Estirpes Azospirillum sp. UFLA0325"
ANI (kbase) ANI (Kostas Lab)
A._doebereinerae (GSF717) 76,67 87,65
A._thiophilum (BV-S™) 85,42 84,43
A._picis (IMMIB TAR-3") 84,69 84,04

O contelido de G + C no DNA da estirpe UFLA0325" obtida a partir do genoma
foi de 68,74 mol%. Esse percentual diferente aos encontrados para as estirpes tipo das
espécies A. doebereinerae GSF71" (68,89%) e A. thiophilum (BV-ST) (68,16%).

Anotacdo genbmica
Genes nifs e fix

Genes Nif sdo induzidos principalmente por condi¢cdes de baixo oxigénio e a
transmissdo desse sinal envolvem a ativagdo do mesmo (FICHER et al. 1994). Além da
capacidade de resposta ao oxigénio da proteina NifA, sua sintese é regulada pelo
oxigénio no nivel da transcricdo; NifB, uma proteina extremamente instavel e sensivel
ao oxigénio que catalisa uma reacdo dependente do radical SAM de baixo potencial
(ARRAGAIN et al., 2017), um intermediario obrigatorio na biossintese dos cofatores do
sitio ativo de todas as nitrogenases conhecidas. Outros genes estdo correlacionados com
a estirpe UFLA0325" e envolvidos na Nitrogenase (molibdénio-ferro) redutase e
proteina de maturagdo (NifH), em estrutura de cofator Nitrogenase FeMo e proteina de
montagem (NifE, NifN e NIfO), Proteina-Q de entrega de molibdénio de sintese de
cofator de FeMo de Nitrogenase; Proteina-X transportadora de Nitrogenase FeMo-

cofator; Proteina estabilizadora/protetora de nitrogénio (NifW), como proteina
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reguladora de nitrogénio semelhante a PTS IIA (PtsN), proteina reguladora de
nitrogénio P-11 (GInK), proteina reguladora de nitrogénio (NtrBC=GInG) e ainda como
proteina reguladora de nitrogénio/proteina reguladora de assimilacdo de nitrogénio
(NtrK) (Tab. S3).

A atividade de FixJ é modulada via fosforilacdo-desfosforilacdo pela
hemoproteina do sensor cognato FixL, ambos presentes na estirpe UFLAO0325T. Os
fixABCX foram os primeiros genes caracterizados do grupo Rhizobium, que séo
necessarios para a fixacdo de nitrogénio microaerofilico de vida livre como em
Bradyrhizobium japonicum e Azorhizobium caulinodans (SPEROTTO et al., 2004),
ambos identificados na nossa estirpe UFLA0325". Foram identificados ainda outros
genes reguladores do processo de fixacao de nitrogénio e desnitrificacdo, segundo Creus

et al. (2005) e Ferreira et al. (2020): nap, nor e nos.

Genes de resisténcia

Foram identificados diversos genes de resisténcia, entre eles, o gene CorA, um
transportador de membrana de magneésio/niquel/cobalto, o principal transportador de
magnésio para muitas bactérias (Tab. S4). E uma proteina de membrana interna ubiqua
pertencente a familia de transportadores de metais bivalentes e a sua patogenese tem
sido estudada em varios organismos (KERSEY, AGYEMANG, DUMENYO, 2011;
MATTHIES et al. 2016). Existem diferentes genes de resisténcia a metais em bactérias
que podem ser usados como biomarcadores, incluindo facilitadores de difusdo de
cations que transportam ions metalicos. Entre eles o transportador de cobalto-zinco-
cadmio (czcD) foi identificado na estirpe UFLA0325', e presente em Bacillus
megaterium e Microbacterium liquefaciens segundo Fierros-Romero et al. (2019) e que
pode ser utilizado como biomarcador de poluicdo por niquel e vanadio em

microrganismos, conforme esses autores apontam.

Caracterizacdo morfoldgica, fisiologica e fenotipica

A estirpe UFLA0325" foi incapaz de utilizar nitrato como fonte Gnica de
nitrogénio e ndo se mostrou positivo para producdo de indol, assim como A.
thiophillum. Observamos resultados positivos para fermentacdo (glucose), arginina di-
hidrolase, urease, B-glucosidase, protease e para-NitroPhenyl-BD-Galactopyranosidase.
Carboidratos como D-glucose podem ser utilizados por algumas espécies
(DOBEREINER e PEDROSA, 1987) e como a estirpe UFLA0325", demonstrou ser
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positiva para arabinose, manose, manitol e maltose. A UFLA0325" também foi testada
quanto ao citrato trissodico — Naz(CsHs05), frequentemente utilizado como conservante
e na industria farmacéutica. O teste para acido fenilacético foi positivo, assim como
para a estirpe A. doebereinerae (ECKERT et al. 2001). A estirpe UFLA0325"
demonstrou resultados negativos para gluconato de potéssio, &cido caprico e adipico e
malato.

A estirpe UFLA0325" ¢ facultativamente aerébica, capaz de crescer a
temperatura de 15-40 °C, com um 6timo a temperatura de 30°C; pH entre 5,0 e 9,0,
com um 6timo a 6,5 e tolera menos de 2,5% de NaCl (p/v) em caldo nutriente. Além
disso, a estirpe UFLA0325" apresentou diversas caracteristicas fisiolégicas e
bioquimicas distintas ao ser comparada com as estirpes A. thiophilum BV-ST e A.
doebereinerae GSF71". Uma comparacdo das propriedades fenotipicas pode ser
observada na Tabela 2.

Os testes com antibidticos foram susceptiveis para acido nalidixico, amicacina,
azitromicina, cefuroxima, claritromicina, cloranfenicol, doxiciclina, streptomicina,
gentamicina, kanamicina, neomicina, polimixina, rifamicina, sulfonamides, tetraciclina
e vancomicina. E tolerante em rel¢do aos antibidticos: amoxilina, ampicilina, aztreonan,
eritromicina, lincomicina, oxacilina e penicilina. Em conclusdo, os resultados do
presente estudo, incluindo evidéncias morfologicas e filogenéticas e diferencas
fisioldgicas e bioquimicas, indicam que a estirpe UFLA0325" representa uma nova
espécie de o género Azospirillum, para o qual o nome Azospirillum itumirinense é

proposto.

Tabela 2. Caracteristicas que diferenciam A. UFLA0325" das espécies mais préximas
utilizando o kit de testes AP1 20NE.

Testes UFLA0325" A. thiophilum! A. doebereinerae?
Reducao de nitrato - + ND
Producéo indol
(TryptoPhane) - - ND
Fermentagdo
(GLUcose) + ND ND
Arginine DiHydrolase + ND
Urease + - +
ND Hydrolysis (B-
glucosidase) (Esculin) + ND +
Hydrolysis (Protease)

(Gelatina) + - -
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B-galactosidade
(Para-NitroPhenyl-

BD-

Galactopyranosidase) + ND +
Glucose + + +
Arabinose + + +
Mannose + - -
Mannitol + + +
N-acetyl-Glucosamine + ND -
Maltose + + -
Potassium GlucoNate - ND ND
Acido caprico - ND ND
Acido adipico - ND ND
Malate - + +
Trisodium citrate + ND ND
Acido Phenylacetic + ND +

Fonte: * Lavrinenko et al. (2010); 2Eckert et al. (2001). ND = unidentified.

Descricdo da espécie
As células sdo diazotroficas Gram-negativas, aerdbicas e em forma de espiral,

(tamanho em pm de comprimento). As colonias sdo de cor creme, convexa, moderada,
gomosa e brilhante apo6s 2 dias de incubacéo e cerca de 3 mm em meio NFb sélido. O
crescimento ocorre entre 0-1,5% (p/v) NaCl (6timo 1,5%), em pH 5,0-9,0 (6timo 6,5) e
15-40 °C (6timo 30 C). As células sdo capazes de crescer em meio livre de nitrogénio,
meio liquido NFb e meio sélido Dyg’s. Positivo para catalase, fermentacdo da glucose,
arginina, urease, B-glucosidase, protease, B galactosidase, n-acetil-glucosamina, citrato
trisodico e acido feniacético. Utiliza de varios compostos como Unica fonte de carbono,
incluindo sacarose, glucose, arabinose, manose, manitol, maltose. A UFLA0325'
apresentou resisténcia aos antibidticos: amoxilina, ampicilina, aztreonan, eritromicina,
lincomicina, oxacilina e penicilina. O conteudo de DNA G+C da estirpe tipo é 68.74 £
0,1 mol %. A estirpe tipo, UFLA0325" foi isolado de uma cactaceae Pereskia aculeata
no estado de Minas Gerais. O genoma e sequéncia de rRNA 16S da estirpe UFLA0325"
foi depositado no GenBank sob numero
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Apéndice C

Tabela S1 - Meio de cultura NFb modificado (MAGALHAES, 1981), e meio de cultura batata.

Reagentes Quantidades
Acido malico 05¢g
K2HPO4 059
Manitol 05¢g
Sacarose 0549

Mg SO4. 7TH20 0,29
NaCl 01g
CaCl2. 2 H20 0,02¢g
Solucéo de vitaminas 1,0 mL
Solucédo de Micronutrientes 2,0 mL
FeEDTA Solucdo 1,64% 4,0 mL
Azul de bromotimol (0,5% em 2,0 mL
0,2 N Na

OH) Agua destilada 1000 mL
pH 6,8

Agar (semi-s6lido) 1,75¢
KOH 0,49

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 sélido mais 0.2 g de extrato de levedura.

Solucéo de Micronutrientes Solucé&o de Vitaminas
Reagente Quantidade Reagente Quantidade
NaMoO4. 2 H20 0,2¢g Piridoxina 20,0 mg
Biotina 10,0 mg H3BO3 0,28 g
MnSO4. H20 0,235 ¢ Agua Estéril 100,0 mL

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

Meio de cultura batata

Reagentes Quantidades
Batata 200g

Acido malico 2,59

Acucar cristal 2,50
Solugéo de micronutrientes 2mL
Solugéo 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 &gua destilada. Em seguida filtrar em
funil com algoddo. Em separado, misturar as quantidades do acido malico e acucar dissolvendo-os em agua
destilada até 50 mL, ajustando o pH para 6,8 com KOH (pastilhas). Adicionar no filtrado essa solugdo e as
solugBes de micronutrientes e vitaminas. Completar para 1000 mL com &gua destilada. Fonte: VEGA et al.,
2020.
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Tabela S2 — Similaridade entre as estirpes tipo mais proximas e a UFLA0325".

16SRNA  recA rpoD gyrA gryB nifH concatenada

A. agricola (CC-HIHO38T) 99,22 96,63 98,70 97,26 98,89 X 97,17
A. amazonense (CBAmc") 95,31 92,16 X X X X X
A. baldaniorum (Sp245") 98,82 97,11 96,96 X 95,19 X 84,50
A. brasilense (ATCC_2914T) 98,32 97,82 96,28 95,51 94,72 89,92 84,81
A. canadense (DS2") 96,53 X X X X X X
A. doebereinerae (DSM13131") 98,21 95,39 9486 9542 9359 97,63 93,88
A. fermentarium (CC-LY743") 98,91 X X X X X X
A. formosense (CC-Nfb-?T) 98,91 97,95 96,50 95,97 96,27 91,86 84,71
A. griseum (L-25-5T) 97,89 X 92,71 93,61 88,99 X 89,22
A. halopraeferens (DSM3675") 98,91 9849 97,39 98,80 97,26 93,33 81,48
A. humicireducens (SgZ-5") 98,91 88,43 90,34 9522 89,43 91,75 87,81
A. irakense (DSM11586") 98,91 86,11 X 98,80 78,08 77,71 X
A. largomobile (UQM2041T) 95,36 X X X X X X
A. lipoferum (Sp59b™) 94,05 91,50 90,16 92,81 92,60 95,72 87,95
A. melinis (TMCY05527) 94,33 86,99 8930 94,75 93,11 93,82 88,03
A. oryzae (AB185395") 96,66 86,06 9125 90,83 92,01 90,40 89,10
A. palustre (KCTC_62613") 94,05 92,87 8981 92,22 91,70 94,68 87,92
A. picis (IMMIB_TAR3") 98,14 9567 9352 9393 93,03 90,58 89,41
A. ramasamyi (M2T2B2") 98,91 86,12 90,89 91,37 86,90 X 88,29
A. rugosum (DSM19657") 98,45 96,69 9513 96,23 92,68 93,91 85,06
A. soli (C-LY788") 98,91 9590 94,97 9552 91,89 93,91 85,82
A. thermophilum (CFH_70021") 97,75 94,47 9331 94,60 90,76 88,68 88,32
A. thiophilum (BV-S") 98,32 90,93 90,67 93,92 89,17 93,82 87,68
A

. zeae (N7") 97,11 X X X X X X




Tabela S3 - Genes relacionados a fixacao bioldgica de nitrogénio e estirpes mais proximas de referéncia.

Nitrogen Gene

Number
Strain Size of GInG

features  Nifs* PtsN GIn NtrB (=NtrC) NtrY Fixs* PtsN GInK
Azospirillum_UFLA0325" 7,646,905 6,562 + + + + + + + + +
A._doebereinerae_GSF71' 6,989,987 6,494 + + + + + + + + +
A._thiophilum_BV-S' 7,609,458 689  + ¥ + + + + + + +
A._picis_IMMIB_TAR-3" 7,015,440 6,563 + + + + + + + + +
A._palustre KCTC 62613" 7,997,491 7,302 + + + + + + + + +

*nifA(Nitrogenase (molybdenum-iron)-specific transcriptional regulator-A; nifB -nitrogenase FeMo-cofactor synthesis FeS core scaffold
and assembly protein-B; nifE - nitrogenase FeMo-cofactor scaffold and assembly protein-E; nifH nitrogenase (molybdenum-iron)
reductase and maturation protein-H; nifN nitrogenase FeMo-cofactor scaffold and assembly protein-N; nifO -nitrogenase-associated
protein-O; nifQ - nitrogenase FeMo-cofactor synthesis molybdenum delivery protein-Q; nifX - nitrogenase FeMo-cofactor carrier protein-
X; nifW- nitrogenase stabilizing/ protective protein-W; PtsN (PTS l1A-like nitrogen-regulatory protein), GInK (Nitrogen regulatory protein
P-11), NtrB (Nitrogen regulation protein), GInG=NtrC (Nitrogen regulation protein NR(I)-G; Nitrogen regulatory protein P-11-K ), NtrK
(Nitrogen regulation protein/ Nitrogen assimilation regulatory protein), FixAB (Electron transfer flavoprotein, beta subunit-A, Electron
transfer flavoprotein, alpha subunit - B, fixCElectron transfer flavoprotein-quinone oxidoreductase-C, fixJ Two-component nitrogen
fixation transcriptional regulator-J, fixL two-component oxygen-sensor histidine kinase-L; Ferredoxin-like protein-X), PtsN ( llA-like
nitrogen-regulatory protein), GInK (Nitrogen regulatory protein P-11)
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Tabela S4 - Genes relacionados com estresse ambiental encontrada em genoma e estirpes mais proximas de referéncia.

Resistance Gene

Strain Size Nurc:}ber CorA CzcD tehA  Bcr/CflA Ber SMR ACR3 ChoV Prow
features
Azospirillum_UFLA0325" 7,646,905 6,562 + + + + + + + +
A._doebereinerae_GSF71" 6 989 987 6,494 + + _ + + + - -
A._thiophilum_BV-S' 7,609,458 6,89 + + - + - + + + +
A._picis_IMMIB_TAR-3" 7,015,440 6,563 + + - + - + - - +
A._palustre KCTC 62613" 7,997,491 7,302 + + - + + + + + +

Genes de Resisténcia: CorA (Magnesium and cobalt transport protein), CzcD (Cobalt/zinc/cadmium resistance protein), tehA (Tellurite resistance
protein), Bcr/CfIA (Multidrug resistance transporter), Ber (MFS family multidrug efflux protein), SMR (Small multidrug resistance family protein),
ACR3 (Arsenical-resistance protein), ChoV (betaine/proline/choline family ABC transporter ATP-binding protein), ProW (Glycine betaine/L-proline
transport system permease protein).

M.S1. Tutorial_r_studio

#library(phytools)
#library(tidyverse)
#library(adephylo)
#fastDist<-function(tree,spl,sp2){

fastHeight(tree,sp1,spl)+fastHeight(tree,sp2,sp2)-

2*fastHeight(tree,spl,sp2)}

#tree <- read.newick(("gyrA.nwk"))
#distances <- distTips(tree, method = "patristic™)
#write.table(as.matrix(distances)[, "Azospirillum_U0325.CDS.3648 gyrA kbase"], "resultado_gyrA.txt™)
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ARTIGO 1V - Descrigdo e anotacdo genémica de duas estirpes de Azospirillum
uflense (UFLA0267") e Azospirillum lavrensis (UFLA0327") isoladas da rizosfera
de Pereskia aculeata Mill.

Resumo

A anélise do gene 16S rRNA confirmou que as estirpes UFLA0267" e UFLA0327"
pertencem ao género Azospirillum, ambas mostrando um posicionamento préximo a
espécie A. brasilense (DSM 16907), A. baldaniorum (BR11005") e A. formosense (CC-
Nfb-77). A partir da filogenia dos genes housekeeping (GyrA, GyrB, recA e rpoD)
observou-se que as estirpes formaram um grupo com as mesmas trés espécies. O
Average nucleotide identity (ANI) entre as estirpes desse estudo e as espécies Tipo mais
proximas: A. brasilense (DSM 1690"), A. baldaniorum (BR11005') e A. formosense
(CC-Nfb-7") foram de 98,64%, 95,04% e 93,93% com a UFLA0267" e 95%, 93,91% e
93,81% com a estirpe UFLA0327", respectivamente. Ambas as estirpes cresceram sob
pH entre 5 e 9, todavia a UFLA0327" se mostrou positiva para producdo de indole
(triptofano), fermentacdo (glucose), hidrdlise (protease), glucose e diferentes fontes de
carbono. Dessa forma e baseado nos dados, consideramos que as estirpes UFLA0267" e
UFLAO0327" representam novas espécies, cujo nomes Azospirillum uflense e
Azospirillum lavrensis sdo propostos, nessa ordem.

Palavras-chave: Rizobactérias. Fixagao bioldgica. Inoculagdo. Genoma.

Introducéo
O género Azospirillum, faz parte da familia Rhodospirillazeae, da classe

Alphaproteobacteria, e foi proposto por Tarrand et al. (1978), pela primeira vez, para
cepas fixadoras de nitrogénio associada a raiz, ‘Spirillum lipoferum’. Compreende
bactérias gram-negativas, que aparecem como células vibridides com flagelos polares e
tém um contedo de DNA G + C de 69-71 mol% (FALK et al. 1985; ZHAO et al.
2020). S&o de vida-livre com um movimento vibratério ou semelhante a um saca-rolhas
caracteristico em meios liquidos por meio de flagelos polares (FALK et al. 1985), ndo
formadora de esporos, capazes de crescer sob condi¢des microaerofilicas e suas células
sdo bastonetes ou em forma de espiral (FERREIRA et al., 2022). As espécies de
Azospirillum sdo largamente distribuidas, especialmente em regides de solos tropicais,
subtropicais e regides temperadas e estdo frequentemente associadas com plantas como
gramineas e outras culturas (DOBEREINER e DAY, 1976). Tendo sido relatado como

Microrganismo Promotor de Crescimento de Plantas (MPCP) pela produgéo de
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fitohormanios, os representantes desse género sdo cosmopolitas e colonizam uma ampla
variedade de habitats, incluindo diversos ambientes, sobretudo associados a raizes de
plantas.

No momento de escrita desse trabalho, encontramos 28 espécies em publicagdes
validas e seus nomes registrados na lista de nomes procariéticos com Standing in
Nomenclature (https://www.bacterio.net/) (EUZEBYY, 1997; PARTE, 2020). Baseados
em analises fenotipicas e estudo filogenético do genoma, estas cepas representam novas
espécies do género Azospirillum, e as espécies mais proximas das nossas cepas sdo: A.
brasilense (DSM 16907), A. baldaniorum (BR11005") e A. formosense (CC-Nfb-77).

Material e Métodos
Origem das estirpes

O isolamento das estirpes diazotroficas foram realizados a partir raiz sem lavar
(com remocdo do solo aderido) e macerado das raizes lavadas em agua. Para o
isolamento da estirpe UFLA0267", foi seccionado um fragmento fino de raiz de
aproximadamente 1 cm de comprimento e com ajuda de uma pinga foi introduzido no
meio de cultura Nfb semi-sdlido (DOBEREINER et al., 1995) reduzido o acido malico
para 0,5g L™ e acrescido a mesma quantidade de manitol e sacarose (MAGALHAES,
1981). Para o isolamento da UFLA0327", foi extraida uma aliquota de 0,1 ml do
macerado de raiz em &gua e introduzido no meio de cultura semi-solido NFb
modificado.

A estirpe UFLA0267" foi isolada do municipio de ljaci (21° 10’ 36.86°* S; 44°
55’ 40.18”° O), Minas Gerais, 823 m de altitude, e possui caracteristica da colonia
convexa, moderada, gomosa e brilhante. A estirpe UFLA0327" foi isolada do mesmo
municipio, coordenadas (21° 10’ 20.79" S; 44° 55° 37.20”’ O) com altitude de 839 m.
Apresenta caracteristicas de col6nia: convexa, pouca, abundante e opaco. Controles
negativos ou brancos foram utilizados para avaliar a auséncia de contaminag¢éo no meio.
A estirpe UFLA0246 (Azospirillum brasilense) foi utilizada como controle positivo para
a validacdo do meio, quanto & formac&o da pelicula, indicativa da presenca de bactérias
diazotroficas. Para conservagao e armazenamento, os isolados foram colocados em agua

destilada esterilizada a temperatura ambiente e também liofilizados.

Sequenciamento do genoma
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Para obter as sequéncias genémicas de uma linhagem, estas foram cultivadas em
meio de cultura liquido NFb modificado (MAGALHAES, 1981) durante 2-3 dias.
Depois disso, uma aliquota de 1 mL deste meio foi transferida para microtubos para
seguir com o protocolo de extracdo de DNA do kit de purificagdo de DNA gendmico
Wizard®. A preparacdo da biblioteca de DNA gendmico foi realizada utilizando o kit
de biblioteca NexteraXT (lllumina, Califérnia, EUA), seguindo as instrucdes do
fabricante. KAPA SYBR® FAST gPCR com QuantStudio ® 5 System (Applied
Biosystems, California, USA) foi utilizado para medir a quantidade final da biblioteca.
A qualidade da biblioteca foi avaliada pela TapeStation HSD1000 ScreenTape (Agilent
Technologies, CA, EUA). Com base em valores de CQ, realizamos um pooling
equimolar de bibliotecas, e leituras de pares (2X150 bases) foram sequenciadas no
lllumina® HiSeq X (lllumina, Califérnia, EUA) com uma configuracdo de
comprimento de leitura de 150 PE para leituras de 1,6 M PE (0,8M em cada direc¢éo)
por amostra. A montagem das estirpes realizada utilizando SPADes 3.13.0
(BANKEVICH et al. 2012). A qualidade e integralidade dos genomas verificadas com
CheckM 1.0.18 (PARKS et al. 2015). A anotacdo dos genes feita com RAST (AZIZ et
al. 2008). Todas estas analises foram realizadas utilizando a plataforma Kbase

(https://www.kbase.us/).

Analise filogenética

Andlise de similaridade (ANI) do genoma sequenciado foi realizada com 25
genomas intimamente relacionados com espécies de Azospirillum descritas, utilizando o
FastANI v.0.1.3 (FastANI module and source
code: https://github.com/ParBLiSS/FastANI), pela plataforma Kbase, para verificar a
similaridade entre as estirpes UFLA0267" e UFLA0327" e o banco de dados das
estirpes de referéncia e ja descritas (> = 95% ANI). Posteriormente geramos também a

matrix ANI/AAIl de similaridade pelo Kostas (http://enve-omics.ce.gatech.edu)
(RODRIGUEZ-R e KONSTANTINIDIS, 2016).

As estirpes consideradas para a comparagdo foram identificadas na pagina de

referéncias do bacterio (https://www.bacterio.net acesso: 04 de fevereiro, 2023)

considerando apenas as estirpes publicadas validamente na CIPE (Cddigo Internacional
de Nomenclatura de Procariotos) (HORDT et al., 2020). O algoritmo de alinhamento
multiplo MUSCLE (EDGAR, 2004) foi usado para alinhar as sequéncias. As arvores
filogenéticas foram construidas no software MEGA Versdo 11.0.10 pelo método de
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unido de vizinhos (NJ) (SAITOU e NEI, 1987) com bootstrap (FELSENSTEIN, 1985)
de 1000 replica¢6es, utilizando o algoritmo maximum-likelihood (KUMAR, STECHER,
e TAMURA, 2018).

A sequéncia de 16s rRNA das estirpes UFLA0267" e UFLA0327" foram
extraidas pelo Miga (http://microbial-genomes.org/) e as sequéncias das estirpes Tipo

foram extraidas do banco de dados de nucleotideos NCBI (www.nchi.nlm.nih.gov),

desconsiderando as estirpes ndo-cultivaveis, o0 Query Cover acima de 98% e percentual
de identificacdo maior que 96,60%. Alem de apenas aquelas publicadas validamente na
CIPE e com nome correto, segundo o banco de dados do bacterio
(https://www.bacterio.net/). Foram alinhadas com Muscle em Mega X (KUMAR,
STECHER e TAMURA, 2018)._A arvore de 16S rRNA (Figura 2) com 1214 pares de
bases mostrou que as cepas A. brasilense (DSM 1690"), A. baldaniorum (BR11005") e

A. formosense (CC-Nfb-7"), apresentaram maior similaridade com a estirpe, utilizando

o modelo Kimura 2-parameter (K2+G+1). A estirpe Bosea thioxidans (DSM 9653") foi
utilizada como um grupo externo e os valores de bootstrap (> 50%) com base em 1000
replicacdes sdo representados nos nos de ramificacdo. A qualidade das sequéncias 16S
rRNA das estirpes foi verificada na base de dados Silva (www.arb-silva.de).

A sequéncia de 16s rRNA das estirpes UFLA0267" e UFLA0327" foram

extraidas pelo Miga (http://microbial-genomes.org/) e as sequéncias das estirpes tipo

foram extraidas do banco de dados de nucleotideos NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov).
Foram alinhadas com Muscle em Mega X (KUMAR, STECHER, e TAMURA, 2018).
A éarvore de rRNA 16S (Fig. 3), com 1214 pares de bases, mostrou que as cepas A.
brasilense (DSM 1690"), A. baldaniorum (BR11005") e A. formosense (CC-Nfb-77)
apresentaram maior similaridade com as estirpes, utilizando o modelo Tamura-Nei
(TN93). Anélise de similaridade (ANI) do genoma sequenciado com 22 genomas
intimamente relacionados  foi realizada com espécies de Azospirillum descritas
utilizando 0 FastANI v.0.1.3 (FastANI module and source
code: https://github.com/ParBLiSS/FastANI),  pela  plataforma  Kbase, para

compararmos nossa estirpe com as de referéncia e ja descritas, apresnetando um ANI
maior ou igual a 95% podemos constatar se tratar possivelmente de uma nova espécie.
O algoritmo de alinhamento multiplo MUSCLE (EDGAR, 2004) foi usado para
alinhar as sequéncias. As arvores filogenéticas foram construidas no software MEGA
Versdao 11.0.10 (2021) pelo método de unido de vizinhos (NJ) (SAITOU e NEI, 1987)
com bootstrap (FELSENSTEIN, 1985) de 1000 replicagfes, utilizando o algoritmo
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maximum-likelihood (KUMAR, STECHER e TAMURA, 2016). A concatenacdo de

genes de manutencdo foi realizada por Seaview 4.2.

Comparagéo gendmica entre as estirpes

As estirpes foram analisadas utilizando o MALVE (DARLING et al., 2022) em
que observamos blocos de mesma cor em posigdes diferentes em cada genoma (Fig. 2).
O genoma de cima é da UFLA0267" e o de baixo é da UFLA0327". Essa Ultima esta
com duas linhas, porque provavelmente alinhou inversamente ao genoma da estirpe
UFLA0267". A analise apresentou ainda um nimero de contigs de 557pb, o SNP de
26655 e percentual de bases perdidas de 8,08%.

oo 4podooo 4osboon 4toboo0 wrsboo aoboo0  4ashooo  4soboon  4ashooo  eeobono  aeshooo  esolooo  esedooo  gpobooo  essbooo  enoboon  4nsboon

80_U327_Abrasiliense.configs fa

Figura 1. Resultado da comparacdo entre as duas estirpes do estudo (UFLA0267" e UFLA0327")
utilizando o visualizador de rearranjo Mauve.

Caracterizacdo morfologica, fisiologica e fenotipica

Para determinar a capacidade de fixacdo de nitrogénio os isolados foram
incubados em meio de cultura NFb semi-sélido livre de nitrogénio e confirmada pela
formacdo de pelicula na superficie e A. brasilense sp7', como um positivo controle.
Para a caracterizagdo morfoldgica, os isolados puros ficaram incubados por quatro dias
em camara de crescimento a 28 °C em meio de cultura batata dextrose (BDA). As
caracteristicas das colbnias avaliadas foram: tempo de crescimento, didmetro médio
(mm), forma (puntiforme, circular e irregular), borda (inteira, ondulada, lobada,

denteada e filamentosa), superficie (lisa, rugosa e papilada), producéo de goma (escassa,
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pouca, moderada e abundante), elevacdo (plana, lenticular, convexa e umbilicada),
consisténcia da massa de crescimento (seca, aquosa, gomosa, Vviscosa e butirica), e
detalhes dpticos (transparente, translucido, opaco e brilhante). Para conservagdo e
armazenamento, os isolados foram colocados em 4&gua destilada esterilizada a
temperatura ambiente e também liofilizados.

A coloragdo de gram foi realizada como descrito por Murray, Doestsch e
Robinow (1994). A atividade da catalase foi examinada pela adicdo de 5% (v / V)
solucdo de H,0, para as coldnias. IncubacGes em varias temperaturas foram feitas sob
condicdes estaticas em meio NFb modificado (MAGALHAES, 1981), semi-sélido em
15, 20, 25, 28, 30, 37, 40 e 45 °C. A faixa de pH de crescimento foi determinado no
mesmo meio liquido (BALDANI et al. 1986) e sélido com pH final de 3 a 9 com um
incremento de 0,5. HCI a 1% foi usado para ajustar o pH de 3 a 5, KOH 10% foi usado
para pH 6 a 9. A tolerancia ao sal foi testada no mesmo meio contendo 0,5; 1; 1,5; 2;
2,5;3e 3,5(p/v)deNaCl.

A resisténcia a antibioticos foi testada por difusdo em discos (Kasvi) sob meio
NFb sélido quanto a presenca de acido nalidixico (30 mcg), amicacina (30 mcg),
amoxilina (10 mcg), ampicilina (10 mcg), azitromicina (15 mcg), aztreoanam (30 mcg),
cefuroxima (30 mcg), claritromicina (15 mcg), cloranfenicol (30 mcg), doxiciclina (30
mcg), eritromicina (15 mcg), estreptomicina (10 mcg), gentamicina (10 mcg),
kanamicina (30 mcg), lincomicina (2 mcg), neomicina (30 mcg), oxalina (1 mcg),
penicilina (10 UI), polimixina (300 Ul), rifamicina (5 mcg), sulfonamida (300 mcg),
tetraciclina (30 mcg) e vancomicina (30 mcg) como descrito por Bauer et al. (1996).

A redugdo de nitrato a nitrito e nitrato a nitrogénio (N), producdo de indol,
andlises de perfis de atividade enzimatica como fermentation (glucose), arginine
dihydrolase, hidrolise da urease, producdo de indol (tryptophane), B-glucosidase
(esculin), protease (gelatin), B-galactosidade (para-nitrophenyl-BD-
galactopyranosidase), cytochrome oxidase e a utilizacdo das fontes de carbono: glucose,
arabinose, manose, manitol, n-acetyl-glucosamine, maltose, potassium gluconate,
caproc acid, adipic acid, malate, trisodium citrate, phenylacetic acid foram testadas

usando Kit API 20 NE (bioM erieux) a 28 °C de acordo com as instrucgdes do fabricante.

Resultados e discussao
Os genomas das estirpes UFLA0267" e UFLA0327" possuem 7.012.522 bp com

contaminacéo de 3,29 e 7.001.315 bp com uma contaminagéo de 2,63, respectivamente.
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Conforme a matrix ANI/AAI de similaridade (Tabela 1) elaborada na plataforma

Kostas (http://enve-omics.ce.gatech.edu) o valor observado foi de 98,62 entre ambas as

espécies (Tab. 1), mas ainda dessa forma damos seguimento como espécies distintas.
Considerando a estirpe UFLA0267" em relacdo a A. baldaniorum (Sp245') o valor
referéncia de ANI foi 95,04, sequida da estirpe A. brasilense (ATCC 29145") com ANI
de 93,93. O valor observado de ANI para a estirpe UFLA0327" foi de 95,00 em relacéo
a estirpe A. baldaniorum (Sp245") e 93,91 em relagdo a estirpe A. brasilense
(ATCC29145").

Tabela 1. Matriz mostrando a porcentagem de semelhanca de nucleotideos aos pares
das sequéncias completas entre a cepa U0267", U0327" e as cepas tipo de referéncia das
espécies mais proximas; os nimeros de acesso sdo dados entre parénteses.

ANIm with strain

Estirpe 2 3 4 5 6 7

1. Azospirillum_U0267" 98,64 9504 9393 93,80 84.83 83.93
2. Azospirillum_U0327" 95,00 9391 9381 8490 83.96
3. A._baldaniorum_Sp245' 9391 9402 8484  84.08
4. A._brasilense_ATCC_29145" 9439 8477  84.00
5. A_formosense_CC-Nfb-7" 84.99  84.15
6. A._rugosum_IMMIB_AFH-6" 84.45
7. A._soli_CC-Ly788" 100

As 23 espécies tipo de Azospirillum disponivel foram baixadas do Genbank

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) foram incluidos na analise filogenética e os nimeros de

acesso encontrados na tabela S1. As estirpes selecionadas foram identificadas na pagina
de referéncias do bacterio (https://www.bacterio.net/) considerando apenas as estirpes

publicadas validamente na CIPE (Cddigo Internacional de Nomenclatura de
Procariotos). As estirpes Candidatus Azospirilum massiliense, A. largomobile, A
oleiclasticum, A. palatum, A. tabaci ndo foram consideradas para esse estudo. E as
estirpes A. amazonense, A. argentinense, A. canadense, A. cavernae, A. fermentarium,
A. irakense, A. largimobile, A. zeae ndo foram encontrados algum gene housekeeping e
se mostraram distantes na arvore 16S. Portanto ndo foram incluidas no estudo com o
objetivo de obtermos dados mais consolidados.

A arvore filogenética de maxima verossimilhanca (ML) baseada em sequéncias
do gene 16S rRNA extraida do genoma foi reconstruidas usando Mega 10 (Fig. S1). A
distancia evolutiva foi calculada usando o modelo Tamura-Nei (TN93), que foi o de

melhor ajuste. Nossa comparacdo da sequéncia de rDNA 16S confirmou que a cepa
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UFLA0267" e UFLA0327" pertencem ao género Azospirillum. A filogenia do gene 16S
rRNA indicou uma similaridade maior entre as nossas estirpes e A. brasilense (DSM
1690"), seguida das estirpes A. formosense (CC-Nfb-7") e A. baldaniorum (BR11005")

permanecendo no mesmo clado na arvore.

A analise filogenética baseada em quatro genes parciais concatenados (GyrA,
GyrB, recA e rpoD) de dezoito estirpes e a arvore filogenémica indicou que
UFLA0267" e UFLA0327" pertencem a linhagem Azospirillum sp., e distinta de
qualquer espécie conhecida do género e entre si. A arvore concatenada das subunidades
beta girase (gyrA e gyrB), subunidade recombinase (recA) e genes parciais do fator 70
sigma (rpoD), sdo apresentados na figura S2. A arvore destes quatro genes foram
construidas como descrito em Mulet et al. (2010). Os parametros utilizados para cada
um dos genes housekeeping: gyrA com 2700pb e gyrB com 2578pb, nifH com 877 pb,
recA com 1083 pb; rpoD com 867 pb utilizando do modelo General Time Reverse - TR
(Anexos S2). Para a arvore concatenada utilizamos o software Seaview e obtivemos um
total de 7828 pb e utilizando o modelo GTR.

A estirpe Azospirillum UFLA0267" apresentou uma similaridade dos genes
housekeeping concatenados de 99,68% e o gene 16s rRNA de 99,92% em relacdo a
estirpe UFLA0327'. A mesma estirpe apresentou uma similaridade dos genes
housekeeping de 97,61% com a estirpe A. brasilense DSM 1690" e 97,57% com a
estirpe A. baldaniorum BR 11005". A estirpe UFLA0327", em relacdo a UFLA0267"
apresentou similaridade de 99,68% entre 0s genes concatenados, enquanto que para o
gene 16s rRNA foi de 99,92%. As estirpes mais proximas foram também A. brasilense
DSM 16907, com similaridade de 97,58% e A. baldaniorum BR 11005', com uma
similaridade de 97,54%.

Anélises fenotipicas

Em relacdo aos testes conduzidos em laboratério foi observado que as estirpes
UFLA0267" e UFLA0327" cresceram em temperaturas mais elevadas, de 40°C, que as
descritas para as estirpes mais proximas: A. baldaniorum e A. formosense, 38°C e 37°C,
respectivamente. A UFLA0267" tolerou teores mais elevados de Nacl, 3,5%, valor
superior aos encontrados para UFLA0327" (2,5%) e A. formosense (2%).
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Tabela 2. Caracteristicas que diferenciam as estirpes U0267" e U0327" de suas espécies
relacionadas mais préximas: A. baldaniaron sp. (Sp245) e A. formosense (CC-NFb-7) utilizando

de testes em laboratorio e kit AP120 NE.

7T A. baldaniorum! A. formosense?

Testes U0267" U032 sp. Sp245 CC-NFb-7
Temperatura de crescimento 20-40°C  15-40°C 20-38°C 20-37°C
pH 5,0-9,0 5,0-9,0 5,0-9,14 5,0-9,0
Tolerancia a NaCl (%) 0,5-35 0,5-2,5 0-3 0-2
Reducdo de nitrato + - + +
Producéo de indol (TRyptoPhane) - + + +
Fermentacdo (GLUcose) - + + +
Arginine dihydrolase + + ND ND
Urease + + - -
Hydrolysis (B-glucosidade) (Esculin) + + + +
Hydrolysis (Protease) (Gelatin) - + - -
B-galactosidade (Para-NitroPhenyl-BD-
Galactopyranosidase) + + - +
Fontes de carbono
Glucose - + + +
Arabinose + + + +
Manose - + + +
Manitol - + + +
N-acetyl-Glucosamine - + ND ND
Maltose - + ND
Gluconato de potassio + + ND +
Acido caprico - - ND ND
Acido adipico - - ND ND
MalaTe + + ND ND
Trisodium citrate - + ND ND
Phenylacetic acid - - ND ND
DNA G+C (%) 68,37 68,26 68,4 68,6

IFerreira et al. (2020); 2Lin et al. (2012). ND = unidentified.

A estipe U0267" se mostrou susceptivel aos antibiéticos: acido nalidixico,

amicacina, azitromicina, cloranfenicol,

doxiciclina,

streptomicina,

gentamicina,

kanamicina, neomicina, rifamicina, sulfonamides e tetraciclina; e resistente a amoxilina,

ampicilina, aztreonam, cefuroxima,

claritrommicina,

eritromicina,

lincomicina,

oxacilina, penicilina, polimixina e vancomicina. A estirpe UFLA0327" apresentou-se

resisténcia a amicacina, eritromicina e lincomicina, para todos os demais antibidticos

foram susceptiveis.



Descrigdo das espécies
Gram-negativa, oxidase e catalase-positiva, a UFLA0267" possui colénias

convexas, gomosa e brilhante em meio NFb modificado e 4-6 mm de diametro
apos 48 h. Aerdbica. O crescimento ocorre com 0-2,5% (p/v) NaCl (6timo 1,5%),
em pH 5,0-9,0 (6timo 6,5) e 15-40 °C (6timo 30 C). Com API 20 NE
(bioMerieux) essa estirpe apresentou redugdo de nitrato, Arginine DiHydrolase,
urease, hidrolise (B-glucosidade e B-galactosidade), arabinose, maltose, malato,
gluconato de potassio. A UFLA0327", gram-negativa, e catalase positiva possui
colbnia convexa, pouca, abundante e opaco. O crescimento ocorre com 0-1,5%
(p/v) NaCl (6timo 1,0%), em pH 5,5-9,0 (6timo 6,5) e 15-37 °C (6timo 30 C).
Positiva para producdo indol, fermentacdo, Arginine DiHydrolase, urease,
hydrolase (B-glucosidade e protease), B-galactosidade e fontes de carbono como
glucose, arabinose, manose, manitol, n-acetyl-glucosamine, maltose e gluconato de
potassio, malato e citrato trisédico. A estirpe UFLA0267" apresentou resisténcia a
amoxilina, ampicilina, aztreonam, cefuroxima, claritrommicina, eritromicina,
lincomicina, oxacilina, penicilina, polimixina e vancomicina e a estirpe
UFLA0327" & amicacina, eritromicina e lincomicina, para todos os demais
antibidticos foram susceptiveis. Com base em dados morfoldgicos,
quimiotaxonémicos e fisiologicos, as estirpes UFLA0267" e UFLA0327'
apresentam duas novas espécie do género Azospirillum, dentre as estirpes tipo e
entre si, para o qual os nomes Azospirillum uflense sp. e Azospirillum lavrensis sp.

s80 propostos respectivamente
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Figura S1. Arvore filogenética de maxima verossimilhanca baseada em sequéncias do gene 16S
rRNA (1381 posicbes de nucleotideos no conjunto de dados final). A arvore mostra a posi¢cdo
filogenética das cepas U267 e U327 e as espécies mais estreitamente relacionadas. Os valores
de bootstrap (> 50%) com base em 1000 replicacGes sdo representados nos nds de ramificag&o.
Bosea thioxidans (DSM 9653T) foi usado como um grupo externo. Identificadores do genoma
das sequéncias do gene 16S rRNA usadas sdo fornecidas entre parénteses.



110

___A.ramasamyi M2T2B2' (GQ246693)
| A. humicireducens SgZ-5' (JX274435.2)
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Figura S2. Arvore filogenética concatenada com base nas sequencias dos genes gyrA, gyrB, recA e rpoD
mostrando as relagdes entre a nova cepa e as especies tipo (T) do género Azospirillum com Maximum-
Likelihood utilizando o modelo Tamura-Nei (TN93). Os valores de bootstrap foram inferidos de 1000
replicas e sdo indicados nos nds da arvore quando >50%. Os numeros de acesso do GenBank sio

fornecidos entre parénteses.
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Tabela S1. Nomes das estirpes tipo validas e em consonancia com Hordt et al. (2020). Disponivel em:

https://Ipsn.dsmz.de/genus/azospirillum

Name

Nomenclatural status

Taxonomic status

Azospirillum agricola Lin et al. 2016

Azospirillum argentinense Dos Santos
Ferreira et al. 2022

Azospirillum baldaniorum Dos Santos
Ferreira et al. 2020

Azospirillum brasilense corrig. Tarrand et
al. 1979 (Approved Lists 1980)

Azospirillum canadense Mehnaz et al. 2007
Azospirillum cavernae Zhu et al. 2022
Azospirillum doebereinerae Eckert et al. 2001

Azospirillum fermentarium Lin et al. 2013
Azospirillum formosense Lin et al. 2012

Azospirillum griseum Yang et al. 2019

Azospirillum halopraeferens Reinhold et
al. 1987

Azospirillum humicireducens Zhou et al. 2013

Azospirillum largimobile corrig. (Skerman et
al. 1983) Ben Dekhil et al. 1997

Azospirillum lipoferum (Beijerinck 1925)
Tarrand et al. 1979 (Approved Lists 1980)

Azospirillum melinis Peng et al. 2006
Azospirillum oryzae Xie and Yokota 2005
Azospirillum palustre Tikhonova et al. 2019
Azospirillum picis Lin et al. 2009

Azospirillum ramasamyi Anandham et al. 2019
Azospirillum rugosum Young et al. 2008
Azospirillum soli Lin et al. 2015

Azospirillum thermophilum Zhao et al. 2020
Azospirillum thiophilum Lavrinenko et al. 2010

Azospirillum zeae Mehnaz et al. 2007

Azospirillum brasiliense Tarrand et al. 1979
(Approved Lists 1980)

Azospirillum largomobile (Skerman et al. 1983)
Ben Dekhil et al. 1997

"Candidatus Azospirillum massiliensis"
Pagnier et al. 2008

Azospirillum irakense Khammas et al. 1991

Azospirillum amazonense Magalhaes et al. 1984

"Candidatus Azospirillum massiliense" corrig.
Pagnier et al. 2008

"Azospirillum oleiclasticum" Wu et al. 2020
"Azospirillum palatum" Zhou et al. 2009
"Azospirillum tabaci" Duan et al. 2021

validly published under the ICNP correct name
validly published under the ICNP correct name
validly published under the ICNP correct name

validly published under the ICNP correct name
validly published under the ICNP correct name
validly published under the ICNP correct name
validly published under the ICNP correct name
validly published under the ICNP correct name
validly published under the ICNP correct name
validly published under the ICNP correct name

validly published under the ICNP correct name
validly published under the ICNP correct name

validly published under the ICNP correct name

validly published under the ICNP correct name
validly published under the ICNP correct name
validly published under the ICNP correct name
validly published under the ICNP correct name
validly published under the ICNP correct name
validly published under the ICNP correct name
validly published under the ICNP correct name
validly published under the ICNP correct name
validly published under the ICNP correct name
validly published under the ICNP correct name
validly published under the ICNP correct name

inaccurate spelling misspelling

inaccurate spelling misspelling

inaccurate spelling
validly published under the ICNP synonym
validly published under the ICNP synonym

not validly published
not validly published
not validly published
not validly published
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https://lpsn.dsmz.de/species/azospirillum-argentinense
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https://lpsn.dsmz.de/species/azospirillum-baldaniorum
https://lpsn.dsmz.de/species/azospirillum-brasilense
https://lpsn.dsmz.de/species/azospirillum-brasilense
https://lpsn.dsmz.de/species/azospirillum-canadense
https://lpsn.dsmz.de/species/azospirillum-cavernae
https://lpsn.dsmz.de/species/azospirillum-doebereinerae
https://lpsn.dsmz.de/species/azospirillum-fermentarium
https://lpsn.dsmz.de/species/azospirillum-formosense
https://lpsn.dsmz.de/species/azospirillum-griseum
https://lpsn.dsmz.de/species/azospirillum-halopraeferens
https://lpsn.dsmz.de/species/azospirillum-halopraeferens
https://lpsn.dsmz.de/species/azospirillum-humicireducens
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https://lpsn.dsmz.de/species/azospirillum-largimobile
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https://lpsn.dsmz.de/species/azospirillum-melinis
https://lpsn.dsmz.de/species/azospirillum-oryzae
https://lpsn.dsmz.de/species/azospirillum-palustre
https://lpsn.dsmz.de/species/azospirillum-picis
https://lpsn.dsmz.de/species/azospirillum-ramasamyi
https://lpsn.dsmz.de/species/azospirillum-rugosum
https://lpsn.dsmz.de/species/azospirillum-soli
https://lpsn.dsmz.de/species/azospirillum-thermophilum
https://lpsn.dsmz.de/species/azospirillum-thiophilum
https://lpsn.dsmz.de/species/azospirillum-zeae
https://lpsn.dsmz.de/species/azospirillum-brasiliense
https://lpsn.dsmz.de/species/azospirillum-brasiliense
https://lpsn.dsmz.de/species/azospirillum-largomobile
https://lpsn.dsmz.de/species/azospirillum-largomobile
https://lpsn.dsmz.de/species/azospirillum-massiliensis
https://lpsn.dsmz.de/species/azospirillum-massiliensis
https://lpsn.dsmz.de/species/azospirillum-irakense
https://lpsn.dsmz.de/species/azospirillum-amazonense
https://lpsn.dsmz.de/species/azospirillum-massiliense
https://lpsn.dsmz.de/species/azospirillum-massiliense
https://lpsn.dsmz.de/species/azospirillum-oleiclasticum
https://lpsn.dsmz.de/species/azospirillum-palatum
https://lpsn.dsmz.de/species/azospirillum-tabaci

Tabela S2. Similaridade entre as estirpes tipo para cada gene housekeep em relagdo a

UFLA0267".

Estirpes

16S rRNA gyrA gryB

recA

rpoD concatenada

Azospirillum U0267"

Azospirillum u0327"

A. agricola CC-HIH038" (KR296799)

A. baldaniorum BR 11005" (MT644282)

. brasilense DSM 1690" (GU256438)

. doebereinerae GSF71" (AJ238567)

. formosense CC-Nfb-7" (GU256444)

. griseum L-25-5w-1" (MH997485)

. halopraeferens DSM 3675' (GU256439)
. humicireducens SgZ—ST (JX274435)

. lipoferum 59b' (NZ VTTN01000018

. melinis TMCY 0552" (NR 043483)

. oryzae JCM 21588" (GU256443)

. picis IMMIB TAR-3' (AM922283)

. ramasamyi M2T2B2" (GQ246693)

. rugosum IMMIB AFH-6" (AM419042)

. soli CC-LY788" (KC297124)

. thermophilum CFH 70021" (MH265951)
. thiophilum BV-S" (NR 116410)

. palustre B2" (DQ787330)

> > > >>>>>>>>>>> > >

100,00
99,92
99,25
99,72
99,85
99,89
99,82
98,72
99,89
98,42
93,49
93,77
96,92
99,09
99,89
99,42
99,89
98,81
99,89
93,49

100,00 100,00 100,00 100,00

99,74
88,22
96,77
97,32
87,64
96,84
86,78
84,52
89,15
87,05
88,66
88,57
87,87
89,11
94,14
92,30
89,73
87,88
87,82

98,54
-30,29
-47,87
-47,56
-34,29
-48,65
-38,51
-30,29
-30,29
-34,84
-34,45

99,72
98,89
98,03
98,37
94,93
98,48
98,89
92,60
92,21
95,29
90,76

-124,34 89,88

-35,12
-35,56
-43,76
-38,12
-36,80
-36,43
-35,70

98,89
88,07
97,37
96,64
95,30
94,58
96,43

99,65
50,38
52,54
52,03
48,37
52,20
46,79
52,87
45,00
44,86
44,21
45,69
47,42
45,42
52,87
52,87
49,76
45,25
44,59

100,00
99,68
88,53
97,57
97,61
88,01
97,59
86,06
85,49
87,88
87,70
88,05
88,60
88,11
88,29
93,76
92,31
89,09
86,99
88,00

112



113

Tabela S3. Similaridade entre as estirpes tipo para cada gene housekeep em relacdo a UFLA0327".

Estirpes 16S rRNA gryA gryB recA rpoD concatenada

Azospirillum U0327" 100,00 100,00 100,00 100,00100,00 100,00
Azospirillum U0267" 99,92 99,74 98,54 99,72 99,65 99,68
A. agricola CC-HIH038' (KR296799) 99,30 88,29 -31,75 98,99 50,25 88,50
A. amazonense CBAch(HM485596) 96,34

A. baldaniorum BR 11005' (MT644282) 99,77 96,84 -49,34 98,13 52,41 97,54
A. brasilense DSM 1690" (GU256438) 99,90 97,39 -49,02 98,47 51,90 97,58
A. canadense DS2" (DQ393891) 97,56

A. doebereinerae GSF71" (AJ238567) 99,94 87,71 -35,75 95,02 48,25 87,99
A. fermentarium cc-Ly743' (JX843282) 99,94

A. formosense CC-Nfb-7" (GU256444) 99,86 96,91 -50,11 98,58 52,08 97,56
A. griseum L-25-5w-1" (MH997485) 98,77 86,85 -39,97 98,99 46,66 86,03
A. halopraeferens DSM 3675' (GU256439) 99,94 84,59 -31,75 92,70 52,74 85,46
A. humicireducens SgZ-5" (JX274435) 98,47 89,22 -31,75 92,31 44,87 87,85
A. irakense DSM 11586' (GU256440) 99,94

A. largomobile UQM 2041 (X90759) 94,85

A. lipoferum 59b' (NZ VTTN01000018) 96,61 87,12 -36,30 95,39 44,73 87,67
A. melinis TMCY 0552" (NR 043483) 93,82 88,73 -35,92 90,86 44,08 88,02
A. oryzae JCM 21588 (GU256443) 96,97 88,64 -125,81 89,98 45,56 88,58
A. palustre B2" (DQ787330) 93,54 87,89 -37,16 96,53 44,46 87,97
A. picis IMMIB TAR-3" (AM922283) 99,13 87,94 -36,58 98,99 47,29 88,08
A. ramasamyi M2T2B2" (GQ246693) 99,94 89,18 -37,02 88,17 45,29 88,27
A. rugosum IMMIB AFH-6" (AM419042) 99,47 94,21 -45,22 97,47 52,74 93,73
A. soli CC-LY788" (KC297124) 99,94 92,37 -39,58 96,74 92,28
A. thermophilum CFH 70021" (MH265951) 98,86 89,80 -38,26 95,40 49,63 89,06
A. thiophilum BV-S' (NR 116410) 99,94 87,95 -37,89 94,68 45,12 86,96
A. zeae N7' (DQ682470) 97,41
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ARTIGO V - Descricdo e anotacdo genémica da estirpe Pseudomonas ijaciense sp.
nov. (UFLA306"), isolada da rizosfera de ora-pro-nébis (Pereskia aculeata Mill.)

Resumo

O género Pseudomonas esta distribuido nos solos e agua. Representantes desse género
sdo importantes na promoc¢do de crescimento de plantas e outros como patdgenos de
animais e seres humanos. Uma estirpe bacteriana diazotrofica gram-negativa, aerobica,
espiral ou em forma de bastonete, ndo formadora de esporos, designada UFLA0306",
foi isolada a partir um fragmento fino seccionado de raiz de ora-pro-ndbis (Pereskia
aculeata Mill.) em ljaci, Minas Gerais. A anélise filogenética das sequéncias dos genes
16S rRNA, rpoB, rpoD e gyrB indicaram que a cepa € pertencente ao subgrupo
Pseudomonas. O ANI (Average nucleotide indentity) entre as estirpes e as espécies tipo
mais proximas do género Pseudomonas demonstrou uma similaridade de 89,26% com
Pseudomonas putida (NBRC 14164YT), 89,16% com Pseudomona monteilli (NBRC
1031587 e 85,25% com P. entomophila (L48"). Além disso, a estirpe UFLA306" pode
ser distinguida de membros de espécies filogeneticamente relacionadas por diferencas
nas propriedades fenotipicas das col6nias formadas em meio sélido NFb como a cor
creme, convexa, moderada, gomosa e brilhante apds 2 dias de incubagdo. O contetdo de
DNA G+C da estirpe tipo é 61.93 = 0,1 mol %. Com base em dados morfoldgicos,
quimiotaxonémicos e dados filogenéticos, a cepa UFLA0306" representa uma nova
espécie dentro do género Pseudomonas, e propomos o nome de Pseudomonas ijaciense.

Palavras-chave: Metabolismo do N. Cactos. Associativas. ljaci.

Introducéo
O género Pseudomonas, pertencente a familia Pseudomonadaceae, foi proposta

pela primeira vez por Migula (1900). E um grupo de bactérias extremamente
diversificado (LIU et al., 2021), ndo formadoras de esporos, moveis, em forma de
bastonetes (PALLERONI, 1984) e podem ser encontrados em diferentes tipos de
ambientes (LIU et al., 2021). Além disso, alguns sdo patdgenos humanos e vegetais
(BUSQUETS et al., 2017; PALLERONI, 1984). Séo atualmente descritos no género
cerca de 300 espécies com nomes validamente publicados

(https://Ipsn.dsmz.de/genus/pseudomonas). Muitos deles foram isolados do solo, rochas

ou agua nos Gltimos anos (NOVAKOVA et al., 2020). Essas espécies tém sido
organizadas com base em andlises filogenéticas usando sequéncias dos genes 16S
rRNA, gyrB, rpoD e rpoB para facilitar a classificagdo dentro do grupo.

Estudos tém sido desenvolvidos sobre rizobactérias do género Pseudomonas
promotoras de crescimento de plantas (COSTA-GUTIERREZ et al. 2020; OROZCO-
MOSQUEDA et al. 2019; SANDINI et al. 2019) comumente encontradas na rizosfera e
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em solos agricolas. Esses microrganismos possuem muitas caracteristicas para atuar
como agente de biocontrole (BALIAH, CHANDRASEHAR e SELVAN, 2018). Séo
capazes de aumentar o crescimento das plantas e as protegem de estresses bioticos e
abioticos (SOUZA et al., 2015), induzem tolerancia a estresse salino (CHU et al. 2019)
e contribuem para a reducéo de fertilizante nitrogenado mineral (SANDINI et al. 2019).

A ora-pro-nobis (Pereskia aculeata Mill.) uma planta da familia cactaceae,
categorizado como alimenticia ndo convencional, encontrada principalmente no estado
de Minas Gerais (VEGA et al., 2020).

A bactéria diazotréfica UFLA0306" foi obtida a partir um fragmento fino
seccionado de raiz sem lavar (com remocao do solo aderido) da Ora-pro-nébis e apds o
isolamento foi mantida em meio de cultura NFb semi-solido (DOBEREINER et al.,
1995) reduzido o acido malico para 0,5g L™ e acrescido a mesma quantidade de manitol
e sacarose (MAGALHAES, 1981). O local de coleta, o municipio de Ijaci (21° 10’
20.797’ S; 44° 55 37.20”° O), apresenta 839 m de altitude e um solo de pH = 7.8; M.O.
=3.19; SB = 12.45; H+AIl = 0.72, segundo Vega et al. (2020).

Baseado em analises fenotipicas, filogenéticas e na taxonomia gendmica, 0
objetivo deste trabalho é descrever e comparar em nivel de espécie a estirpe
UFLAO0306", associativa de ora-pro-nébis, com outras estirpes tipo do género
Pseudomonas coletadas em diferentes lugares, assim como o estudo genémico de genes

funcionais e esclarecer a posicao taxondmica da estirpe Pseudomonas UFLA0306".

Material e Métodos
Sequenciamento do genoma

Para obter as sequéncias gendmicas de uma linhagem, a estirpe foi cultivada em
cultura liquido Nfb (DOBEREINER et al., 1995) reduzido o &cido malico para 0,5g L™
e acrescido a mesma quantidade de manitol e sacarose (MAGALHAES, 1981) durante
2-3 dias. Depois disso, transferiu-se uma aliquota de 1 mL para microtubos para seguir
com o protocolo de extracdo de DNA do kit de purificacio de DNA gendmico
Wizard®. A preparacdo da biblioteca de DNA gendmico foi realizada utilizando o kit
de biblioteca NexteraXT (Illumina, Califérnia, EUA), seguindo as instrucdes do
fabricante. Para medir a quantidade final da biblioteca utilizou-se KAPA SYBR® FAST
gPCR com QuantStudio ® 5 System (Applied Biosystems, California, USA). A
qualidade da biblioteca foi avaliada pela TapeStation HSD1000 ScreenTape (Agilent

Technologies, CA, EUA). Foi realizado um pooling equimolar de bibliotecas, e leituras
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de pares (2X150 bases) foram sequenciadas no Ilumina® HiSeq X (Illumina,
Califérnia, EUA) com uma configuracdo de comprimento de leitura de 150 PE para
leituras de 1,6 M PE (0,8M em cada direc¢do) por amostra. Para a montagem da
UFLA0306" utilizou-se SPADes 3.13.0 (BANKEVICH et al. 2012). A qualidade e
integralidade dos genomas foram verificadas com CheckM 1.0.18 (PARKS et al. 2015).
A anotacdo dos genes foi feita com RAST (AZIZ et al. 2008). Todas estas anélises

foram realizadas utilizando a plataforma Kbase (https://www.kbase.us/).

Genes 16S rRNA

As estirpes consideradas para a comparacdo foram identificadas na pagina de

referéncias do bacterio (https://www.bacterio.net), considerando apenas as estirpes

publicadas validamente e corretas segundo Winslow et al. (1917) e até o momento (5 de
fev. 2023) na CIPE (Codigo Internacional de Nomenclatura de Procariotos). A
sequéncia de 16s rRNA da estirpe UFLAO0306" foi extraida pelo MIGA

(http://microbial-genomes.org/) e as sequéncias das 40 espécies tipo, dentre os 310

descritas (de um total de 524 estirpes no banco de dados) mais proximas da
UFLA0306", foram extraidas do banco de dados de nucleotideos NCBI

(www.nchi.nlm.nih.gov), desconsiderando as estirpes ndo-cultivaveis, o Query Cover

acima de 98% e percentual de identificagdo maior que 96,60%, para gerarmos as
arvores filogenéticas. As sequencias foram alinhadas com MUSCLE em Mega X
(KUMAR et al. 2018).

O algoritmo de alinhamento multiplo MUSCLE (EDGAR, 2004) foi usado para
alinhar as sequéncias. A arvore filogenética de maxima verossimilhanca (ML) baseada
em sequéncias do gene 16S rRNA foi reconstruida no software MEGA Versdo 11.0.10
(2021) pelo método Neighbor-join (NJ) (SAITOU e NEI, 1987) com bootstrap
(FELSENSTEIN, 1985) de 1000 replicagdes, utilizando o algoritmo maximum-
likelihood (KUMAR, STECHER e TAMURA, 2016). A distancia evolutiva foi

calculada usando o modelo Kimura 2-parameter que apresentou o melhor ajuste.

ANI

Foi realizada uma analise de similaridade (ANI) do genoma sequenciado com 40
genomas intimamente relacionados com espécies de Pseudomonas descritas utilizando o
FastANI v.0.1.3 (FastANI module and source code:


https://www.bacterio.net/
http://microbial-genomes.org/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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https://github.com/ParBLiSS/FastANI), pela plataforma Kbase, para verificar se é a

mesma espécie que os isolados de referéncia e ja descritos (> = 95% ANI).

Multilocus sequence analysis

As andlises filogenéticas das sequéncias de genoma e a montagem dos contigs
(gyrB, rpoB, rpod) foram realizadas no software MEGA versdo X, pelo método de
unido de vizinhos (NJ) (SAITOU e NEI, 1987) usando o parametro TR: General Time
Reversible com bootstrap de 1000 replicacdes, utilizando o algoritmo maximum-
likelihood (KUMAR, STECHER, e TAMURA, 2016). O algoritmo de alinhamento
maltiplo MUSCLE (EDGAR, 2004) foi usado para alinhar as sequéncias. A
concatenacdo de genes foi realizada com o software Seaview com os fragmentos de
sequencia de trés genes gyrB, rpoB, e rpoD e seguindo a mesma ordem. As sequencias

de genoma das estirpes tipo foram baixadas do NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) e

0s numeros de acesso encontrados na tabela S2.

Caracterizacao fenotipica

Para a caracterizacdo morfoldgica da estirpe UFLA0306', os isolados foram
incubados por 72 horas em camara de crescimento a 28 °C em meio de cultura NFb. A
coloracdo de gram foi realizada como descrito anteriormente por Murray, Doestsch e
Robinow (1994). Os testes fisiologicos foram realizados em meio liquido NFb em 3
repeticGes e meio sélido LB (MULET et al. 2012). Experimentos independentes sob
uma variedade de condigdes, segundo Tikhonova, Grouzdev e Kravchenko (2019).

A atividade da catalase foi examinada pela adicdo de 5% (v / v) solu¢édo de H,0;
para as colonias. A faixa de temperatura para crescimento testada foram entre 15 —
40°C. A faixa de pH de crescimento foi determinado no mesmo meio NFb liquido e
s6lido LB (10 g L™ de peptona, 5 g L™ de extrato de levedurae 5 g L™ de cloreto de
sodio) com pH final de 3 a 9 com um incremento de 0,5. HCI a 1% foi usado para
ajustar o pH de 3 a5, KOH 10% foi usado para pH 6 a 9. A tolerancia ao sal foi testada
no mesmo meio contendo 0,5; 1; 1,5; 2; 2,5; 3; 3,5 e 4% (p / v) de NaCl. A resisténcia a
antibioticos foi testada em meio DIGs solido quanto a presenca de acido nalidixico (30
mcg), amicacina (30 mcg), amoxilina (10 mcg), ampicilina (10 mcg), azitromicina (15
mcg), aztreoanam (30 mcg), cefuroxima (30 mcg), claritromicina (15 mcg),
cloranfenicol (30 mcg), doxiciclina (30 mcg), eritromicina (15 mcg), estreptomicina (10
mcg), gentamicina (10 mcg), kanamicina (30 mcg), lincomicina (2 mcg), neomicina (30


https://github.com/ParBLiSS/FastANI
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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mcg), oxalina (1 mcg), penicilina (10 Ul), polimixina (300 Ul), rifamicina (5 mcg),
sulfonamida (300 mcg), tetraciclina (30 mcg) e vancomicina (30 mcg).

A capacidade de fixacao de nitrogénio foi determinada anteriormente e em meio
de cultura NFb semi-solido modificado por Magalhdes (1981), incubados a 28 °C por
10 dias, e confirmada pela formacao de pelicula na superficie. A utilizacdo de fontes de
carbono e nitrogénio individuais e demais analises fisiologicas foram investigadas
utilizando o kit de testes APl 20NE seguindo as instruc6es do fabricante (bio- M erieux)
com incubacédo a 37° C e conforme metodologia previamente descrita (MICHEL et al.
2017).

As caracteristicas das col6nias ainda foram avaliadas quanto ao tempo de
crescimento, diametro médio (mm), forma (puntiforme, circular ou irregular), borda
(inteira, ondulada, lobada, denteada ou filamentosa), superficie (lisa, rugosa ou
papilada), producdo de goma (escassa, pouca, moderada ou abundante), elevacdo (plana,
lenticular, convexa ou umbilicada), consisténcia da massa de crescimento (seca, aquosa,
gomosa, viscosa ou butirica), e detalhes Opticos (transparente, translucido, opaco ou
brilhante). Para conservacdo e armazenamento, os isolados foram colocados em agua

destilada esterilizada a temperatura ambiente e também liofilizados.

Resultados e discussdes
Sequencias e ANI

O genoma possui 5.989.801 pb e uma contaminacao de 0,29. O valor observado
de ANI foi 89,26%, considerado baixo e em relagdo a estirpe P. Monteilii (NBRC
103158"), seguida da estirpe P. Putida (NBRC 14164Y") (89,16%) conforme a matrix
ANI/AAl de similaridade elaborada na plataforma Kostas (http://enve-
omics.ce.gatech.edu) (RODRIGUEZ-R e KONSTANTINIDIS, 2016).

Tabela 1. Matriz mostrando a porcentagem de semelhanca de nucleotideos aos pares
das sequéncias completas entre a cepa UFLA0306" e as cepas do tipo de referéncia das
espécies mais proximas; os nimeros de acesso sdo dados entre parénteses.

ANI with strain

Estirpes 2 3 4 5 6
1 Pseudomonas UFLAO0306" 89,26 89,16 83,98 85,25 85,19
2 P. putida NBRC14164YT (NC 021505) - 90,15 84,16 85,56 85,71
3 P. monteilii NBRC103158" (NZ BBIS01000132) - - 84,08 8555 86,42
4 P.fulva NBRC16637" (NZ BBIQ01000046) - - - 85,25 85,19
5 P. entomophila L48" (NC 008027) - - - - 88,83
6 P. mosselii DSM17497" (NZ KK211238) - - - - -
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Analise filogenética

Nossa comparacdo da sequéncia de rDNA 16S extraido do genoma confirmou
que a cepa U0306" pertence ao género Pseudomonas. A filogenia do gene 16S rRNA
indicou uma similaridade maior entre a estirpe UFLA0306" e as cepas P. putida
(NBRC 14164YT) (89,26%), P. monteilii (NBRC 103158") (89,16%), P. fulva (NBRC
166377) (83,98%), P. entomophila (L48") (85,25%) e P. mosselii (DSM 17497")
(85,19%) e (Fig. S1).

A andlise filogenética baseada em quatro genes parciais concatenados (16S
rDNA, gyrB, rpoB e rpoD) (Fig. S2) indicou que U0306™ pertence a linhagem
Pseudomonas sp., mas é distinta de qualquer espécie conhecida de Pseudomonas. As
arvores individuais da subunidade beta girase (gyrB), subunidade beta da RNA
polimerase (rpoB) e RNA polimerase, genes parciais do fator 70 sigma (rpoD), sdo
apresentados na Fig. S3, S4 e S5. As arvores destes trés genes foram construidas como
descrito em MULET et al. (2010).

Os numeros indicam a porcentagem de ocorréncia do ramo em Aarvores
bootstrapped. Com 1400C pares de base a sequéncia de acesso mais similar encontrada
no GenBank considerando o gene 16S é KF317736. As sequéncias dos genes
housekeeping extraidos do genoma e utilizadas na analise filogenética ttm um numero
de pares de base de 2379 para o gene gyrB, 4197 pb de rpoB e 1845 pb para rpoD
utilizando o modelo TR: General Time Reversible. A estirpe UFLA306" demonstrou
uma similaridade de 92,46% com a estirpe P. monteilli NBRC103158" e 92,18% com a
P. putida NBRC1464T, em relacdo aos genes housekeeping concatenados (Tabela S3).

A partir da homologia de sequéncias de aminoacidos, ndo observamos a
presenca de genes de resisténcia a antibidticos que induzem padrfes de resisténcia a
cefotaxinma, amoxilina e tetraciclina (blaCT X-M, blaTEM e tetA) como encontrado
em P. aeruginosa (ALGAMMAL et al., 2020). Foi identificado também que a estirpe
U0306T possui dois sistemas de deteccdo de quorum de N-acil-homoserina lactona que
regulam grandes conjuntos de genes sobrepostos (SCHUSTER e GREENBER, 2006;
LIN et al. 2003).

Segundo a tabela S1 foram identificados diferentes genes responsaveis pela
resisténcia a diferentes condigdes ambientais, tais como 0s genes rpoS, conhecido por

responder a densidade celular, apresentando maior expressdo na fase estacionaria
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(KOJIC e VENTUTI, 2001), ALKB (alkane hydroxylase), repressor transcricional PutA
e PutP (Proline/sodium symporter)/ Proline dehydrogenase (EC 1.5.5.2) / Delta-1-
pyrroline-5-carboxylate dehydrogenase (EC 1.2.1.88), HutX, ProV (Glycine betaine/L-
proline transport ATP-binding protein), OprD (Outer membrane low permeability porin
family => OccD7/OpdB proline), AlgB (Alginate biosynthesis two-component system
response regulator), Prop (L-Proline/Glycine betaine transporter), proteinas reguladoras
de alginato AlgP, regulador transcricional positivo de AlgD, um codificados da GDP
manose desidrogenase, uma enzima que converte a GDP manose em GDP-acido
manurdnico, um precursor do exopolissacarideo alginato. Identificamos a presenca no
genoma de proteinas reguladoras de nitrogénio (NtrB, GInG = NtrC, GInK) e two-
component sensor CbrA e CbrB: intracellular carbon: nitrogen balance na utilizacdo da
histidina (ZHANG e RAINEY, 2008), PtsN (Proteina reguladora de nitrogénio tipo PTS

I1A), regulacdo de nitrogénio associada a proteina fosfocarreadora (Tab. S2).

Analises fenotipicas

Os limites de temperatura para o crescimento foram 15-40 °C com uma
temperatura 6tima a 30° C, estando essa estirpe dentre as proximas que suportaram
temperaturas mais elevadas junto a P. entomophila (L48"). A estirpe foi capaz de
crescer nas faixas de pH de 4,5 a 9,0 com um étimo em 5,0, ndo ocorrendo crescimento
a pH 4; e na faixa de salinidade de 0,5 a 3,5% (p/v) NaCl com o 6timo em 1% e ndo
tolerando valores maiores que esses. As colbnias tinham cerca de 2 mm ap06s dois dias
de incubacdo em meio de cultura NFb a 28°C, cor creme, convexa, moderada, gomosa e
brilhante. O crescimento ndo foi detectado a temperatura de 40°C quando em meio
liqguido NFb, apenas em LB sélido. Ao compararmos a nossa estirpe com P. putida,
estirpe mais préxima filogeneticamente, essa Ultima ndo apresentou hidrolase de
gelatina e assimilagdo positiva de D-arabinose e D-mannose. A estirpe UFLA0306"
ainda foi testada quanto a D-arginine e D-glucose e foram positivas em relacédo a estirpe

mais proxima como visto na tabela a seguir:

Tabela 2. Caracteristicas que diferenciam Pseudomonas ijaciensis (U0306') de suas
espeécies tipo mais proximas.

Characteristics 1 22 32b 42 5¢ 62
Fluorescence ND + - + - R
Motility + + + + + +

Growth temperature 15-40 5-XX 10-36 5-42 4-35 5-XX°C
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°C)
pH 45-9,0 >4 >4 >4 >4
Tolerance NaCl 0,5-3,5% <6% 3% 6% + 8%
Nitrate reduction - - - - - -
Arginine
dihydrolase + + + + + -
Hydrolysis of
gelatin + - - + - -
Esculin ferric citrate - - - - - -
Urease - - + - - -
Nitrato de potassio - ND ND ND ND ND
L-tryptophane - ND + ND ND ND
L-arginine + ND - ND ND ND
Assimilation of 4-
nitrophenyl-beta-D- - ND - ND ND ND
galactopyranoside
D-glucose + - + + - +
L-arabinose - + + + - +
D-mannose - + - + + +
D-manitol - - - + + -
N-acetyl-
glucosamine - - - + + -
D-maltose - - - - - -
Potassio gluconate + + ND + ND +
Acido caprico + + + + ND +
Acido adipic/adipate - - - - ND -
Acido malico + + + + ND +
Citrato trisodium + + ND + ND +
Phenylacetic acid + + + + - -
d-Mannose ND - w + + +
Dextrin ND w w - + -
Tween-40 ND + + + + +
d-Cellobiose ND - - - + w
d-Trehalose ND - - - + -
GC content (%) 61.93 62,5 60 60 60.3 60

Legenda: Cepas: 1. UFLA306 2. P. putida (NBRC_14164YT) 3. P_monteilli
(NBRC _103158T) 4. P. entomophila(L48T) 5. P. moraviensis (1B4T); 6. P. fulva
(NBRC _16637T). Abbreviations: —, negative; +, positive; ND, not determined. Mulet et al.
2012% Dabboussi et al. 2002°% Tvrzova et al. 2006°, Jia et al. 2020°. ND = unidentified.

Com base nos testes realizados e dados apresentados esta cepa representa uma
nova espécie do género Pseudomonas, e as espécies mais proximas sao: Pseudomonas
putida (NBRC 14164Y"), Pseudomona monteilli (NBRC 103158™) e a cepa
Pseudomonas entomophila (L48"). Em conclusdo, os resultados do presente estudo,

incluindo evidéncias morfologicas e filogenéticas e diferencas fisioldgicas e
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bioquimicas, indicam que a estirpe UFLAO0306' representa uma nova espécie de o

género Pseudomonas, para o qual o nome Pseudomonas ijacinense é proposto.

Descricdo da espécie
As células sdo diazotréficas Gram-negativas, aerobicas e em forma de bastonete

(séo 0,6-0,8 x 2,0-4,0 um.) quando isoladamente. Catalase e oxidase positivas. As
colbnias séo circulares de cor creme, convexa, moderada, gomosa e brilhante ap6s 2
dias de incubacéo e cerca de 2 mm. O crescimento ocorre com 0,5 - 3,5% (p/v) NacCl
(6timo 1%), em pH 4,5 - 9,0 (6timo 5,0) e 15 - 40 °C (6timo 30 °C). As células sao
capazes de crescer em nitrogénio meio livre, caldo nutriente e DIGS. Os resultados da
API 20NE sdo positivos para arginine dihydrolase, hidrélise da B-glucosidade (esculin)
e protease (gelatina), glucose e negativo para reducdo de nitratos, producdo de indol,
fermentacdo (glucose), uréase, B-galactosidade. Utiliza varios compostos como Unica
fonte de carbono, incluindo D-glucose, Gluconato de potassio, acido céprico, acido
malico, citrato trissodico e &cido fenilacético. Negativo para as fontes de carbono:
arabinose, manose, manitol, n-acetyl-glucosamine e acido adipico. A UFLA0306"
apresentou resisténcia aos antibioticos: acido nalidixico, amicacina, azitromicina,
cloranfenicol, doxiciclina, estreptomicina, gentamicina, kanamicina, neomicina,
polimixina, rifamicina, sulfonamidas e tetraciclina. As cepas podem diferir na utilizacao
de L-arginine, D-glucose e Hydrolysis of gelatin. O contetdo de DNA G+C da cepa
tipo € 61.93 £0,1 mol %. O genoma e sequéncia de rRNA 16S da estirpe Pseudomonas

ljaciense foi depositada no GenBank sob nimero
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Apéndice E

Tabela S1 — Genes de resisténcia encontrados na estirpe U0306T em relagdao as demais estirpes mais proximas.

Resistance Gene

rpoS* ALkB? PutA®>  PutP HutX ProV OprD  AlgB ProP
Number Histidine, Outer Regulatio L-
Strain Size of Production of Encoding alkane-1- Proline/s  proline, and Glycine membrane n of Proline/Gly
features several monooxygenase Proline odium  proline betaine  betaine/L- low alginate cine
virulence/quorum (alkane dehydroge symporte ABC proline permeability  biosynth betaine
sensing hydroxylase) nase r transporter transport porin esis transporter
u0306T 5,989,801 5,752 + + + + + + + + +
P. aeruginosa 6,316,979 5,977 + + - + + - + + +
P. fluorescens 6,511,547 6,176 + + + + + - + + +
P._putida 6,156,701 16,827 + + + + + + + + +
P._monteilii 6,308,713 6,494 - - - - - + - R .

com estresse no solo e a fixagdo bioldgica de nitrogénio encontrada no genoma e algumas estirpes de referéncia. Jorgensen et al. (1999)1; Belhaj, Desnoues, EImerich
(2002)%; Chen et al. (2022)>. NCTC10332™ sBw25™® NBRC 14164Y™ NBRC 103158"".
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Tabela S2 — Genes relacinados a regulacao do nitrogénio pela estirpe U0306T e demais estirpes tipo mais préximas.

Nitrogene gene

NtrB GInG GInk cbra® cbrB’ PtsN
Strain Size Number of Nitrogen Nitrogen Nitrogen Two-component sensor: PTS lIA-like
features regulation regulation regulatory intrcellular nitrogen-regulatory

protein protein NR(l) protein P-II carbon:nitrogen balance protein
Pseudomonas_U0306T 5,989,801 5,752 + + + + + +
P. aeruginosa” 6,316,979 5977 + + + + + +
P. fluorescens® 6,511,547 6,176 + + + + + +
P._putida® 6,156,701 16,827 + + + - - +
P._monteilii’ 6,308,713 6,494 + + + - - +

Legenda: Genes relacionados com estresse no solo e a fixagdo bioldgica de nitrogénio encontrada no genoma e algumas estirpes de referéncia. Nishijyo et al
), sBW25"®, NBRC 14164Y", NBRC 103158

(2001)*. NCTC10332

T(A

T(D
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Tabela S3. Similaridade entre as estirpes tipo para cada um dos genes housekeep e a
UFLA0306'.

Estipes 16SrRNA gyrB  rpoB rpoD concatenada
Pseudomonas U0306" 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
P. alcaligenes ATCC14909'(AF094721) 99,21 78,36 86,71 78,23 70,31
P. argentinensis CHO1"(NR 043115) 99,77 79,08 87,20 78,96 73,15
P. cedrina DSM17516"(KX186938) 97,49 80,47 86,41 80,36 69,99
P. chengduensis MBR"(EU307111) 99,06 78,15 86,86 78,01 72,71
P. chlororaphis DSM50083" (NR 116723) 99,45 81,78 87,01 81,62 73,09
P. donghuensis HYS' (NR 136501) 99,94 8548 9125 85,03 82,96
P. entomophila L48" (NR 102854) 99,34 86,47 93,02 87,80 86,83
P. extremorientalis KMM3447T (NR 025174) 98,28 81,75 86,81 81,65 71,90
P. flavescens B62" (NR 025947) 99,22 78,52 86,30 78,37 68,27
P. fulva NBRC16637" (NR 113857) 99,94 85,68 93,24 84,15 86,21
P. gessardii CIP105469" (NR 024928) 97,11 82,06 88,31 81,85 71,10
P. graminis DSM11363" (NR 026395) 99,49 79,28 8549 79,26 72,25
P. helleri DSM29165" (NR 148763 99,64 80,09 85,78 80,04 70,78
P. jessenii CIP105274" (NR 024918 99,70 82,09 8509 81,85 73,89
P. lini DLE411J" (NR 029042) 99,62 82,00 88,46 81,79 72,91
P. lutea OK2" (NR 029103) 99,94 70,22 78,68 70,17 62,77
P. mendocina ATCC25411" (MK265746) 99,94 79,08 86,79 78,96 73,84
P. migulae NBRC103157" (NR 114223) 99,94 81,99 87,97 81,77 72,49
P. monteilii NBRC103158" (NR 114224) 99,75 92,28 97,05 92,04 92,46
P. mosselii CIP105259" (AF072688) 99,38 86,16 90,13 87,48 84,41
P. punonensis LMT03" (NR 109583) 99,63 78,21 86,66 78,09 68,20
P. putida NBRC14164" (NR 113651) 99,79 92,26 96,43 92,26 92,18
P. reidholzensis CCOS865' (LT009707) 99,29 86,85 91,94 87,22 86,34
P. rhizosphaerae DSM16299" (AY152673) 99,16 81,12 8786 81,13 76,22
P. rhodesiae CIP104664" (NR 024911) 97,87 79,76 8543 79,67 68,46
P. silesiensis A3" (NR 156815) 99,94 81,98 87,65 81,74 73,20
P. straminea JCM2783" (LC420056) 99,94 79,20 86,77 79,08 72,74
P

. synxantha DSM18928" (KX 186990)
97,03 81,17 8625 81,06 70,27

. veronii CIP104663" (NR 028706) 98,18 81,86 87,02 81,80 71,63
P. wadenswilerensis CCOS864" (LT009706) 99,94 8535 91,30 84,92 83,15
P. weihenstephanensis DSM29166" (KP738720) 99,94 80,17 8583 80,11 70,85

o
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a4 P, alcaligenes ATCC 14909 (AF094721.1)
P, otitidis MCC10330" (NR 043289)
P stutzeri VKM B-975T (NR 116489)
P, luteola NBRC 103146" (NR 114215)
P, oryzihabitans NBRC 102199" (NR 114041)
P chengduensis MBRT (EU307111.2)
P. mendocina ATCC 254117 (MK265746)
P, flavescens B62" (NR 025947)
P, punonensis LMT03" (NR 109583)
E'_E P argentinensis CHOIT_(NR 043115)

79 L P, straminea JCM 2783 (LC420056)
P, benzenivorans DSM 8628 (NR 116904)

55 97 P enl()m()p_hila L48T_(NR 10285_4)
7 P. mossel CIP 105259 (AF072688.2)

7 P. monteilii NBRC 1031587 (NR 114224)
&7 Pseudomonas U306"
P, fulva NBRC 166377 (NR 113857)
M P, reidholzensis CCOS 865" (LT009707.2)
E P, putida NBRC 14164" (NR 113651)
7 P vranovensis 2B2" (NR 043313)

84
- P, donghuensis HYST (NR 136501.2)
32 84 P. wadenswilerensis CCOS 8647 (LT009706)
— P, rhizosphaerae DSM 16299 (AY152673)
P, graminis DSM 113637 (NR 026395)
Bl 89 _[

57 “— P, lutea OK2™ (NR 029103)

P. moraviensis CCM 7280"(AY970952)

P, jessenii CIP 105274T (NR 024918)

P. chlororaphis DSM 50083 (NR_116723)
P lini DLE4117 (NR 029042.2)

P ﬁ*ederiksbeizgensis JAJ28T (NR 028906)
P. mandelii NBRC 103147" (NR 114216)
87 “— P, silesiensis A3" (NR 156815)

P. migulae NBRC103157" (NR_114223)

2 P, helleri DSM 29165" (NR_148763)

45 P. azotoformans DMS 188627 (KX186990)
{P. cedrina DMS 175167 (KX186938)

P, synxantha DMS 18928 (KX 186990)

E{ P, gessardii CIP105469" (NR_024923)
n P, libanensis CIP105460" (NR_024901)
P, veronii CIP 104663 (NR_028706)
P, extremorientalis KMM3447" (NR_02174)
53 =

84— P rhodesiae CIP 104664T (NR_024911)
P. fluorescens ATCC13525" (F1971870)
Bosea thiooxidans DSM 9653 (AJ250796)

Figura S1. Arvore filogenética de maxima verossimilhanca baseada em sequéncias do gene
16S rRNA (1381 posicOes de nucleotideos no conjunto de dados final). A arvore mostra a
posicdo filogenética da cepa U0306" e as espécies mais estreitamente relacionadas. Os valores
de bootstrap (> 50%) com base em 1000 replicacdes sao representados nos nés de ramificacao.
Bosea thioxidans DSM 9653 foi usado como um grupo externo. Identificadores do genoma
das sequéncias do gene 16S rRNA usadas sdo fornecidas entre parénteses.



Figura S2. Arvore
filogenética de juncdo de
vizinhos baseada no gene 16S
rRNA, gyrB, rpoB e rpoD
concatenado  parcial  de
Pseudomonas U0306" e as
cepas tipo de outras espécies
de Pseudomonas. A evolugéo
as distancias foram calculadas
pelo método TR: General
Time Reversible. A
porcentagem de  replicar
arvores nas quais 0s taxons
associados agrupados no teste
de bootstrap (1000 réplicas)
sdo mostrados junto aos
ramos.
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Figura  S3. Arvore
filogenética baseada no gene
gyrB  de  Pseudomonas
U0306" e as estirpes tipo de
outras espécies de
Pseudomonas. A evolugdo
as distancias foram
calculadas pelo método TR:
General Time Reversible. A
porcentagem de replicar
arvores nas quais 0s taxons
associados agrupados no
teste de bootstrap (1000
réplicas) sdo  mostrados
junto aos ramos.
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Figura S4.  Arvore
filogenética baseada no
gene rpoB de

Pseudomonas U0306" e as
estirpes tipo de outras
espécies de Pseudomonas.
A evolucdo as distancias
foram calculadas pelo
método TR: General Time
Reversible. A porcentagem
de replicar é&rvores nas
quais os tdxons associados
agrupados no teste de
bootstrap (1000 réplicas)
sd0 mostrados junto aos
ramos.
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P. lini DLE4117T (NR. 020042.2)

P helleri DSM 201657 (NR_148763)
P. weihenstephanensis DSM 201667 (KP738720)

P graminis DSM 11363T(INE. 026395)

P. rhizosphaerae DSM 16200T (AY152673.1)

P. donghuensis HYST (NR 136501.2)

P. wadernswilerensis CCOS 864T (LT009706.2)
P mosseli CTP 105259T (AF072688.2)

P. reidholzensis CCOS 865T (LT0097072)
P. entomophila L4ST (NE. 102854)

P fulva NBRC 16637T (NR 113857)
P putida NBRC 14164T (NR 113651)

P monteilii NBRC 1031587 (NR. 114224)
Pseudomonas UFLA306T

P. benzenivorans DSM8628T (NZ_CP073346.1)
P alealigenes ATCC 149097 (AF(004721.1)

P. otitidis DSM17224T (FN554745.1)

P chengduensis MBRT (EU307111.2)

P mendocing ATCC 254117 (MK265746)

P. straminea JCM 27837 (LC420056)
P. flavescens B62T (NR. 025947)

P. punonensis LMTO03T (NR. 109583)
P. argentinensis CHOIT (NR 043115)
P lutea OK2T (NR.020103)

0.050

Figura S5. Arvore
filogenética baseada no
gene rpod de

Pseudomonas U0306" e
as estirpes tipo de outras
espécies de
Pseudomonas. A
evolugdo as distancias
foram calculadas pelo
método TR: General
Time  Reversible. A
porcentagem de replicar
arvores nas quais 0s
taxons associados
agrupados no teste de
bootstrap (1000 réplicas)
sd0 mostrados junto aos
ramos.
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