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RESUMO

A ciclagem de nutrientes, a promocdo do crescimento de plantas, a biorremediacédo de
ambientes poluidos e o controle biologico de pragas e doencas vegetais sdo algumas das
fungdes que residem em meio a diversidade genética e metabolica dos microrganismos
do solo e associados a plantas. O crescimento vegetal muitas vezes esté relacionado a
capacidade de alguns microrganismos solubilizarem fosfatos minerais ou outros
nutrientes do solo e produzir ou aumentar a concentracdo de hormonios vegetais como
acido indol acético, &cido giberélico, citocininas e etileno ou ainda fixar nitrogénio
associativamente. Alguns desses microrganismos controlam organismos fitopatogénicos
provenientes do solo ou das sementes através da producdo de sideroforos, 1,3-
glucanase, quitinases, acido cianidrico e antimicrobianos. Outros sdo responsaveis pela
remediacdo de solos contaminados e assim permitem o crescimento de plantas em
ambientes antes indspitos. Sob tal perspectiva, o objetivo do trabalho foi isolar bactérias
associadas a plantas do Quadrilatero Ferrifero (QF) e analisar o potencial
biotecnologico relacionado a biofertilizacdo, biocontrole e biorremediacdo. Dentre todas
as plantas analisadas, um total de 307 bactérias foram isoladas, sendo muitas dessas
capazes de produzir compostos classificados como promotores de crescimento vegetal.
Algumas bactérias foram capazes de inibir patdgenos humanos e de plantas. Do total,
oito bactérias foram capazes de resistir e remediar ambientes contaminados com
arsénio. Alcaligenes faecalis Mc250 foi um dos isolados que apresentou destacado
potencial biorremediador, resistindo a 5 e 800mM de arsenito e arsenato,
respectivamente, além de remover mais de 50% desse metal do meio. Anélises
genbmicas desse isolado comprovaram suas adaptacdes ao ambiente hostil de origem.
Os resultados demonstram a importancia biolédgica de plantas brasileiras do QF como

reservatorios de microrganismos com potencial biotecnolégico.
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ABSTRACT

Nutrient cycling, plant growth promotion, bioremediation of polluted environments and
the biological control of pests and plant diseases are some of the functions that reside in
the genetic and metabolic diversity of soil microorganisms and associated with plants.
Plant growth is often related to the ability of some microorganisms to solubilize mineral
phosphates or other nutrients in the soil and to produce or increase the concentration of
plant hormones such as indole acetic acid, gibberellic acid, cytokinins and ethylene, or
to fix nitrogen associatively. Some of these microorganisms control phytopathogenic
organisms from soil or seeds through the production of siderophores, 1,3-glucanase,
chitinases, hydrocyanic acid and antimicrobials. Others are responsible for the
remediation of contaminated soils and thus allow the growth of plants in previously
inhospitable environments. From this perspective, the objective of this work was to
isolate bacteria associated with plants from Iron Quadrangle (IQ) and analyze the
biotechnological potential related to biofertilization, biocontrol and bioremediation. Of
all the analyzed plants, a total of 307 bacteria were isolated, many of them capable of
producing compounds classified as plant growth promoters. Some bacteria were able to
inhibit human and plant pathogens. Of the total, eight bacteria were able to resist and
remediate environments contaminated with arsenic. Alcaligenes faecalis Mc250 was
one of the isolates that presented a remarkable bioremediation potential, resisting 5 and
800mM of arsenite and arsenate, respectively, besides removing more than 50% of this
metal from the medium. Genomic analyzes of this isolate proved their adaptations to the
hostile environment of origin. The results demonstrate the biological importance of

Brazilian plants of 1Q as reservoirs of microorganisms with biotechnological potential.
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1-Introducao

1.1-Quadrilatero Ferrifero e Campos ferruginosos

O Quadrilatero Ferrifero é uma regido localizada no Centro-Sul de Minas Gerais
e seu embasamento e areas circunvizinhas sdo compostos de gnaisses tonalitico-
graniticos de idade arqueana (> 2.7 bilhGes de anos) (Roeser e Roeser, 2010). Sua
estrutura geoldgica, cuja forma se assemelha a um quadrado, perfaz uma éarea de
aproximadamente 7200 km? ocupando um conjunto de serras dispostas quase
ortogonalmente. Possui altitudes médias que giram em torno de 1.000 metros, sendo que
as quotas mais elevadas sao superiores a 2.000 metros (Serra do Caraca, a leste) e as
mais baixas alcangam 600 metros (noroeste de Ouro Preto, arredores do distrito de
Amarantina e municipio de Sabard) (Crespo, 2016).

Muitos tipos de vegetacdo ocorrem no Quadrilatero Ferrifero, variando de
floresta decidua semi-tropical a campos rupestres, isso decorrente de sua alta
geodiversidade, diferentes tipos de solo, altitudes e gradientes de clima (Jacobi e
Carmo, 2012). Dentre as paisagens encontradas no Quadrilatero Ferrifero, os campos
rupestres se destacam, pois correspondem um mosaico vegetacional que determina uma
ampla variedade de micro-habitats. Essa heterogeneidade passa por afloramentos

rochosos, cavernas, pastos, dentre outros (Jacobi e Carmo, 2012).

Estes campos rupestres ferruginosos correspondem a um ecossistema associado
a crosta de ferro superficial e seu afloramento surgiu ha milhdes de anos, resultado do
intemperismo de rochas ferriferas subjacentes e posterior enriquecimento de ferro,
resultando em couragas que podem atingir dezenas de metros de espessura e se estender
por milhares de hectares (Dorr 11, 1969). A moldagem desse ecossistema ao longo dos
anos originou comunidades extremamente adaptadas a condic¢des Unicas e severas. Por
ser um afloramento de topo de montanha, todo seu bioma deve adaptar-se a altas
exposicdes a radiacdo ultravioleta, altas temperaturas diarias, perda répida de agua,

ventos fortes e cobertura de solo pouco desenvolvida (Jacobi et al., 2007). Além dos



solos superficiais e acidos (pH ~ 4,0), ocorrem niveis toxicos de aluminio e metais
pesados, como arsénio. Vale ressaltar que a toxicidade dos metais é agravada pelo baixo
pH, 0 que aumenta a mobilidade do metal e assim a acessibilidade para sua absorcao

pelas plantas (Siqueira et al., 2014).

Outro fato modulador de comunidades em campos rupestres ferruginosos é a
caréncia nutricional resultante dos baixos teores de fosforo, nitrogénio, magnésio e
calcio contrapondo-se a abundéncia em ferro, manganés, cobre, niquel, zinco, cromo e
chumbo (Siqueira et al., 2014). Todas essas caracteristicas geomorfoldgicas fazem com
que os campos rupestres ferruginosos abriguem varias espécies raras (Giulietti et al.,
2009). Jacobi e Carmo (2012) catalogaram dezenas de espécies de plantas endémicas
restritas a estes geossistemas, o que reforca a ideia de adaptacdo a um ambiente
peculiar. Apesar deste destaque, estas areas possuem representatividade insignificante
dentro do sistema nacional de unidades de conservacdo de protecéo integral (Jacobi et
al., 2011), perspectiva esta que necessita ser reavaliada com o proposito de descontinuar

esse negligenciamento.

1.2- Interacdo entre plantas e microrganismos

A sobrevivéncia das plantas e dos microrganismos a ela associados é fortemente
influenciada por estratégia de adaptacdo e de especificidade, o que torna a relacdo de
interacdo um conceito fundamental para a compreensdo dos processos de coevolugdo e
interacBes intimas complexas (Kirzinger e Stavrinides, 2012). Combes-Meynet e
colaboradores (2012) explicam que as interacfes entre plantas e microrganismos podem
ser parasitarias, mutualistas ou cooperativas e o controle de especificidade dessas
relaces € dado pelo hospedeiro. Dentre os microrganismos associados a plantas, serdo
focadas as relacOes estabelecidas exclusivamente entre bactérias e vegetais, embora

possam ocorrer também na presenca de fungos, virus e nematoides.

Nas relacOes parasitarias, as diferencas entre os gendtipos bacterianos definem
se a interacdo se dara de forma virulenta ou ndo. No caso de bactérias fitopatogénicas, o
ndo reconhecimento de moléculas denominadas de aviruléncia (proteinas especificas)

pelas proteinas de resisténcia da planta desencadeia a doenca (Skamnioti e Ridout,



2005) (Figura 1-A). Em contrapartida, em relagdes mutualisticas estabelecidas, por
exemplo, entre a simbiose de plantas leguminosas e rizobios, tem sua especificidade
decorrente de uma sinalizacdo especifica que se inicia com a percepgdo de compostos
flavonoides liberados pela planta e o consequente desencadeamento da sintese de
fatores Nod bacterianas (Provorov e Andronov, 2016). A percepcéo destes factores Nod
por quinases receptoras especificas da planta leva & desdiferenciacdo de células
localizadas na zona do cortex e, finalmente, a formagdo de nddulos fixadores de N2
(Masson-Boivin et al., 2009) (Figura 1 —B). Finalmente, em relacdes de cooperacdo, ha
propensdo das bactérias em colonizar e estimular o crescimento da planta e isso se da
por meio de complexos mecanismos de reconhecimento que culminam na colonizagéo
da raiz, estabelecendo a partir dai uma troca de beneficios entre as espécies associadas
(Combes-Meynet et al. 2012) (Figura 1-C).
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Figura 1: Visdo geral dos mecanismos de controle de especificidade de hospedeiros em interaces
parasitéarias (A), mutualistas (B) e cooperativas (C). Extraido de: Combes-Meynet et al. 2012. Which
specificity in cooperation between phytostimulation rhizobacteria and plants? Res. Microbiol. 163, 500-
510 (2012).

Nas relacBes mutualisticas e cooperativas a comunicagdo entre a planta e as
bactérias do solo se d& por meio de rizodeposicéo, ou seja, compostos liberados pelas
raizes da planta orientam um deslocamento de comunidades microbianas. Essa
comunicacdo converge com a relacdo genética entre eles, aperfeicoando o perfil de
diferenciacdo da microbiota, seja ela endofitica ou rizosférica (Bulgarelli, 2013).

Células rizodérmicas secretam uma vasta gama de compostos, incluindo os ions de



acidos organicos, ions inorganicos, fitorménios, aglcares, vitaminas, aminoacidos,
purinas, nucleésidios e polissacarideo responsaveis por esta migracdo bacteriana
(Dakora e Phillips 2002). Este fenébmeno quimiotatico de bactérias em direcdo aos
exsudatos radiculares é importante para a colonizacdo das raizes e selecdo orientada
pelas plantas (Hartmann et al., 2009), embora a capacidade do microrganismo de
metabolizar o atrativo ainda pareca ser varidvel. Neste contexto bioldgico, a co-
evolugdo das plantas frente a presenca de microrganismos pode ter levado a
modificagdes na composicdo dos exsudatos radiculares, permitindo uma selecdo
especifica da microbiota por um dado genétipo da planta, promovendo assim seu

crescimento e manutencdo (Combes-Meynetet al., 2012).

E importante destacar que este efeito quimiotatico esta frequentemente
relacionado com adaptacdo nutricional, uma vez que esses atrativos sao potencialmente
utilizados por bactérias como fontes de carbono (Combes-Meynet et al., 2012). Desta
forma, no momento em que estes exudatos sdo liberados, entre 0s microrganismos
presentes na rizosfera se estabelece outras interagdes, onde se destaca especialmente a

competicdo por esta rica fonte de carbono.

Em suma, o sucesso da simbiose depende da expressdo das propriedades
promotoras de crescimento vegetal pelas bactérias e da resposta favoravel pelas plantas.
Isso quer dizer que ela é dependente de um conjunto de mecanismos de adaptacdo
bacteriana (propriedades quimiotaticas, habilidades metabodlicas, capacidade de
colonizacdo radicular e regulacdo dos determinantes genéticos envolvidos nas
propriedades promotoras de crescimento de plantas) e adaptacfes da planta (padrdo de
compostos exsudatos, propriedades da superficie radicular e sensibilidade a fitormonios
bacterianos) (Combes-Meynet et al., 2012).

1.3- Bactérias promotoras de crescimento vegetal

As bactérias promotoras de crescimento vegetal (PGPB ou PGPR do inglés
Plant Growth Promoting Bacteria/Rhizobacteria) podem ser classificadas de acordo
com as suas atividades benéficas para as plantas, como biofertilizantes, biocontroladoras

ou biorremediadoras. As bacterias biofertilizantes aumentam o crescimento das plantas



diretamente, fornecendo nutrientes e fitorménios (Combes-Meynet et al.,. 2012). As
biocontroladoras protegem as plantas de patdégenos por meio da producdo de compostos
incluindo antimicrobianos, ou estimulando a resisténcia das plantas (Combes-Meynetet
al., 2012). Ja as biorremediadoras retiram componentes téxicos do ambiente
possibilitando o crescimento das plantas (Liu et al., 2016). As bactérias biofertilizantes
sdo consideradas promotoras diretas de crescimento vegetal enquanto as
biocontroladoras e as biorremediadoras sdo promotoras indiretas, uma vez que néo
fornece nenhum composto utilizado diretamente no crescimento, mas interferem na
salde da planta (Bulgarelli, 2013).

Bactérias promotoras de crescimento de plantas podem ser endofiticas, do solo e,
em especial, derivados de rizosfera que sdo capazes de colonizar as raizes das plantas,
sob certas condi¢Ges ambientais e de solo (Caporaso et al., 2010). O estabelecimento da
simbiose associativa entre bactérias e plantas hospedeiras se da em trés passos: bactérias
do solo se envolvem na rizosfera, se fixam a superficie radicular e, por fim, tornam a
simbiose associativa efetiva (Combes-Meynet et al., 2012). Uma vez atraidas para o
rizoplano, estas bactérias tém de estabelecer e aderir ao sistema radicular para exercer
suas propriedades benéficas. A colonizacdo das raizes € um processo competitivo, que,
como ja dito, é afetada por caracteristicas tanto das bactérias como das plantas
hospedeiras (Kloepper, 1996).

1.4- Mecanismos diretos de promocéao de crescimento vegetal

Uma vez estabelecidas sobre ou dentro da planta (rizosfera, rizoplano ou
endosfera), as bactérias podem influenciar o crescimento destas por meio de diferentes
mecanismos moleculares. Mecanismos bioguimicos sao empregados por bactérias a fim
de mobilizar e fornecer nutrientes para as plantas como, por exemplo, atraves da fixacao
de N2, solubilizacdo de fosfato e producdo de sideréforo (Grady et al., 2016). Também
sdo importantes 0s mecanismos de interferéncia nos niveis de hormonio vegetal para
promocdo de crescimento da planta como producdo de AlIA (Santoyo et al., 2016). A
figura 2 ilustra algumas das relagcbes envolvendo a biofertilizacdo das bactérias

promotoras de crescimento vegetal na raiz de planta.
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Figura 2: Fitoestimulacdo e nutri¢cdo das bactérias promotoras de crescimento vegetal na raiz de planta.
Extraido de Vacheron et al. Plant growth-promoting rhizobacteria and root system functioning. Front
Plant Sci 4, (2013).

1.4.1-Produgéo de auxina

A familia de moléculas com atividade de auxina estd envolvida em muitos
aspectos do crescimento e desenvolvimento de plantas, sendo a molécula mais
importante o &cido indol acétido (AlA) e o principal precursor para sua biossintese o
triptofano (Vernoux e Robert, 2016). Auxinas estimulam o crescimento de caule e raiz
através do elongamento celular, sendo também responséaveis pela iniciacdo de raizes
laterais (Teale et al., 2008). Apesar de ser um horménio produzido pelas préprias
plantas, muitas bactérias associadas ao solo e plantas apresentam vias metabdlicas de
biossintese deste horménio, que uma vez secretado ao meio desencadeiam 0s mesmos
mecanismos moleculares do fitormonio. Duas destas vias sdo bem caracterizadas em
bactérias, a via do indol-3-acetamida (IAM) e a via do indol-3-piruvato (IPyA)
(Bulgarelli, 2013). Na primeira via, o triptofano é convertido por uma monooxigenase
de triptofano (IAM) e, num segundo passo, AlA é formado por uma hidrolase de IAM.
Na segunda via, encontrada principalmente em bactérias benéficas, triptofano é
transaminado para IPyA, que em seguida é descarboxilado a indol-3-acetaldeido, que é
finalmente oxidado a AIA (espontaneamente ou por um aldeido oxidase/desidrogenase)
(Bulgarelli, 2013).



A observacdo de que muitas PGPRs poderiam produzir AIA, em combinagédo
com as experiéncias de inoculagdo com estirpes mutantes na producdo de auxina, levou
a conclusdo de que a producdo de auxina bacteriana € uma importante caracteristica de
promocdo do crescimento de plantas (Spaepen et. al, 2007). O que as colocam em
interesse explicito na aplicacdo agricola, uma vez que ao estimular crescimento de
sistema radicular, permitem melhor fixa¢do e maior captagdo de nutrientes, mesmo em

solos carentes destes recursos.

1.4.2-Fixacao de nitrogénio

O nitrogénio é um elemento essencial a todos 0s organismos, uma vez que faz
parte da estrutura de proteinas e &cidos nucleicos. Ele se apresenta em varios estados de
oxidagdo e formas quimicas e as transformacdes dessas diversas formas sdo geralmente
catalisadas por microganismos (Hayatsu et al., 2008). Desta forma, os microbiomas do
solo constituem uma porcdo importante da biodiversidade que desempenham um papel
central nos processos do ciclo do nitrogénio e contribuem para o funcionamento dos
ecossistemas terrestres (Pajares e Bohannan, 2016). A fixacdo bioldgica de nitrogénio é
0 processo bioquimico em que nitrogénio gasoso é reduzido a amonia pela enzima

nitrogenase, como demonstra a reacdo 1 abaixo:

N2 + 8H + 16 ATP — 2NH3z + H + 16 ADP + 16Pi reacdo 1

Trata-se de uma reacdo amplamente estabelecida na simbiose riz6bio-
leguminosa, e alguns estudos demonstram que até 460 kg de N pode ser fixado por
hectare durante um ano (Bulgarelli, 2013). No entanto, este processo ndo é restrito a
microrganismos simbiontes, podendo estar associado a bactérias de vida livre, presentes
no solo, rizosfera e endosfera (Bulgarelli, 2013). Enquanto a maior parte do nitrogénio
fixado por PGPR parece ser liberada na rizosfera, sendo a seguir utilizada pelas plantas,
no caso das bactérias diazotroficas endofiticas a fixacdo de N2 se da de forma direta
com transferéncia imediata do nitrogénio fixado para as celulas da planta (Combes-
Meynet et al., 2012).



Sequéncias de genes especificos disponiveis no genoma de bactérias endofiticas
e da rizosfera revelam, na maioria dos casos, versatilidade no metabolismo do
nitrogénio (Pajares e Bohannan, 2016). Uma conversdo especifica no ciclo de nitrogénio
tem sido intensivamente estudada e consiste na reducdo dissimilatoria de nitrato ou
desnitrificacdo, em que o nitrato (NOz) € reduzido a nitrito (NO2’), como uma via
respiratoria alternativa (Pajares e Bohannan, 2016). Nitrito pode ainda ser convertido
em Oxidos de nitrogénio (N2O e NO) ou aménia (NHs). O papel destas vias é o de
promover o crescimento vegetal e esta relacionado, principalmente, aos ultimos
compostos. E importante ressaltar que NO é uma molécula de sinalizacdo potente em
plantas, alterando o crescimento da raiz e proliferacdo de uma forma dependente da
auxina (Lamattina et al., 2003).

1.4.3- Solubilizacao de fosfato

O fosforo é o segundo elemento mais importante para 0s vegetais ap0s o
nitrogénio, isso porque desempenha papel fundamental em praticamente todos o0s
processos metabdlicos das plantas como fotossintese, transferéncia de energia,
transducdo de sinal, biossintese de macromoléculas e respiracdo (Khan et al., 2010).
Embora seja abundante no solo, ele se encontra indisponivel para a absorcdo das plantas
em suas formas orgénica e inorganica, pois ocorrem principalmente insollveis (Sharma
etal., 2013).

Algumas PGPR do género Bacillus, Enterobacter e Pseudomonas sdo capazes
de disponibilizar o fosfato por meio de sua solubilizacdo no solo. Dois mecanismos
principais sdo fundamentais a esta solubilizacdo: reducéo do pH do solo, mediado pela
secrecao de acidos organicos, e mineralizacdo em fosfato organico por fosfatases acidas
e fitases (Richardson et al., 2009). A quantidade de fésforo soltvel liberado depende
dos tipos de &cidos organicos produzidos por PGPR. Enquanto acidos alifaticos, como o
acido glucénico ou 2-cetoglucénico, sdo mais eficientes na solubilizacdo de fosfato
(Ahmed e Shahab, 2011), na mineralizacdo/solubilizacdo a producdo de &cidos
organicos (tais como acético, succinico, citrico e gluconico) ou fosfatases, sao eficientes
na liberacdo de ortofosfato de fosforos inorganicos e orgénicos (Bulgarelli, 2013).

Estratégias para melhorar a disponibilidade e absorcdo de fésforo podem contribuir



significativamente para o crescimento das plantas, porque menos que 5% do teor de

fésforo de solos é biodisponivel para as plantas (Bulgarelli, 2013).

1.4.4- Producéo de siderdforo

Ferro € um micronutriente essencial para o crescimento das plantas (Kobayashi e
Nishizawa, 2012) e dos microrganismos (Saha et al., 2013). Ele participa de varios
processos metabolicos, incluindo o ciclo do &cido tricarboxilico, a cadeia de transporte
de elétrons, a fosforilagdo oxidativa e a fotossintese (Fardeau et al., 2011), além de
regular a biossintese de porfirinas, vitaminas, antibioticos, toxinas, citocromos,
sideroforos, pigmentos e compostos aromaticos e sintese de acidos nucleicos
(Messenger e Barclay, 1983). Semelhante ao fosforo, o ferro € abundante no solo, mas
apenas uma pequena fracdo esta disponivel para as plantas, devido a baixa solubilidade

de 6xidos de Fe3*,

Para suprir a necessidade, mesmo diante destas condi¢bes, as plantas
desenvolveram diferentes estratégias. A estratégia mais marcante é a de quelacdo e
internalizacdo deste ion do meio, através da liberacdo de moléculas quelantes de ferro
de baixo peso molecular denominadas sider6foros (Ahmed e Holmstrd, 2014). Essas
moléculas podem eficientemente quelar ferro, e 0 complexo formado passa entdo a ser
absorvido pelas raizes (Jeong e Guerinot, 2009). Séo sintetizados principalmente por
NRPSs (non-ribosomal peptide synthases) e séo classificados com base em seus grupos
funcionais, sendo catecolatos, hidroxamatos e a-hidroxi carbolatos (Hertlein et al.,
2014).

Como as plantas, os microrganismos podem produzir uma ampla gama de
sideroforos sob condigfes limitantes de ferro (Saha et al., 2016). Desta forma, ocorre
uma competicdo pela complexacdo de ferro na rizosfera entre diferentes
microrganismos, e entre 0s microrganismos e plantas. Como os sider6foros de bactérias
tém maior afinidade pelo ferro do que os sideroforos de plantas, as bactérias saem em
vantagem (Ahmed e Holmstrd, 2014). Em associagdo com as plantas, microrganismos
produtores de sider6foros podem favorecer o crescimento das plantas, funcionando

como bactérias promotoras de crescimento vegetal (Saha et al., 2016).



Em um caso especifico, os sider6foros bacterianos podem contribuir
indiretamente para a promogéo do crescimento das plantas, impossibilitando que o ferro
fique disponivel para agentes patogénicos como, por exemplo, o fungo fitopatdgeno
Fusarium oxysporum, limitando assim o seu crescimento na rizosfera (Duijff et al.,
1999).

1.5-Bactérias biocontroladoras: mecanismos indiretos de promocao de

crescimento vegetal

A promocao de crescimento vegetal por microrganismos pode se dar de maneira
indireta através da atividade de controle bioldgico a agentes patogénicos de plantas.
Algumas formas de controle de PGPR contra fitopatdgenos estdo sumarizadas na figura
3.
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Figura 3: Formas de biocontrole por bactérias promotoras de crescimento vegetal contra patdégenos de
plantas. Extraido de Pérez-Montafio, F.et al. Plant growth promotion in cereal and leguminous
agricultural important plants: from microorganism capacities to crop production. Microbial Res 169, 325-
336 (2014)

1.5.1- Inducéo de resposta sistémica

A resisténcia sistémica adquirida (SAR) e resisténcia sistémica induzida (ISR)
sdo respostas fisiologicas das plantas ativadas por certas moléculas produzidas por
microrganismos. A SAR é ativada por bactérias patogénicas através do acido salicilico
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liberado (LOpez-Baena et al., 2009). Por outro lado, as bactérias ndo patogénicas tém
papel fundamental na ISR uma vez que sensibilizam e desencadeiam a resposta de
defesa da planta contra um amplo espectro de organismos patogénicos através da
sinalizacdo de etileno e acido jasmonico (Pérez-Montafio et al., 2013). A ISR é um
mecanismo no qual as PGPBs aumentam a resisténcia da planta modulando as
propriedades fisicas e bioquimicas da planta hospedeira (Pieterse et al., 2002), sendo
essa relacdo de estreita especificidade (Pérez-Montafio et al., 2014). Desta forma as

PGPBs atuam como promotoras indiretas de crescimento vegetal.

1.5.2- Interferéncia no sistema de quorum sensing

Muitas bactérias controlam a densidade populacional de seu nicho através da
comunicacdo por moléculas diversas e consequente inducdo do processo de migracao
chamado quorum sensing (QS). Muitas plantas sdo capazes de produzir moléculas que
interferem nos sistemas de QS das bactérias. Uma vez que detectam um patdgeno,
inibem o fendmeno a fim de impedir que essas bactérias se agreguem e cheguem até a
planta para causar a doenca. Por outro lado, se os microrganismos s&o benéficos,
induzem o sistema de QS para que as bactérias se unam e alcancem a planta para

beneficio mutuo (Pérez-Montafio et al., 2014).

As homoseril lactonas (AHLs) sdo moléculas produzidas por microrganismos
que induzem o sistema de QS e regulam a expressdo de genes ligados a produgdo do
fator de viruléncia ou formacao de biofilme em varios fitopatogenos (Quifiones et al.,
2005). Uma forma de promocao indireta de crescimento € a interferéncia nos fatores de
viruléncia dos fitopatdégenos por microrganismos benéficos do solo. Algumas bactérias
produzem acilase ou lactonase, enzimas que degradam moléculas de AHLs. Uma vez
degradadas, bactérias patogénicas que poderiam fazer uso destas moléculas para
colonizagdo do tecido vegetal tornam-se incapazes de fazé-lo. Desta forma, PGPBs
capazes de interferir nos sistemas QS podem ser potencialmente utilizadas contra

agentes patogenicos bacterianos.

1.5.3- Antagonismo
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Uma das maneiras de se controlar o crescimento de fitopatdgenos é atraves da
producdo de compostos com atividade antimicrobiana como por exemplo antibidticos,
toxinas e compostos tensoativos ou a producdo de enzimas de degradacdo da parede
extracelular do patégeno como quitinases, proteases e glucanases (Haas e Défago,
2005). Muitos microrganismos podem sintetizar uma vasta gama de compostos com
atividade antimicrobiana. Estes compostos podem ser oriundos de metabolismo
secundario, ou caracterizar-se como moléculas protéicas/peptideos derivadas ou ndo de
sintese ribossémica (Bulgarelli, 2013). Essas PGPBs atuam na saudabilidade da planta e

dessa forma, contribuem para seu crescimento.

1.5.4- Producéo de &cido cianidrico

A producdo de é&cido cianidrico (HCN) desencadeia uma possivel acdo
antagbnica a patdgenos. Insetos e outros herbivoros, ao entrarem em contato com o
tecido vegetal durante acdo de herbivoria, fazem com que glicosideos cianogénicos
entrem em contato com enzimas hidroliticas do citoplasma das células, permitindo que
as mesmas produzam &cido cianidrico. Fisiologicamente, o HCN inibe a cadeia
respiratoria ao se ligar com o Fe®" da citocromo-oxidase na mitocéndria (Srinivasan et
al., 2012). Algumas bactérias apresentam capacidade de produzir esse acido e, em
associacao benéfica com as plantas, estabelecem uma relacdo de protecdo contra

fitopatdgenos.

1.6- Bactérias biorremediadoras

Sabe-se que muitas PGPR apresentam a capacidade de degradar poluentes do
solo, e essa contribuicdo permite que as plantas se estabelecam como vegetacao natural
em um local contaminado (Pérez-Montafio et al.,, 2014). Esse potencial inclui
degradacdo de compostos como herbicidas, pesticidas, compostos organicos perigosos,

xenobidticos e metais pesados (Liu et al., 2017).

O arsénio € um elemento de forte ameaca a saude ambiental e humana. Sua
ocorréncia estd associada a certos tipos de minerais, principalmente arsenopirita
(FeAsS), loellingite (FeAsz), realgar (AssSs) e arsenato pirita (FeSz), que podem ser

liberados para &guas, solos e sedimentos por processos de oxidagdo desses sulfetos e
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imobilizados por adsor¢do em oxidos ou hidréxidos de ferro (Deschamps et al., 2003).
Esses processos ocorrem naturalmente, mas podem ser intensificados pelas atividades
de mineracdo, com a exposi¢cdo de grandes volumes de rochas. No Quadrilatero
Ferrifero, o arsénio tem uma estreita relacdo com os depositos de ouro presentes em
minerais como arsenopirita, 16llingite ou como impureza em arsenopirita (Figueiredo et
al., 2006). Embora a remocdo do arsénio em ambientes contaminados seja dificil,
diversos grupos taxondmicos de microrganismos sdo capazes de metaboliza-lo

naturalmente (Oremland et al., 2004).

A toxicidade do arsénio depende do seu estado quimico. Os estados redox
tipicos no ambiente sdo As (Ill) e As (V). O arsenato € um analogo estrutural do
fosfato e compete com esse ion essencial em muitas reacBes enzimaticas,
interrompendo a fosforilagdo oxidativa e privando as células de seu suprimento de
energia. Por outro lado, o arsenito tem uma afinidade muito alta para grupos tiol e
pode, portanto, inibir muitas enzimas que dependem destes grupos em posicoes
cataliticas criticas (Hughes, 2002). O arsenito é considerado mais toxico e perigoso do
que o arsenato devido a inibicdo de proteinas além de possuir maior

biodisponibilidade em ambientes aquosos a pH neutro ou acido (Kruger et al., 2013).

A captacdo de arsénio em células procaridticas é catalisada por varias proteinas
transportadoras, devido a semelhanca estrutural de As (111) e As (V) com os substratos
dos respectivos transportadores (Kruger et al., 2013). A semelhanca estrutural entre o
arsenato e o fosfato facilita os organismos a absorverem o arsenato por meio de
transportadores de fosfato, enquanto que o arsenito € internalizado por meio de
aquagliceroporinas, que se destinam principalmente a conducdo de solutos organicos,

tais como ureia e glicerol (Javadevan e Kumari, 2016).

A figura 4 representa de forma resumida os processos de transporte e

biotransformacao de arsénio por bactérias.
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Figura 4: Interacdo bacteriana com o metal pesado arsénio. As € absorvido através de transportadores de
glicerol ou fosfato. O arsenato é reduzido a arsenito que pode entdo ser extrudido da célula por ArsAB ou
metilado por ArsM em intermediario volateis: arsenito monometilico (MMAS), dimetil arsenito (DMA)
ou em trimetil arsina (TMA). A presenca do metal controla a expressdo de Ars. Arsénio fora do
citoplasma pode ser usado para ganho de energia por oxidacdo de arsenito ou respiracdo anaerdbia por
reducdo de arsenato. Extraido de Kruger, et al Bacterial metabolism of environmental arsenic—
mechanisms and biotechnological applications. Appl Microbiol Biotechnol (2013) 97: 3827.
doi:10.1007/s00253-013-4838-5

A toleréncia ao arsénio em bactérias é geralmente mediada pelos produtos
génicos do operon ars (Rosen, 2002). O conjunto de genes arsRBC e arsRDABC,
conferem resisténcia dos procariotos a arsénio, sendo esse segundo associado com
concentragdes mais elevadas deste metal pesado. O arsenito € bombeado para fora da
célula pela acdo da proteina transportadora transmembranar ArsB. Alguns organismos
possuem o0 gene arsA acoplado a arsB e, por codificar para uma ATPase, aumenta
significativamente a resisténcia ao arsenito dos organismos que a possuem
funcionalmente (Rosen, 2002). Em algumas bactérias, a proteina Acr3p pode
substituir ArsB como a via principal para a extrusdo de arsenito (Achour et al., 2007),
podendo também ser acoplado a asrA na auséncia de arsB (Castillo e Saier, 2010).
ArsD codifica para uma chaperona que transfere arsenito ligados a glutationa para a
subunidade do complexo de ArsAB, ativando-o (Yang et al., 2010). ArsC codifica

uma arsenato redutase, cuja funcdo é converter arsenato em arsenito, arsH codifica
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uma oxidoredutase ligada a resposta ao stress oxidativo gerado por As e arsN codifica
para uma proteina com fungdo de acetiltransferases, associados com genes de
resisténcia a arsénio (Bertin e Andres, 2016). A expressdo dos genes associados aos
operons ars € regulada em resposta a presenca de arsénio, sendo o arsR o responsavel
por codificar o regulador de transcricdo. Alguns outros genes ligados a resisténcia a
arsénio foram elucidados, entretanto, ndo se sabe o papel exato nesse processo
(Kruger et al., 2013).

Além de resistir ao arsénio, algumas bactérias sdo capazes de biotransformar o
arsénio, metilando-o como um mecanismo de detoxificagdo. O aumento da
volatilidade dos arsénios metilados pode compensar o aumento da toxicidade de
alguns intermediérios e acredita-se que os genes arsM e arsR estejam envolvidos
nesse processo (Qin et al., 2006). Essa reacao parte do arsenito, seguindo uma série de
metilacbes oxidativas mediadas por S-adenosilmetionina metiltransferase e etapas
redutoras com glutationa e outros compostos contendo tiol para a producdo final de

TMAs (trimetilarsina), em principio, inofensivo (Cullen e Bentley, 2005).

A oxidacdo do arsénio também é considerada um mecanismo de detoxificacédo e
algumas bactérias sdo capazes de realizar esse processo gracas aos genes aioAB que
codificam uma arsenito oxidase (Lett et al., 2012). A regulacdo desse processo se da
pelas proteinas AioS e AioR e pelo fator sigma RpoN (Kang et al., 2012). Além disso,
AioX, uma proteina periplasmatica, parece ser essencial para a regulacdo positiva da

expressdo de aioAB na presenca de arsenito (Liu et al., 2012).

Existem dois sistemas de reducdo de arsenito em procariotos, um codificado
pelo gene arsC (descrito anteriormente) e o associado a arsenate redutase respiratoria,
codificada pelos genes arrA e arrB (Macy et al., 2000). Outras proteinas acessorias

como ArrC e ArrD podem auxiliar esse complexo (Richey et al., 2009).

Durante esses processos de biotranformacdo de arsénio, as bactérias
bioacumulam o metal até sua liberagcdo sob outra conformacdo (Dhankhar e Hooda,
2011). Algumas bactérias também podem adsorver esse metal pesado que se liga na
sua membrana ou no interior da célula. Neste processo, 0 metal adere a moléculas de

superficie tais como a proteina de camada S (SLP) (Gerbino et al., 2015).
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Os avancos recentes nas tecnologias de sequenciamento gendmico e 0s sistemas
de manipulacdo e processamento de dados destes sequenciamentos transformaram a
gendbmica bacteriana em uma abordagem investigativa acessivel em pequena e grande
escala. Estudos gendmicos oferecem grandes beneficios ndo apenas para uma
compreensdo detalhada dos processos e interacdes microbianas, mas também como
auxilio na escolha e exploracdo de microrganismos de potencial aplicacdo
biotecnoldgica (Goldston e Smith, 2016). O grande volume de dados gendémicos
procarioticos e a comparacdo de sequencias de espécies estreitamente proximas revelam
um vasto repertorio de variacdes gendmicas (Skovgaard et al., 2011). Sdo também essas
variacbes fontes de novas descobertas, seja para buscar novos e eficientes
biorremediadores, biocontroladores, biofertilizantes ou quaisquer outros potenciais

alvos biotecnoldgicos associados aos microrganismos investigados.
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2- Objetivos

Objetivo geral:
Investigar o potencial biotecnoldgico de bactérias associadas a plantas endémicas e

peculiares do Quadrilatero Ferrifero quanto a capacidade de atuacdo como

biofertilizantes, biocontradores e biorremediadores de solo.

Objetivos especificos:

e Realizar testes de potencial antiflngico, antibacteriano e diazotréfico a partir de
um banco de bactérias isoladas da planta Langsdorffia hypogaea e sua interface
com plantas hospedeiras e rizosfera;

e Isolar bactérias associadas a raizes e rizosfera de plantas endémicas e solo da
canga da Serra da Moeda, Quadrilatero Ferrifero;

e Realizar ensaios bioquimicos de promocdo de crescimento vegetal com as
bactérias isoladas;

e Realizar ensaios in vitro e in vivo de antagonismo de Xanthomonas citri com 0s
isolados bacterianos.

e Realizar ensaios de resisténcia e remocao de arsénio pelas bactérias isoladas.

e ldentificar alguns destes isolados bacterianos mais interessantes na perspectiva
de uso biotecnoldgico;

e Analisar a composi¢do gendmica de alguns dos isolados que se destacaram

como tendo promissoras aplicacdes biotecnoldgicas.

Para facilitar a descricdo dos resultados e seguindo as resolucées de redacdo da tese
do Programa de P0s-Graduacdo em Biotecnologia da UFOP, as se¢des metodologias,
resultados e discussdo foram agrupadas de acordo com os artigos cientificos que foram

elaborados a partir deste trabalho, como descrito abaixo:

e Capitulo . Potencial biotecnoldgico de bactérias isoladas da planta
holoparasita Langsdorffia hypogaea,sua hospedeira e rizosfera correspondente

no Quadrilatero Ferrifero (artigo publicado).
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e Capitulo Il. Potencial biotecnolégico associado a bactérias isoladas de nove
plantas endémicas e do solo do Quadrilatero Ferrifero (artigo em fase de

redacéo).

e Capitulo Ill. Alcaligenes faecalis isolada da planta endémica Mimosa

calodrendum e seu potencial biorremediador (artigo aceito para publicacao).

e Capitulo IV. Gendmica funcional e comparativa de Alcaligenes faecalis strain

Mc250 (artigo em fase de redacdo).
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3-Capitulo I: Potencial biotecnologico de bactérias
isoladas da planta holoparasita Langsdorffia hypongaea,
sua hospedeira e rizosfera correspondente no Quadrilatero
Ferrifero.

Titulo: Plant Growth Promoting Bacteria Associated with Langsdorffia hypogaea-
Rhizosphere-Host Biological Interface: A Neglected Model of Bacterial Prospection

Erica B. Felestrino, lara F. Santiago, Luana da Silva Freitas, Luiz H. Rosa, Sérvio P.

Ribeiro and Leandro M. Moreira

Este artigo é resultado advindo do objetivo de prospectar a microbiota associada a
planta holoparasita Langsdorffia hypogaea, sua hospedeira e rizosfera correspondente e
analisar o potencial desses isolados como Bactérias Promotoras de Crescimento de
Plantas. Parte dos dados deste artigo foi obtida durante meu mestrado, cuja conclusao se
deu apds dois anos de ingresso no doutorado. Optamos por compilar os resultados e
gerar um unico artigo de melhor qualidade em detrimento de dois de menor fator de
impacto. A separacao temporal em mestrado e doutorado depreciaria os resultados e
limitaria a discussdo desse modelo com um todo. Resumidamente, Langsdorffia
hypogaea é uma espécie holoparasita pouco estudada e seu modelo de interacdo, junto
ao solo peculiar do Quadrilatero Ferrifero, caracterizam-na como um modelo potencial
para a descoberta de novos microrganismos de interesse biologico e biotecnologico.
Foram obtidos o total de 81 isolados associados aos filos Firmicutes e Proteobacteria. A
habilidade de produzir sider6foro, 4&cido cianidrico, &cido-indol-acético, fixar
nitrogénio, secretar enzimas hidroliticas e inibir enteropatdgenos e fitopatogenos foi
detectada em varios isolados. Os resultados auxiliaram a melhor compreensdo desse
modelo de interacdo, bem como classificam potenciais promotores de crescimento para

aplicacdo na agricultura.

Este artigo foi publicado na revista Frontiers of Microbiology em 10 de fevereiro de
2017.
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Soil is a habitat where plant roots and microorganisms interact. In the region of
the Brazilian Iron Quadrangle (IQ), studies involving the interaction between
microbiota and plants have been neglected. Even more neglected are the studies
involving the holoparasite plant Langsdorffia hypogaea Mart. (Balanophoraceae). The
geomorphological peculiarities of 1Q soail, rich in iron ore, as well as the model of
interaction between L. hypogaea, its hosts and the soil provide a unique niche that
acts as selective pressure to the evolution of plant growth-promoting bacteria (PGPB).
The aim of this study was to prospect the bacterial microbiota of holoparasitic plant
L. hypogaea, its plant host and corresponding rhizosphere of IQ soil, and to analyze
the potential of these isolates as PGPB. We obtained samples of 11 individuals of

L. hypogaea containing fragments of host and rhizosphere remnants, resulting in 81
isolates associated with Firmicutes and Proteobacteria phyla. The ability to produce
siderophores, hydrocyanic acid (HCN), indole-3-acetic acid (IAA), nitrogen (N2) fixation,
hydrolytic enzymes secretion and inhibition of enteropathogens, and phytopathogens
were evaluated. Of the total isolates, 62, 86, and 93% produced, respectively,
siderophores, IAA, and were able to fix N2. In addition, 27 and 20% of isolates inhibited
the growth of enteropathogens and phytopathogens, respectively, and 58% were able
to produce at least one hydrolytic activity investigated. The high number of isolates
that produce siderophores and indole-3-acetic acid suggests that this microbiota may
be important for adaptation of plants to 1Q. The results demonstrate for the first time
the biological importance of Brazilian IQ species as reservoirs of specific microbiotas
that might be used as PGPB on agricultural land or antropized soils that needs to be
reforested.

Keywords: Langsdorffia hypongaea, bioprospecting, biotechnological potential, plant growth-promoting bacteria,
Brazilian Iron Quadrangle, IAA and siderophores
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INTRODUCTION

Throughout evolution, plants have developed adaptive
mechanisms related to interactions with microorganisms (Zilber-
Rosenberg and Rosenberg,2008). Accordingly, plants comprise a
complex host system, made up of different microhabitats that can
be simultaneously colonized by a great diversity of endophytic
and epiphytic microorganisms (Lodewyckx et al.,2002). This
microbial community is essential for the development of plants
since it facilitates the absortion of nutrients and at the same time
provides protection against phytopathogens (Fungi, oomycetes,
bacteria, viroses, protozoa, and nematodes) and herbivores (Lynch
and Whipps,1990).

The rhizosphere or portion of soil that has close contact with the
plant roots represents a highly dynamic environment that enables
the interaction of roots with beneficial and pathogenic
microorganisms, invertebrates and even root systems of other
plants (Bais et al.,2006;Raaijmakers et al.,2009). The
communication between the plant roots and organisms present in
the rhizosphere is based on the production and secretion of
chemicals that can cause different responses depending on the
sensitivity or responsiveness of microorganisms present in this
highly dynamic environment (Jones et al.,1994;Bertin et al.,
2003;Badri et al.,2009).

Some microorganisms present in this plant rhizosphere- interface
have the ability to solubilize mineral phosphates, among other soil
nutrients (Rodriguez and  Fraga,1999). Many of them
synthesize, provide or increase the production of plant hormones
such as indole-3-acetic acid (IAA), gibberellic acid, cytokines and
ethylene  (Costacurta and  Vanderleyden,1995);  promote
associative nitrogen fixation (Richardson et al.,2009); and
produce siderophores (Kloepper et al.,1980), hydrolytic enzymes
such as glucanases, chitinases, proteases, cellulases, and amylases
(Bashan and de-Bashan,2005), hydrocyanic acid (HCN) (\oisard
et al.,1989), and even antimicrobial agents (Compant et al.,2005).
All these features allow classify them as plant growth-promoting
bacteria (PGPB) (Bashan and Holguin,1998). Accordingly, plant
growth is favored by the influence of the direct or indirect action of
these microorganisms, which features them as important biotool
of agronomic and environmental interest (Mirza et
al.,2001;Ramamoorthy et al.,2001;Vessey,2003).

Besides this potential (Moore et al.,2003), these microorganisms
are commercially important when capable of producing enzymes
with different applicabilities in specific sectors. In the same way,
secondary metabolites produced by these microorganisms have
been used in medicine, when they have antibiotic, antitumor,
antifungal, or antiparasitic activity (Bertin et al.,2003;Glick,
2010).

Therefore, understanding distinct interactions of the microbiota
with soil and plants allow not only a better understanding of the
biological models studied, but also prospecting potential uses of
this microbiota or even its biomolecules in a biotechnological
perspective. In this context, the search for new microorganisms
and natural processes in environments with unique characteristics
and that are neglected in biological studies are fundamental, and
this is the case of the Brazilian Iron Quadrangle. The
geomorphological peculiarities

of this soil rich in iron ore as well as the model of interaction with
plants provide a unique niche that acts as a selective pressure to
the evolution of PGPR. Furthermore, these peculiarities make this
environment a potential hostspot of microbial diversity.
Belonging to a geologically very old craton that covers about
7200 km?, the 1Q extends between southeast of Ouro Preto and
northeast of Belo Horizonte, continuing to the south of Serra do
Espinhaco. In this region, there are rocky outcrops that have a
naturally high contamination of soil with heavy metals, which
makes the environment very adverse for many plant species.
Despite this adverse condition, the 1Q presents a great floristic
diversity with high levels of endemism (Jacobi and do Carmo,
2008). Due to its association with an extensive deposit of iron ore,
and since it is one of the least studied ecosystems in Brazil, 1Q has
a seriously threatened biodiversity due to the intense mining
activity associated with its iron outcrops.

Among the plant species threatened by this anthropic activity in
1Q, there have been few studies particularly on holoparasitic
plants, as in the case of Langsdorffia hypogaea MART, the model
of this study, being Asteraceae (Guatteria genus), Fabaceae
(Dalbergia genus), Melastomataceae (Miconia genus), and
Myrsinaceae (Myrsine genus) the most representative families of
potential host plants from L. hypogaea (Vale,2013). There  are
approximately 4200 species of parasitic plants distributed in 18
families and 274 genera (Nickrent,2002). Langsdorffia hypogaea
is one of the 44 species of plants described belonging to the
family Balanophoraceae, which includes herbaceous angiosperms,
achlorophyllous plants and holoparasites of roots of trees, shrubs,
and even herbaceous plants (Hsiao et al.,1995). In Brazil, this
holoparasite is found in the Amazon, Caatinga, Cerrado, and
Atlantic Forest (Cardoso,2014), and although it is not
threatened by extinction, due to its wide distribution, it is
considered at risk because of substantial habitat loss, due to global
warming (Miles et al.,2004) and human use for obtaining wax
(Pott et al.,2004). In some places, however, it is considered
“Rare,” and it is on the list of threatened flora of the state of
Parand, Brazil (Sema/Gtz,1995). In fact, a series of local
compromising extinctions can be disrupting the gene flow of this
species so vagile in its biology of dispersion, and historical events
may no longer correspond to the effective state of extinction
threat. Morphologically, L. hypogaea has two regions that are well
distinguishable anatomically, i.e., a basal vegetative body and an
apical reproductive region. The vegetative body or rhizome is
irregularly cylindrical, elongate and epigeal, with tomentose and
fleshy appearance (Hsiao et al.,1995). The reproductive region is
represented by dioecious, fleshy, unisexual inflorescences that
erupt from ascending vegetative branches, encircle at the base by
a sheath of bracts where the fruits are drupaceous and small
(Hansen,1980;Cardoso et al.,2011) ( Figures 1A-D). Haustoria
extend from the vegetative body and attach to the roots of host
plants (Nickrent,2002). Although there is direct connection with
its host, part of vegetative body stays surrounded by soil, allowing
intimate contact with organisms that live in the rhizosphere
(Figure 1E).

Taking into account this anatomic-physiological perspective and
composition of fixation substrate of the plant described above,
some questions involving this model of interaction are
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yet to be answered to better comprehend the biology of the
species: understand if the microbiota living in association with
L. hypogaea is shared to the host plant as well as with the
rhizosphere, and verify if the potential of these bacterial isolates
contribute to the adaptive mechanism of these plants in such a
hostile environment as the soil from ferruginous fields.

In an attempt to answer these and other related questions, we
carried out bacterial prospecting. The main objective was to
identify which bacterial species were associated with L. hypogaea,
the host and specific rhizosphere of the soil of the semidual
seasonal forests of Brigida hill, basically composed by sandy-clay
textures, low concentration of P and K, high concentration of Ca,
Mg, Fe, As, and Sb (\Vale,2013), and pH values ranging from
3.9 to 6.2 in the first 20 cm deep (Filho et al.,2010). In parallel,
biochemical assays were used to investigate the biotechnological
potential of these isolates, which could be eventually used for
various purposes.

MATERIALS AND METHODS

Location and Sampling of Plants and

Rhizosphere Soil

The collections were made in Serra da Brigida (central point:
20°21" 35" S, 43°30" 11™ W), which is part of Parque Natural
Municipal das Andorinhas and is in southern part of
Environmental Protection Area Cachoeira das Andorinhas, within
1Q (Ferreira,2011), municipality of Ouro Preto, Minas Gerais —
Brazil (Supplementary Figure S1). The topography of the region
is sustained by itabirites and quartzites. Itabirites are iron
formations, metamorphic and strongly oxidized, showing
discontinuous bodies with high ore content (>64% Fe) (Rosiére

and Chemale,2000). Sandy and flooded soils are absent and
they have large amounts of humic substances (Jacobi and do
Carmo,2008). In this forest fragment, we randomly collected 11
individuals of L. hypongaea, containing fragments of parasitized
roots and remnants of corresponding rhizosphere. The samples
were stored in sterile plastic bags and processed on the same day
of collection.

Isolation of Bacteria, Media and Culture

Conditions
The samples of L. hypogaea were externally disinfected using
chlorine solution 2.5% by 2 min. We used for each sample five

inner fragments of L. hypogaea root (~1.0 X 0.5 cm) inoculated
in Luria-Bertani (LB) medium (Maniatis et al.,1982) containing
0.03 mg/L thiophanate, with pH adjusted to 6.0. The host root
was washed following a standardized sequence  of solutions for
surface disinfection (9 g/L NaCl — 2 min, 70%

alcohol — 2 min, 2,5% sodium hypochlorite — 2 min and 9 g/l
NaCl — 2 min), and similarly, five fragments of each root of plant
host were inoculated in LB medium. For the isolation of
microorganisms present in the rhizosphere and in fragments of
plant host root containing traces of soil (approximately 2 g), the
samples were placed in a 10 mL of saline solution (0,5 NaCl
g/L) for 10 min. Next, an aliquot of 100 pL of this solution was
inoculated in selective LB medium. All plates were incubated at
25-28°C for a period of up to 10 days, and the
microorganisms grown were isolated in new 60 mm diameter
Petri dishes containing the same culture medium. The colonies
isolated were photographed (front and back, data not shown) and
grouped according to their origin. All isolates were cataloged
and preserved in 30% glycerol and stored at

—80°C.
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DNA Extraction, Amplification, and
Sequencing

DNA of the isolates was extracted using the CTAB/NaCl protocol
(Doyle and Doyle,1987). The primers 27f and 1492r were used
for amplification of bacterial 16S rRNA gene (Lane et al., 1985).
The 50-pL PCR mixture contained 20-50 ng of DNA, 250 pmol
of each primer, 5 pL 10x PCR buffer, 25 U rTag DNA
polymerase™ (Invitrogen), and 100 M deoxynucleoside
triphosphate mixture. The PCR program consisted of initial
denaturation at 95°C for 5 min, followed by 35 cycles of
1 min of denaturation at 95°C, 45 s of annealing at 47°C and
2 min of extension at 72°C and a final extension for 10 min
at 72°C, utilizing a 2720 ThermalCycler™ (Applied Biosystems).
The amplicons generated by PCR were verified in 1% agarose
gels and purified using 20% PEG-8000 in 2.5 M NaCl
(Arbeli and Fuentes,2007). The product obtained was quantified
by spectrophotometry using a NanoDrop ND 1000™ (NanoDrop
Technologies). Sequencing was carried with the DYEnamicTM ™
kit (Amersham Biosciences, USA) in combination with the
MegaBACE 1000™ automated sequencing system (Amersham
Biosciences, USA). The sequencing reactions were performed
with 100-150 ng purified DNA and the reagents in the
DYEnamicTM™ kit (Amersham Biosciences, USA), using the
manufacturer’s recommendations. The program consisted of 36
cycles with an initial denaturation at 95°C for 25 min, followed by
15 s of annealing at 50°C and 3 min of extension at 60°C. After
cycling, the reaction product was transferred to a 96-well
sequencing plate to be precipitated.

For precipitation, 1 pyL of 7.5 M ammonium acetate was added to
each well. Next, 28 pL of absolute ethanol (Merck, USA) were
added. The plate was vortexed and incubated for 20 min  at room
temperature, protected from light. Afterward, the plate was
centrifuged for 45 min at 3200 X ¢ and the supernatant

was discarded. Next, 150 pL of 70% ethanol were added. The
plate was centrifuged again for 15 min at 3200 X g and the
supernatant was then discarded. The plate was allowed to stand
for 20 min, protected from light, para evaporation of ethanol.
Precipitated DNA in each well of the plate was then resuspended
in 10 L of loading buffer (present in sequencing kit). The plate
was vortexed for 2 min, centrifuged for 1 s at 800 x g and stored

at 4°C, protected from light, until injection of samples in a
MegaBACE 1000™ sequencer (Amersham Biosciences, USA).

Determination of Sequences and

Phylogenetic Analysis

The contigs were assembled using the forward and reverse
sequences of each 16S rRNA gene amplicon using Phred (Ewing
and Green,1998;Ewing et al.,1998). The DNA sequences were
analyzed utilizing the BLASTn program (Altschul et al.,1997).
The sequences were aligned using the program Muscle (Edgar,
2004) and then curated by the program G-block (Castresana,
2000). A neighbor-joining phylogenetic tree was then determined
using PhyML 3.0 (Anisimova and Gascuel,2006) followed by
TreeDyn (Chevenet et al.,2006), and the statistical robustness of
the analysis was estimated by bootstrapping with 1,000 replicates.

Nucleotide Accession

Numbers
All sequences obtained in this study were deposited in GenBank,
according to the accession numbers given in Table 2.

Sequence

Production of IAA

The production of IAA was determined by the method ofBric et
al.(1991), with modifications. Bacterial producers of IAA were
identified by the change in the color of the nitrocelulose disk from
yellow (negative result) to red (positive result). The assays were
made in triplicates and only those that achieved a positive result in
at least two of them were accounted in the analysis.

Production of Ammoniumlons

The production of ammonium ions was determined by the
indophenol method (Verdouw et al.,1978), using Proteus sp. as
positive control (Vince et al.,1973). The samples were read at 690
nm, and the absorbance values were compared with a control
condition. The assays were made in triplicates and only those that
the absorbance values were greater than or equal to the Proteus
values in at least two of the assays were accounted in the analysis.

Production ofSiderophores

The production of siderophores was based on the work of
Schwyn and Neilands(1987), with modifications. To remove
traces of iron in medium it was made a pretreatment with
hidroxiquinolone followed by separation using dropping funnel
(Pierre et al.,2003). An orange shade of the culture
medium around the regions where bacteria grew was
indicative of production of siderophores. The assays were
made in triplicates and only those that achieved a positive
result in at least two of them were accounted in the analysis.

Nitrogen Fixation

Nitrogen fixation capacity was investigated using two serial
methods: Nitrogen-free combined carbon (NFCC) semi-solid
medium, free of N2 (pH 5.7), supplemented with 5 g/L mannitol
and 5 g/L sucrose (Dobereiner et al.,1976) and PCR using
universal nifH primers (Burgmann et al.,2004). The Change in
color of medium from yellow to green was indicative of the
capacity to fix N2. This assay was made in triplicates and only
those that achieved a positive result in at least two of them were
accounted in the analysis, which was confirmed by amplification
of nifH fragment evaluated in 1.2% agarose gel. Bradyrhizobium
elkanii BR96 was used as positive control.

Production of Hydrocyanic Acid (HCN)

The production of HCN was determined by the method ofBakker
and Schippers(1987), with modifications. A change in yellow
color of filter paper (negative result) to brown (positive result)
indicated production of HCN. The assays were made in triplicates
and only those that achieved a positive result in at least two of
themwere accounted in the analysis.
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TABLE 1 | Distribution of bacterial representativeness of taxa found in Langsdorffia hypogaea, host and rhizosphere.

Phylogenetic group Bacteria

Firmicutes Bacillus cereus

Bacillus mycoides

Bacillus sp.

Lysinibacillus sphaericus
Lysinibacillus xylanilyticus
Lysinibacillus sp.
Viridibacillus arenosi
Paenibacillus taichungensis

Gammaproteobacteria Citrobacter freundii
Enterobacter aerogenes
Enterobacter sp.
Klebisiella oxytoca
Klebisiella sp.
Pseudomonas fluorescens
Shewanella sp.
Raoultella terrigena
Rahnella sp.

Rahnella aquatilis
Serratia marcescens
Serratia proteamaculans
Serratia sp.

TOTAL 21

Production of Amylase, Cellulase, and

Protease

Amylase activity was determined in 90-mm Petri dishes
containing Yeast nitrogen base (YNB) medium (2%) containing 2
g/L soluble amide, 5 g/L peptone, and 1 g/L yeast extract, with
pH adjusted to 6.0 (Strauss et al.,2001). Cellulase activity was
determined in 90-mm Petri containing YNB medium (2%)
supplemented with 0.5 g/L cellobiose and 1 g/L carboxymethyl
cellulose (Teather and Wood,1982). Protease activity was
determined in 90-mm Petri dishes containing culture medium
composed of 20 g/L casein, 5 g/L peptone, 3 g/L yeast extract, 10
g/L glucose, and 20 g/L agar, with pH adjusted to 5.0 (Strauss et
al.,2001). After 3 days of growth at 28 °C, the bacterial isolates in
all assays producing a transparent halos determined the amylase,
cellulose, or protease activity in the respective isolates and assays.

Inhibition of Entero- and Phytopathogens

To investigate a possible antimicrobial activity of the isolates,
antimicrobial assays were performed against the following targets:
Staphylococcus  aureus ATCC 29213 (opportunistic human
pathogen), Bacillus cereus ATCC 11778 (associated with food
poisoning), Klebsiella pneumoniae ATTC 4352 (causal agent of
pneumonia), Shigella flexneri (associated with dysentery) and
Xanthomonas citri subsp. citri 306 (causal agent of citrus canker)
using solid LB in a direct inhibition test. The assays were made
in triplicates and only those that achieved a

Number of isolates (Shared with other niches)

L. hypogaea Host Rhizosphere
1 2(2) 3(2)
1
3(2) 4(3) 2(1)
4(2) 1
1 1 1
3(2 3(3)
1
3(2)
1
1
1 1 2(1)
1
1 1
1
1
1
1
1
2(2) 1
3(2) 5(2) 8(2)
1 6(2)
18 (6) 25 (13) 31 (11)

positive result in at least two of them were accounted in the
analysis.
To investigate the capacity of isolates to inhibit the growth of the
phytopathogenic fungus Fusarium oxysporum f.sp. lini (causal
agent of various diseases in plants), the isolates were grown in LB
and then transferred to 60-mm Petri dish containing potato agar.
The bacterial isolates were inoculated to make a square of
approximately 2 cm on the culture medium. After

1 days of growth of these isolates at 28°C, a fraction of 4 mm?
of culture medium containing F. oxysporum was inoculated
exactly at the center of the plate (center of square), starting at
a pre-growth of 5 days at 28°C. The bacteria capable of producing
some anti-Fusarium substance hindered the growth of the fungus,
compared to the growth profile of Fusarium under control
conditions in the absence of bacterial isolate. The values to
determine per cent inhibition were obtained by the formula
(%) = (C X E)/IC x 100, where C is the diameter of the Fusarium
culture in control, and E is the diameter in the presence of
bacterial isolate (Zhao et al.,2014). The assays were made in
triplicates and the average of per cent inhibition was ploted in
radar graph.

RESULTS
Characterization of Bacterial Population

Of the 11 samples collected in four different points of Serra da
Brigida-MG, we selected and preserved 81 isolates (Table 1).
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TABLE 2 | List of isolates representing the 75 OTUs from L. hypogaea, host and rhizosphere.

Representative isolate (Accesion number)

L. hypogaea
L6 (KU057004)
L7 (KU057005)
L18 (KU057014)
L19 (KU057015)
L22 (KU057017)
L8 (KU057006)
L9 (KU057007)
L10 (KUO57008
L14 (KUO57011
L20 (KU057016
L11 (KUO57009
L17 (KU057013
L16 (KU057012
L28 (KU057023
L12 (KU057010
L1 (KU057001)
L2 (KU057002)
L3 (KU057003)
L4

Host

H61 (KU057055)
H65 (KU057059)
H69 (KU057063)
H72 (KU057066)
H77 (KU057071)
H80 (KU057073)
H56 (KU057051)
H73 (KU057067)
H63 (KU057057)
H78 (KU057072)
H81 (KU057074)
H59 (KU057053)
H66 (KU057060)
H70 (KU057064)
H64 (KU057058)
H60 (KU057054)
H58 (KU057052)
H55 (KU057050)
H62 (KU057056)
H67 (KU057061)
H68 (KU057062)
H71 (KU057065)
H74 (KU057068)
H75 (KU057069)
H76 (KU057070)
Rhizosphere
R24 (KU057019)
R31 (KU057026)
R32 (KU057027)
R35 (KU057030)
R49 (KU057044)
R40 (KU057035)

)
)
)
)
)
)
)
)

(Continued)

Nearest type strain

Bacillus mycoides UrCA07
Bacillus sp. SG19

Bacillus sp. SG19

Bacillus sp. WYT007

Bacillus cereus HKG201
Lysinibacillus sphaericus R7
Lysinibacillus sphaericus R7
Lysinibacillus sphaericus R7
Lysinibacillus sphaericus DS11
Lysinibacillus xylanilyticus TAX5
Enterobacter aerogenes PSB28
Enterobacter sp. SPj

Klebsiella oxytoca ALK313
Klebsiella sp. 38

Rahnella sp. DmB

Serratia proteamaculans 568
Serratia proteamaculans PW172
Serratia proteamaculans PW172
No significant similarity found.

Bacillus cereus M2

Bacillus sp. SG19

Bacillus sp. SG19

Bacillus sp. S11714

Bacillus cereus strain D7
Bacillus sp. N4/130
Lysinibacillus sp. NSi08
Lysinibacillus sp. E15
Lysinibacillus sp. E15
Lysinibacillus xylanilyticus fwzy21
Lysinibacillus sphaericus STNG28
Paenibacillus taichungensis B2
Paenibacillus taichungensis B2
Paenibacillus taichungensis A80
Citrobacter freundii H1-2
Shewanella sp. XH15
Enterobacter sp. RA-15

Serratia proteamaculans KB22
Serratia proteamaculans 568
Serratia proteamaculans KB22
Serratia proteamaculans 568
Serratia proteamaculans 568
Serratia marcescens S418
Serratia marcescens subsp. sakuensis RK26
Serratia marcescens subsp. sakuensis RK26

Bacillus sp. SG19
Bacillus cereus M2
Bacillus cereus S72
Bacillus cereus S72
Bacillus sp. SG19
Viridibacillus arenosi Hc6

Seq. Id (%)

73
9%
9%
95
69
95
9%
94
9%
95
95
95
97
9%
95
97
94
93

95
96
97
99
97
95
42
72
95
95
95
95
96
86
71
81
97
96
95
95
94
96
96
96
95

95
95
96
96
95
95

Q. Cover (%)

89
99
99
98
85
98
95
94
99
99
99
93
98
90
97
99
98
98

99
94
99
99
99
08
79
94
94
99
92
99
08
79
95
87
95
94
99
99
93
99
99
99
9

99
99
99
99
99
99

Accession number

KC618478
IX402434
IX402434
JQ807855
KF947110
HQ259956
HQ259956
HQ259956
EU835735
JX280924
FJ360760
FJ405369
KC456529
EU294412
KF720908
NR074820
JF494823
JF494823

JF836882
JX402434
JX402434
KF956655
KF500919
LN680100
AB811363
JN082735
JN082735
KF208475
KF312283
JX010966
JX010966
JX010963
KC210870
KJ922531
KJ152098
JF327454
NR_074820
JF327454
NR074820
NR074820
GQ202220
KC790279
KC790279

JX402434
JF836882
FJ763650
FJ763650
JX402434
JF899298
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TABLE 2 | Continued

Representative isolate (Accesion number) Nearest type strain Seq. Id (%) Q. Cover (%) Accession number
R23 (KU057018) Lysinibacillus sp. O-E16 95 99 JIN613478
R29 (KU057024) Lysinibacillus xylanilyticus fwzy21 71 87 KF208475
R33 (KU057028) Lysinibacillus sp. T1-9 95 89 KJ127177
R34 (KU057029) Lysinibacillus sp. E15 97 89 JN082735
R39 (KU057034) Klebsiella sp. D81 96 97 DQ923489
R48 (KU057043) Enterobacter sp. Hg4-01 94 97 EU304247
R38 (KU057033) Enterobacter sp. Hg4-01 83 96 EU304247
R37 (KU057032) Raoultella terrigena strain PK35 97 97 KC790281
R47 (KU057042) Rahnella aquatilis 2B-CDF 95 99 FJ811859
R25 (KU057020) Serratia sp. PT3 95 99 GU458285
R26 (KU057021) Serratia sp. PT3 95 99 GU458285.2
R27 (KU057022) Serratia sp. PT3 94 98 GU458285.3
R30 (KU057025) Serratia sp. S3.MAC.008 70 90 HM063908
R36 (KU057031) Serratia proteamaculans KB22 95 99 JF327454
R41 (KU057036) Serratia marcescens KtMC2-16 97 99 KC122200
R42 (KU057037) Serratia sp. PT3 95 99 GU458285
R43 (KU057038) Serratia proteamaculans KB22 94 99 JF327454
R44 (KU057039) Serratia proteamaculans 568 94 96 NR074820
R45 (KU057040) Serratia sp. PT3 96 96 GU458285
R46 (KU057041) Serratia proteamaculans KB22 96 98 JF327454
R50 (KU057045) Serratia proteamaculans KB22 94 99 JF327454
R51 (KU057046) Serratia proteamaculans 568 95 98 NR074820
R52 (KU057047) Serratia proteamaculans 568 95 98 NR074820
R53 (KU057048) Serratia proteamaculans 568 95 96 NR074820
R54 (KU057049) Pseudomonas fluorescens Y5 74 97 KJ882377

However, isolate L5 was non-viable after storage in glycerol. The
growth rate of isolates L13, L15, L21, H57, and H79 were
unsatisfactory, resulting in the extraction of insufficient DNA and
sequencing of low quality. Although sample L4, isolated from L.
hypogaea, showed good quality of sequencing and satisfactory
assembly of contigs using the assembly parameters (see Materials
and Methods), it still showed low percentage of similarity (76.8%)
and identity (77%) compared with sequences deposited in
GenBank of NCBI, featuring it as a potential new organism to be
investigated rigorously.

In the three niches analyzed, we found isolates of the phyla
Firmicutes (34), belonging to the genera Bacillus (17),
Lysinibacillus (13), Paenibacillus (3), and Viridibacillus (1), and
Proteobacteria (40), belonging to the genera Serratia (26),
Klebsiella (3), Rahnella (2), Citrobacter (1), Enterobacter (5),
Shewanella (1), Raoultella (1), and Pseudomonas (1) (Table 2).
Four of these genera (Serratia, Bacillus, Lysinibacillus, and
Enterobacter) were found in all three niches analyzed, where the
first genera was the most representative. Isolates of the genera
Citrobacter, Paenibacillus, and Shewanella were found only in the
plant host. Isolates of the genera Viridibacillus, Pseudomonas, and
Raoultella were found only in the rhizosphere (Table 2). Isolates
of the genera Klebsiella and Rahnella were found exclusively
shared between L. hypogaea and the rhizosphere.

Phylogenetic analysis of the isolates confirmed the sequencing
results and allowed the grouping of the bacterial isolates from
different niches to the taxa represented, Firmicutes and

Proteobacteria. The isolates from L. hypogaea (L3, L16, L22, and
L8), the isolates from the plant host (H55, H60, H64, H67, H71,
H75, H76, and H80), and the isolates from the rhizosphere (R38
and R51) were grouped in a different clade (Figure 2).

For the biochemical tests, 66 isolates were analyzed since nine of
these isolates showed reduced growth rate, prevented an
accurate analysis of the results in the proposed biochemical
assays. Of these, 63 isolates showed growth in nitrogen-free
medium, representing 14 (93.4%) of the 15 isolates of L. hypogaea,
23 (95.8%) of the 24 isolates from plant host and 26 (96.3%) of
the 27 isolates from rhizosphere (Figure 3A). From these isolates,
the presence of nifH was confirmed in 23 genomes by PCR
analysis (Supplementary Figure S2). With regard to siderophore
production, more than 62% of the isolates were capable of
producing these compounds. All isolates were able to produce
ammonium ions, at different concentrations. Meanwhile, only 15
isolates (22.72%) were capable of producing hydrocyanic acid.
More than 86% of the isolates were capable of producing IAA, of
which 13 were from L. hypogaea (Figure 3A). In attempt to
understand the potential of each of these isolates with regard  to
the capacity to fix atmospheric N2, to produce siderophores, I1AA,
and HCN, Venn diagrams were prepared for each of the three
niches analyzed (Figure 3B). Especially the isolates L11, H55,
H71, and H80 vyielded positive results for all analyses. Of the
isolates obtained from L. hypogaea, four were capable of to fix N2
and to produce IAA (L13, L16, L18, and L28), and seven were
able to produce IAA and siderophores, and to fix N2 (L1,
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L2, L3, L4, L8, L10, and L12). Of the isolates obtained from the
rhizosphere, six were capable of producing IAA and fixing N2
(R23, R26, R33, R36, R39, and R40). Eleven were capable of
producing IAA and siderophores, and even fixing N2 (R30, R31,
R35,R37,R38, R43, R44, R45,R46, R51, and R52), while another

six were capable of producing IAA and HCN, and fixing N2 (R25,
R27, R41, R42, R50, and R54). Of the isolates obtained from the

host plant, six were capable of producing IAA and fixing N2 (H64,
H73, H74, H75, H77, and H78). Two were capable of producing
siderophores and fixing N2 (H58 and H60), whereas ten were able
to produce IAA and siderophores, and to fix N2 (H59, H61, H62,
H65, H66, H67, H68, H72, H79, and H80).

Regarding hydrolytic enzymes assay, 11 isolates were able
produce amylase. None of these isolates was obtained from

to

27



Aw 30
% 26, 5 B L. hypogaea 27
S 6* 23 1 Rhizosphere
= 15 B Host
(@]
B | ‘* 13 13
N Ay -1
Z = .
0 { | T T T
| Side N, HCN 1AA Amy Cel Pro | Totalof
isolates

c Pro Pro
Amy : Amy
27/44
46/48/54
— il 25/26
1z (2657 30/42/43
(17 \_ § L3841 i
i B oq— N
L. hypogaea Rhizosphere

L. hypogaea, the isolates obtained from the plant host were the
most representative in this analysis. Thirty isolates were capable
of producing cellulase, with greatest representativeness among the
isolates from the rhizosphere. Thirty isolates were able to produce
proteases, with egual representativeness among the isolates from
the plant host and rhizosphere. Similarly, a Venn diagram
pointing out the isolates and their origin with respect to the
production of hydrolytic enzymes was constructed (Figure 3C).
Notably, isolate H67 was capable of producing all three types of
hydrolytic enzymes investigated.

Twenty isolates were able to inhibit the growth of
enteropathogens. They include 11 inhibitors of Staphylococus
aureus (L1, R51, R52, R53, R54, H62, H63, H65, H69, H70,

and H72), 11 inhibitors of Klebisiella pneumoniae (L9, L13,

L14, R29, R32, R34, R46, R49, and H69), and 10 inhibitors of
Shiguella flexneri (L1, R51, R52, R53, R54, H62, H63, H65, H69,
and H70) (Figure 4A). No isolate was capable of inhibiting the
growth of Bacillus cereus, and only one isolate inhibited  the
growth of Xanthomonas citri strain 306 (H65). Nineteen isolates
inhibited the growth of Fusarium (Figure 4B), 5 of themwere
obtained from L. hypogaea (L1, L2, L3, L20, and L28), eight from
the rhizosphere (R26, R30, R33, R39, R50, R51, R52, and R55)
and six from the plant host (H58, H70, H77, H78, and H80)
(Figure 4D). The potential of some of these isolates is indicated
in Figure 4C, ranging from 28% in isolates from L. hypogaea
to above 95% in the isolates R50, R51, R52, H55, and H58
from rizhosphere and host, respectively.
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DISCUSSION

Identification of Microbiota Associated
with L. hypogaea and Its Interactions

The importance and complexity of the rhizosphere in the
interaction with plants and other organisms in which they live
have been reported in many studies (Bais et al.,2006;Vacheron et
al.,2013;Zhang et al.,2014). Similarly, the modifications in the
physiological profile of plants as a result of alterations in  the
chemical composition of the rhizosphere or the microbiota
contained therein have also been characterized, especially with
regard to the interaction between plants of agricultural interest
(Saleem et al.,2007;Bhattacharyya and Jha,2012;Dodd and Ruiz-
Lozano,2012;Nadeem et al.,2014). Contrary to these advances,
studies seeking to understand the identification of microbiota

associated with parasitic plants, especially holoparasitic ones are
limited or lacking. This relation of strict dependence on its host
makes it a very interesting target for understanding the degree of
importance of microbiota associated with the adaptation and
resultant survival of species in the most diverse environments
where they occur. Accordingly, this is the first work aimed at
understanding the composition and importance of microbiota in
the biological interface holoparasitic plant-host-rhizosphere, using
L. hypogaea as a model. Not only is the biological model
distinctive for studies bioprospecting, the sampling site, the 1Q, is
characterized as an environment also neglected in studies
involving its microbiota. Because it is an environment enriched in
iron compounds and other heavy metals, whose soils are
extremely compacted, adaptation of this microbiota can be
directly related not only to the soil features, but also related to the
adaptation of plants in this environment, and may uncover

29



new organisms and the biotechnological potential of this specific
microbiota.

Although there are no known genera that are unique for

L. hypongaea, isolate L4 did not show significant identity (over
80%) with any other isolate with sequence deposited in databanks
and therefore deserves attention. This isolate was capable of
producing ammonium ions in high concentration, IAA and
siderophores and fix nitrogen. This activity could generate better
or complementary nutritional conditions compared to those
offered by the plant host such as for a tree growing on soils lacking
nutrients. A key adaptive aspect of this would be the decrease in
risk of mortality of the plant host. Regardless of nutrients that it
provides, physical sustentation and supply of water and
carbohydrates to the parasite is totally dependent on host plants,
and their death is a great adaptive disadvantage (Lopez Pascua et
al.,2014). Thus, the co-association with a microbiota capable of
providing the necessary nutrients saves the parasitized tree from
irreversible stress. However, more studies are necessary to
confirm these preliminary results.

Similarly, isolates of the genera Klebisiella and Rahnella were
found only in L. hypogaea and the rhizosphere. This allows us to
infer that there may be a direct association of soil bacteria with
the holoparasitic plant, and that a possible relation of
complementarity makes the parasitic plant not only dependent on
the plant host for survival but also dependent on specific  soil
bacteria. This allows us to raise the prospect that perhaps the
concept of botanical holoparasitism needs to be rethought, taking
the scientific community to undertake further research in this
area of knowledge. Although need the host plant for aquisition of
carbohydrates, since it does not have the capacity of producing
them itself (by the chlorophyll absence), L. hypogaea could also
depend closely on PGPB to assist in the development of its roots,
aquisition of ions from the rhizosphere or even in the
interaction with its host plant through their haustoria. Finally,
isolates of the genera Serratia, Bacillus, Lysinibacillus, and
Enterobacter were found in the three niches, reinforcing this
exchange of microbiota, now a more complex perspective. These
results reinforce the prospect that in a community, the ecological
interaction of plants and microorganisms is directly related to the
rigor of the habitat and the ability of colonization. In other words,
the mutualistic interactions with microorganisms would be the
basis of evolution of adaptations to inhospitable environments.
The theoretical concept of species “A” of adversity strategists
[sensu (Greenslade,1983)], in contrast to the artificial r-k
continuum  ofPianka(1970;Taylor et al.,1990), or the
understanding of “template habitats” (Southwood,1977;Korfiatis
and Stamou,1999) and specialization in habitats (consequently,
the whole concept and use of bio-indicators) can make sense only
in the light of these interactions. Therefore, a specific habitat
provides characteristic conditions that promote the growth of
certain microorganisms, which in turn facilitate the development
of other species associated with them.

Thus, much less time adjustment to selective pressures imposed
by oligotrophic and contaminated soils would be necessary to
ensure the invasion of environment, always done by species that
evolve from less hostile niches. This possibility of having one
microbiological micro-habitat that minimizes the

natural hostility of the environment can change the ecological-
evolutionary perception of biodiversity evolution, and even the
basic theoretical models that guide our understanding of these
processes.

PGP Activities of the Isolates

About 95% of isolates showed growth in medium combined
nitrogen, thereby demonstrating diazotrophic activity. This may
have a direct relation with an environment whose soil is highly
leached, oligotrophic and contaminated, like these montane
ecosystems or any other soil of Brazilian savannas (Goodland,
1971;Goodland and Pollard,1973;Batmanian and Haridasan,
1985;Haridasan,2008). The understanding of the evolutionary
costs of colonizing these environments are well studied (Ribeiro
and Brown,2006) and consistent with the existing theoretical
propositions (Herms and Mattson,1992;Fine et al.,2004). This is
the first time that the role of mutualistic microbiota was taken
into consideraction as a fundamental adaptive mechanism.

Iron can be available in the soil as Fe?* or Fe®", where

the latter is less soluble but more abundant. Siderophores are
molecules secreted by some bacterial species that chelate Fe3*
converting it to Fe?*, which as a consequence is internalized by
specific cellular receptors for these ions (Neilands,1995). From a
competition point of view, microorganisms that are able to utilize
siderophores as a mechanism of acquisition of Fe3* make it
available for them consequently decreasing the availability — of
iron for possible competing microorganisms in the same niche
(Hibbing et al.,2010). Often when this competition occurs because
of a phytopathogenic organism, this resource becomes used as an
indirect mechanism of plant growth since it controls the growth of
these phytopathogens (Perez-Montano et al.,2014). In the same
perspective, many plants only have receptors for siderophores,
depending intimately on the their production by microorganisms
that live in symbiosis or cooperation with these plants for
acquiring iron from the environment, essential for their growth
(Crowley et al.,1991). More than half of the bacterial isolates
obtained here were producers of siderophores (Figure 3).
Although this number was high, it was expected since the
environment favors the adaptation of bacteria capable of surviving
in such high concentrations of iron. Therefore, further study of the
structural composition and regulation of the synthesis of these
substances in these microorganisms is necessary and may lead to
the discovery of new biomolecules with ion-chelating activity.
With regard to the region where the plants were isolated, this
perspective becomes even more interesting, because it is an
environment classically reported as rich in arsenic, and it is
possible that these microorganisms make use of these molecules
as an adaptive alternative to the presence of this element
(Gongalves and Lena,2013).

Similarly, about 86% of isolates were capable of producing I1AA.
Since this hormone helps to increase root growth, this could
explain the adaptation of plants of these niches to extremely hard
soil, which provides surface branching of roots, favoring not only
anchoring but also procurement of water and minerals. These
bacteria may have great importance in the study model proposed
since it is a holoparasitic plant whose capacity to produce this
hormone can be rather low in relation to anautotrophic
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plant (Magnus et al.,1982), which could explain its intimate
dependence on IAA-producing bacteria.

Far less representative, but of similar importance were the isolates
in which we identified hydrolytic enzyme activities. These enzymes
are of great industrial interest, since they can optimize the
manufacture of products of economic interest such as in the
case of glucose for fermentation processes obtained through
cellulolytic or amylolytic activity, or of amino acids and peptides
widely used in the food, pharmaceutical and chemical industry,
obtained from proteolytic activity (Dalmaso et al.,2015). In an
environmental microbiological context, all these enzymes can be
of fundamental importance in the process of adaptation to a
specificniche.

Individually, some genera deserve attention because of the
previous results described in the literature. R54, for example, was
isolated from the rhizosphere and showed similarity to
Pseudomonas fluorescens. A recent study involving the strains
PA4C2 and PA3G8 of P. fluorescens, also isolated from the
rhizosphere, were found to be able to inhibit the growth of the
phytopathogen Dickeya (Cigna et al.,2015), which causes diseases
in herbaceous plants. In out study, R54 was also found to be a
potential inhibitor of enteropathogens since it blocked the growth
of Staphylococcus aureus and Shigella flexneri. Specific strains of
Pseudomonas have also been described as inducing systemic
resistance in cloves, cucumbers, radishes, tobacco, and
Arabidopsis, which raisethe possibility of these bacteria being a
potential growth inhibitors of phytopathogens in wild plants.
Similarly to Pseudomonas, induced systemic resistance has also
been described for different strains of Bacillus spp., including the
specific species B. amyloliquifaciens, B. subtilis, B. pasteurii, B.
cereus, B. pumilus, B. mycoides, and B. sphaericus (Choudhary et
al.,2007). When inoculated or present in specific organisms, they
induce a significant reduction in the incidence or severity of
diseases in various hosts (Choudhary et al.,2007). In this study,
various isolates showed similarity with bacteria of the genus
Bacillus, including the strains B. cereus and B. mycoides. Some of
these isolates showed positive results for all the biochemical
assays performed (H80) or inhibited the growth of three of the
four enteropathogens investigated (H69).

Bacteria of the genus Enterobacter has been associated with
numerous biological models. Enterobacter sp. strain EJO1 isolated
from Dianthus japonicus thunb (China Sea rose) was described
as a bacterium capable of aiding vegetative growth, besides
alleviating salt stress in tomato and Arabidopsis (Kim et al.,
2014). Of the five isolates similar to Enterobacter identified in this
study, all produced siderophores and fixed N2, and only two were
capable of producing IAA. In another study, Serratia marcescens
isolated from the rhizosphere of the coconut tree was found to fix
nitrogen and to produce IAA and siderophores, among other
compounds investigated (George et al.,2013), highlighting the
importance of these genera in the support and growth of these
plants. Of the 26 isolates that showed similarity to Serratia, 25
isolates were capable of fixing N2 and producing IAA, and 15
were capable of producing siderophores.

Paenibacillus yonginensis DCY84 was evaluated in growth with
Arabidopsis thaliana subjected to salt, drought and heavy metal
stress, and the study showed that plants treated with

this bacterial isolate were more resistant than the untreated control
plants (Sukweenadhi et al.,2015). Our isolates H59, H66, and
H70 showed similarity to this genus and were able to produce
siderophores and IAA and to fix N, besides inhibiting
enteropathogens. Another recent work isolated bacteria from the
rhizospheric soil of Populus euphratica and identified ten strains
that induced a significant increase in dry weight of buds and
roots of wheat (Wang et al.,2014). These isolates were
identified as being from the genera Pseudomonas, Bacillus,
Stenotrophomonas, and Serratia. Among these strains, Serratia sp.
1-9 and Pseudomonas sp. 23/05 were the most effective strains.
Both produced auxin, and significantly increased production when
grown under simulated dry conditions, leading to a direct effect
on promoting plant growth under drought stress (Wang et
al.,2014). Similarly, a work identified 12 endophytic bacteria
characterized as diazotrophic, two species belonging to the genus
Paenibacillus, three to the genus Mycobacterium, three to the
genus Bacillus, and four to the genus Klebsiella (Ji et al.,2014).
Rice seeds treated with these bacteria showed improved growth,
increase in height and dry weight and antagonistic effects against
pathogenic fungi (Ji et al.,2014). Our isolates that showed high
identity to Paenibacillus (H59 — 99% and H66 — 98%), were also
capable of fixing N2 and were thus diazotrophic. The isolate H70,
although showing similarity to Paenibacillus, was not able to fix
N2, but did inhibit the growth of enteropathogens and Fusarium.
All isolates that showed similarity to Kiebisiella (L16, L28, and
R39) were also capable of fixing N2, besides producing I1AA.

Perspectives of Use of Isolates

In an agroecological context, there is currently an emerging
demand for the development of sustainable agriculture, to
decrease our dependence on agrochemical farming and its harmful
consequences to the environment (Bhardwaj et al.,2014). The
utilization of PGPB to increase farm production has become an
important alternative. Similarly, alternative methods for pest
control attracted attention, and biological control has been
considered a viable solution for various diseases that are difficult
to control (Cespedes et al.,2015). This practice aims to maintain a
balance in the agroecosystem, so that the host, in the presence of a
pathogen or pest, does not suffer significant damage due tothe
controlling action exerted by non-pathogenic organisms (Meldau
et al.,2012). Thus, understanding microbial relations in soils and
plants can lead to the discovery of microorganisms with great
agricultural potential and other applications as well.

Besides agroecological importance, all potential presented by
microbiota isolated from these neglected biological niches drives
the search for new products and processes with potential
pharmacological and for environmental bioremediation. This was
evident by the ability of some isolates to inhibit three out of four
investigated enteropathogenic species, besides Xanthomonas and
Fusarium strains. Analysis of genomic composition and
metabolites produced by these isolates could uncover new
metabolic pathways associated with the synthesis of new
biomolecules of pharmaceutical interest. In the same way, the
isolates associated with production of IAA and siderophores may
be used as bacterials consortia to induce native plant growth in
areas degradeted by human action (de-Bashan etal.,2012).
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CONCLUSION

The integration of biological data found in this study suggests a
hypothetical complex network of interaction and mutual
dependence between the niches analyzed and the isolated bacteria.
Classically, holoparasitic plants draw all necessary nutrients from
their host plant. However, the results of this study show that the
microbiota in L. hypogaea can also be of benefit by supplying
nutrients essential for the survival of the plant. This hypothesis
needs further and in-depth studies to become valid. From an
ecological perspective, this is the first report of the potential of
bacteria isolated from the 1Q region in producing these
siderophores and IAA, which allowed us to infer that part of the
adaptive process of these plants in ferroginous fields can be a result
of the ability of a large percentage of isolates to produce these
compounds. Siderophores would be key for the chelation of iron
in the Fe3* state, existing in high concentrations in these
ferroginous fields, and the production of IAA by a large number
of isolates demonstrated how essential this compound would be
for the induction of extensive root system of plants that survive in
this environment. The characteristics of the soil from this area are
extremely adverse, with low supply of water, requiring the plants
to obtain nutrients from more superficial regions. Thus, it is
possible that the survival of plants in this environment have
some relationship with the presence and interaction with these
microorganisms, which could also justify the large endemic plant
found in this environment. From a biotechnological aspect, the
perspectives and results obtained with this work point to  the
potential of developing a bacterial consortium that could be
used as an indispensable tool in the recovery of areas degraded by
anthropic actions, especially in this region where mining activities
are eliminating important species of the biome of ferroginous
fields. Therefore, the results presented in this work emphasize the
importance of studying biological models neglected and
differentiated such as the holoparasite plants and ferruginous soils
from 1Q since they are propitious sources for finding new
compounds with biotechnological potential.
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4- Capitulo I1: Potencial biotecnolégico associado a
bactérias isoladas de nove plantas endémicas e solo do
Quadrilatero Ferrifero

Titulo: Biotecnological prospection of culturable bacteria associated with endemic

plants and soil of ferruginous fields

Erica B. Felestrino, Izadora Tabuso Vieira, Flavio Fonseca do Carmo, Luciana Kamino,
Leandro M. Moreira.

Este artigo foi redigido com o objetivo de avaliar o potencial biotecnolégico de
bactérias isoladas de nove plantas endémicas e do solo do Quadrilatero Ferrifero,
ampliando os horizontes de conhecimento bioldgico previamente estabelecido para uma
Unica planta, Langsdorffia hypogaea. Para isso, foram coletadas amostras de raiz e solo
das nove espécies endémicas, além de amostras de solo e raizes emergentes de uma
caverna de canga, na regido da Serra da Moeda, MG. Foram obtidos 204 isolados
bacterianos e muitos destes apresentaram resultado positivo para os ensaios bioquimicos
de promocdo de crescimento vegetal como producdo de siderdforos, acido cianidrico,
acido-indol-acético, fixacdo nitrogénio e solubilizacdo de fosfato. Quatro isolados foram
capazes de inibir o crescimento do fitopatdgeno Xanthomonas citri in vitro e diminuir a
manifestacdo da doenca in vivo, e cinco foram resistentes a elevadas concentragdes de
arsenito e arsenato, com significativas taxas de remocdo do metal em solugdo. Os
resultados encontrados destacam a importancia de se estudar plantas endémicas e
afloramentos rochosos no Brasil, sendo uma fonte imensurdvel de biodiversidade,

especialmente de microrganismos com potencial biotecnoldgico, ainda inesplorado.

Este artigo estd em vias de finalizagdo para submisséo na revista Plant and Soil.
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Abstract

A ciclagem de nutrientes, a promocdo do crescimento de plantas, a biorremediacédo de
ambientes e o controle bioldgico de pragas sdo algumas das funcdes que residem em
meio a diversidade genética e metabolica dos microrganismos associados a plantas.
Apesar deste conhecimento estar bem estabelecido para uma série de plantas, em
especial aquelas de interesse econdmico, ainda séo insipientes os trabalhos que buscam
descrever a funcdo dos microrganismos associados a plantas do Quadrilatero Ferrifero.
Sob esta perspectiva, o0 objetivo deste trabalho foi isolar bactérias cultivaveis associadas
a plantas endémicas dos campos rupestres ferruginosos da regido do Quadrilatero
Ferrifero (QF) e analisar seu potencial biotecnoldgico. Para isto, foram coletadas
amostras de raiz e solo associado a nove espécies de plantas endémicas da Serra da
Moeda, MG, além de amostras de solo e raizes emergentes de uma caverna de canga da
mesma regido. Foram obtidos 204 isolados bacterianos. Desse total, 5,9% foram
capazes de solubilizar fosfato, 2,5% de fixar N2 atmosférico, 26,5% de produzir acido-
indol acético (AlA), 10,3% de sintetizar siderdforos, 23% de produzir &cido cianidrico
(HCN), 24% de produzir amilase, e 39,7% de produzir protease. Além disso, quatro
isolados foram capazes de inibir o crescimento do fitopatdgeno Xanthomonas citri
(Xac306) in vitro, além de reduzir em mais de 60% das lesBes cancréticas induzidas por
Xac306 quando co-inoculadas em plantas de laranja doce (Citrus sinensis). Outros
cinco isolados foram resistentes a elevadas concentragdes de arsenito (As*®) e arsenato
(As*), 5 e 800 mM respectivamente. Estes foram submetidos a espectrometria atémica
de raio-X que monstrou reducdo de até 50% de arsenito e 80% de arsenato em alguns
dos isolados. Todos os isolados adsorveram estes metais em suas membranas quando
analisados por microscopia eletrénica de varredura com EDS. Estes resultados denotam
uma grande importancia em estudo de vegetacOes associadas a afloramentos rochosos
no Brasil uma vez que se apresentam como formacdes Unicas, com diversas
peculiaridades e altas taxas de endemismos e de raridade. E destacada a alta
vulnerabilidade da biota associada aos afloramentos de canga do QF devido a intensa
mineracdo nessa regido. Logo, este estudo possui grande relevancia, pois esta se
perdendo ndo s6 espécies vegetais Unicas como também possivelmente microrganismos

ndo conhecidos com amplo potencial biotecnoldgico.

Keywords: AlA, nitrogenio, fitopatdgeno, arsénio, resisténcia
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INTRODUCTION

O Quadrilatero Ferrifero (QF) é uma regifo com cerca de 7200 km? localizada
entre dois hotsposts mundiais de biodiversidade, a Mata Atlantica e Cerrado brasileiro.
E composto e circundado pelas serras do Curral a oeste, de Ouro Branco ao sul, da
Moeda a leste, do Gandarela e do Caraca ao norte, e esta inserido em duas das maiores
bacias hidrograficas brasileiras, a do Rio Doce e a do Rio Sao Francisco (Duarte, 2016).
Uma diversificada vegetacdo ocorre ao longo de sua extensdo, variando de florestas
deciduas semi-tropicais a campos rupestres ferruginosos. Da mesma forma, apresenta
uma enorme geodiversidade, sendo composto por diferentes tipos de solo e altitudes,

além de um amplo gradiente de clima (Vicente, 2008).

Os campos rupestres ferruginosos sao couragas compostas por minerais
derivados das formacbes ferriferas bandadas, hematita compacta e fragmentos de
itabirito cimentados por limonita, consideradas ilhas de ferro nos topos e encostas de
serras (Dorr, 1964). Em alguns pontos, esses afloramentos chegam a mais de 30 metros
de espessura (Simmons, 1963). Devido a essas peculiaridades geomorfolégicas, as
plantas de campos rupestres apresentam especiacdes biologicas que favorecem sua
adaptacdo a uma maior conservacao de recursos, como a capacidade de lidar com a alta
radiacdo, ventos fortes, distribuicdo sazonal de chuvas, solo pobre em nutrientes com
uma baixa capacidade de retencdo hidrica, além de elevadas concentracdes de metais
(Silveira et al., 2016). Tais condicGes atuam como poderosos fatores de presséao seletiva
e certamente propiciaram a evolucdo e consequente adaptacdo das plantas em condicgdes
tdo severas (Gibson et al., 2010). Em decorréncias destas condi¢des e caracteristicas 0s
afloramentos rochosos abrigam espécies raras no Brasil, sendo a maioria das espécies

dos campos ferruginosos consideradas endémicas restritas (Giulietti et al,. 2009).

A dindmica entre as comunidades que vivem nestes ambientes torna as
relacbes ecologicas funcionalmente diversificadas, influenciando até mesmo nas
interacdes entre plantas e microrganismos. Isto porque as plantas proporcionam um
nicho Unico para manutencdo de diversas comunidades microbianas e essas, em
contrapartida, auxiliam a sobrevivéncia do vegetal atuando como promotoras de

crescimento vegetal (Barrow, 2008).
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Neste processo de interacdo e beneficio mutuo, diversificados e elaborados
mecanismos bioquimicos sdo empregados por bactérias para que exercam este papel
junto as plantas. Como mecanismo direto de inducéo do crescimento vegetal destacam-
se as capacidades desta microbita em suplementar a planta com nutrientes ou
horménios. Entre estes mecanismos destacam-se a capacidade de fixar nitrogénio
atmosférico (N2), solubilizar fosfato, produzir sideréforos e acido indol acético (AlA)
(Bulgarelli, 2013). Organismos que possuem estes potenciais séo comumente utilizados
como biofertilizantes. Ja como mecanismos de acdo indireta destacam-se 0s organismos
que apresentam capacidade de atuarem como biocontroladores ou biorremediadores de
solo. Os biorremediadores séo aquelas capazes de reduzir a biodisponibilidade de
compostos toxicos as plantas (Ma et al., 2016). J& os biocontroladores sdo capazes de
impedir o crescimento de fitopatdgenos por meio de antagonismo microbiano. Estes
mecanismos podem estar associados com producdo de acilases ou lactonases,
antibidticos, toxinas e outras moléculas como &cido cianidrico (HCN) (Combes-Meynet
et al.,, 2011). De forma mais elaborada, este biocontrole também pode se dar por
respostas sistémica induzida (ISR). Neste caso, por meio de sinais moleculares estas
bactérias ativam o sistema basal de defesa vegetal que acaba culminando na protecdo

integral da planta contra acdo de patdgenos (Vlot et al., 2008).

Levando-se em consideracdo todos os tipos de interagdes benéficas, as
relacbes entre plantas e microrganismos podem oferecer um grande potencial
biotecnoldgico. Isso porque essa diversidade metabdlica das PGPB as torna uma
alternativa sustentavel para a agricultura e nos processos de remediacdo de solos

contaminados.

Diante do que foi exposto, um aspecto relevante é que todo potencial
relacionado a microrganismos e plantas endémicas, além de diversos outros, estdo se
perdendo devido a intensa atividade de extracdo mineral na regido do QF. Essa area €
responsavel por aproximadamente 67% da producdo de minério de ferro extraido do
Brasil (Gurmendi, 2013). Ao mesmo tempo em que atende a demandas econdmicas,
representa riqueza de biodiversidade e endemismo a ser preservado. Isso denota a
importancia do presente trabalho que objetiva bioprospectar bactérias com potencial

biofertilizante, biocontrolador e biorremediador associadas a plantas endémicas do QF.
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MATERIAL AND METHODS
Area de estudo e coleta amostral

Foram coletadas amostras de nove plantas endémicas da regido de campos
ferruginosos da Serra da Moeda - 1Q, (latitude 20°15’83°’S, longitude 43°97°41>°W)
sendo elas: Sinningia rupicola, Arthrocereus glaziovii, Jacquemontia linarioides,
Vriesea minarum, Oncidium gracile, Croton serratoideus, Paspalum brachytrichum,
Chromolaena multiflosculosa, Calibrachoa elegans, além de amostras de raizes e solo

dos campos rupestres e de uma caverna dessa regido.
Selecdo, isolamento e preservacéo das bactérias cultivaveis

Para isolamento de bactérias associadas a raizes, pequenos fragmentos de raiz
foram depositados na superficie de placas de Petri de 90x15 mm contendo meio seletivo
Luria- Bertani (LB), acrescido de 2,85 mg/L do antifingico tiofanato metilico. Para
selecdo das bactérias endofiticas, as raizes foram superficialmente desinfetadas com uso
das solucdes: 9 g/L de NaCl/2 min, &lcool 70%/2 min, 2% hipoclorito de sédio/2 min e 9 g/L
de NaCl/l2 min. As bactérias da rizosfera foram isoladas mediante lavagem dos
fragmentos de raiz com agua estéril. Em seguida uma aliquota de 100 pL desta solugdo
de lavagem foi plagueada no meio LB seletivo. As bactérias de solo de caverna foram
isoladas a partir de uma lavagem de 0,2 g de solo em agua estéril, homogeneizadas
manualmente por 2 min. Em seguida, uma aliquota de 100 uL foi plaqueada em meio
LB seletivo. Todas as placas foram incubadas a 28°C por um periodo de até 7 dias, e 0s
microrganismos crescidos foram isolados em novas placas de Petri contendo 0 mesmo
meio e preservados em glicerol 15% a -20°C. Para ensaios em larga escala, todos os
isolados foram realocados e crescidos em placa de 96 pocos, de modo a gerar placas
matrizes, tendo sido anotado o mapa da posicdo de cada isolado, que posteriormente

foram plaqueadas com uso de multi-inoculador de 96 pogos.
Ensaio de producgéo de AIA

Para quantificar a producdo AIA pelos isolados foi utilizado o método
colorimétrico adaptado de Bric et al. (1991), utilizando meio de cultura LB enriquecido
com 5 mM de triptofano. Os isolados das placas matrizes foram incubados em 200 pL

de meio LB liquido por 5 dias a 28°C. As placas foram centrifugadas a 2000g. Em
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seguida 100uL dos sobrenadantes foram transferidos para outras placas de 96 pocgos,
seguido da adicdo de 100 pL de solugdo Salkowski (2mL FeCls-6H.O 0,5M/L de
H>SOs) e incubado por 30 min. A producdo de AIA foi quantificada por
espectrofotbmetria em comprimento de onda de 530 nm. Uma curva padrdo com AlA
comercial foi previamente estabelecida a fim de gerar uma curva de calibracéo,
realizada com concentragdes 0, 1, 2, 5, 10, 25, 50 e 100 pug.mL™ de AIA.

Ensaio de fixa¢éo de nitrogénio

Partindo das placas matrizes, os isolados foram inoculados em meio de
cultura Baz semissolido, livre de N, por 14 dias a 28°C (Estrada, et. al., 2001). As
bactérias que modificaram a coloragdo do meio de amarelo para esverdeado indicam a

potencial capacidade de fixar nitrogénio.
Ensaio de solubilizacdo de fosfato

A capacidade de solubilizacdo de fosfato foi avaliada mediante uso do meio
National Botanical Research Institute's phosphate growth (NBRIP) (Nautiyal, 1999), e
apos 4 dias a 28°C a formacgdo de um halo transparente ao redor da coldnia indicou o

potencial do isolado em solubilizar fosfato.

Ensaio de producdo de sider6foros

A deteccdo da producdo de sideréforo foi baseada no método de Schwyn e
Neilands (1987). A partir das placas matrizes, os isolados foram crescidos por 2 dias a

28° e a mudanca de coloracdo de azul para amarelo indica a producao da molécula.
Ensaio de producao de &cido cianidrico

Este método foi adaptado de Bakker e Schippers (1987). Meio LB liquido foi
suplementado com 4,4g/L de glicina e 0,081g/L de FeCl3.6H>0O. A partir das placas
matrizes, os isolados foram crescidos a 28°C por 2 dias. Apds este prazo, 100 puL de
uma solucédo de acido picrico 5% e NaCOs 2% foram adicionados em cada pogo da
placa. A mudanca de coloracdo de amarelo para marrom indicou a producéo de HCN.

Ensaios de producéo de amilase e protease
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Para os ensaios de producdo de amilase, os isolados das placas matrizes
foram crescidos em placas de Petri contendo meio composto por 6,7g/L de YNB, 2,0g/L
de amido solUvel e 20g/L de &gar, a 28°C. Apds 24 horas de crescimento o resultado foi
revelado com adicdo de lugol, reagindo por 5 min. (Strauss et al., 2001). J& para 0s
ensaios de producdo de protease, os isolados das placas matrizes foram crescidos em
meio sélido composto por 20g/L de caseina, 5g/L de peptona, 3g/L de extrato de
levedura, 10g/L de glicose e 20g/L de &gar, pH 5,0, por 4 dias a 28°C (Strauss et al.,
2001). Em ambos os ensaios a producdo de amilase ou protease foi identificada através

do aparecimento de um alo transparente.
Ensaio de inibi¢éo de fitopatdgenos in vitro

Para investigar uma possivel atividade antimicrobiana dos isolados, ensaios de
inibicdo contra o fitopatdgeno Xanthomonas citri subsp. citri patotipo A cepa 306 foram
realizados. Na andlise de inibicdo direta, os isolados das placas matrizes foram crescidos
em LB liquido a 28°C por 2 dias. Em seguida o fitopatdgeno alvo foi espalhado de
forma homogénea em uma placa de Petri de 90x15 mm contendo meio LB sélido. Sobre
esta cobertura do fitopatdgeno foram depositados os isolados bacterianos mediante uso
de um multirepicador manual de 96 pontas. A formacdo de um halo ao redor da col6nia
do isolado demonstrou inibicdo do crescimento do fitopatdgeno. Os isolados com
inibicdo positiva foram submetidos a um teste de inibig&o indireta. Esse segundo teste
foi realizado com o crescimento do fitopatdégeno alvo e do isolado inibidor em camaras

adjacentes de uma placa de Petri septada mantidos a 28°C por 2 dias.
Ensaio de inibicéo de fitopatdgeno in vivo

Os ensaios de antagonismo a Xanthomonas citri subsp. citri estirpe Xac306 in
vivo foram realizados sob condi¢des de crescimento controladas no Laboratorio de
Plantas no Departamento de Tecnologia FCAV da Universidade Estadual Paulista, SP,
Brasil. As plantas de laranja doce (Citrus sinensis) foram cultivadas em camara de
crescimento a 28° C e fotoperiodo de 16 h. As bactérias que apresentaram elevada
capacidade de inibig&o in vitro foram inoculadas conjuntamente com Xac306 na regiéo
abaxial das folhas de citros sob pressdo de infiltracdo com seringas sem agulha. A
concentracdo final de Xac306 e do isolado foram ajustadas para 10’CFU/mL em

solugdo de MgCl, 10mM. Xac306 em solucdo de MgCl., foi usado como controle
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positivo e apenas solugdo de MgCl> como controle negativo. As folhas infiltradas foram
fotografadas 14 dias ap6s a inoculacdo. As lesdes de cinco folhas infiltradas foram
quantificadas e as areas infectadas foram calculadas utilizando Image J v. 1,48
(Schneider et al., 2012).

Ensaios de resisténcia a arsénio

Com a finalidade de estudar a resisténcia dos isolados em diferentes
concentracdes de arsénio, os isolados das placas matrizes foram crescidos em placas de
Petri de 90x15 mm contendo meio LB solido suplementado com crescentes
concentragdes de arsenito (As* 1, 5, 10 e 20mM) ou arsenato (As*® 50, 100, 200, 500 e
800mM). O crescimento dos isolados frente a estas concentracbes de arsénio foi
avaliado durante 5 dias.

Capacidade de remocao de arsénio in vitro

Isolados resistentes a arsénio foram crescidos em 10 ml de meio LB liquido
suplementado com 5mM de arsenito e 50 e 300mM de arsenato e mantidas a 28°C em.
Um frasco contendo meio de cultura LB sem arsénio e sem bactéria foi utilizado como
controle negativo. Apds 5 dias, essas soluces foram centrifugadas e o sobrenadante foi
coletado e analisado por espectroscopia de fluorescéncia de raios X com reflexao total —
TXRF (Total Reflection X-Ray Fluorescence Spectroscopy), S2 Pricofox da Bruker (Hu
etal., 2012).

Andlise de MEV e SEM / EDS dos isolados resistentes a arsénio

Os isolados resistentes a arsénio foram crescidos por 72 horas a 28°C em LB
suplementado com as concentragdes maximas de resisténcia a arsenito e arsenato. Em
seguida as células foram precipitadas, lavadas e fixadas em laminas e, por fim,
pulverizadas com nanoestruturas de ouro (De et al., 2008). As laminas foram entdo
submetidas a microscopia eletronica de varredura (MEV) e a andlise das imagens foi
realizada utilizando espectroscopia de raios X de dispersdo de energia (SEM/EDS) no
NanoLab do Centro Minero-Metallrgico da Rede Tematica em Engenharia de Materiais
(CMM-REDEMAT).

Identificacéo dos isolados por sequenciamento da regido 16S
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O DNA dos isolados selecionados foi  extraido utilizando
DNeasyBlood&Tissue Kit da QIAGEN. Foram amplificadas regides conservadas do
rRNA 16S com os primers universais 27F (AGAGTTTGATCMTGGCTCAG) e 1492R
(TACGGYTACCTTGTTACGACTT) (Yu et al., 2011). A integridade das amostras foi
verificada em gel de agarose 0,8% e os produtos do rRNA 16S purificados. As amostras
foram quantificadas utilizando NanoDrop Lite Spectrophotometer da Thermo Fisher
Scientific™. A reacdo de sequenciamento foi realizada com o sequenciador automatico
de primeira geracdo (Método de Sanger) com 96 capilares, ABI 3730 XL DNA
Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, California (CA)), no Centro de Recursos
Bioldgicos e Biologia Gendmica, UNESP Jaboticabal. As sequéncias de DNA foram
analisadas utilizando-se o programa BLASTn (Basic Local Alignment Serch Tool)
(Altschul, 1990).

RESULTADOS

A partir das amostras das nove plantas endémicas, solo e raizes de caverna, foi
isolado um total de 204 bactérias cultivaveis. Todos esses isolados foram crescidos em
placa de 96 pocos, de modo a gerar placas matrizes facilitando desta forma a andlise
simultanea de todos os isolados nos ensaios bioguimicos propostos. A tabela em anexo
sumariza todos os resultados obtidos por estas analises. Para facilitar a descricdo do
potencial como PGPB, estes isolados foram classificados em potenciais biofertilizantes,
biocontroladores ou biorremediadores de solo, como descrito em detalhes a seguir.

Os isolados que obtiveram os melhores resultados e se demonstraram
promissores ao uso em diferentes contextos foram identificados por sequenciamento de
regido conservada do rRNA 16S. Apds uso do programa Blast do NCBI, obteve-se o
nome do individuo com maior porcentagem de identidade. Cada tabela que contém o
isolado em potencial apresenta também o nome do individuo de melhor identidade, a
origem do isolado, porcentagem de cobertura e o resultado dos ensaios. As tabelas 1, 2 e
3 apresentam os resultados dos testes em larga escala que representam o potencial

biofertilizante, biocontrolador e biorremediador, respectivamente.

Biofertilizantes
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Todos os isolados foram avaliados quanto a capacidade de produzirem AlA,
fixarem N, solubilizarem fosfato e produzirem amilase. Desses, 12 (5,9%) foram
capazes de solubilizar fosfato, 49 (24%) de produzir amilase e 5 (2,5%) isolados
apresentaram resultado positivo para o ensaio bioquimico de fixacdo de N2. A
capacidade de produzir o horménio AIA foi observada em 54 (26,5%) bactérias, sendo

que dessas 9, apresentaram producéo superior a 10 pg/mL (Tabela 1 e Fig. 1).

Tabela 1: Principais bactérias com potencial biofertilizante

Seq. Description

N° Origem Ident AIA N2 POs Ami
(Best hit)
Bacillus thuringiensis 233 Raiz J. linarioides 95% 34,09 +
Leucobacter sp. 274  Rizo. C. multiflosculosa  94% 13,06
Serratia sp. 114 Raiz de caverna 79% 12,99 +
Lysinibacillus sphaericus 177 Raiz A. glaziovii 95% 11,60
Enterobacter sp. 89 Solo de caverna * 11,41 +
Bacillus sp. 107 Solo de caverna 95% 10,99
Serratia marcescens 116 Raiz de caverna 96% 10,67
Bacillus sp. 84 Raiz de caverna 96% 10,75
Bacillus cereus 296 Rizo. C. elegans 9% 9,60 +
Bacillus cereus 242 Rizo. C. serratoideus 93% + +
Lysinibacillus sp. 148 Raiz S. rupicula 95% +
Bacillus sp. 241 Rizo. C. serratoideus 6% *
Bacillus cereus 248 Rizo. C. serratoideus 97% +
Bacillus cereus 213 Rizo. C. multiflosculosa ~ 99% +
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Figura 1: P1, P2 e P3 sdo as placas originadas da matriz com os 204 isolados. A- Ensaio de AlA no qual
a coloracdo rosa indica a produgdo do horménio. B- Ensaio de producdo de amilase no qual o alo
transparente significa a producéo da enzima. C- Ensaio de fixa¢do de nitrogénio, mudancga de coloracéo
de amarelo para verde indica potencial. D- Ensaio de solubilizacdo de fosfato com alo indicando
capacidade do isolado.

Biocontroladores

Os 204 isolados foram submetidos a ensaios bioquimicos de promocgéo
indireta de crescimento vegetal e de inibigdo de fitopatdgenos. Destes 21 (10,3%) foram
capazes de sintetizar siderdéforo, 47 (23%) de produzir HCN, 81 (39,7%) de produzir
proteases (Figura 2) e 4 (2,75%) inibiram o crescimento de Xanthomonas citri subsp.
citri in vitro. A partir deste resultado de inibigdo direta, estes quatro isolados foram
submetidos a um teste de inibicdo indireta a fim de verificar se esse potencial inibitorio
se da por compostos so6lidos ou volateis. Para este ensaio, nenhum dos isolados foi
capaz de inibir o crescimento de Xanthomonas, indicando que as substancias inibitorias
ndo sdo volateis (Figura 3). Os principais resultados quanto ao potencial biocontrolador

estdo representados na tabela 2.

46



Tabela 2: Principais bactérias com potencial biocontrolador.

Seq. Description N° Origem Ident Sid. HCN Pro Inib.
(best hit) XAC
2
Serratia sp. 108 Raiz de caverna 95% + + +
(rosa)
?
Serratia sp. 166 Raiz S. rupicula 96% + + +
(rosa)
?
Bacillus sp. 115 Raiz de caverna 96% + +
(rosa)
Lysinibacillus sphaericus 268 Raiz C. 96% + +

multiflosculosa

O simbolo de interrogacdo significa que a bactéria isolada apresentava pigmentacdo

rosa, o que impediu a deteccao da reacdo do ensaio de producéo de siderdforo.

1 )

900

Figura 2: A- Ensaio de produgao de sider6foro com mudanca de coloracéo do meio de azul para amarelo.
B- Ensaio de producdo de &cido cianidrico com modificacdo da coloracéo de amarelo para marrom. C-
Ensaio de producéo de protease com formacéo de alo transparente para as positivas. Obs.- A coloragéo
rosa nas placas P1 e P2 de sideréforo sdo coloracdes naturais dessas bactérias, ndo sendo possivel a
deteccdo da producdo de sideroforo por este ensaio.
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Figura 3: A- Ensaio de inibig&o direta de Xanthomonas citri. O teste foi realizado com os 204 isolados, a
imagem representa apenas 0s positivos. B- Ensaio de inibigdo por compostos volateis.

Com o objetivo de verificar se este potencial inibitorio também era observado
em ensaios in vivo, estes isolados foram coinfectados com Xanthomonas citri em
plantas de laranja doce (Citrus sinensis). Apds 14 dias as folhas foram verificadas e o
que se pdde observar é que as lesdes cancréticas diminuiram significativamente em
relacdo ao controle de infeccdo para os quatro isolados (Figuras 4 e 5).
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Figura 4: Representacdo do percentual de reducdo da lesdo causada por Xac306 na presenca dos
isolados. Calculos realizados pela medida da area de lesdo pelo ImageJ.
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Figura 5: A- Face adaxial das folhas de citros, sendo o lado esquerdo de cada folha o in6culo somente de
Xanthomonas e o lado direito das folhas o inoculo de Xac com o isolado inibidor. B- Face abaxial das
folhas de citros, de forma oposta, o lado direito de cada folha é o inoculo de Xanthomonas e o lado
esquerdo das folhas o indculo de XAC306 com o isolado inibidor.

Biorremediadores

Na tentativa de avaliar o potencial quanto a resisténcia a metais, todas todos 0s
isolados foram crescidos em concentragdes de arsenito e arsenato que variaram,
respectivamente, de 0,5 a 10 mM e de 1 a 1000 mM. A partir dos resultados obtidos foi
possivel observar que 5 isolados (2,645%) foram capazes de resistir a elevadas

concentragdes de ambas as espécies de arsénio (tabela 3).

Tabela 3: Isolados com potencial biorremediador e concentragdes maximas de
tolerancia a arsénio.

Seq. Description N° Origem As*® As*®

(best hit) (mM)  (mM)
Stenotrophomonas sp. 291 Rizo. C. elegans 5 800
Curtobacterium sp. 209 Caule A. glaziovii 5 500
Enterobacter sp. 89 Solo de caverna 5 300
Leucobacter sp. 274 Rizo. C. multiflosculosa 5 50
Curtobacterium sp. 208 Caule A. glaziovii 5 50
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Com o proposito de compreender a capacidade de remocdo deste metal no
meio, estes isolados foram crescidos na presenca de ambas as espécies de arsénio e por
espectroscopia por fluorescéncia de raios X com reflexdo total — TXRF foi possivel
verificar que todos os isolados demostraram elevada capacidade de remocéo deste metal
apos 5 dias (Figura 6). Destaque para o isolado 209 que removeu 50% de arsenito e
60% de arsenato e para o isolado 272 que removeu aproximadamente 50% de arsenito e

80% de arsenato.
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FIGURA 6: Percentual de remogéo de As*® e As*® de cada isolado. Para As*® a concentracdo do metal no
meio de cultura foi 5mM e para As*® 300mM para o isolado 291 e 50mM para os demais.

Com o objetivo de compreender possiveis modificacdes estruturais nas células
destes isolados decorrentes do processo de remocdo deste metal do meio, microscopia
eletronica de varredura (MEV) seguido de analise de espectroscopia de raios-X de
dispersdo de energia (EDS) foram realizadas. Foi possivel observar que nenhum destes
isolados modificou significativamente suas estruturas celulares, mas em todos foi
possivel detectar formacdo de aglomerados celulares, resultado tipico de células
bacterianas submetidas a estresse (Pandey e Bhatt, 2015) (Figura 7). Chamou atencéo o
fato de que em todos os isolados foram encontradas ambas as espécies de arsénio

adsorvidas em suas membranas (dados ndo apresentados)
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89 208 209 274 291

FIGURAT: Microscopia eletrdnica de varredura dos isolados resistentes a arsénio. C- controle.

DISCUSSION

A diversidade de plantas presentes nos campos rupestres ferruginosos (CRF)
reforca a ideia de que este ambiente ndo € Unico, mas sim aglomerados de micro-
habitats distintos (Silveira et al., 2016). Essa complexidade estrutural possibilita
interacdes ecologicas heterogéneas de maneira a favorecer o estabelecimento das
espécies em um ambiente hostil como o solo do CRF. As caracteristicas das plantas
desse tipo de solo sdo decorrentes de processos adaptativos que visam a conservagao de
recursos (Negreiros et al., 2014). Neste contexto, podemos inferir que a associacdo com

uma microbiota especifica deve contribuir para manutencdo desta condicao.

Mais do que auxiliar no estabelecimento das plantas, existe relacdo direta
entre a diversidade de microrganismos e a endemicidade das plantas, ou seja, uma
relacdo de complementaridade e especificidade entre plantas e microrganismos.
Argieso et al., (2011) demonstraram a especiacdo de bactérias nodulantes na planta
endémica Lupinus mariae-josephi, que é encontrada em solo com calcario ativo e pH
elevado, um micro-habitat restrito. Esses pesquisadores comprovaram por meio de
analises moleculares que as bactérias do género Bradyrhizobium, capazes de induzir

formacbes ondulantes, encontradas na planta endémica possuiam diferentes
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caracteristicas fenotipicas e simbioticas de outras bactérias do género Bradyrhizobium
de outras Lupinus ndo endémicas e de locais distintos, concluindo que a especiagédo das
bactérias pode resultar da colonizacdo de um habitat singular. Partindo do mesmo
principio, 0s microrganismos associados as plantas endémicas do CRF possivelmente as
auxiliam no estabelecimento em um ambiente submetido a grandes variacdes de

temperatura, pouca agua e altas concentragdes de metais, ou seja, um habitat particular.

Os fatores que auxiliam estas bactérias no estabelecimento das plantas
endémicas podem ser diversos, colocando-as como importantes e especializadas
bactérias promotoras de crescimento de plantas (PGPB). A producéo de AlA por 26,5%
dos isolados investigados pode estar associada com o mecanismo de enraizamento das
plantas em um solo rochoso. Assim, para compensar a dificuldade de penetracéo, as
plantas destas regiGes apresentam grande volume de enraizamento adjacente/secundario
que cresce paralelamente as rochas, e este potencial pode ter direta relacdo com a
contribuicdo destas bactérias. Da mesma maneira, algumas bactérias isoladas nesse
trabalho que foram capazes de solubilizar fosfato, provavelmente tem papel crucial no
estabelecimento das plantas endémicas em solos tdo pobres desse composto. Isso
porque o solo dos campos rupestres ferruginosos do QF, embora sejam ricos em Ferro,
mostram baixos teores de Si, P e micronutrientes, sendo o fésforo o elemento mais
limitante (Schaefer et al., 2008, Wang et al., 2010).

Os solos desenvolvidos sobre a canga também apresentam baixissimos
teores de N2 total o que reflete sua pobreza quimica geral (Schaefer et al., 2008). Nesse
ponto, sdo importantes as bactérias fixadoras de nitrogénio, que embora tenham sido
encontradas em menor numero nesse trabalho (2,5%), podem ser essenciais no
desenvolvimento e manutencdo destes vegetais, permitindo que a ciclagem deste
componente fundamental ao desenvolvimento das plantas se estabeleca. A amilase, por
sua vez, € uma enzima importante no metabolismo energético das plantas, o que pode

estar relacionado com a producdo dessas moléculas por cerca de um quarto dos isolados.

As PGPBs também podem beneficiar o crescimento das plantas de forma
indireta, por meio das bactérias biocontroladoras de patdgenos. Esse potencial
antagonista pode se dar por uma ampla gama de mecanismos como producdo de
compostos secundarios, sideroforos, antibioticos, metabdlitos volateis, enzimas, indugéo

de resposta sistémica, dentre outros (Saraf et al., 2014). Do total de isolados obtidos
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neste estudo, 10,3% dos foram capazes de sintetizar sider6foro, molécula que complexa
ferro para torna-lo disponivel para planta, suprindo diretamente a necessidade desse
elemento pelo vegetal e restringindo o ferro para os fitopatdgenos circundantes,
eliminando-os por competitividade (Ahmed e Holmstrom, 2014). Ainda que 0s campos
rupestres ferruginosos sejam ricos em ferro, esse metal ndo estd majoritariamente em
sua forma disponivel (Schaefer et al., 2008). Outro mecanismo importante ao
biocontrole é a producdo de enzimas que degradam componentes de membranas de
organismos fitopatdgenos, como é o caso de proteases (Aeron et al., 2011). Do total de
isolados obtidos neste estudo, 39,7% foram capazes de produzir algum tipo de protease,
incluindo os quatro isolados que inibiram o crescimento de Xanthomonas citri,
demonstrando o potencial e a importancia destes organismos num possivel processo de
protecdo vegetal. De maneira analoga, a producdo de HCN esta entre os metabdlitos
volateis produzidos por algumas PGPBs que podem causar inibicdo destes
fitopatdgenos, como o caso ja descrito em Pseudomonas sp. LBUMB300 que apresentou
potencial controle de cancrose induzida por Clavibacter michiganenis em plantas de
tomate (Lanteigne, 2011). No presente trabalho, 23% do total de isolados foram capazes
de produzir HCN, incluindo, novamente, os quatro isolados que foram capazes de inibir

Xanthomonas citri.

Da mesma forma que promovem o crescimento vegetal e protegem as
plantas de fitopatdgenos, muitas PGPBs auxiliam na adaptacdo e manutencdo das
plantas em ambientes com elevadas concentracfes de metais (Kumari et al., 2016; Tak
et al., 2013; Gamalero et al., 2009). O arsénio € um metal pesado altamente toxico, pois
acarreta alteracbes metabolicas severas, culminando em significativos danos celulares
(Finnegan e Chen, 2012). As formacdes geoldgicas dos campos rupestres ferruginosos
do QF, onde foram coletadas as plantas estudadas, apresentam naturalmente elevadas
concentracdes de arsénio (Costa et al., 2015). A resisténcia de alguns dos isolados a
elevadas concentracdes desse metal pode justificar sua adaptacdo a estes ambientes
contaminados e consequentemente das plantas associadas a esses microrganismos.
Além de resistir ao arsénio, essas bactérias foram capazes de remover o metal do meio
e, embora a analise por microscopia de varredura ndo tenha mostrado mudancas
significativas na morfologia das células, o que indicaria bioacumulagdo do metal,
analise por EDS mostrou a presencga de arsénio adsorvido na membrana. Assim, esses

isolados podem caracterizar-se como potencial biorremediador.
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CONCLUSIONS

As analises estabelecidas neste trabalho demonstraram a importancia das
interacOes entre bactérias e plantas endémicas de cangas ferruginosas sugerindo que
essas associagOes estejam diretamente ligadas ao estabelecimento das plantas em um
ambiente peculiar. Essas bactérias provavelmente se relacionam com intima
especificidade e promovem o crescimento das plantas, protegem contra fitopatogenos e
minimiza o contato com o metal pesado arsénio. Além do papel ecossistémico, 0s
isolados deste trabalho demonstram um grande potencial biotecnoldgico, uma vez que
podem ser utilizados em substituicdo a fertilizantes, agrotoxicos e ajudar na remediacao
de ambientes contaminados. A importancia desse estudo esta também na preservacdo do
Quadrilatero Ferrifero e sua consequente diversidade, um ambiente sobre intenca agédo
antropica, mas que como demonstrado, corre o risco de ter enorme potencial e

diversidade perdidos.
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5- Capitulo I11: Alcaligenes faecalis isolada de Mimosa
calodrendum e seu destacado potencial biorremediador

Titulo: Alcaligenes faecalis associated with Mimosa calodendron rizhosphere assist

plant survival in arsenic rich soils.

Erica Barbosa Felestrino, Renata de Almeida Barbosa Assis, Camila Gracyelle de
Carvalho Lemes, Isabella Ferreira Cordeiro, Natasha Peixoto Fonseca, Morghana
Marina Villa, l1zadora Tabuso Vieira, Luciana Hiromi Yoshino Kamino, Flavio Fonseca
do Carmo, e Leandro Marcio Moreira

Este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de analisar o potencial biorremediador
das bactérias associadas a planta endémica Mimosa calodendrum. Por ser uma planta
arbustiva, é considerada uma espécie fundamental para a manutencao de outras plantas
endémicas de menor porte. Plantas facilitadoras sdo importantes tanto como pioneiras
em ambientes inabitados quanto na regeneracdo de ambientes degradados. Devido a
essa importancia, 0 microbioma dessa leguminosa torna-se propicio para encontrar
bactérias com potencial biotecnoldgico. Dentre os isolados, um identificado como sendo
uma Alcaligenes faecalis apresentou significativo potencial biorremediador para o metal
pesado arsénio, com altas taxas de remocdo e possivel recuperacdo de solos
contaminados. Visto que os solos do Quadrilatero Ferrifero sdo ricos em arsénio, essas
bactérias podem contribuir para a manutencdo do ecossistema de canga além de serem

promissoras na recuperacdo de contaminacGes ambientais.

Este artigo foi submetido na revista Journal of Soil Science and Plant Nutrition, e foi

aceito com “minor revisions”.
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ABSTRACT

The Ferruginous Rupestrian Grasslands (FRG) in the Iron Quadrangle (IQ) are
ecosystems characterized by rocky soils with reduced availability of water and nutrients,
but high levels of metals. In order to comprehend the interference of microorganisms on
the adaptive process of endemic plant Mimosa calodendrum (Fabaceae), bacteria
associated with its roots and rhizosphere were isolated. Fourteen isolates were obtained
and subsequently grown in the presence of different concentrations of arsenic species.
The isolate Mc250, an Alcaligenes faecalis strain, resisted to 10 mM of As (I11) and 800
mM of As (V). In the presence of this strain, atomic spectrometer detected a reduction
of 55% for As (1l1) and 72% for As (V) respectively in 10 mM and 500 mM solution.
Scanning electron microscopy of this isolate demonstrated morphological modification
and EDX spectroscopy revealed the presence of both As species adsorbed on the
membrane, justifying the removal observed in the in vitro assays. To validate this
potential removal of As in vivo, tomato plants were used as grown model in the
presence and absence of A. faecalis in soil previously contaminated with 5 mM of As
(1IN). After 14 days, plants from contaminated soil had their growth improved when
compared to untreated control plants. All these results suggest for the first time that
plant-associated bacteria from FRG-1Q present potential for soil rhizoremediation and
may benefit the adaptive processes of plants in extreme environments including

application in recovering degraded areas.

Keywords: Arsenic removal, arsenic resistant bacteria, Iron Quadrangle, Mimosa

calodendron, Plant Growth-Promoting Rhizobacteria, rhizoremediation.

60



INTRODUCTION

The Iron Quadrangle (IQ), an area of approximately 7200 km?2 located in the south
central region of Minas Gerais State, is remarkable for the giant iron and gold ore
reserves (Figure 1A). Therefore, mining activity in this region placed Brazil as the
second largest world provider of iron ore. In 2014, around 400 million tons were
produced, most of which extracted from 1Q, which concentrates almost 80% of iron

mines in activity (Salgado and Carmo, 2015).

Figure 1: Iron Quadrangle geographical location and area where Mimosa calodendron was sampled. A)
1Q location highlighting elevated areas that stand out on their vertices. The colors identify the priority
areas for biodiversity conservation of Minas Gerais flora (see legend) obtained from the digital atlas
Geoambiental (http://www.institutopristino.org.br/atlas). B) Identification of the area in Moeda Mountain

where Mimosa calodendron was sampled.

The high geochemical diversity and intense mining activities resulted in soils
and stream sediments with anomalous concentrations of many different trace elements
such as Zn, Pb, Ni, Cr, and As. Arsenic is a heavy metal extremely toxic to any
organism and its toxicity mechanisms in plants are well established (Tripathi et al.,
2007). Average concentrations of arsenic in soils from the 1Q regions are around 960
mg/kg, though in some situations it might reach up to 13400 mg/kg. These higher As-
concentrations generally occur associated with magmatic sulfides and iron ores (Vicq et
al., 2015).
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The iron geosystem of 1Q consists of Cretaceous limonite cemented iron-caps,
named cangas, and other lithotypes composed by high concentrations of metallic
minerals especially iron and manganese. The extreme environmental conditions of
cangas such as surface temperatures up to nearly 70°C, acids and impoverished soils,
and substrates with high concentrations of metallic minerals, maintain plant
communities characterized by a rarity and high degree of endemism (Carmo and Jacobi,
2016). The plant endemism in this region is directly related to their
morphophysiological adaptations (Vincent and Meguro, 2008) associated with
production of osmolytes, alteration in water transport, and detoxification of reactive
oxygen species (Rodriguez et al., 2008). Due to the presence of such adaptive traits,
these plants are characterized as metalliferous, which can be grouped as
hyperaccumulators, metallophytes (with endemic taxa from metal-bearing areas), and
pseudometallophytes (Whiting et al., 2004).

In southeastern of Brazil these peculiar vegetation is classified as Ferruginous
Rupestrian Grasslands (FRG) (Silveira et al., 2016). Metallophytes communities of
plants from FRG represent one of the most relevant for conservation purposes since
they can provide ecological services such as phytoextraction, phytostabilization, and
phytoprospection (Ginocchio and Baker, 2004), being for some authors considered a
diversity hotspot region (Silveira et al., 2016). In FRG, sixty canga endemic plants were
catalogued (Carmo and Jacobi, 2012); however, a few have been better characterized in
an ecological context, as is the case of the leguminous Mimosa calondendron Mart. ex
Benth (Fabaceae). This nodulating shrubby leguminous species may be an important N>
fixer, and even act as a “nurse plant” promoting, for example, shadowing, which in turn
would favor the recruitment and establishment of seedlings (Dayrell et al., 2015).

Nevertheless, there are no studies connecting Mimosa calodendron or any other
endemic species from this region with the soil microbiota, except a few works
demonstrating the relationship of some of these plants to phosphate metabolism (Matias
et al., 2009). In contrast, it is known for other models the importance of Plant Growth-
Promoting Rhizobacteria (PGPR) in the maintenance and growth of plant species
(Santoyo et al., 2016). PGPR have been highlighted due to its role as microorganisms
that can act in bioremediation, biocontrol, and biofertilization (Pérez-Montafio et al.,
2014). In this context, they seem to be fundamental to survival, maintenance and

adaptation of plants to FRG.
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Based on this geochemical and environmental perspective, the main purpose
of this study was to investigate, although in a preliminary and focused manner, the
importance of bacteria associated with the roots and rhizosphere of Mimosa

calondendron, as bioremediator of soils contaminated with high As concentrations.

MATERIALS AND METHODS

Plant sample collection

Three Mimosa calodendron roots and rizhosphere samples were collected from the
Moeda Mountains (latitude 20°15°83°’S, longitude 43°97°41>°W), Minas Gerais State,

Brazil (Figure 1B). The samples were transferred to laboratory 4 hours after collected.

Bacterial isolation

The samples were serially diluted (up to 107%) and inoculated in Petri dishes (60 x 15
mm) containing Luria-Bertani (LB) agar medium (tryptone 10 g/L, yeast extract 5 g/L,
sodium chloride 10 g/L, agar 15 g¢/L, adjusted to pH 7.0). The root samples were
washed to external disinfection following the steps: 9 g/L NaCl solution for 2 min, 70%
alcohol for 2 min, 2% sodium hypochlorite solution for 2 min, and 9 g/L NaCl solution
for 2 min. Slices of roots pre-disinfected were inoculated on LB agar medium surface.
In both cases, the plates were incubated at 28°C for up to seven days. To isolate
bacterial strains, the colonies were individually streaked in another Petri dish containing
LB agar medium. Fourteen isolates were originally obtained and kept in LB medium

slants in 15% glycerol at —80°C.

BOX-PCR-based identification of bacterial species

BOX-PCR analysis was used to verify molecular characterization of bacterial isolates
(Versalovic et al., 1991). The PCR reaction was prepared to a final volume of 25 ul
containing: 2 pl of DNA, 4 ul primer BOX (BOX 1AR) 50 pmol, 4 ul of PCR buffer 5X
(Fermentas), 1 pul 25 mM MgClz, 3 ul ANTP 10 mM, 0.3 pl of 5U TagDNA polymerase
(Fermentas), and the final volume filled with sterile distilled water. The PCR

thermocycler (Biosystems) was used under the following conditions: initial denaturation
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at 95 °C for 5 minutes followed by 35 cycles of 1 minute denaturation at 95 °C, 1
minute annealing at 53 °C, and 2 minute extension at 72 °C. A final extension was
incorporated for 10 minutes at 72 °C. PCR products were analyzed by 0.8% agarose gel
electrophoresis in 1x TBE buffer, eluted in 6X run buffer stained with ethidium bromide

for approximately 30 min at 120V.

Arsenic resistance assays

All isolated bacterial strains were screened for arsenic resistance assay. These strains
were grown on LB plates containing different concentration of As (V) (Na2HAsOs)
ranging from 0.5 to 500 mM (~ 150 to 250.000 mg kg™) and As (I11) (NaAsO2) ranging
from 0.1 to 10 mM (~ 13 to 1.300 mg kg™). All plates were incubated at 28°C for up to
3 days. Mimosa calodendron isolate 250 (Mc250) was found to be resistant to 800 mM
As (V) and 10 mM As (111). This bacterial strain has been selected for further analysis.

Identification of Mc250 strain

Pure culture of Mc250 strain was grown overnight in LB medium for the isolation of
genomic DNA using QIAmp® DNA Stool Mini Kit (Qiagen) following the
manufacturer’s instructions. The identification was carried out through PCR
amplification of 16S rDNA. The As resistant isolate was named Alcaligenes faecalis
strain Mc250 and its sequence data have been deposited in the GenBank (accession
number KY271067). Sequence analysis of the isolate was compared with 16S rDNA

sequences using Blastn search (Altschul et al., 1997).

Growth curve of A. faecalis strain Mc250

In order to study the effect of metal concentration on bacterial growth, A. faecalis strain
Mc250 was inoculated in LB broth with and without 10 mM As (111) and 800 mM As
(V), and incubated at 28°C under shaking conditions at 180 rpm. Growth was monitored
spectrophotometrically at 600 nm at every three hours until constant readings were

observed in control and test samples.
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In vitro arsenic removal capacity by A. faecalis strain Mc250

The A. faecalis strain Mc250 was grown at 28°C in two Erlenmeyer flasks of 500 mL
containing both 300 mL nutrient broth and 500 mM As (V) and 10 mM As (I11) each
one. As-free media was taken as a control. The flasks were placed in an orbital shaker at
150 rpm at 28°C. Culture broth of 10 mL was collected, centrifuged, and the supernatant
analyzed by atomic absorption spectrophotometry. Finally, total arsenic and other heavy

metals were determined.

Scanning Electron Microscopy and Energy Dispersive X-ray Spectroscopy
(SEM/EDS)

The sixteen-hours grown culture of A. faecalis strain Mc250 was inoculated (1%, v/v) in
two LB plates with 500 mM of As (V) and 10 mM of As (Ill) respectively, and
incubated for 72 h at 28°C. Cells were harvested after incubation by centrifugation and
washed twice with sodium phosphate buffer (pH 7.4). Cells were then fixed with
paraformaldehyde solution (0.5%) and washed twice with sodium phosphate buffer.
Dehydration of cells was carried out in gradient of ethanol, and the fixed cells were
sputtered with gold nanostructures (Focardi et al., 2010). The scanning electron
microscopy observation and energy dispersive X-ray spectroscopy analyses were
performed at NanoLab of Centro Minero-Metallirgico da Rede Tematica em
Engenharia de Materiais (CMM-REDEMAT).

Experimental assay using tomato plants

A greenhouse experiment was conducted to evaluate the effect of bacterial isolates on
plant growth and As uptake by tomato Santa Clara 5800 cultivar. It was previously
performed a tomato growth curve for different concentrations of As (Ill) in order to
detect which metal concentration affects plant growth. The limiting concentration of 5
mM was established for As (I11). The soil sample was contaminated with 5 mM of As
(1) and two days later, 20 tomato seeds were planted in the flask and inoculated with
bacteria resistant to metal (Mc250). The culture was previously prepared by growing in
liquid LB to reach 1 O.D. and centrifuged for 10 minutes at 5000 rpm. The pellet was

resuspended in tap water and this solution was inoculated in the contaminated soil.
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After 14 days of growth, the plants had the stem size, root, and germination rate

measured.
RESULTS
Arsenic resistance assay

A total of 14 isolates were obtained from the collected samples. All of them were tested
in different concentrations of arsenite varying from 0.5 to 10 mM; and arsenate varying
from 1 to 1000 mM. Three isolates stood out because they resisted to elevated
concentrations of both arsenic species investigated: Mc250 and Mc251(10 mM As (111)
and 800 mM As (V)), and Mc252 (5 mM As (I11) and 800 mM As (V)), all associated
with Mimosa calodendron rhizosphere. Before the selection of resistant isolates for the
further tests, a PCR was performed with BOX primer in order to evaluate the genetic
similarity of the isolates through band patterns analyses (Figure 2). As a result, Mc250
and Mc251 isolates had the same band pattern suggesting that they are the same
microorganism. Thus, as their resistance capacity was the highest, in-depth studies were
carried out with Mc250.

Mc250 Mc251 Mc252

R ) -

Figure 2: PCR with BOX primer using Mc250, Mc251, and Mc252 isolates. Mc250 and Mc251 isolates

showed the same band pattern suggesting they are the same microorganism.

Identification of the resistant isolate Mc250
Using 16s rRNA sequencing, the arsenic resistant bacteria Mc250 was identified as

belonging to Alcaligenes faecalis strain (GenBank accession number KY271067) with
99% identity with other bacteria of the same genera and specie.
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Effect of arsenic on growth of A. faecalis strain Mc250

The isolate growth curve in the presence and absence of As (I11) and As (V) is shown in
Figure 3A. A. faecalis strain Mc250 exhibited a prolonged lag phase of 33 hours when
compared to the control without As that presented a lag phase of 6 hours. Thus, it is
likely that this differential growth rate reflects the protein expression patterns of A.
faecalis strain Mc250 under stress caused by As. \The minimum inhibitory concentration
(MIC) for sodium arsenite was 12.5 mM in LB broth, where 99% of cellular growth

inhibition for A. faecalis strain Mc250 was observed (Figure 3B).
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Figure 3: A) Growth curve of A. faecalis strain Mc250 in LB broth without As (circle), in LB broth with
10 mM of As (l11) (square) and in LB broth with 800 mM of As (V) (triangle). B) Minimum inhibitory
concentration (MIC) of As (I11) (graph bar) and percentage of inhibition of A. faecalis strain Mc250 cells
in different concentrations of As (I11) (line graph).

As (111) and As (V) removal in culture media

The atomic spectrometer detected a reduction of approximately 55% of As (I11) in a 10
mM solution, and a removal of approximately 72% of As (V) in a 500 mM solution in
the presence of the isolate Mc250 (Table 1).

Table 1 Removal values of As (Ill) and As (V) in the presence of A.faecalis strain
Mc250.

[As(IIT)] mg/L [As(V)] mg/L
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Initial 689.2 55,100.0

Final 380.4 39,500.0

% removal 55% 72%

Changes in cell morphology

The scanning electron microscopy (SEM) of A. faecalis strain Mc250 cells without
(control) and with exposure to As (lII) and As (V) are shown in Figure 4A-C,
respectively. SEM analysis of the arsenic treated and untreated cells displayed distinct
changes in cell size. The effect of arsenic was visible through increase in cell volume.
This remarkable increase in cell volume may be interpreted as a possible strategy of the
cell to improve the accumulation of arsenic from the surrounding environment in order
to minimize its toxicity. However, in both situations cells were flat and showed intact
surfaces. The energy dispersive X-ray spectroscopy (EDS) revealed the presence of As
(1) and As (V) adsorbed on the membrane of this isolate.

Figure 4 Scanning electron microscopy (SEM) of A. faecalis strain Mc250 cells without As (control) (A)
and with exposure to As (I11) (B) and As (V) (C) with respective EDS.

Effect of A. faecalis strain Mc250 in tomato growth in As-contaminated soil

Tomato growth curve in the presence of As (I11) revealed 5 mM as a limit concentration
for a satisfactory growth. Although there was no statistical significance through One-
way ANOVA Dunnet test analysis, a relevant visual growth improvement was detected

as shown in Figure 5AB. Moreover, the presence of A. faecalis strain Mc250 in soil
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contaminated with this As (Il1l) concentration demonstrated an improvement in the
germination rate (15%), and stem size (10%). These differences are demonstrated in the
graphic and in Figure 5CD with the phenotype reversion.

Plant stem size (mm) >

Plant stem size (mm)

Figure 5: A) Growth curve of tomato plants treated with 1 mM, 2.5 mM, 5 mM, 7.5 mM, and 10 mM of
As (1) and untreated control. B) Tomato plants treated with As on each respective concentration. C)
Growth curve of tomato plants in As-contaminated soil with 5 mM of As (l11) without the isolate, in the
presence of A. faecalis strain Mc250, and untreated control. D) Tomato plants in the respective conditions
of "C".

DISCUSSION

Bacteria as metal bioremediator agents and plant supporters

The lack of heavy metals/trace elements or their excess affect plant growth. High levels
are toxic for any organism due to blockage of biological functions or modification of
essential protein structures (Tak et al., 2013). On the other hand, in small amounts,
some heavy metals are essential for plant development and the absence of them induce
the reduction of the growth rate (Tak et al., 2013).
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Arsenic is a heavy metal extremely toxic to living organisms and its mechanisms
of toxicity in plants is well known. Both the inorganic arsenic species (i.e. Il and V)
operate differently when absorbed by plants; however, they affect directly the growth of
aerial parts, roots, and fruit production (Garg and Singla, 2011). As (V) competes with
inorganic phosphate (Pi) by binding its transport system (Pst) present in cellular
membranes (Wu et al., 2011). Thus, interferes irreversibly in plant metabolism by
acting directly on reactions that involve Pi, such as cellular metabolism, DNA
metabolism, and cell signaling (Finnegan and Chen, 2012). As (Ill) penetrates plant
tissues by aquaporins (Ma et al., 2008), and once in contact with plant tissues it
interferes in protein folding due to its ability to bind to sulfhydryl groups (Ramadan et
al., 2007). In both cases, the higher the heavy metals concentration, the higher the
production of reactive species.

Plants have developed a sophisticated repertoire of molecular mechanisms to
reduce damages caused by these metals. Some species are able to accumulate
(hyperaccumulators), degrade, eliminate, translocate metals into their biomass, create a
region surrounding the roots where the metal is precipitated and stabilized, or even
convert metals into volatile compounds or less toxic forms (Lasat, 2002). In contrast,
the survival of non-phytoaccumulator plants in metal-rich environments is improved by
the presence of a specialized microbial community (Seth et al., 2007). In addition to
protect plants from toxic effects, these communities often facilitate nutritional uptake by
enhancing plant growth (Tak et al., 2013). It has been demonstrated that As-resistant
bacteria associated with Pteris vittata, a hyperaccumulator plant occurring on I1Q that
improve plant growth and help in metal removal (Han et al., 2016).

This study described for the first time the presence of As-resistant bacteria
associated with roots and rhizosphere of Mimosa calodendron, an endemic and crucial
species to positive interactions on FRG (Figure 1). One of the bacteria identified,
belonging to the genus Alcaligenes, was analyzed for its potential in arsenic removal
from As-contaminated environments as this isolate presented resistance to high As
concentrations when compared to those already described in the literature (Kruger et al.,
2013). Besides the resistance to such high concentrations, A. faecalis strain Mc250 has
the in vitro capacity to remove respectively 55% and 72% of As (Ill) and As (V) in
solution (Table 1). It is noteworthy that these assays were performed with much higher
As concentrations than those found in natural environment (Vicq et al., 2015). Thus, its

bioremediation potential might present better efficiency in natural conditions.
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A morphological study through scanning electron microscopy (SEM) of A.
faecalis strain Mc250 revealed that when treated with As (111) and As (V) they modified
from rod-shaped to rounded shape (Figure 4). This morphology modification indicates
metal accumulation and results from changes in the osmotic potential and cell turgor
(Pandey and Bhatt, 2015). EDS analysis of A. faecalis strain Mc250 revealed that As
was also adsorbed to the membrane (Figure 4). Similar data has been described by
(Pandey and Bhatt, 2015) who showed increase in the area of one isolate as a positive
response to As (V)-contaminated environment. The bioaccumulation of the isolated was
confirmed by transmission electron microscopy (TEM) and EDX.

According to the hypothesis that this isolate could aid in plant growth in As-
contaminated soil, tomato plants were used as a model since its growth rate is higher
than FRG native plants. Tomato growth curve for different concentrations of As (I11)
was established (Figure 5A) in order to determine in which concentrations these assays
would be performed. The results demonstrated that in 5 mM not only the seeds
germination was broken off, but there were also significant reduction in plant growth. In
addition, while only 9 out of 20 seeds (45%) germinated in As-contaminated soil and in
the absence of A. faecalis strain Mc250, 12 out of 20 seeds (60%) germinated in soil
contaminated in the presence of this isolate. Moreover, the growth rate of tomato plants
in the presence of A. faecalis strain Mc250 was higher than in the absence of this
isolate. In fact, heavy metals resistant bacteria can minimize toxicity by acting as plant

growth promoters (Mallick et al., 2015).

PGPR and plant maintenance in FRG: perspectives

Environments with high metal concentration in soils as occur in FRG are very
restrictive to the establishment of species (Jacobi et al., 2007) in view of the fact that it
establishes a selective pressure which influences plant communities (Shure et al., 2007).
According to (Silveira et al., 2016), and following the guidelines established by
(Hopper, 2009), FRG presents the five characteristics necessary to be considered an Old
Climatelly-Buffered Infertile Landscapes (OCBILs). According to the authors, the
characteristics 4 and 5, which correspond respectively to nutritional and other biological
specializations for resource acquisition and high vulnerability to soil removal, may also
be justified by the presence of a specific and specialized microbiota. It is known that

PGPR as well as other microorganisms associated with plants such as mycorrhizae play

71



a key role in the adaptation of plants to these environments (Carvalho et al., 2012).
Since the ecological diversity of a community can be determined by ecological and
evolutionary processes (Heijden et al., 2008), plant-bacteria interaction may be assumed
as a mutualistic association originated from these processes that have occurred over
generations and allowed colonization of metal-contaminated environments by plants.
The results obtained in this study suggest that habitats colonized by plants in FRG soils
is attributed not only to morphological adaptations of species (Alves and Kolbek, 1994),
but also to molecular adaptations generated from interactions with bacteria, as observed
in a set of studies from different authors (Glick, 2010).

Considering that iron-rich environments are usually habitat to rare flora
characterized by high percentages of species with restricted geographical distribution
(Silveira et al., 2016), it is possible that they are deeply associated with complex and
restrictive coevolutionary processes (Grime, 1977). In this context, plants provide
organic molecules originated from its metabolism for bacteria and other
microorganisms, which in turn minimizes the potential damage that could be induced by
metal and other soil components (or their deficiency, as in the case of P) to plant tissues.
This is a possible explanation for the extreme plant vulnerability due to soil removal
and consequently elimination of specialized microbiota associated with it.

Some authors describe the restoration of degraded areas in rupestrian grassland
as a challenging process (Lambers et al., 2010). This is reiterated by some promising
empirical attempts that, notwithstanding, still have low success (Stradic et al., 2015).
According to the importance of microorganisms in the association between soil and
plants, it is possible that this low success results from changes in the composition of the
soil microbiota or its association with plant roots, which reduce the adaptive potential,
as observed in other studies (Sanchez-Cafiizares et al., 2011). Thus, the restoration
studies should be complemented by studies of soil microbial ecology maintenance.
Silveira et al. (2016) recently reported that despite the increase in the last two decades
in the number of indexed scientific articles on FRG and related topics, they are still
incipient and polarized in some areas of scientific knowledge, which explain the
neglected study of one of the most biologically diverse and endangered ecosystems of
the word. This is even more noticeable in studies related to microorganisms associated
with this environment. This study, therefore, provides a wide range of opportunities to
understand the real role of microorganisms associated with soil and plants of FRG,

allowing the discovery of new microorganisms (due to the high number of endemic
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plants in this region and its geological and evolutionary origin), as well as metabolic
pathways, genes, and metabolites with wide ecological and biotechnological interest. In
this case, products and processes that could be conjectured as ecosystem services, also
neglected, could be used as scientifically-based conservation strategies to support

proposals for the conservation of ferruginous fields.

CONCLUSIONS

The results presented in this study demonstrate for the first time the potential of bacteria
associated with roots and rhizosphere of endemic plants from FRG as soil bioremediator
agents (Figure 6). Although it is a preliminary proposal, it provides not only a great
opportunity for new investigations that may assist in understanding the adaptation of
metallophyte plants, but also signals the biotechnological potential of microorganisms
in a neglected environment in systematics and in-depth scientific studies. Taking other
models of plant-bacteria interaction in hostile environments as reference, it is possible
to infer that the PGPR in rupestrian grassland also develop a key role in the system
ecology allowing survival and maintenance of plant species from this environment.
Thus, the acquisition of more isolates from a larger number of plants in this region is
required for complementary scientific contributions about the microbiota from FRG.
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Heavy metals can be As
immobilized, precipitated,
and stabilized by some plants
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Figure 6 FRG are very restrictive to establishment of species due to great temperature variation, low pH,
soils with reduced availability of water and nutrients, low concentrations of phosphorous and magnesium,
but high levels of metals such as iron and manganese, and anomalous concentrations of many different
trace elements such as Zn, Pb, Ni, Cr, and As. In order to reduce damage caused by these metals, some
plants have developed molecular mechanisms to deal with such conditions. They can accumulate
(hyperaccumulators), degrade, eliminate, translocate metals into their biomass, create a region
surrounding the roots where the metal is precipitated and stabilized, or even convert metals into volatile
compounds or less toxic forms. Furthermore, a specialized microbial community could modify metal
bioavailability assisting hyperaccumulator and non-phytoaccumulator plants through different processes
such as bioaccumulation, biosorption, bioleaching, chelants biodegradation, chemisorption,
biomineralization, and biotransformation. These bacteria associated with endemic plants from FRG-1Q
may benefit adaptive process facilitating the maintenance of this species in extreme environments.
Thereby, to protect plants from toxic effects, these communities often facilitate nutritional uptake by

enhancing plant growth.
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6- Capitulo 1V: Genbmica funcional e comparativa de
Alcaligenes faecalis strain Mc250

Titulo: Genome analysis of Alcaligenes faecalis strain Mc250: A rhizobacteria adapted
to the ferruginous rupestrian fields

Erica Barbosa Felestrino, Renata de Almeida Barbosa Assis, Camila Gracyelle de
Carvalho Lemes, Isabella Ferreira Cordeiro, Natasha Peixoto Fonseca, Morghana
Marina Villa, 1zadora Tabuso Vieira, Luciana Hiromi Yoshino Kamino, Flavio Fonseca
do Carmo, Camila Carrido, Jodo Carlos Setubal, Nalvo Almeida Junior e Leandro
Marcio Moreira.

Este trabalho teve como objetivo central sequenciar o genoma de Alcaligens
faecalis Mc250, isolada da planta endémica Mimosa calodendrum, e realizar uma
andlise funcional e comparativa com outros genomas do mesmo género obtidos no
banco de dados do NCBI. Nas analises funcionais foi possivel encontrar genes
envolvidos na producdo de sideroforo, dados comprovados empiricamente. Foram
também encontrados genes relacionados a resisténcia a arsénio, corroborando os dados
obtidos em ensaios descritos no trabalho anterior. Assim como o sider6foro e o arsénio,
varios genes que justificam a adaptacao desse individuo em seu ambiente, como genes
ligados a degradacdo de compostos fenolicos, vias do ciclo do nitrogénio, da obtencao
de fosfato e quorum sensing foram encontrados. Tais analises demonstram que
Alcaligenes faecalis Mc250 é uma espécie bem adaptada as relacbes com Mimosa

calodendrum e aos solos dos campos rupestres ferruginosos.

Este artigo estd em vias de finalizagdo para submisséo.
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ABSTRACT

Alcaligens sp sdo bactérias gram-negativas, aerobicas, geralmente encontradas
em solo, &gua, estacOes de tratamento de aguas residuarias e associadas a plantas.
Muitas bactérias desse género ja& foram descritas como promotoras de crescimento
vegetal, biocontroladora de patdgenos de plantas e biorremediadoras de solos
contaminados. O objetivo deste trabalho foi analisar funcional e de forma comparativa o
genoma de Alcaligenes faecalis Mc250, isolada da planta endémica de campos rupestres
ferruginosos Mimosa calodendrum. Para as analises comparativas outros quatro
genomas pertencentes ao género Alcaligenes foram utilizados, sendo apenas um deles
completo (ZD02), aléem de um grupo externo. Na andlise funcional de Alcaligenes
faecalis Mc250, ndo foram encontrados genes associados com produgdo de auxina,
fixacdo de nitrogénio e solubilizagio de fosfato, sendo esses resultados confirmados por
ensaios experimentais. Apesar disso, foram encontradas vias completas associadas com
internalizacdo e metabolismo de fosfato e de desnitrificacdo. Caracteristicas genéticas
de biocontrole podem justificar esse potencial como a capacidade de degradar uma
extensa variedade de compostos fendlicos, produzir &cido cianidrico e sintetizar
sideroforo. Essas duas Ultimas potencialidades encontradas no genoma também foram
comprovadas nos testes bioquimicos. Andlises especificas para producao de sideréforo
demonstrou a capacidade de sintese de enterobactina. A analise gendbmica comparativa
com outras estirpes relacionadas revelou que esse potencial € compartilhado entre as
bactérias analisadas, possivelmente uma caracteristica do género. Por ultimo, a
capacidade de resistir a altas concentracGes de arsénio, revelada em trabalho anterior,
foi confirmada pela presenca de genes de resisténcia a esse metal. Comparando com 0s
outros genomas estudados, as Alcaligenes resistem e reduzem arsenato a arsenito,
diferentemente da Achromobacter utilizada como grupo externo que além dessas, possui
vias de oxidacdo de arsenito. Finalmente, este estudo fornece uma base para futuras
investigacOes geneticas desta bactéria e suas interagdes moleculares com a planta, além

de ser um alvo para aplicagdes biotecnoldgicas.
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INTRODUCTION

Com o0 aumento da demanda por produtos mais eficientes e menos agressivos ao
ambiente, biofertilizantes, biocontroladores e biorremediadores de solos contaminados
sdo importantes alternativas para agricultura (Sahoo, et al.,2014). Os biofertilizantes séo
considerados componentes da gestdo integrada de nutrientes, sendo compostos por
microrganismos que aumentam a absor¢édo de nutrientes pelas plantas e interagem com a
rizosfera quando aplicado em contato com sementes ou diretamente no solo (Raja,
2013). Estes microrganismos mantém o solo rico em micro e macronutrientes por meio
da fixacdo bioldgica de nitrogénio, solubilizacdo de fosfato e potéssio, liberacdo de
fitormdnios reguladores do crescimento vegetal, além de biodegradarem a matéria
organica do solo (Bulgarelli, et al, 2013). As bactérias biocontroladoras por sua vez,
auxiliam na contencdo de insetos e doencas causadas por agentes patogénicos,
especialmente bactérias e nematoOides. Nesse caso, 0S microrganismos detém
mecanismos indiretos de promog¢do de crescimento relacionados principalmente a
supressao de patdgenos por exclusdo e antagonismo (Bulgarelli, et al, 2013). Por fim,
existem as bactérias biocontroladoras que removem, neutralizam ou desintoxicam
poluentes do ambiente contaminado (Weyens et al., 2015). No caso de contaminantes
organicos, as bactérias geralmente conseguem degrada-los em produtos ndo téxicos,
utilizando-os como uma fonte alternativa de carbono. Ja no caso de contaminantes
inorganicos metalicos, 0s microrganismos desenvolveram trés mecanismos de
resisténcia: o efluxo dos metais da célula mediado por transportadores, transformacao

dos metais em formas ndo toxicas ou menos toxicas e biossorgéo.

Bactérias do género Alcaligenes sdo comumente encontradas em solo, agua,
estacOes de tratamento de aguas residuéarias e associadas a plantas, embora os
mecanismos de adaptacdo e colonizacdo da filosfera, rizosfera e solo de plantas
permaneca pouco conhecido (Nakano et al., 2014). S8o caracterizadas como aerobias
gram-negativas, embora algumas estirpes sejam capazes de sobreviverem em condicgdes
anaerdbias na presenca de nitrato ou nitrito. Por essa razdo, bactérias desse género
possuem amplas aplicagcbes no tratamento de esgoto (Nakano et al., 2014). Alguns
isolados de A. faecalis produzem enzimas que degradam contaminantes organicos e
podem ser aplicadas na biodegradacéo de poluentes e xenobioticos (Kong et al., 2014).
Além do potencial de degradacdo de compostos organicos, A. faecalis ja foi descrita

como capaz de neutralizar ambientes contaminados com arsénio (Phung et al., 2012), de
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produzir uma variedade de compostos promotores de crescimento vegetal e de atuarem

como bicontroladoras de patdgenos de plantas (Yokoyama et al., 2013)

Partindo do conhecimento sobre o potencial biotecnoldgico de bactérias do
género, 0 objetivo deste trabalho foi estudar o genoma de Alcaligenes faecalis MC250,
isolada da rizosfera de Mimosa calodendrum, planta endémica encontrada na Serra da
Moeda, Quadrilatero Ferrifero. Caracteristicas geomorfologicas peculiares dos campos
rupestres ferruginosos possivelmente modularam a microbiota ali existente. Outro
possivel fator modulador seria a relacdo dessa bactéria com uma planta endémica
restrita, ou seja, a diversidade do microbioma associado a plantas tem estrita relacao
com a diversidade vegetal. Neste contexto, a analise genémica de Alcaligenes faecalis
MC250 busca explicar suas relacdes ecoldgicas com o ambiente e com a planta, bem
como avaliar seu potencial biotecnolégico quanto a capacidade de promover o

crescimento vegetal, controlar fitopatdgenos e biorremediar ambientes contaminados.
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METODOS
Sequenciamento Gendmico, Montagem e Anotacao

A estipe de Alcaligenes faecalis Mc250 foi isolada da planta endémica Mimosa
calodendrum, descrita com detalhes no capitulo anterior. A bactéria foi cultivada em
meio Luria Bertani para posterior extracdo de DNA utilizando o Kit Wizard Genomic
DNA purification (Promega) de acordo com especificacfes do fabricante. A biblioteca
foi construida e sequenciada usando a plataforma Illumina MiSeq, com tamanho médio
da biblioteca de 732pb com o total de 5.867.947 reads identificados. As analises foram
executadas utilizando SSPACE Premium scaffolder versdo 2.0 (Boetzer et al., 2011) e
0s gaps dentro dos scaffolds foram fechados automaticamente com o GapFiller
(Boetzer e Pirovano, 2012). As montagens de novo das sequéncias foram realizadas por
CLC Genomics Workbench 7 (http://www.clcbio.com). O genoma foi anotado através
do pipeline JGI (Markowitz et al., 2014) e todas as consultas BLAST (Altschul et al.,
1997) foram realizadas pelo JGI (Mavromatis et al., 2009). Para cada gene codificador

de proteina, 0 nome do gene e a descri¢cdo do produto foi anotada baseada nos genes
homologos identificados pelo OrthoMCL (Li et al., 2003) definindo como parametros

as especificacdes de BlastP (Camacho et al., 2009).
Comparagdo gendmica e anélise filogenética

Os dados gerados do genoma de Alcaligenes faecalis Mc250, juntamente com
outros cinco genomas adquiridos no NCBI (quatro do mesmo género € um grupo
externo), foram depositados na ferramenta Orthologsorter disponivel em um dominio
de acesso restrito (http://jau.facom.ufms.br/alcaligenes/) (Faria e Almeida, 2013). Esta
plataforma foi desenvolvida especificamente para esses individuos e permite realizar
comparagOes entre 0s genomas anotados (Figura 1). Isto possibilita analisar a presenca
ou auséncia de cada familia de proteina entre os seis genomas (incluindo Alcaligenes
faecalis Mc250) e consequentemente identificar familias de proteinas exclusivas,
flexiveis e conservadas que s@o compartilhadas por cada subconjunto de bactéria. Desta
forma, o perfil filogendmico foi previsto com base nas familias de proteinas
conservadas entre as seis espécies analisadas. Os numeros de proteinas exclusivas,

flexiveis e conservadas fornecidos por essa plataforma foram plotados em um diagrama
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de Veen para ilustrar essa distribuicdo utilizando o programa InteractiVenn (Heberle et
al., 2015).

UFOP Alcaligenes Project

Zhow families
with at least one gene  without genes of with or without genes of exactly one gene  with specific Mo Max
of this genome this genome this genome (doesn't matter) of this genome limits
. 0 4 Afaeca UFOP
. 0 5 Afaeca NBIB_017
. 0 5 Afaeca_phenclicus DEMW16503
. 0 3 Afaeca_phenolicus TTEE%
. 0 5 Afaeca ZD02
. 0 36 Achro_arsenttosydans_SY8
* check all
check all check all (see all Eavilies) check all
and keywords example: kinase protease

Erviar | | Redefinir

Figura 1: Ferramenta Orthologsorter usada para identificacio das familias de proteinas. E possivel

selecionar as espécies e analisar as familias de proteinas compartilhadas entre elas.
Caracteristicas genémicas de Alcaligenes faecalis Mc250

Dentro do mesmo dominio restrito, foi inserido um servidor Blast que possibilita
a busca interna de genes, proteinas e replicons de todas as seis espécies ou de cada uma
separadamente. Essa funcdo permitiu procurar genes e proteinas de interesse e assim
fazer uma andlise funcional, especialmente de Alcaligenes faecalis Mc250 (UFOP).
Além dessa ferramenta exclusiva, outras de uso aberto foram utilizadas para auxiliar na
analise funcional do genoma da estirpe Mc250 como o Kyoto Encyclopedia of Genes
and Genomes (KEGG) (Kanehisa e Gto, 2000), o Uniprot (Uniprot Consertion, 2017) e
0 BLAST (Altschul et al., 1997).

Ensaios in vivo para confirmar a analises in silico
Ensaio de producéo de AIA

Para detectar a capacidade de produzir &cido indol acético (AlA) foi utilizado o
método colorimétrico adaptado de Bric et al. (1991), utilizando meio de cultura LB
liquido enriquecido com 5mM de triptofano. Apds 5 dias a 28°C, as células foram

centrifugadas a 2000g e ao sobrenadante adicionado igual volume de solugdo Salkowski
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(2mL FeCl3.6H.O e 0,5M/L de H.SOs), permanecendo incubado por 30 min. A
mudanga de coloracdo de amarelo para rosa indica a produgdo do hormonio.

Ensaio de fixacdo de nitrogénio

Alcaligenes faecalis Mc250 foi incubada em meio de cultura Baz semissolido,
livre de Ny, por 14 dias a 28°C (Estrada, et. al., 2001). A modificagdo da coloracdo do
meio de amarelo para esverdeado indica a potencial capacidade de fixar nitrogénio.

Ensaio de solubilizacéo de fosfato

A capacidade de solubilizacdo de fosfato foi avaliada mediante uso do meio
National Botanical Research Institute's phosphate growth (NBRIP) (Nautiyal, 1999), e
apos 4 dias de incubacdo a 28°C a formacdo de um halo transparente ao redor da
colonia indica o potencial do isolado em solubilizar fosfato.

Ensaio de producédo de sideroforos

A deteccdo da producdo de sideréforo foi baseada no método de Schwyn e
Neilands (1987). A. faecalis Mc250 foi crescida por 2 dias a 28° e a mudanga de
coloracdo de azul para amarelo indica a producdo da molécula.

Ensaio de producédo de acido cianidrico

Este método foi adaptado de Bakker e SchipperS (1987). Meio LB liquido foi
suplementado com 4,4g/L de glicina e 0,081g/L de FeCls.6H20. O isolado foi crescido a
28°C por 2 dias. Apos este periodo, igual volume de uma solucéo de acido picrico 5% e
NaCOs 2% foi adicionado. A mudanga de coloracdo de amarelo para marrom indica a
producdo de HCN.

Ensaio de inibicéo de fitopatdgenos

Foi realizado teste de atividade antimicrobiana de Mc250 contra o fitopatdgeno
Xanthomonas citri subsp. citri (Xac) patotipo A. Mc250 foi inoculada em placa de LB
solido na qual foi previamente feito um “tapete” de Xac. A formacdo de alo indica

capacidade de inibic&o.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
Caracteristicas gendmicas

Um sumario das caracteristicas dos genomas analisados esta apresentado na
Tabela 1. O genoma de Alcaligenes faecalis Mc250 foi sequenciado com qualidade de
80%, com o total de 3.278.030 pares de base e 0 conteudo de CG bem préximo das

outras Alcaligenes usadas como compartiva neste trabalho.

Tabela 1: Caracteristicas dos genomas analisados.

Size Protein
ID Strain Status C+G  -coding Property Ref.
(bp) genes
UFOP Alcaligenes Rizosfera de Este
faecalis Mc250_ = scaffold = 3278030 57% 3,781 Mimosa estudo
(Mc250) Ufop calodendrum
Alcaligenes 0 Juetal.,
ZD2 faccalis_ZD2 completo = 4248680 @ 57% 3,816 Nematodo 2015
Alcaligenes Solo de .
NBll7B = faecalis_ scaffold = 4.165480 56% 3,804  plantacdo de aILI:(ﬁ 6
NBIB_017 arroz B
Alcaligenes Bioproces-
. Rehffus e
DSM165 ~ faecalis Subsp. oot 4248310 56% 3916 299 yrpan et
03 phenolicus DSM aguas al 2005
16503 residuais B
Alcaligenes
faecalis subsp. 0 . Regar et
IITR89 phenolicus_IITRS scaffold = 3774060 58% @ 3,524  Rio Cauvery al.. 2016
9
Achromobacter Solo Li et
SYs8 arsenitoxydans scaffold = 6160000 66% @ 5,625 @ contaminado
- al.,2012
SY8 com arsénio

Analises filogenéticas e diagrama de Venn

As arvores filogenéticas foram originadas automaticamente dentro da mesma
ferramenta de uso restrito (http://jau.facom.ufms.br/alcaligenes/). Foram geradas duas
arvores, sendo a primeira baseada nas familias de proteinas conservadas identificadas
pelos genomas no Orthologsorter a partir de 2.145 familias de proteinas conservadas
(Figura 2-A), e a segunda baseada no genoma completo (Figura 2-B). Para as duas
entradas a distribuicdo das espécies permaneceu a mesma, 0 que fortalece a posicdo

filogenética ocupada por Alcaligenes faecalis Mc250.
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Figura 2: A- arvore filogenética baseada nas proteinas conservadas entre seis genomas analisados. B-
Arvore filogenética dos seis genomas analisados baseada no genoma completo.

O diagrama de Venn apresenta todas as proteinas conservadas nas seis linhagens (core),
as proteinas exclusivas de cada espécie (singletons) e todas as proteinas das possiveis
combinagOes entre as seis espécies (flexible) (Figura 3). Alcaligenes faecalis Mc250
apresentou 199 genes exclusivos, sendo a maioria hipotéticos (sem funcao estabelecida).
Dentro dos singlentons foram encontradas duas proteinas antitoxinas e uma proteina
relacionada a resisténcia a multidrogas. Essas proteinas estdo diretamente relacionadas a
resisténcia intrinseca e adquirida a antibioticos (Martinez et al., 2009). Entretanto, ja foi

descrito que proteinas de resisténcia a multidrogas estdo também relacionadas aos
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processos de desintoxicacdo de metabdlitos intracelulares como metais (Martinez et al.,
2009), o que condiz com o ambiente de origem dessa bactéria, solos com elevadas
concentracdes de metais como arsénio (Costa et al., 2015).

heno_D‘B{A16503 N
3817)

o

Figura 3: Diagrama de Venn representando as proteinas conservadas, flexiveis e exclusivas dos seis
genomas analisados.

Andlise funcional do genoma de A. faecalis Mc250 e ensaios bioquimicos

Arsénio

Em trabalho anterior (Capitulo 3), Alcaligenes faecalis Mc250 se mostrou
resistente a altas concentragdes de arsenito e arsenato. Com a finalidade de compreender
essa resisténcia, buscas por genes relacionados foram feitas em seu genoma. Foram
encontrados 0s genes arsR regulador do operon de arsénio, arsB que codifica proteina
de membrana que bombeia o arsénio para fora da célula, arsH cuja proteina codificada
estd associada com a resposta ao estresse oxidativo causado pelo arsénico e arsC que

codifica para uma arsenato redutase, que transforma arsenato em arsenito. Essa
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configuracdo génica confere a estirpe Mc250 a capacidade de resistir ao metal e
bombea-lo para fora da célula lhe protegendo da toxicidade. Embora pareca
contraditorio transformar arsenato, que é menos toxico, em arsenito que é mais toxico,
especula-se que esses mecanismos tenham relacdo com a evolucdo quando, na
atmosfera anoxica, quase nenhum arsenato estava presente (Rosen, 2002). Quando a
atmosfera se tornou Oxica e 0 arsenato passou a ser mais abundante, acredita-se que as
arsenato redutases tenham evoluido rapidamente a partir de fosfatases para

complementar a via de resisténcia ao arsénio existente (Rosen, 2002).

Outro possivel motivo de transformar arsenato em arsenito seria para posterior
transformacdo em formas metiladas de arsénio (trimetilarsina-TMAS) que sdo volateis e
consequentemente detoxificam sua célula e o ambiente em que se encontra (Heipieper et
al., 2013). A reacdo comecaria com arsenito, seguindo uma série de metilacdes
oxidativas por S-adenosilmetionina metiltransferases e etapas redutoras com glutationa
e outras contendo tiol para a formagdo do produto TMAS, que se acredita ser bastante
inofensivo (Cullen e Bentley 2005). Foram encontrados alguns genes na estirpe Mc250,
incluindo genes previamente anotados como hipotéticos, que poderiam corresponder a
essa via. Esses dados necessitam de mais estudo, entretanto, eles justificaram o

potencial removedor detectado por essa bactéria em trabalho anterior (Capitulo 3).

Além da anadlise funcional de Alcaligenes faecalis Mc250 para 0s genes de
arsénio, uma analise comparativa relacionada a resisténcia dos seis genomas
depositados foi realizada (figura 4). Os operons se repetiram para as trés espéecies mais
proximas filogeneticamente:  Alcaligenes faecalis_Ufop (Mc250), Alcaligenes
faecalis_ZD2 e Alcaligenes faecalis_ NBIB_017. A estirpe Alcaligenes faecalis subsp.
phenolicus DSM 16503 seguiu 0 mesmo padrdo, mas com duplicacdo dos genes arsR,
arsH e arsB. Alcaligenes faecalis subsp. phenolicus_IITR89, mais distante das demais
na filogenia, aparece com novos genes: acr3, que codifica para uma proteina de
membrana que bombeia o arsénio para fora da célula e é homologa ao asrB, o arsA que
codifica para uma ATPase acoplada a ArsB que aumenta a resisténcia ao arsénio, e o
arsD que codifica para uma chaperona que transfere o As e ativa o complexo AB. O
grupo externo, Achromobacter arsenitoxydans SY8, foi isolado de solo altamente
contaminado com arsénio e, por isso, extremamente adaptado a essa condi¢do. Além das
proteinas que as outras espécies possuem, também apresenta o operon de oxidacdo de

arsénio aioCABXSR (Li et al.,2012). Embora esse operon nao tenha sido encontrado em
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Sideréforo

O teste bioguimico de producdo de sider6foro demonstrou que Alcaligenes
faecalis Mc250 é capaz de produzir essa molécula. Na andlise do genoma pdde-se
observar que essa bactéria apresenta via completa de sintese de enterobactina, um
sideréforo do tipo catecolato, sintetizado por bactérias gram-negativas (Tsuji et al.,
2016).

A sintese da enterobactina inicia quando a bactéria se encontra em estado de
deficiéncia de ferro. Existe uma completa maquinaria de sintese da molécula,
exportacdo para quelacdo de ferro, internalizacdo e liberacdo do metal no meio
intracelular. O passo inicial é a transformacdo de corismato em 2,3-di-hidroxibenzoato
(DHB) pela acdo de EntC, EntB e EntA (ou os seus ortélogos). O DHB segue entdo
caminhos diferentes para os varios sideroforos. Na formacéo de enterobactina, a NRPs
EntF ativa L-serina, formando o intermediério dipeptidil DHB-serilo, que entdo
ciclotrimeriza para produzir enterobactina. A molécula é entdo secretada passando pelo

transportador EntS e assim quelar o Fe no meio (Donadio et al., 2007).

Apo6s a quelacdo do Fe, receptores especificos na membrana externa permitem a
entrada do sideroforo (Zheng e Nolan, 2012). A bactéria pode ter receptores para outros
tipos de sidero6foro além do tipo que ela produz. Alcaligenes faecalis Mc250 possui
receptores para outros trés tipos de siderdforos, além da enterobactina, sendo eles
pioverdina, pioquelina e pseudobactina. Isso Ihe permite captar o ferro de sider6foros
produzidos por outras bactérias, saindo assim em vantagem na competi¢cdo dentro do

nicho.

Reconhecido pelo receptor especifico, o sider6foro passa pela proteina de
membrana FepA que apresenta estrutura do tipo B -barril e reconhece o dominio de
ligagdo ao ferro e os dominios de ligacdo amida de FeEnt (enterobactina ligada ao Fe)
(Raymond et al., 2003). O movimento de passagem conduzido por FepA é transduzido
pelo complexo TonB-ExbB-ExbD, que estd ancorado na membrana citoplasmatica
(Krewulak e Vogel, 2011). FepB fornece FeEnt aos poros citoplasmaticos formados por
FepD e FepG, em associagcdo a ATPase citoplasmatica, FepC. Uma vez no citoplasma,
FeEnt esterase, que é codificada pelo gene fes, catalisa a clivagem hidrolitica da ligagéo,

conduzindo & liberagdo intracelular de ferro com consequente regeneracdo de
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Enteroquelina (Raymond et al., 2003). A figura 5 mostra toda essa maquinaria em
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Foi realizada uma busca por essa via de sintese de enterobactina nos outros cinco
genomas estudados. P&de-se observar que essa via é conservada entre 0s organismos do
género, apresentando pouquissimas variagdes como a presenca de um gene hipotético
nas linhagens Alcaligenes faecalis_Ufop (Mc250), Alcaligenes faecalis_ ZD2 e
Alcaligenes faecalis_ NBIB_017, os mais proximos filogeneticamente. O grupo
externo, Achromobacter arsenitoxydans SY8, ndo apresentou nenhum gene relacionado

a via de sintese de enterobactina (Figura 6).

As bactérias desenvolveram numerosos mecanismos para adquirir
competitivamente ferro nos ambientes em que vivem, e a producéo de sider6foro é uma
das mais importantes. Entretanto, a sintese de sideroforo ou a capitacdo dessa molécula
disponivel no meio varia de acordo com o microrganismo. A diversidade estrutural dos
sideroforos gera capacidades diferentes para adquirir ferro entre os membros de uma
comunidade microbiana (Arthur e Ellermann, 2016). A estirpe Mc250 é originaria da
rizosfera de uma planta do Quadrilatero Ferrifero, local com altos teores de ferro. Esse
metal, embora em altas concentracBes, estd em sua maior parte indisponivel para a
captacdo dos organismos que ali vivem. A producdo de sider6foro por essa bactéria,
além de auxilid-la na obtencdo de ferro, também pode auxiliar na disponibilizacéo para

a planta em uma relacao simbidntica.
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Promocdao de crescimento vegetal

Nos ensaios bioguimicos, Alcaligenes faecalis_Ufop (Mc250) nao foi capaz de
produzir o horménio de crescimento vegetal &cido indol acético, o que corrobora com 0s
dados gendmicos, pois ndo foi encontrado nenhum gene de sintese dessa molécula. Para
o teste de fixagdo de nitrogénio o resultado também foi negativo. Dados genémicos
confirmaram que Mc250 ndo possui genes de fixacdo de nitrogénio, embora apresente
uma completa maquinaria de desnitrificacdo relacionada a via anaerobica de producéo
de energia. Em um solo pobre em oxigénio, elas transformam nitrato e outras moléculas
em nitrogénio gasoso, sendo importante para fechar o ciclo e aumentar a disponibilidade
para outros organismos incluindo as plantas (Pajares e Bohannan, 2016) (Figura 7). O
teste de solubilizacdo de fosfato por Mc250 foi negativo, e embora ela ndo tenha genes
relacionados a solubilizacdo, ela apresenta genes de internalizacdo como o sistema

transportador ugpBCAE, e o sistema pstSABC (Figura 7).
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Figura 7: Integracdo metabolica das vias identificadas no genoma de Alcaligenes faecalis Mc250. Abrange 0s
sistemas de internalizacdo de ferro por sideréforo, sintese de enterobactina com intermédio de serina e NRPS,
internalizacdo de fosfato, resisténcia e reducdo de arsénio, comunicagdo entre bactérias via HSL e octopina,
comunicagdo com a planta via exsudato C4-carboxilato, resposta contra a defesa da planta através de degradacédo
de glicerol-3-fosfato e compostos fendlicos, producdo de acido cianidrico de agdo biocontroladora, participagdo no
ciclo do nitrogénio com papel na desnitrificacéo e internalizagdo de moléculas de enxofre para sintese de cisteina.
Todos esses processos geram compostos integrantes do metabolismo bacteriano.

Protecéo vegetal

Nos ensaios bioguimicos foi possivel detectar a capacidade de producéo de &cido
cianidrico por Alcaligenes faecalis Mc250. No teste de inibicdo do fitopatdgeno
Xanthomonas citri esse isolado também obteve resultado positivo. Nos dados
gendmicos foi possivel encontrar o gene hcnB relacionado com sintese do HCN. Essa
molécula tem direta relagdo com a protecdo da planta uma vez que inibe a cadeia
respiratdria dos patdgenos, ao se ligar ao Fe da citocromo oxidase na mitocondria. Uma
vez associado a planta, a bactéria estabelece uma relacdo benéfica de protecdo
(Srinivasan et al., 2012). (Figura 7).

Os compostos fenolicos e o glicerol-3-fosfato produzidos pelas plantas estdo
também relacionados com sua protecdo, pois conferem alta resisténcia a
microrganismos patogénicos e pragas (Bhattacharya et al., 2010). O sistema de defesa
da planta produz tais moléculas que sdo tdxicas para muitos organismos associados a
plantas. Para driblar o sistema de defesa da planta, alguns microrganismos sdo capazes
de degradar esse compostos, gerando subprodutos de vias metabdlicas essenciais para
seu funcionamento. Em outras palavras, alem de escapar da resposta imune da planta,
aproveita-se do evento para aperfeicoar seu metabolismo com essa fonte de carbono
alternativa (Seo et al., 2009). Alcaligenes faecalis Mc250 apresenta genes para vias
completa de degradacdo de glicerol-3-fosfato e varios compostos fendlicos como
guecetina, acido salicilico, benzoato, naftaleno, limoneno, cimanato, tolueno, bifenil e
nitrofenol (Figura 8). Além de justificar a relagdo ecoldgica de A. faecalis Mc250 com a
planta Mimosa calodendrum que é uma interacdo benéfica, a expressiva variedade de
compostos fendlicos degradados torna esse isolado um alvo para industria com interesse

na degradacdo de compostos aromaticos (Seo et al., 2009).
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Comunicacao com as plantas

As interagOes entre plantas e microrganismos ocorrem pela transferéncia de
informagdes moleculares e genéticas que incluem muitos mecanismos e classes de
moléculas, sendo essa comunicacdo chamada de quorum sensing (Araujo et al., 2016).
O primeiro passo na interacdo planta-microrganismo € o reconhecimento microbiano de
exsudatos radiculares liberados pelas plantas no solo. Além de proporcionar um
ambiente rico em carbono, aminodcido e sais organicos, as raizes das plantas iniciam
comunicacdo cruzada com os microrganismos produzindo sinais especificos que

estimilam sua colonizacao (Bais et al., 2006).

A. faecalis Mc250 possui proteinas que permitem sua comunicagdo com outras
bactérias e com as plantas. Ela possui proteinas capazes de reconhecer e internalizar C4-
carboxilatos produzido como sinal pela planta, sendo codificadas pelos genes dauA,
dctB e dctD, além das proteinas transportadora e periplasmatica. O C4-carboxilato é
aproveitado como fonte de carbono no metabolismo bacteriano, assim ao reconhecer o
sinal da planta, a bactéria precisa migrar em sua direcdo. Essa quimiotaxia é
possibilitada por uma série de proteinas que foram encontradas na estirpe Mc250 como
CheA, CheW, CheY, FIhC, FIhD entre outras, além do aparato flagelar completo
(Figura 7).

Além da comunicacdo com as plantas, essa bactéria é capaz de comunicar-se
com outros microrganismos do solo de modo a atrai-los ou repeli-los de acordo com o
interesse (Pérez-Montafio et al., 2014). No caso da Mc250 essa molécula de
comunicacdo é o HSL. Ela também seria capaz de reconhecer octopinas produzidas por

outras bactérias, pela presenca de genes que apresentam esta funcao (Figura 7).
Adaptacdo ao ambiente

Alcaligenes faecalis Mc250 apresentou em seu genoma vias completas para
degradar sulfatos e produzir cisteina. Possivelmente o objetivo dessa via seja sintetizar
cisteina ou ainda detoxificar a célula bacteriana do excesso de enxofre (Ono et al.,
2017). Partindo dos compostos de enxofre: taurina, sulfato, sulfonatos alifaticos e
tiossulfato, a estirpe Mc250 possui genes que codificam para as proteinas envolvidas

com transporte dessas moléculas para dentro de sua célula. Apos a internalizacéo, todos
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0s genes codificadores das proteinas necessarias para conversao dessas moléculas em

cisteinas estdo presentes em A. faecalis Mc250 (Figura 7).

CONCLUSAO

Ao determinar a sequéncia gendmica de Alcaligenes faecalis Mc250 este estudo
permitiu investigar seu conteudo genético, possibilitando correlacionar presenca e
auséncia de genes especificos com as caracteristicas fenotipicas observada nos ensaios
bioquimicos realizados. As informagfes genémicas obtidas suportam as caracteristicas
observadas tornando-os candidatos ideais para desenvolvimento futuro especialmente
como biocontroladores e biorremediadores. Estes resultados ajudardo na concepgéo de
estratégias abrangentes para o desenvolvimento de alternativas sustentaveis a problemas

ambientais.
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8- Considerac0des finais

As vegetacOes associadas a afloramentos rochosos no Brasil apresentam-se como
formagBes Unicas, com diversas peculiaridades e altas taxas de endemismos e de
raridade. E destacada maior vulnerabilidade a biota associada aos afloramentos do
Quadrilatero Ferrifero (QF). Com as altas taxas de mineracao, essa regido esta perdendo
espécies vegetais Unicas e, consequentemente, microrganismos associados a elas com
possivel potencial biotecnoldgico. O estudo da microbiota associada a Langsdorffia
hypogaea, Mimosa calodendrum e outras nove plantas endémicas, além de solo dos
campos ferruginos do QF permitiu identificar varias bactérias como potenciais
biofertilizante, biocontrolador e biorremediador. Microrganismos promotores e
mantenedores de espécies vegetais constituem uma alternativa para o desenvolvimento
agricola sustentavel e produtivo, sendo plantas endémicas ndo estudadas uma potencial
fonte de novas aplicacdes. Ademais, estudar mecanismos e encontrar bactérias com
altas taxas de resisténcia e capacidade de remocgdo de metais pesados como arsénio

auxiliam no desenvolvimento de estratégia de biorremediac&o.
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10- Perspectivas

O presente trabalho demonstra o potencial associado a microbiota de plantas do
Quadriléaterro Ferrifero abrindo espaco para fututos estudo envolvendo bioprospecc¢éo e
aplicacdo biotecnologica. Além disso, evidencia a importancia de se estudar um
ambiente negligenciado no aspecto de conservacgdo e biodiversidade em contrapasso a

intensa exploracdo mineral.

Os dados gerados no presente trabalho serdo ainda explorados em um pos-
doutoramento. A aplicacdo das bactérias potencialmente biofertilizantes no crescimento
de sementes de tomate ja esta sendo testadas. O potencial biorremediador dos isolados
em solos contaminados com arsénio e a interferéncia no crescimento de sementes de

tomate também ja se encontram em andamento.

O genoma dos oito isolados resistentes a arsénio foi sequenciado, sendo analisado neste
trabalho apenas o genoma de Alcaligenes faecalis Mc250. Os demais genomas serao
analisados de forma funcional e comparativa a fim de compreender melhor os
mecanismos de resisténcia e remocdo ao arsénio e possibilitar futuras aplicagcbes em

larga escala.
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Tabela 1: Resultado dos ensaios bioquimicos de todos os isolados bacterianos coletados.

N2 Origem Posicdo AlA N2 | PO4 | Ami | Sid | HCN | Prot | Xac | As3 | As5
82 Raiz encontrada no coco na caverna 1 A3-P2 6,765 + + +
83 Raiz encontrada no coco na caverna 1 A4-P2 0,56 + + +
84 Raiz encontrada no coco na caverna 1 A5-P2 10,75 + + +
85 Raiz encontrada no cocd na caverna 1 A6-P2

86 Raiz encontrada no cocd na caverna 1 A7-P2 +

87 Solo da caverna 1 A8-P2 6,605 + + +
88 Solo da caverna 1 A9-P2 8,37 +

89 Solo da caverna 1 A10-P2 11,405 + + + 5 300
20 Solo da caverna 1 B2-P2 4,67 +
91 Solo da caverna 1 B3-P2 5,72 + +
92 Solo da caverna 1 B4-P2 + +
93 Solo da caverna 1 B5-P2 + +
94 Solo da caverna 1 B6-P2 6,88

95 Solo da caverna 1 B7-P2 4,7

96 Solo dacanga 1 B8-P2 6,575 +

97 Solo dacanga 1 B9-P2 + +
98 Solo da canga 1 B10-P2

99 Solo dacanga 1 B11-P2

100 Solo dacanga 1 C2-P2 +
101 Solo dacanga 1 C3-P2

12- Anexo
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N2 Origem Posicao AlA N2 | PO4 | Ami | Sid | HCN | Prot | Xac | As3 | As5
102 Solo da canga 1 C4-P2 +

103 Solo da canga 1 C5-P2

104 Solo da canga 1 C6-P2

105 Solo da canga 1 C7-P2 + +

106 Solo da canga 1 C8-P2

107 Solo da canga 1 C9-P2 10,985

108 Raiz da Caverna 1 C10-P2 + + + +
109 Raiz da Caverna 1 C11-P2 + +

110 Raiz da Caverna 1 D2-P2 1,195 +

111 Raiz da Caverna 1 D3-P2 3,365 + +

112 Raiz da Caverna 1 D4-P2 + + +

113 Raiz da Caverna 1 D5-P2 + +

114 Raiz da Caverna 1 D6-P2 12,99 + + + +

115 Raiz da Caverna 1 D7-P2 0,245 + +
116 Raiz da Caverna 1 D8-P2 10,67 + + + +

117 Raiz da Caverna 1 D9-P2 + + + +
118 Raiz da Caverna 1 D10-P2 +

119 Raiz da Caverna 1 D11-P2

120 Raiz da Caverna 1 E2-P2 3,445 + +

121 Raiz da Caverna 1 E3-P2 + +

122 Raiz da Caverna 1 E4-P2

123 Raiz da Caverna 1 E5-P2 2,72 +

124 Raiz da Caverna 1 E6-P2 8,945 + + + +

125 Raiz da Caverna 1 E7-P2 1,225 + +

126 Raiz da Caverna 1 E8-P2

127 Raiz da Caverna 1 E9-P2
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N2 Origem Posicao AlA N2 | PO4 | Ami | Sid | HCN | Prot | Xac | As3 | As5
128 Raiz da Caverna 1 E10-P2

129 Raiz da Caverna 1 E11-P2

130 Raiz da Caverna 1 F2-P2 + +
131 Tubérculo de Sinirgia rupicula canga 1 F3-P2 + + +

132 Tubérculo de Sinirgia rupicula canga 1 F4-P2 +

133 Tubérculo de Sinirgia rupicula canga 1 F5-P2 +
134 Tubérculo de Sinirgia rupicula canga 1 F6-P2 +
135 Tubérculo de Sinirgia rupicula canga 1 F7-P2 +

136 Tubérculo de Sinirgia rupicula canga 1 F8-P2

137 Tubérculo de Sinirgia rupicula canga 1 F9-P2

138 Tubérculo de Sinirgia rupicula canga 1 F10-P2

139 Tubérculo de Sinirgia rupicula canga 1 F11-P2

140 Tubérculo de Sinirgia rupicula canga 1 G2-P2 +
141 Tubérculo de Sinirgia rupicula canga 1 G3-P2 + +
142 Tubérculo de Sinirgia rupicula canga 1 G4-P2 + +
143 Tubérculo de Sinirgia rupicula canga 1 G5-P2 + +
144 Tubérculo de Sinirgia rupicula canga 1 G6-P2 0,375 +
145 Tubérculo de Sinirgia rupicula canga 1 G7-P2 3,94 + +
146 Raiz de Sinirgia rupicula canga 1 G8-P2 + +
147 Raiz de Sinirgia rupicula canga 1 G9-P2

148 Raiz de Sinirgia rupicula canga 1 G10-P2 +

149 Raiz de Sinirgia rupicula canga 1 G11-P2

150 Raiz de Sinirgia rupicula canga 1 H3-P2 0,185 + +
151 Raiz de Sinirgia rupicula canga 1 H4-P2 2,15 +

152 Raiz de Sinirgia rupicula canga 1 H5-P2 +

153 Raiz de Sinirgia rupicula canga 1 H6-P2 + +
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N2 Origem Posicao AlA N2 | PO4 | Ami | Sid | HCN | Prot | Xac | As3 | As5
154 Raiz de Sinirgia rupicula canga 1 H7-P2 3,57 + +
155 Raiz de Sinirgia rupicula canga 1 H8-P2 3,625
156 Raiz de Sinirgia rupicula canga 1 H9-P2
157 Raiz de Sinirgia rupicula canga 1 H10-P2
158 Raiz de Sinirgia rupicula canga 1 A3-P3 +
159 Raiz de Sinirgia rupicula canga 1 A4-P3 6,115 +
160 Raiz de Sinirgia rupicula canga 1 A5-P3
161 Raiz de Sinirgia rupicula canga 1 A6-P3
162 Raiz de Sinirgia rupicula canga 1 A7-P3
163 Raiz de Sinirgia rupicula canga 1 A8-P3
164 Raiz de Sinirgia rupicula canga 1 A9-P3 +
165 Raiz de Sinirgia rupicula canga 1 A10-P3
166 Raiz de Sinirgia rupicula canga 1 B2-P3 7,86 + + +
167 Raiz de Sinirgia rupicula canga 1 B3-P3
168 Flor de Sinirgia rupicula canga 1 B4-P3
169 Flor de Sinirgia rupicula canga 1 B5-P3
170 Flor de Sinirgia rupicula canga 1 B6-P3
171 Flor de Sinirgia rupicula canga 1 B7-P3 + +
172 Flor de Sinirgia rupicula canga 1 B8-P3 2,905 + +
173 Flor de Sinirgia rupicula canga 1 B9-P3 +
174 Flor de Sinirgia rupicula canga 1 B10-P3 2,625 + +
175 Raiz de Artrocereus glaziovii canga 1 B11-P3 T +
176 Raiz de Artrocereus glaziovii canga 1 C2-P3
177 Raiz de Artrocereus glaziovii canga 1 C3-P3 11,595
178 Raiz de Artrocereus glaziovii canga 1 C4-P3
179 Raiz de Artrocereus glaziovii canga 1 C5-P3 + +
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N2 Origem Posicao AlA N2 | PO4 | Ami | Sid | HCN | Prot | Xac | As3 | As5
180 Raiz de Artrocereus glaziovii canga 1 C6-P3 + +

181 Raiz de Artrocereus glaziovii canga 1 C7-P3

182 Raiz de Artrocereus glaziovii canga 1 C8-P3 + +
183 Raiz de Artrocereus glaziovii canga 1 C9-P3

184 Raiz de Artrocereus glaziovii canga 1 C10-P3 6,915

185 Raiz de Artrocereus glaziovii canga 1 C11-P3

186 Raiz de Artrocereus glaziovii canga 1 D2-P3 4,43

187 Raiz de Artrocereus glaziovii canga 1 D3-P3

188 Raiz de Artrocereus glaziovii canga 1 D4-P3

189 Raiz de Artrocereus glaziovii canga 1 D5-P3

190 Raiz de Artrocereus glaziovii canga 1 D6-P3

191 Raiz de Artrocereus glaziovii canga 1 D7-P3

192 Raiz de Artrocereus glaziovii canga 1 D8-P3 +
193 Raiz de Artrocereus glaziovii canga 1 D9-P3

194 Caule de Artrocereus glaziovii canga 1 D10-P3 1,695

195 Caule de Artrocereus glaziovii canga 1 D11-P3

196 Caule de Artrocereus glaziovii canga 1 E2-P3

197 Caule de Artrocereus glaziovii canga 1 E3-P3

198 Caule de Artrocereus glaziovii canga 1 E4-P3 + +
199 Caule de Artrocereus glaziovii canga 1 E5-P3 3,86

200 Caule de Artrocereus glaziovii canga 1 E6-P3 +

201 Caule de Artrocereus glaziovii canga 1 E7-P3 + +
202 Caule de Artrocereus glaziovii canga 1 E8-P3

203 Caule de Artrocereus glaziovii canga 1 E9-P3

204 Caule de Artrocereus glaziovii canga 1 E10-P3

205 Caule de Artrocereus glaziovii canga 1 E11-P3 3,87
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N2 Origem Posicao AlA N2 | PO4 | Ami | Sid | HCN | Prot | Xac | As3 | As5
206 Caule de Artrocereus glaziovii canga 1 F2-P3 +

207 Caule de Artrocereus glaziovii canga 1 F3-P3

208 Caule de Artrocereus glaziovii canga 1 FA4-P3 5 50
209 Caule de Artrocereus glaziovii canga 1 F5-P3 500
210 Raiz de Vrisea minarum canga 2 F6-P3 + +

211 Raiz de Vrisea minarum canga 2 F7-P3 + +

212 Raiz de Vrisea minarum canga 2 F8-P3 + +

213 Flor de Vrisea minarum canga 2 F9-P3 + +

214 Rizosfera de Paspalum bractruicum F10-P3

215 Rizosfera de Paspalum bractruicum F11-P3 + +

216 Raiz de Paspalum bractruicum G2-P3 0,425 + +

217 Raiz de Paspalum bractruicum G3-P3 7,005 +

218 Raiz de Paspalum bractruicum G4-P3

219 Raiz de Paspalum bractruicum G5-P3 +

220 Folha de Paspalum bractruicum G6-P3

221 Rizosfera de Jaguemontia linarioides G7-P3 3,325 + +

222 Rizosfera de Jaguemontia linarioides G8-P3

223 Rizosfera de Jaguemontia linarioides G9-P3

224 Rizosfera de Jaguemontia linarioides G10-P3 3,375 +

225 Rizosfera de Jaguemontia linarioides G11-P3 5,76 +

226 Rizosfera de Jaguemontia linarioides H3-P3

227 Rizosfera de Jaguemontia linarioides H4-P3 +

228 Rizosfera de Jaquemontia linarioides H5-P3 +

229 Raiz de Jaquemontia linarioides H6-P3 0,68 +

230 Raiz de Jaquemontia linarioides H7-P3 3,395 + + +

231 Raiz de Jaquemontia linarioides H8-P3 + +
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N2 Origem Posicao AlA N2 | PO4 | Ami | Sid | HCN | Prot | Xac | As3 | As5
232 Raiz de Jaquemontia linarioides H9-P3 + +

233 Flor de Jagquemontia linarioides H10-P3 34,09 + + +

234 Raiz de Oncidium gracilli A3-P4 + +

235 Raiz de Oncidium gracilli A4-P4 2,85

236 Raiz de Oncidium gracilli A5-P4 6,565 +

237 Rizosfera de Oncidium gracilli A6-P4 6,345 + +

238 Rizosfera de Oncidium gracilli A7-P4

239 Tubérculo de Oncidium gracilli A8-P4 + +

240 Tubérculo de Oncidium gracilli A9-P4

241 Raiz de Crotum A10-P4 + + +

242 Rizosfera de Crotum B3-P4 + + + + +

243 Rizosfera de Crotum B4-P4 + +

244 Rizosfera de Crotum B5-P4

245 Rizosfera de Crotum B6-P4 +

246 Rizosfera de Crotum B7-P4 +

247 Rizosfera de Crotum B8-P4 + + + +

248 Rizosfera de Crotum B9-P4 + + +

249 Rizosfera de Crotum B10-P4 + +

250 Rizosfera de Mimosa calodendrum C3-P4 + + + + 10 | 800
251 Rizosfera de Mimosa calodendrum C4-P4 0,26 + + 10 | 800
252 Rizosfera de Mimosa calodendrum C5-P4 + + 5 | 800
253 Rizosfera de Mimosa calodendrum C6-P4 4,705 + +

254 Rizosfera de Mimosa calodendrum C7-P4

255 Rizosfera de Mimosa calodendrum C8-P4

256 Raiz de Mimosa calodendrum C9-P4

257 Raiz de Mimosa calodendrum C10-P4 5,43 + + +
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N2 Origem Posicao AlA N2 | PO4 | Ami | Sid | HCN | Prot | Xac | As3 | As5
258 Raiz de Mimosa calodendrum D2-P4

259 Raiz de Mimosa calodendrum D3-P4 2,08

260 Nédulo da raiz de Mimosa calodendrum D4-P4 + + +

261 Nédulo da raiz de Mimosa calodendrum D5-P4 + + +

262 Nodulo da raiz de Mimosa calodendrum D6-P4 +

263 Nédulo da raiz de Mimosa calodendrum D7-P4 + +

264 Nédulo da raiz de Mimosa calodendrum D8-P4 +

265 Flor de Mimosa calodendrum D9-P4 10 +

266 Flor de Mimosa calodendrum D10-P4 10 +

267 Raiz de Cromolena multiflosculosa D11-P4 0,085 + + +

268 Raiz de Cromolena multiflosculosa E2-P4 + +
269 Raiz de Cromolena multiflosculosa E3-P4

270 Raiz de Cromolena multiflosculosa E4-P4

271 Rizosfera de Cromolena multiflosculosa E5-P4 7,565

272 Rizosfera de Cromolena multiflosculosa E6-P4 + +

273 Rizosfera de Cromolena multiflosculosa E7-P4 + + +

274 Rizosfera de Cromolena multiflosculosa E8-P4 13,06 + + 5 50
275 Rizosfera de Cromolena multiflosculosa E9-P4

276 Rizosfera de Cromolena multiflosculosa E10-P4

277 Rizosfera de Cromolena multiflosculosa E11-P4

278 Rizosfera de Cromolena multiflosculosa F3-P4

279 Rizosfera de Cromolena multiflosculosa FA4-P4

280 Rizosfera de Cromolena multiflosculosa F5-P4

281 Rizosfera de Cromolena multiflosculosa F6-P4

282 Rizosfera de Cromolena multiflosculosa F7-P4

283 Raiz de Calibracoa elegans F8-P4
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N2 Origem Posicao AlA N2 | PO4 | Ami | Sid | HCN | Prot | Xac | As3 | As5
284 Raiz de Calibracoa elegans F9-P4 + +

285 Raiz de Calibracoa elegans F10-P4 + +

286 Raiz de Calibracoa elegans G3-P4

287 Raiz de Calibracoa elegans G4-P4 + +

288 Raiz de Calibracoa elegans G5-P4 +

289 Rizosfera de Calibracoa elegans G6-P4

290 Rizosfera de Calibracoa elegans G7-P4 + + +

291 Rizosfera de Calibracoa elegans G8-P4 + 5 | 800
292 Rizosfera de Calibracoa elegans G9-P4

293 Rizosfera de Calibracoa elegans G10-P4 5,6 + + + +

294 Rizosfera de Calibracoa elegans H4-P4

295 Rizosfera de Calibracoa elegans H5-P4

296 Rizosfera de Calibracoa elegans H6-P4 9,555 + +

297 Rizosfera de Calibracoa elegans H7-P4

298 Rizosfera de Calibracoa elegans H8-P4 +

299 Rizosfera de Calibracoa elegans H9-P4 + +
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