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Identificacao da proposta

Titulo

Efeitos ambientais sobre a diversidade rizobiana para leguminosas forrageiras

tropicais

Solicitante

Mario de Andrade Lira Junior

Resumo

A pecuaria brasileira ¢ principalmente baseada em pastagens, que em grande
parte do Brasil apresentam problemas de degradacdo. A fixacdo bioldgica de nitrogénio
por leguminosas forrageiras tem grande potencial para reduzir estes problemas. Esta
depende da diversidade e densidade populacional rizobiana, muito variaveis. Como ¢
invidvel avaliar a populagdo rizobiana de uma area antes do plantio, a inoculagdo com
estirpes selecionadas permite reduzir os riscos da alta variabilidade da populagao
rizobiana nativa. Para isto € necessario selecionar estirpes com alto potencial de fixacao,
0 que por sua vez demanda a avaliacao da biodiversidade rizobiana e de grande nimero
de estirpes. Assim, este projeto visa avaliar a populag¢do rizobiana encontrada em 11
municipios do semidrido pernambucano, com base em amostras ja coletadas em 299
pontos de coleta, totalizando cerca de 1200 amostras de solo coletadas junto a plantas de
Desmanthus, Macroptilium e Stylosanthes. Estas amostras serdo agrupadas com base
em suas caracteristicas de fertilidade e fisica, ja determinadas, sendo selecionadas
amostras representando os diferentes municipios e leguminosas para a inoculagdo de
caupi (Vigna unguiculata) como planta isca. Os isolados obtidos serdo caracterizados
fenotipicamente e agrupados, com representantes de cada grupo a 100% de similaridade
sendo usados para BOX-PCR. Os perfis de BOX-PCR serdo utilizados para
agrupamento e representantes dos novos grupos serdo submetidos a sequenciamento dos
genes 16S, recA, gInll nodA, nodD e nifK para identificagdo ao nivel de espécie.
Também sera feito agrupamento separadamente para cada combinagao grupo de solo de
origem e leguminosa, e para cada grupo de solo. A primeira andlise permitira a

avaliacdo do efeito da leguminosa sobre a biodiversidade rizobiana, utilizando os grupos



de solo como repeticdes verdadeiras o que permite a andlise estatistica. O segundo
agrupamento permitird analise de correlagdo entre caracteristicas edafoclimaticas dos
locais de origem e biodiversidade rizobiana. Isolados selecionados aleatoriamente para
representar as caracteristicas dos solos de origem serdo avaliados quanto a sua
resisténcia a acidez e alcalinidade do solo com pH na faixa de 4 a 9, acidez e aluminio
na faixa de pH 4 a 6, com aluminio trocavel entre 0 e 2 cmol..dm™ e salinidade para
teores de Na* entre 0 e 20 cmolc..dm™. A resisténcia serd avaliada in vitro em duas
etapas, sendo a primeira apenas resisténcia/sensitividade, determinando a proporcao de
resistentes, enquanto a segunda etapa utilizara os isolados considerados resistentes na
primeira etapa, que serdo cultivadas em meio liquido sendo avaliado o efeito do estresse
abiotico sobre o desenvolvimento destes isolados. Isolados com diferentes padroes de
resisténcia serdo avaliados quanto a liberacdo de LCOs quando submetidos a estresse
ambiental, ap6s fornecimento de flavonoides exudados pelo caupi sob as mesmas
condi¢des. Os isolados utilizados para avaliacdo da resisténcia aos estresses ambientais
serdo avaliados quanto a eficiéncia simbidtica no caupi. A etapa final do projeto sera
avaliacdo da compatibilidade e eficiéncia simbidtica das estirpes eficientes com o caupi

com todas as espécies de Desmanthus, Macroptilium e Stylosanthes.

Qualificacdo do tema

A éarea total de pastagem nativas e cultivadas no Brasil em 2006 foi de pouco
mais de 170 milhdes de hectares (Ibge, 2010), sendo a base da alimentacdo animal para
a produgdo de carne, leite e outros produtos. No entanto, parte apreciavel destas
pastagens apresenta algum estdgio de degradacdo, geralmente devido a manejo
inadequado do pastejo e/ou da fertilidade do solo. Dentre os nutrientes, geralmente os

principais responsaveis pelo declinio dos pastos sdo as deficiéncias de N e P (Boddey et

al., 2004).

Deste modo, a introdugdo de leguminosas surge como uma alternativa
interessante, devido a fixagdo de N> atmosférico, pela simbiose entre a maior parte das
leguminosas e bactérias tradicionalmente conhecidas como rizébio, que apresenta
grande variabilidade em sua capacidade de fixacdo biologica de nitrogénio; quanto a sua
capacidade de sobrevivéncia no solo; e quanto a competitividade (Lima et al., 2009;

Torres et al., 2009). Devido a esta variabilidade do microsimbionte, ndo se pode



garantir que haja uma populagdo de alta capacidade fixadora, em numeros suficientes
para permitir uma fixacdo de nitrogénio suficiente para boa producdo de biomassa

(Denton et al., 2009; Ferreira et al., 2009)

Como determinar a eficiéncia e tamanho da populagdo rizobiana antes de
implantar uma leguminosa ndo ¢ viavel, a pratica da inoculagdo prévia das sementes
comegou a ser adotada no inicio do século XX (Albareda et al., 2008). Para isto sdo
selecionadas estirpes rizobianas com alta capacidade de fixacdo de nitrogénio na maior
parte dos ambientes em que a leguminosa sera implantada, com as sementes sendo

inoculadas com este material (Araujo et al., 2012).

Como a interagdo leguminosa-rizobio ¢ especifica, dependente de intensa troca
de sinais (Hirsch e Fujishige, 2012) e muito afetada por condigdes ambientais, ha
necessidade de obtengdo de novas estirpes rizobianas (Deaker et al., 2005). Além da
importancia tecnologica, esta busca constante por estirpes melhores também tem grande
importancia cientifica, ao melhorar o entendimento da diversidade rizobiana (Chagas
Junior et al., 2010; Elboutahiri et al., 2010; Pule-Meulenberg et al., 2010; Risal ef al.,
2011; Zhang et al., 2011; Aserse et al., 2012; Mothapo et al., 2013).

Estes novos materiais devem ser obtidos por amostragem de areas de ocorréncia
das leguminosas em estudo, preferencialmente seus centros de origem, onde se pode
esperar encontrar a maior variabilidade tanto da planta quanto de seus micro-
organismos associados, sejam eles patogénicos ou simbioticos (Andronov et al., 2003).
No caso de varias das leguminosas forrageiras com maior potencial de uso no mundo
tropical, como representantes dos géneros Stylosanthes e Macroptilium (Fernandes et
al., 2005; Shelton et al., 2005; Chandra, 2009), um dos principais centros de origem ¢ a
caatinga nordestina (Date, 1997).

Este bioma se caracteriza, entre outros pontos, por grande diversidade de solos.
Como as caracteristicas do solo sd@o reconhecidas como grandes fontes de diversidade
bacteriana (Lombardi et al., 2009; Ramirez-Bahena et al., 2009; Wang et al., 2009;
Elboutahiri et al., 2010; Teixeira et al., 2010; Deng et al., 2011), torna-se importante
avaliar diversas combinagdes entre estes fatores, de modo a obter um “corte” o mais
amplo possivel da variabilidade existente, e, portanto a maior chance possivel de obter

materiais promissores.



No entanto, uma caracteristica em comum da maioria dos trabalhos avaliando a
diversidade microbiana ¢ sua base relativamente estreita. Por exemplo, foram utilizados
apenas quatro locais de coleta para avaliacao do histérico de cultivo na diversidade de
Bradyrhizobium simbionte do amendoim (A4rachis hypogaea) na Argentina (Nievas et
al., 2012) com um total de 40 isolados, enquanto cinco pontos de coleta foram
utilizados para avaliar o efeito de trés regides agroecoldgicas do Nepal sobre a
diversidade rizobiana para Vigna radiata com base em somente 129 isolados (Risal et
al.,2011) ou o uso de apenas um campo experimental em cada uma de cinco regides do
Japao foi usado para avaliagdo da diversidade rizobiana para caupi (Vigna unguiculata)
usando 100 estirpes (Sarr et al., 2011). J4 em uma avalia¢do da diversidade rizobiana
para feijao na Etiopia foram examinadas 32 estirpes oriundas de 30 sites de coleta
(Aserse et al., 2012), enquanto apenas 25 estirpes serviram de base para comparar a
diversidade rizobiana de Medicago das regides sub-tropical e temperadas do Japao

(Djedidi et al., 2011b).

Por outro lado, algumas correntes de trabalho t€ém uma larga base de pontos de
coleta e isolados, tais como os 98 grids de coleta e 1890 isolados obtidos com siratro
(Macroptilium atropurpureum) como planta isca (Lima et al., 2009). Isto permite que o
efeito de diferentes usos do solo seja avaliado por meio de testes estatisticos, e portanto

possa ter o nivel de confianca nas conclusdes determinado estatisticamente.

Um ponto que ndo tem sido investigado ¢ o efeito das condi¢des ambientais
sobre o perfil de emissdes de lipo-chito-oligossacarideos (LCO) por parte dos rizobios,
e a possivel consequéncia desta emissao sobre eficiéncia e capacidade simbiotica destas
bactérias com diferentes parceiros. Ja se sabe, por exemplo, que quando a soja ¢
cultivada em solos com temperatura abaixo de 17,5C ha reducdo na exudacdo de
flavonoides, com impacto na simbiose com Bradyrhizobium (Zhang et al., 2002; Duzan
et al., 2004; Mabood e Smith, 2005), mas ha um crescente conjunto de trabalhos
indicando que este efeito também ¢ observado para outras leguminosas e outros
estresses ambientais (Lira Junior et al., 2003; Mabood et al., 2006a; Mabood et al.,
2006b; Miransari ¢ Smith, 2007; Almaraz et al., 2009; Miransari ¢ Smith, 2009;
Dardanelli et al., 2012; Ghasem et al., 2012; Ferguson et al., 2013).

No entanto, a vasta maioria da literatura trata do efeito ambiental sobre a
exudacao de flavonoides pela leguminosa, a0 mesmo tempo em que pouco ou nada da

literatura trata de leguminosas tropicais, com a excecao de trabalhos com Phaseolus no



inicio dos trabalhos sobre troca de sinais (Phillips et al., 1990; Hungria et al., 1992).
Outro ponto interessante em que a literatura ainda ¢ relativamente escassa ¢ sobre o
efeito dos LCOs produzidos por rizobios quando aplicados diretamente a leguminosa,
inclusive com efeitos na parte aérea ou em nao-leguminosas (Khan et al., 2012; Kidaj et
al., 2012; Wang et al., 2012; Marks et al., 2013), o que merece ser mais explorado

tendo em vista o potencial para uso biotecnologico.

Assim, este projeto consiste de um levantamento da diversidade rizobiana para
as leguminosas nativas dos géneros Desmanthus, Macroptilium e Stylosanthes no
semiarido pernambucano, avaliando o efeito de caracteristicas edafo-climaticas sobre a
diversidade e capacidade simbidtica, ¢ o efeito desta diversidade e de estresses

ambientais sobre a emissdo de LCOs por estas bactérias in vitro

Objetivos e metas

Objetivo geral

Avaliar a diversidade rizobiana existente para espécies nativas dos géneros
Desmanthus, Macroptilium e Stylosanthes, como possivel fonte de estirpes de alto
potencial para produgdo de inoculantes, bem como o efeito de diferentes condigdes
edaficas no solo de origem sobre a resisténcia bacteriana aos estresses ambientais mais
frequentes in vitro e o efeito da diversidade e dos estresses sobre a exudagao de LCOs in

vitro.

Objetivos especificos
Avaliar o efeito de caracteristicas edafo-climaticas do ambiente de origem sobre

a diversidade rizobiana.

Avaliar o efeito de caracteristicas edafo-climaticas do ambiente de origem sobre

a resisténcia a diferentes estresses ambientais in vitro

Avaliar o efeito de caracteristicas edafo-climaticas do ambiente de origem sobre

a eficiéncia simbiodtica dos isolados rizobianos em caupi.

Avaliar a compatibilidade simbiotica de isolados obtidos com caupi como planta

isca com espécies nativas de Desmanthus, Macroptillium e Stylosanthes.

Avaliar o efeito de estresses ambientais in vitro sobre a exudagdo de flavonoides

por caupi.



Avaliar o efeito de estresses ambientais in vitro sobre a exudagdo de LCOs por

diferentes isolados rizobianos de caupi.

Avaliar o efeito de flavonoides excretados por caupi sob diferentes estresses

ambientais sobre a exudagdo de LCOs por diferentes isolados rizobianos de caupi.

Relacionar o perfil de LCOs exudados e compatibilidade simbidtica de isolados

rizobianos de caupi com espécies nativas de Desmanthus, Macroptillium e Stylosanthes.

Metas
Obter 500 isolados rizobianos utilizando o caupi como planta isca, caracteriza-

los e avaliar sua diversidade e eficiéncia simbiotica.

Identificar e recomendar pelo menos duas estirpes com potencial para uso na

producdo de inoculantes para cada espécie de forrageira avaliada.

Metodologia

Este projeto pode ser dividido nas seguintes etapas: amostragem do solo
(amostragem); obtencdo de isolados e sua caracterizagdo morfo-fisiologica e genética
(isolamento e caracterizacdo); avaliagdo da resisténcia a estresses ambientais em fungao
da origem do isolado (resisténcia); avaliacdo do efeito de estresses ambientais sobre a
exudacdo de flavonoides por caupi (exudagdo); avaliagdo do efeito de estresses
ambientais ¢ adi¢do de flavonoides sobre a exudacao de LCOs (LCO); avaliagao do
efeito do ambiente de origem sobre a eficiéncia simbidtica em caupi (eficiéncia)
avaliacdo de compatibilidade e capacidade simbiodtica dos isolados rizobianos obtidos
com caupi com Desmanthus, Macroptillium e Stylosanthes (compatibilidade), ,. Assim,

a metodologia serd descrita seguindo estes diferentes aspectos.

Este projeto ¢ um componente de macro-projeto em desenvolvimento na
UFRPE para avaliagdo de ocorréncia, diversidade e potencial forrageiro de leguminosas
nativas do semiarido pernambucano, ja& em andamento, com financiamento de BNB,
CAPES, CNPq e FACEPE, obtido pelos diferentes integrantes para seus respectivos
sub-projetos. Assim sendo, a etapa de amostragem e caracterizagdo do solo j& foi

realizada, sendo incluida neste projeto para permitir o entendimento das atividades, ao



passo que a obtencdo de isolados e caracterizagdo estd em andamento, sendo tema de

dissertacdes de mestrado de orientados do solicitante.

Amostragem

Foram realizadas coletas de solo em 11 municipios representativos do semiarido
de Pernambuco: Santa Cruz (microregido de Araripina), Parnamirim (Salgueiro), Serra
Talhada (Sertdo do Pajet), Sertania (Sertdo do Moxotd), Petrolina (Petrolina), Floresta
(Itaparica), Tupanatinga (Vale do Ipanema), Jatauba (Vale do Ipojuca), Santa Cruz do
Capibaribe (Alto Capibaribe), Bom Jardim (Médio Capibaribe) e Caetés (Garanhuns).

Para cada municipio, foram identificados os tipos de solo existentes, com base
no Zoneamento Agroecologico do Estado de Pernambuco (Silva et al., 2001). A maior
area de ocorréncia de cada tipo de solo foi utilizada para realizagdo da amostragem, com
defini¢do das rotas de coleta em cada area utilizando o Google Earth®(Google Inc.,
2010). Foram realizadas coletas em trés a cinco pontos em cada area selecionada por
municipio, com distancia entre pontos variavel de acordo com o tamanho da area a ser
amostrada, totalizando 299 pontos de coleta. Em cada ponto de coleta foram realizadas
coletas individuais junto a plantas de Desmanthus, Macroptilium e Stylosanthes, ou se
nenhuma foi localizada, do solo nu, totalizando aproximadamente 1200 amostras

simples.

Estas coletas foram geralmente realizadas a beira das estradas, e identificadas
com coordenadas geograficas e altitude, com o auxilio de GPS. Esta amostra foi
dividida em trés partes, sendo a primeira utilizada para a fase de isolamento, enquanto a
segunda parte foi utilizada para a formagdao de uma amostra composta para cada ponto
de coleta destinado as caracterizagdes de fisica e fertilidade do solo (Barreto et al.,
1997; Embrapa, 1999) (Tabela 1) enquanto o remanescente foi preservado para uso

posterior.

Os resultados das analises de solo serdo utilizados para analise de agrupamento
utilizando o SAS 9.2 para selecao de amostras representativas para a fase de isolamento.
Dentro de cada grupo serdo escolhidas, quando possivel, amostras com pelo menos 50
km de distancia (Deng et al., 2011) e de forma proporcional entre o nimero de amostras

do grupo e as diferentes leguminosas proximas das quais as amostras foram coletadas.



Obtencao e caracterizacao dos isolados

Os isolados estao sendo obtidos utilizando o caupi (Vigna unguiculata L.
Walp.) como planta-isca. Plantulas foram pré-germinadas em vermiculita esterilizada
por trés a cinco dias e em seguida transplantadas para vasos de Leonard (Santos et al.,
2009), com mistura de areia e vermiculita na parte superior ¢ solugdo nutritiva de
Hoagland sem nitrogénio (Hoagland e Arnon, 1950) e inoculadas com dois gramas de
solo das amostras obtidas inicialmente.

Tabela 1 - Caracterizacio fisica e de fertilidade do solo de 299 amostras compostas dos
diferentes solos de 11 municipios do semidrido pernambucano

MédiatInt. Conf. 5% Minimo  Mediana Maximo

Teor de Argila 1,05+0,08 0,41 0,90 1,97
Teor de Silte dag.kg! 33,16+4,04 9,50 15,98 74,00
Teor de Areia 70,65+3,27 38,75 78,51 94,67

pH 6,44+0,11 4,00 6,44 8,60
Ca+ Mg 6,28+0,45 0,30 5,30 23,95
Ca 5,28+0.38 0,30 4,50 22,45
Al 4 0,050,02 0,00 0,00 1,30
H+ Al cmole dm 2,91+0,08 1,60 2,75 7,06
Na 0,270,1 0,00 0,14 15,24
K 0,31+0,03 0,00 0,23 2.19

P mg dm? 44,64+11,04 0,00 18,00 1212,00
C.0. y 7,71£0,55 0,00 7.20 23,23
M.O. dag kg 13,340,95 0,00 12,41 40,04

Aos 30 dias ap6s inoculacao as plantas foram colhidas e os nddulos destacados,
limpos e conservados em tubos com silica-gel. Quando do isolamento, os nddulos de
cada tubo foram reidratados, e em seguida imersos em alcool 95% para quebra da
tensdo capilar superficial, seguido por esterilizagdo por imersao em hipoclorito de sodio
5% por cinco minutos, ¢ lavados em agua destilada esterilizada. O isolamento sera

conduzido em placas de Petri com meio 79, com azul de bromotimol (Vincent, 1970).

A caracterizagdo morfologica, em andamento, serd baseada na velocidade de
aparecimento de colonias isoladas, forma, cor, brilho, superficie, borda e tamanho da
colonia, producgdo e consisténcia de muco, absor¢ao de corantes e modificacdo do pH do
meio de cultura (Vincent, 1970), conforme Tabela 2. A caracterizacdo fenotipica serd
utilizada para agrupamento dos isolados, através de UPGMA ao nivel de 100% de
similaridade, sem levar a origem do isolado em consideragdo. Estirpes representativas

de cada grupo serdo submetidas a BOX-PCR (Binde ef al., 2009; Menna et al., 2009)



para formagdo de grupos de estirpes ao nivel de 50% de similaridade (Aserse et al.,

2012).

Uma estirpe aleatoriamente escolhida de cada grupo de estirpes serd submetida
ao sequenciamento completo dos genes housekeeping 16S, recA e gInll (Zhang et al.,
2011; Aserse et al., 2012) e dos genes simbioticos nodA, nodD e nifK (Djedidi ef al.,
2011a; Djedidi et al, 2011b; Aserse et al., 2012), utilizando PCR, conforme
procedimento padronizado na literatura (Taurian et al., 2006). As sequéncias serao
alinhadas utilizando Mega5 (Tamura et al., 2011), seguido por comparagdo com o

GenBank para identifica¢do no nivel de espécie, quando possivel.

Tabela 2. Descritores utilizados na caracterizagdo morfoldgica dos isolados

Caracteristicas .
. Valores possiveis
culturais
Absorcao de Sim Nio
corante
Temp 0 de <3 dias > 3 dias
crescimento
Dlam?trp da <2 mm > mm
colonia
Forma Circular Puntiforme Irregular
Cor Incolor Branca Bege Amarela Rosa
Elevagao Plana Lente Convexa Umbilica  Umbona D?op-
da da like
Borda Inteira Ondulada Lobada Denteada Fllan;entos
Transparéncia Transparente Semi-translicida Opaca
Superficie Rugosa Lisa Papilosa
Consisténcia do Seca Aquosa Gomosa Viscosa Butirica
muco
Produgao de Escasso Pouco Moderado Abundante
muco
MOdlf;:;Ian do Acido Neutro Alcalino

Os agrupamentos com base na caracterizagdo morfologica também serdo
realizados individualmente para os diferentes grupos de solo dos quais os isolados
foram obtidos, e dos géneros proximos dos quais a amostra inicial foi coletada. Isto
permitird a avaliagdo da diversidade utilizando os indices de diversidade de Shannon-
Weaver (Shannon ¢ Weaver, 1949), de uniformidade de Pielou (Pielou, 1959), de
dominancia de Simpson (Simpson, 1949) e ACE de riqueza (Chao e Shen, 2003), todas

considerando o grupo fenotipico como a espécie e o isolado como o individuo, todos



utilizando o PAST (Hammer et al, 2001). Além disto, sera utilizada a relagdo

grupos/isolados (Nievas et al., 2012).

Sera feita analise de correlagdo linear entre todas as variaveis de fisica e
fertilidade do solo e diversidade rizobiana bem como correlagdo candnica entre as
caracteristicas de diversidade, fertilidade e fisica do solo e andlise de componentes

principais.

Os grupos de solo serdo considerados como repeticdes para os géneros proximos
dos quais as amostras foram coletadas, sendo realizada analise descritiva para avaliagao

da diversidade relativa dos géneros.

Resisténcia

A resisténcia das estirpes sera avaliada in vitro quanto a tolerancia a acidez e
alcalinidade do solo com pH na faixa de 4 a 9, acidez e aluminio na faixa de pH 4 a 6,
com aluminio trocavel entre 0 e 2 cmol..dm™ e salinidade para teores de Na™ entre 0 e

20 cmol..dm™, com estes niveis definidos com base na Tabela 1.

As avaliagdes de resisténcia serdo formadas por duas fases sequenciais. Na
primeira fase constardo de avaliacdo qualitativa resisténcia/sensibilidade, em que o
crescimento do isolado no meio YMA modificado de acordo com o teste serd
considerado o indicador de resisténcia. A segunda fase constara de crescimento apenas
dos i1solados resistentes em meio de cultura, para avaliar efeito do fator ambiental sobre

a taxa de crescimento.

Na primeira fase os isolados serdo cultivados em meio YM, em tubos eppendorf
com 1 ml de capacidade, e meio YMA sera inoculado com 20 isolados por placa usando
o método da gota (Alikhani et al., 2006), com os isolados separados por velocidade de
crescimento (Oliveira, 2011). As placas serdo mantidas a aproximadamente 28 C até
cinco dias ap6s o pleno crescimento dos isolados nas placas em condi¢des 6timas (pH
proximo a neutralidade, sem salinidade). O experimento sera conduzido em triplicata,

com a inoculagdo inicial a partir de diferentes tubos eppendorf.

Serd determinada a propor¢cdo de isolados resistentes a cada nivel do fator
ambiental, e realizada regressdo considerando esta propor¢do como varidvel

dependente, para cada agrupamento de solos de que os isolados foram origindrios.



Na segunda fase, os isolados considerados resistentes serdo cultivados em tubos
de penicilina com 20 ml de capacidade com meio YM modificado de acordo com o
tratamento, sob agitagdo rotativa e temperatura de aproximadamente 28 C pelo mesmo
periodo utilizado na primeira fase. O crescimento bacteriano sera acompanhado através
de avaliagdes a cada dois dias da absorbancia no comprimento de 620 nm. As taxas de
crescimento serdo padronizadas para cada isolado com base no crescimento em

condigdes ideais, para criar um indice de efeito do estresse ambiental.

Sera realizada avaliagdo de regressdao entre o nivel de estresse ambiental e o
indice de efeito do estresse para as estirpes resistentes, também para cada agrupamento

de solos de origem dos isolados.

Serdo realizadas regressoes entre os indicadores de resisténcia em meio solido e
liquido e as caracteristicas dos solos de que os isolados foram obtidos, para avaliar

como o ambiente de origem afeta a resisténcia rizobiana a estresses abidticos.

Exudacao

Serd utilizado o caupi variedade IPE Miranda 207 cujas sementes serdo
desinfestadas superficialmente com hipoclorito de so6dio a 5%, seguido por lavagem em
agua destilada esterilizada diversas vezes e colocadas para germinar em papel de

germinagao esterilizado umedecido com agua destilada esterilizada.

As plantulas serdo cultivadas em tubos de Gibson com solu¢do nutritiva ajustada
para as mesmas condi¢des ambientais utilizadas na fase Resisténcia por cinco dias, em
experimentos separados para cada condi¢do ambiental. A cada dia a solu¢do nutritiva
serd completamente substituida, sendo conservada por nitrogénio liquido imediatamente
apos a substituicdo. Além disto, cada tubo tera duas fitas de filtro de acetato de celulose,
sendo um substituido a cada dia e o outro permanecendo por todo o periodo. Apos a

remocao as fitas serdo armazenadas em nitrogénio liquido.

Os exudados radiculares serao fracionados por HPLC com coluna ODS. O
solvente A sera agua com pH 3,3 ajustado por 4cido acético e o B serd uma mistura
acetonitrila:metanol (20:25, v:v). O gradiente iniciard com 30% de solvente B,
aumentando ao longo de 25 min para 60% de solvente B e terminando com elugdo
isocratica, sempre com fluxo de 1,0 mL/min. O eluente sera monitorado na faixa de 195

a 365 nm com detetor de arranjo de diodos, € o espectro analisado pelo software do



sistema, combinado com sua funcdo integradora baseada em flavonoides puros. O

método serd baseado em Bolafios-Vasquez e Werner (1997).

A produgdo de flavonoides em cada experimento individual e no conjunto de
todos os experimentos sera utilizada para andlise de agrupamento, através da
consideracdo de cada composto como uma varidvel binaria e determinag¢do do
coeficiente de Jacqard para andlise de agrupamento e avaliagdo do efeito dos estresses

ambientais sobre os flavonoides exudados por caupi.

LCO

Os isolados considerados mais resistentes e mais susceptiveis a cada estresse
ambiental na fase Resisténcia serdo avaliados sob as mesmas condi¢des daquela fase,
com ou sem adi¢do de diferentes niveis dos flavonoides purificados na fase Exudacao.
Para cada flavonoide sera determinada curva para definicdo de efeito do flavonoide

sobre a resisténcia do isolado.

Além disto, as culturas bacterianas serdo utilizadas para extracdo dos LCOs
produzidos sob os diferentes estresses ambientais, conforme descrito em Wang et al.
(2012). A extracdo sera iniciada por particionamento em n-butanol para HPLC a 40%,
sob agitacdo a 150 rpm por 30 min. A fracdo orgénica sera coletada e evapora a 50C em
evaporador rotatorio a vacuo. O remanescente serd redissolvido em acetonitrila 18%,
carregado em coluna C18 e eluida trés vezes com 10 mL de acetonitrila 30%, seguida
por elu¢do com 10 mL de acetonitrila a 60%. Este ultimo eluente serd utilizado para
determina¢do dos LCOs e serd fracionado por HPLC com detetor a 214 nM e
autoamostrador usando coluna de fase refersa C18 por 60 min com gradiente linear de
acetonitrila de 18 a 60%. O material de todos os picos sera coletado, liofilizado,

recromatografado e o novo pico coletado.

A analise sera conduzida de forma semelhante a fase anterior.

Eficiéncia
Isolados representativos serdo escolhidos por amostragem dentro de cada grupo
fenotipico ao nivel de 100% de similaridade formado para cada grupo de amostras de

origem, conforme descrito no isolamento e caracterizagao.

Esta avaliagdo sera conduzida em vasos de Leonard modificados (Santos et al.,

2009) utilizando solucao nutritiva de Hoagland sem N (Hoagland e Arnon, 1950). Além



dos isolados selecionados serdo incluidos tratamentos controle ndo inoculados sem N e
recebendo 100 mg de N, e inoculados com as estirpes recomendadas para produgdo de

inoculantes para o caupi (Brasil, 2011).

Sera utilizado o caupi variedade IPE Miranda 207 cujas sementes serao
desinfestadas superficialmente com hipoclorito de sddio a 5%, seguido por lavagem em
agua destilada esterilizada diversas vezes e colocadas para germinar diretamente no
vaso de Leonard. Cada semente serd inoculada com 2 ml de meio de cultura YM com
aproximadamente 108 células.ml”! um dia apdés o plantio, com indculo preparado
separadamente para cada repeticdo. O experimento sera conduzido no delineamento em

blocos casualizados com trés repeti¢cdes, sendo repetido separadamente.

As plantas serdo cultivadas durante 45 dias, apos o que serao colhidas, separadas
em parte aérea, raizes ¢ nodulos, que serao contados, e as partes colocadas para secar
em estufa de circulagdo forcada a 60 C por quatro dias, e em seguida pesadas. Em
seguida toda a planta serd moida para determinagdo do teor de N, e do nitrogénio total.
Além disto serdo determinadas as eficiéncia relativa ao nitrogénio (ERN) e eficiéncia

relativa as recomendadas (ERR), conforme as equagdes abaixo

MS5PA planta inoculada
ERN (%) = * 100
MSPA controle com N

MSPA planta inoculada
ERR(%) = X 100
MSPA recomendadas

Os dados serdao submetidos a quatro analises independentes. A primeira constara
de analise de variancia e teste de Scott-Knott, considerando os isolados como
tratamentos, para avaliagdo da eficiéncia simbidtica de cada um, e avaliagdo dos mais

promissores.

A segunda andlise ndo incluird as testemunhas e vai considerar os isolados como
efeito aleatdrio, enquanto os grupos fenotipicos a 100% de similaridade no conjunto de

todos os isolados serdo considerados como efeito fixo.

A terceira analise também ndo incluird as testemunhas e vai considerar os
1solados como efeito aleatorio, mas o efeito fixo serd o grupo de amostras de origem,
para avaliar o possivel efeito de caracteristicas edaficas sobre a eficiéncia de populagdes
rizobianas sob condi¢des controladas. Também sera realizada analise de correlagao

candnica entre as variaveis edaficas e de eficiéncia simbidtica. A quarta analise sera



semelhante a terceira, mas o efeito fixo serdo as diferentes leguminosas proximas das

quais as amostras foram coletadas.

Compatibilidade

Os isolados que formarem nodulos na etapa de avaliagdo de eficiéncia serao
utilizados para avaliacdo de compatibilidade, em que experimentos separados serao
conduzidos para cada espécie de Desmanthus, Macroptilium e Stylosanthes identificada

com base em outros segmentos do projeto.

Para cada experimento serdo adotados os controles nao inoculado sem N e com
N, na mesma dose do primeiro experimento, além de controles inoculados com as

estirpes recomendadas para caupi e para espécies do mesmo género (Brasil, 2011).

Cada experimento sera conduzido em vaso de Leonard, sob as mesmas
condig¢des do experimento de avaliacao de eficiéncia, e com as mesmas determinagoes e
avaliagOes estatisticas. Todos os experimentos serdo conduzidos separadamente duas

VEZES.

Principais contribuicoes

Cientificas

Determinar o efeito de caracteristicas edafoclimaticas sobre a diversidade,
resisténcia a fatores abidticos e eficiéncia de populacdes rizobianas, com a possibilidade
de determinacdao do nivel de confianga estatistico nas afirmativas, diferentemente de

grande parte da literatura neste campo.

Determinar o efeito de diferentes estresses ambientais sobre a exudagdao de
flavonoides por caupi, informagdo aparentemente inexistente na literatura até o

momento.

Determinar o efeito de diferentes flavonoides e estresses ambientais sobre o
espectro e quantidade de LCOs exudados por diferentes isolados rizobianos para caupi.
A literatura encontrada no tema de modo geral ndo avalia o efeito de estresses

ambientais e variabilidade genética bacteriana sobre a exudagdo de LCOs.

Publicacdo de artigos em periddicos com fator de impacto relevante para a éarea,

e em congressos de ambito nacional e internacional.



Participacdo em editais de agéncias de fomento

Formacao de recursos humanos
Orientacao de estudantes de iniciacdo cientifica, mestrado e doutorado em temas
ligados a biodiversidade rizobiana, sendo os mesmos incluidos como co-autores nas

publicagdes derivadas do projeto.

Os estudantes de doutorado deverdo acompanhar o processo de orientacao dos
estudantes de iniciacdo cientifica, de modo a iniciarem o entendimento do processo de

formacao de recursos humanos.

Supervisdo de pds-doutores, que deverdo participar como co-orientadores de
estudantes de mestrado e doutorado, bem como atuar como orientadores na iniciagdao
cientifica, adquirindo assim experiéncia na formacdo de recursos humanos e na

solicitagdo de editais.

Tecnolégicas
Selecdo de estirpes visando sua indicagdo para producdo de inoculantes

comerciais.

Obtencdo de LCOs purificados que poderdo ser avaliados para fins

biotecnoldgicos em etapas posteriores.

Didaticas

A cada visita do bolsista serd ministrado alternadamente um curso intensivo em
Troca de sinais planta x micro-organismo (a ser oferecido pelo Programa de Pos-
Graduacdo em Agronomia — Ciéncia do Solo) ou em Culturas Bioenergéticas (oferecido
pelo Programa de Pos-Graduagdo em Agronomia — Melhoramento Genético de Plantas.
Ambos os programas sdo da UFRPE, e serdo abertas inscri¢des a outros interessados.
Também serdo oferecidos cursos de menor duragdo em propriedade intelectual e

transferéncia de tecnologia, bem como em escrita cientifica.

Todos os cursos reverterdo em créditos (2 razdo de um crédito por cada 15

horas/aula para os discentes envolvidos), e serdo ministrados em inglés.



Orcamento detalhado

, Custo Cotaca
Item Nu(r)ner (ri;t:ii?o odo Total
dolares " dolar
Beneficios diretos ao bolsista
RS RS
Mensalidade 6 14.000, 84.000,00
00
. RS
Passagens Montreal-Recife-Montreal 6 8.500.0 RS
(classe executiva) ) 0 ’ 51.000,00
RS
Sub-total 135.000,00
Outras bolsas
RS RS
Pos-doutorado 36 4.180,0 147.600,00
CAD RS
Doutorado Sanduiche 30 1.470,0 250 R$ 88.200,00
O 9
Sub-total R$ 235.800,00
Despesas de Custeio
Manuteng¢do de equipamento e R$
laboratério 6.000,00
. N . A $ RS RS
Editoragdo de artigos em inglés 4 300,00 2.50 3.000,00
$
. . RS R$
Taxa de publicacdo de artigos 3 1.280,0 2.50 9.000,00
Sequenciamento de DNA (sequéncia de 300 $ RS RS
até 800 pb) 5,00 2,50 3.750,00
Diarias
. R$ R$
Nacionais 25 320,00 8.000,00
Reagentes, vidrarias, gases e colunas para RS
cromatografia 20.000,00
R$
Total anual 49.750,00
. RS
Total de custeio 149.250,00
RS

Total geral

542.100,00




Cronograma fisico-financeiro

. 2014 2015
Atividade 1 2 3 4 1 2 3
Amostragem Ja realizada

Agrupamento e definicao de
amostras simples
Isolamento e caracterizacgao
Obtengao de nodulos X
Isolamento e caracterizagao
fenotipica
Analises de diversidade e
caracterizacao genética
Avaliagao de resisténcia
Acidez e alcalinidade x X
Acidez e aluminio X
Salinidade

M

Exudados
Experimentos para producao dos

exudados

Caracterizagao dos exudados X x
LCO
Experimentos para produgao dos
LCOs
Caracterizagao dos LCOs

Avaliagao de eficiéncia X
Avaliagdo de compatibilidade
Desmanthus
Macroptilium
Stylosanthes

Viagens de trabalho

Pesquisador Visitante X X X
Bolsistas doutorado sanduiche X X X X

Ja realizada

Rl
ol

4

2016
2 3
X
X X
X X
X X
X X
X X
X
X X

4

b

ol




Identificagcao dos demais participantes no projeto

Pesquisado 1 itiicio Linha de CPF Lattes
T pesquisa
Alexandre . http://lattes.cnpq.br/77035943447976
C. L. Mello UFRPE Forragicultura ~ 83613099420 45
Ana D S. UFRPE Microbiologia 45705550472 http://lattes.cnpq.br/67341737241109
Freitas do solo 65
McGill
Donald L.  University, - ~
Smith Montreal, Troca de sinais Nao tem
Canada
José C. B. )
Dubeux ~ UFRPE  Forragicultura 59351721434 Dt/ la“es'cnpq'tirélmow 66271455
Junior -
K@sle EMBRAPA Genética 03749811911 http://lattes.cnpq.br/60542197727896
Silva Roraima molecular 07
Marcia V. IPA . . . )
B. Microb. Microbiologia 12792667400 http://lattes.cnpq.br/44471302483906
L do solo 65
Figueiredo Solo
Maria C. C. IPA Genética 58835571472 http://lattes.cnpq.br/19275689210688
P. Lyra Genoma molecular 51
Mar}o A. UFRPE/IP Forragicultura 00213527472 http://lattes.cnpq.br/85563138904793
Lira A 83
Mércia V. UFRPE Forragicultura 40535083468 http://lattes.cnpq.br/95654658368782
F. Santos 02
Newton P. UFRPE’ Microbiologia 00510700497 http://lattes.cnpq.br/94687440507612
Stamford ~ Agronomia do solo 78

Estudantes de Iniciagdo Cientifica, Mestrado e Doutorado a definir nos cursos de Xgronomia, PPGs
Agronomia — Ciéncias do Solo e Agronomia — Melhoramento Genético de Plantas, ainda a serem
definidos. Bolsista P6s-doutorado a ser definido por edital especifico.

Atividades especificas dos participantes

Equipe nacional de pesquisadores

Discussao e coordenacdo das atividades de pesquisa, conjuntamente com o Prof.

D. L. Smith, sob a coordenag¢do geral do solicitante.

Continuagdo das atividades de pesquisa durante os periodos em que o bolsista

ndo estara no Brasil

Possivel co-orientag@o de orientados do bolsista em programas de pos-graduagao

da McGill University que venham a desenvolver parte de suas atividades de pesquisa no

Brasil


http://lattes.cnpq.br/7703594344797645
http://lattes.cnpq.br/7703594344797645
http://lattes.cnpq.br/6734173724110965
http://lattes.cnpq.br/6734173724110965
http://lattes.cnpq.br/1270836627145510
http://lattes.cnpq.br/1270836627145510
http://lattes.cnpq.br/9565465836878202
http://lattes.cnpq.br/9565465836878202
http://lattes.cnpq.br/9468744050761278
http://lattes.cnpq.br/9468744050761278

Desenvolvimento de novos projetos conjuntos de pesquisa e fortalecimento dos

vinculos institucionais entre UFRPE e McGill University

Pesquisador Visitante Especial
Co-orientagao de discentes de doutorado, em particular no que tange a troca de
sinais entre leguminosas e rizobio sob condigdes de estresse ambiental, incluindo sua

recepg¢do e orientacdo na McGill University

Realizagdo de cursos intensivos em trocas de sinais e culturas bioenergéticas

quando de suas estadias no Brasil

Desenvolvimento dos trabalhos de pesquisa através da orientagdo ao bolsista de

po6s-doutorado, em particular nas técnicas ligadas diretamente a troca de sinais.

Participacdo na andlise e escrita dos dados, bem como na discussdo de outros

trabalhos da equipe.

Discussdo de outros projetos conjuntos com membros desta equipe, bem como
potencialmente outros intercambios e submissdes de projetos conjuntos a outras fontes

de financiamento.

Bolsista de pés-doutorado
Adaptagdo e desenvolvimento de técnicas de identificagdo de potenciais

moléculas na troca de sinais entre leguminosas e rizobio

Co-orientagao de bolsistas de iniciacao cientifica, mestrado e doutorado ligados

ao projeto, em particular no aspecto de troca de sinais

Contatos cotidianos com o pesquisador visitante para desenvolvimento da

atividade de pesquisa

Participagdo na discussao de outros trabalhos de pesquisa entre os membros da

equipe

Bolsistas de doutorado sanduiche

Serdo enviados dois bolsistas para doutorado sanduiche, cada um por doze
meses. O primeiro devera concentrar suas atividades na identificagdo de sinais
moleculares exudados pela planta, enquanto o segundo devera concentrar-se na

identificacdo de nod factors exudados pelo rizébio. Em ambos os casos, espera-se que o



bolsista adquira experiéncia em outras atividades de pesquisa do laboratorio com

membros da equipe de alunos do bolsista.

Merece destaque a caracteristica multinacional desta equipe que devera

colaborar no desenvolvimento da capacidade de trabalho em equipe do doutorando.

Ganhos a serem obtidos pela UFRPE

O prof. D. L. Smith tem larga experiéncia internacional em pesquisa, como pode
ser observado claramente em seu curriculo anexado a proposta. Mais importantemente,
no entanto, o mesmo tem demonstrado a capacidade de transformar resultados de
pesquisa cientifica em biologia em produtos tecnoldgicos com patentes sendo

disputadas no mercado americano.

Embora a UFRPE esteja procurando se desenvolver neste sentido, esta ainda nao
¢ pratica comum na universidade, em particular no Departamento de Agronomia, em
que a pesquisa serd desenvolvida. Assim, a vinda do Dr. Smith sera util, além do
aspecto cientifico propriamente dito, podera acarretar a geragdo de produtos

tecnologicos, com patente solicitada no Brasil, no Canadd, ou nos Estados Unidos.

Além das atividades diretamente ligadas ao projeto, o Dr. Smith ¢ o

Coordenador da BiofuelNet Canada (http://www.biofuelnet.ca/) uma rede de

instituicdes lideres na pesquisa em bioenergia que inclui diversas empresas lideres

mundiais, bem como instituicdes de ensino e pesquisa lideres em todo o Canada.

A UFRPE ja participa de memorando de entendimento com a BiofuelNet, em
parceria com outras instituigdes pernambucanas, mas os contatos mais aprofundados
desenvolvidos durante este projeto deverdo ampliar esta colaboragdo também no que

tange a esta rede, e potencialmente com as demais instituigdes participantes da mesma.

Identificagao de parcerias ja estabelecidas

Ha lagos fortes estabelecidos entre departamentos e unidades académicas da
UFRPE, além dos ja incluidos no projeto, que permitem o acesso a equipamentos nao
disponiveis no laboratdrio do solicitante. O mesmo ocorre com instalagdes do Instituto

Agrondmico de Pernambuco — IPA, nos termos do convénio [IPA-UFRPE.

A parceria com a EMBRAPA Roraima ¢ fun¢do do estagio pos-doutoral do

solicitante na UFLA na fase em que a Dra. Krisle Silva estava realizando seu doutorado,


http://www.biofuelnet.ca/

e os lagcos com a equipe da Profa. Fatima. M. S. Moreira continuam, bem como com

diversos dos seus orientados.

Além destes lagos, quando necessario, a equipe tem recebido apoio, como
estirpes de referéncia, por exemplo, das EMBRAPAs Agrobiologia e Soja, bem como
da Fundacdo Estadual De Pesquisa Agropecuaria do Rio Grande do Sul, e de outras

instituicdes conforme necessario.

Finalmente a vinculagdo com a McGill University vem do doutorado do
solicitante ter sido realizado sob a orientagdo do Prof. Smith, em troca de sinais, e que
sera submetido pedido de proposta a ser submetida ao edital Pesquisador Visitante
Sénior da CAPES para desenvolvimento de trabalho em troca de sinais entre
leguminosa e rizobio e seu possivel impacto na mitigacdo de efeitos ambientais

adversos.

Disponibilidade de infra-estrutura e apoio técnico para o

desenvolvimento do projeto

O Laboratério de Diversidade Microbiana do Departamento de Agronomia da
UFRPE, sob a responsabilidade do solicitante, tem toda a infraestrutura necessaria para
a realizagdo do projeto. Grande parte dos orientados de iniciacdo cientifica, mestrado e
doutorado do solicitante irdo trabalhar em aspectos especificos do projeto geral, tal

como o plano de trabalho apresentado para a solicitacdo de bolsa de iniciagdo cientifica.

Estimativa dos recursos financeiros a serem aportados por

outras fontes

Serao solicitadas bolsas de iniciagcdo cientifica tanto através de editais da
FACEPE quanto através do programa PIBIC CNPq-UFRPE (com recursos do CNPq, da
UFRPE-REUNI e recursos proprios da UFRPE). A previsao € que entre trés e cinco
bolsistas atuem em diferentes segmentos deste projeto, totalizando nesta modalidade

entre R$ 43200,00 e R$ 72000,00 reais em bolsas ao longo de todo o projeto.

Além disto, estudantes de mestrado e doutorado também terdo seus projetos de
dissertacdo e mestrado vinculados a este projeto, com bolsas obtidas também junto a

FACEPE, através de seus editais especificos, e pelas cotas de bolsas CAPES e CNPq



dos Programas de Po6s-Graduagdo em Agronomia — Ciéncia do Solo e Agronomia —

Melhoramento Genético de Plantas em que o solicitante atua como orientador.

Quanto a recursos de custeio além de taxas de bancada referentes aos estudantes
de pos-graduagao atuando no projeto, serdo feitos pedidos de financiamento através de
editais de fomento, a medida em que sejam disponibilizados. Eventual necessidade de
aquisi¢ao de novos equipamentos podera ser atendida através da participagdo em editais
especificos, bem como pela inclusdo de subprojetos nos editais institucionais, tais como

o Pr6-Equipamentos da CAPES.
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