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Resumo

O uso excessivo de insumos e fertilizantes artificiais na agricultura tem contribuido para a
degradacdo ambiental, com impactos no solo e na microbiota, alterando suas propriedades
fisicas, quimicas e biolégicas. No Brasil, um dos maiores produtores agricolas do mundo, o
consumo de pesticidas e biocidas estd aumentando, o que agrava esses efeitos, em alguns
casos tornando o solo improdutivo. Dentre os componentes mais importantes do solo esta o
nitrogénio, elemento essencial a vida, é fixado por microrganismos, especialmente bactérias,
que convertem 0 nitrogénio atmosférico (N;) em formas assimilaveis pelas plantas. O
processo de fixacao de nitrogénio € mediado pela enzima nitrogenase, sintetizada a partir do
gene nifH, o qual é amplamente utilizado como marcador molecular para estudos ecoldgicos
de fixacdo bioldgica de nitrogénio. As cangas sao um tipo de formacao rochosa ferruginosa
com relevancia ecoldgica devido as suas condigcbes ambientais extremas, como elevada
amplitude térmica, escassez de solo e déficit hidrico. A diversidade bacteriana da rizosfera de
bromélias que ocorre nas cangas do Planalto Residual do Urucum inspirou o presente estudo,
que busca identificar a presenca do gene nifH em bactérias isoladas dessa regido. Um total
de 59 isolados bacterianos foram selecionados, dos quais 21 apresentaram resultado positivo
para o gene nifH, sendo sequenciados posteriormente. Andalises de bioinformatica destas
sequéncias foram utilizadas para classificar os isolados taxonomicamente e gerar uma arvore
filogenética, com o objetivo de compreender a diversidade e o potencial fixador de nitrogénio
dessas bactérias em um ambiente endémico. Das 21 amostras positivas para o gene nifH,
foram identificados oito géneros bacterianos, entre eles: Acinetobacter, Alcaligenes, Bacillus,
Brevibacterium, Paenibacillus e Staphylococcus. Esses géneros sdo reconhecidos como
potenciais fixadores de nitrogénio, destacando-se pelo seu papel promissor na biofertilizacéo

e na promocao de préticas agricolas mais sustentaveis.

Palavras-chave: cangas, bioinsumos, nifH, isolados bacterianos



Abstract

The excessive use of artificial inputs and fertilizers in agriculture has contributed to
environmental degradation, with impacts on the soil and microbiota, altering their physical,
chemical and biological properties. In Brazil, one of the largest agricultural producers in the
world, the consumption of pesticides and biocides is increasing, which aggravates these
effects, in some cases making the soil unproductive. Among the most important components
of the soil is nitrogen, an essential element for life, which is fixed by microorganisms, especially
bacteria, which convert atmospheric nitrogen (N,) into forms that can be assimilated by plants.
The nitrogen fixation process is mediated by the nitrogenase enzyme, synthesized from the
nifH gene, which is widely used as a molecular marker for ecological studies of biological
nitrogen fixation. Cangas are a type of ferruginous rock formation with ecological relevance
due to their extreme environmental conditions, such as high temperature range, soil scarcity
and water deficit. The bacterial diversity of the bromeliad rhizosphere that occurs in the cangas
of the Urucum Residual Plateau inspired the present study, which sought to identify the
presence of the nifH gene in bacteria isolates from this region. A total of 59 bacterial isolates
were selected, 21 of which tested positive for the nifH gene and were subsequently sequenced.
Bioinformatics analyses of these sequences were used to classify the isolates taxonomically
and generate a phylogenetic tree, with the aim of understanding the diversity and nitrogen-
fixing potential of these bacteria in an endemic environment. Of the 21 samples positive for the
nifH gene, eight bacterial genera were identified, including: Acinetobacter, Alcaligenes,
Bacillus, Brevibacterium, Paenibacillus and Staphylococcus. These genres are recognised as
potential nitrogen fixators, highlighting themselves by their promising role in biopertilization and

in the promotion of more sustainable agricultural practices.

Keywords: cangas, bioinputs, nifH, bacterial isolated
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Introducéo

O uso de insumos e fertilizantes artificiais tornou-se indispensavel na agricultura em
escala industrial devido ao aumento significativo da demanda por alimentos em escala global
(DUQUE et al., 2024). Por ser um dos maiores produtores agropecuarios € possuir uma
extensa area de plantio, o Brasil consome cerca de 8% da producédo global de fertilizantes
(BRASIL,2023). Segundo o boletim logistico publicado pela Conab (Companhia Nacional de
Abastecimento), em 2024 os portos brasileiros receberam 44,3 milhdes de toneladas de
fertilizantes. Cerca de 80% dos adubos sintéticos utilizados no Brasil sdo importados,
tornando o pais vulneravel a oscilagbes de precos desses produtos, afetando diretamente o
valor do produto final e a economia do pais (BRASIL, 2022). Contudo, essa prética causa
impactos diretos no equilibrio ambiental e na microbiota do solo, modificando suas
propriedades fisico-quimicas e biologicas, causando a degradacdo estrutural do solo, a
escassez de matéria organica, alteracao de pH e afetando diretamente a microbiota (PAHALVI
et al., 2021; DUQUE et al., 2024).

Essas alteracdes, frequentemente, resultam no empobrecimento do solo e, em alguns
casos, tornando-o inutilizavel para o cultivo (BLESS; DAVILA; PLANT, 2023). Além disso, o
uso excessivo de fertilizantes contribui para a poluigdo de rios e outros cursos d’agua nas
proximidades das areas de cultivo (SAVCI, 2012). Frente ao crescente desafio de aumentar a
producdo agricola de maneira sustentavel, o0s bioinsumos, como compostagem,
bioestimulantes, biopesticidas e microrganismos para controle de pragas ou como
Rhizobacteria promotora de crescimento vegetal (MAZID; KHAN, 2015; VIDAL et al., 2018;
ANDREATA et al., 2024), despontam como uma alternativa promissora, tanto do ponto de
vista econdmico quanto ambiental (WANG et al.,2018). Além de oferecerem solucdes mais
sustentaveis para a agricultura, uso de microrganismo pode otimizar a utilizacao de nutrientes
do solo e reduzir a dependéncia de fertilizantes quimicos (ANDREATA et al., 2024.), e ainda
€ crucial na restauracdo ambiental, pois a reconstituicdo da microbiota do solo pode ser a
chave para a recuperacao de areas severamente degradadas (SAEZ-SANDINO et al., 2023).

O nitrogénio € um dos elementos mais abundantes da Terra (GARCIA et al., 2013) e
esta presente em moléculas indispensaveis para a vida, como &cidos nucleicos (DNA e RNA),
aminoécidos, enzimas e proteinas (OHYAMA, 2010). A fixacéo de nitrogénio € o processo no
qual o nitrogénio atmosférico (N,) é reduzido a formas de aménio (NH,*) ou nitrato (NO3")
assimilaveis por plantas (HALBLEIB; LUDDEN, 2000). Mais de 60% do N2 fixado ocorre por
meio da fixagdo biolégica de nitrogénio, mediado por microorganismos, como bactérias

presentes no solo e dgua e é catalisado pela enzima nitrogenase, que desempenha um papel



central no ciclo do nitrogénio (POLY; MONROZIER; BALLY, 2001; RUBIO; LUDDEN, 2008
SATAPUTE et al., 2012).

A nitrogenase €é composta por dois componentes principais: 0s nlcleos
heterodiméricos, que correspondem a dinitrogenase (nifD e nifK), responsaveis pela reducdo
de N, e a subunidade dinitrogenase redutase (nifH) (Fig.1), responséavel pela hidrélise de ATP
(GABY; BUCKLEY, 2014; RAYMOND et al.,, 2004; ZEHR et al., 2003). A expressédo da
nitrogenase é regulada por um conjunto de genes conhecidos como nif, dos quais o gene nifH
se destaca como um marcador molecular amplamente utilizado em estudos ecolégicos
independentes de cultivo para comprovar o potencial de fixagcdo biolégica de nitrogénio
(RAYMOND et al., 2004). O gene nifH esta geralmente localizado no cromossomo bacteriano
(KRAUSE et al., 2006) e, por estar presente na maioria dos casos em cépia Unica funcional,
nao é considerado um gene de repeticdo (XIE et al., 2014), o que refor¢ca sua conservacao
estrutural e funcional. Essa relevancia se deve a alta taxa de conservacao do nifH entre
espécies em comparagdo a outros genes, o que facilita sua aplicagdo em analises
filogenéticas e ecoldgicas (IZQUIERDO; NUSSLEIN, 2006).
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Figura 1. Representacdo da organizacdo estrutural do grupo de genes nif de Klebsiella
pneumoniae. Os genes nifD, nifH, e nifK, que codificam as subunidades da nitrogenase, estao
destacados por cores: nifD em verde, nifH em laranja e nifK em azul. Fonte: RUBIO, L. M,;
LUDDEN, P. W. Biosynthesis of the Iron-Molybdenum Cofactor of Nitrogenase. Annual Review
of Microbiology, v. 62, n. 1, p. 93-111, 2008
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No estudo de Lau et al. (2014), foram realizados levantamentos filogenéticos e
filogeograficos com base em sequéncias de oito genes funcionais comuns entre amostras de
solo profundo de diferentes regides. Desses genes, sete estavam associados a fixagdo
biol6gica de nitrogénio, incluindo o gene nifH, evidenciando essa caracteristica como
fundamental para a sobrevivéncia de microrganismos em ambientes indspitos. As aplicacbes
do gene nifH vdo além da identificacdo funcional, servindo também como uma importante
ferramenta taxonémica. Em 2021, Zhang et al. isolou e cultivou cepas associadas a raizes de
mandioca afim de analisar a capacidade de fixacdo desses microrganismos e comparar a
atividade nitrogenada entres as diferentes cepas isoladas.

O trabalho de Viana et al. (2020) avaliou a diversidade bacteriana associada a raizes
de trés espécies de bromélias Dyckia excelsa, Dyckia leptostachya e Deuterocohnia meziana,
que ocorrem em afloramentos rochosos (cangas) no Planalto Residual do Urucum, Corumb4,
Mato Grosso do Sul (MS), Brasil. As cangas sao afloramentos rochosos com alta incidéncia
de ferro em sua composi¢do com relevancia ecolégica devido as suas condi¢cdes ambientais
extremas, como escassez hidrica sazonal, solo 4cido e pobre em nutrientes e ampla variacao
térmica (TAKAHASI; MEIRELLES, 2014; VIANA et al., 2016). Nesse contexto é especialmente
relevante considerar a diversidade microbiana presente nos solos dessas &reas, com
destaque para as comunidades bacterianas que desempenham papéis essenciais nos ciclos
biogeoquimicos e na adaptacdo aos desafios ambientais extremos, a0 mesmo tempo que
podem ter potencial para promog¢édo de crescimento vegetal. As comunidades bacterianas
foram isoladas e classificadas de acordo com hébito de crescimento da bactéria, endofitica e
epifitica (VIANA et al., 2020).

Objetivos

Neste nosso estudo, isolados bacterianos obtidos por Viana et al. (2020) foram
utilizados para a realizacdo de um “screening” para a presenca do gene nifH, com o objetivo
de identificar este gene nas bactérias isoladas dessa regido. Buscamos compreender como
esses microrganismos se relacionam com caracteristicas ambientais especificas desse
ecossistema, como alta incidéncia de ferro, escassez hidrica, matéria organica limitada,
fatores que podem influenciar a selecdo e o funcionamento de bactérias fixadoras de

nitrogénio.
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Materiais e Métodos

Origem dos isolados bacterianos

Para o presente estudo foram utilizados 59 isolados oriundos do trabalho de Viana et
al. (2020) para identificar a presenga do gene nifH e, posteriormente, sequenciar os isolados
positivos quanto a sua presenca. As amostras de DNA foram encaminhadas para o
Laboratério de Ecologia e Biologia evolutiva (LEBIO), em Campo Grande/MS, e armazenadas
a -4°. Para garantir o sucesso das reacfes de PCR e padronizar as concentracbes das
amostras, foram utilizadas apenas as amostras que possuiam concentracao igual ou superior

a 50 ng/ul.

Identificacdo do gene nifH

Para a identificacao do gene nifH nos isolados bacterianos por PCR, foi utilizado o par
de primers PoIR (5'- ATS GCC ATC ATY TCR CCG GA - 3') e PolF (5'- TGC GAY CCS AAR
GCB GAC TC - 3), que amplifica fragmentos de aproximadamente 360 pb (POLY;
MONROZIER; BALLY, 2001). As reacfes de PCR foram realizadas no volume total de 25 pl
contendo: 50 ng de DNA, solucéo tampéo 1x, 0,4 mM de dNTP, 3 mM de MgCl,, 0,5 puM de
cada primer e 0,08 U/ul de GoTaq Flexi DNA Polymerase (PROMEGA), e como controle
positivo utilizamos uma das cepas que apresentou resultado positivo quanto a amplificagéo.

As amplificacdes foram realizadas utilizando o termociclador eppendorf nas seguintes
condi¢cbes: desnaturacgao inicial a 94 °C por 5 minutos, seguida de 40 ciclos constituido por
desnaturagcdo a 94 °C por 1 minuto, anelamento a 57 °C por 30 segundos, 72 °C por 30
segundos para extensdo e com extensdo final a 72 °C por 5 minutos. Para verificar a
ocorréncia de amplificacdo, as 59 amostras analisadas foram submetidas a eletroforese em
gel de agarose 2%, coradas com GelRed (Invitrogen) e visualizadas em transluminador de luz
UV, e para aquelas amostras que obtiveram resultado positivo foram realizadas triplicatas da

reacdo de PCR para prosseguir com o sequenciamento.

Sequenciamento

As cepas que apresentaram amplificacdo positiva para o gene nifH foram
sequenciadas para identificagcdo das espécies e para a andlise da filogenia dos grupos de
bactérias que possuem o gene. A biblioteca de DNA foi preparada usando o Native Barcoding
Kit 96 V14 (SQL-NBD 114.96) de acordo com o manual de instru¢cfes do fabricante (Oxford

Nanopore Technologies, Reino Unido). A concentracéo final da biblioteca de DNA foi entre
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35-50 fmol. O sequenciamento foi realizado na plataforma MinlON MK1B (Nanopore
Technology), utilizando a Flow cell FLO-MIN114 (R10.4.1) e as bibliotecas foram

sequenciadas por um periodo de 4 horas.

Anélises de Bioinformatica e identificagcao taxonémica dos isolados

Ap6s o0 sequenciamento, os sinais gerados para a "basecalling” foram analisados e
convertidos em arquivos fastq no software minKNOW (versdo 24.06.5). Durante a pré-analise,
adaptadores e barcodes foram removidos conforme protocolo do Kit Native Barcoding V14
SQK-NBD114.96, usando a ferramenta Porechop v0.2.4. Em seguida, as leituras filtradas
foram carregadas na plataforma NanoFilt (Oxford Nanopore Technologies-ONT). Para a
fitragem da qualidade das sequéncias foram utilizados os seguintes parametros: min length
200, max length 1200, min coverage de 30% e min identity de 97%.

As leituras foram classificadas taxonomicamente pelo NCBI, utilizando os parametros de
comprimento 'nifH[AIl Fields] AND (bacteria[filter] ("900"[SLEN]: "1300"[SLEN]))", resultando
em 600 sequéncias que atenderam aos critérios estabelecidos. O gene nifH foi selecionado
especificamente para sequéncias bacterianas com comprimentos de 500 pares de bases.
Além das sequéncias obtidas nas amostras deste estudo, genomas completos de referéncia
contendo o gene nifH foram retirados de bancos de dados, como NCBI. O alinhamento das
sequéncias foi realizado pelo software MAFFT, com o parametro de penalidade para abertura
de gaps (GAP opening penalty) ajustado para 1,53. Primeiramente, as sequéncias das
amostras deste estudo foram alinhadas, seguidas pelas sequéncias de referéncia do banco
de dados, abrangendo a regido-alvo do nifH, proporcionando consisténcia de cada conjunto
antes da analise conjunta. Ap6s o alinhamento, foi realizada a extracéo da regido de interesse,
correspondente ao fragmento do gene utilizado na construcao filogenética. O conjunto final
de sequéncias alinhadas foi entdo utilizado para a constru¢cdo de um banco de dados de

referéncia taxondémica, desenvolvido com a ferramenta CRABS (JEUNEN et al., 2023).

Andlises Filogenéticas

Com base nos isolados bacterianos classificados, foi realizada a construcdo de uma
arvore filogenética utilizando o método de méxima verossimilhanca, amplamente reconhecido
por sua precisdo na inferéncia evolutiva. Para assegurar a confiabilidade e robustez dos
agrupamentos filogenéticos, foram realizadas 1000 réplicas de bootstrap, conferindo suporte
estatistico aos nds da arvore. A andlise filogenética foi conduzida por meio do software 1Q-

TREE, empregando o modelo de substituicdo nucleotidica GTR2. As demais sequéncias
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nucleotidicas utilizadas foram obtidas a partir do banco de dados publico NCBI usando os
parametros descritos acima (TRIFINOPOULOS et al., 2016).

Resultados e Discussao

Das 59 amostras analisadas, 21 amplificaram positivamente para o gene nifH, sendo
consideradas como fixadoras de nitrogénio em potencial. Com o banco de dados criado a
partir do GenBank, as sequéncias foram identificadas a nivel de espécie, classificadas
também quanto ao habito de crescimento endofitico ou epifitico (Tabela 1). Entre as amostras
positivas para o gene nifH, 52,4% apresentaram habito de crescimento endofitico e 47,6%
epifiticos. Esta distribuicdo demonstrou que ndo houve preferéncia estatisticamente
significativa que separasse as bactérias positivas pro nifH a partir do habito de crescimento.
A maioria destas amostras apresentou elevados valores de cobertura (Query Cover) e
percentual de identidade (Per. Identif.), indicando uma alta confiabilidade nos resultados de
identificagdo taxondmica (Tabela 1). O valor de “Query Cover” representa o quanto da
sequéncia da amostra se alinha com a sequéncia de referéncia (GenBank), enquanto o
percentual de identidade indica o grau de similaridade entre as sequéncias, considerando
apenas a regido coberta pelo alinhamento (JEUNEN et al., 2023). Os valores de e-VALUE
representam a significAncia estatistica do alinhamento e valores proximos de zero indicam um
alinhamento altamente confidvel (ALTSCHUL et al., 1990) (Tabela 1).

As 21 amostras positivas para o gene nifH foram sequenciadas, destas foram
identificados oito géneros bacterianos, entre eles: Acinetobacter, Alcaligenes, Bacillus,
Brevibacterium, Paenibacillus e Staphylococcus. O género mais abundante foi Alcaligenes,
com sete amostras identificadas, distribuidas entre duas espécies: Alcaligenes faecalis e
Alcaligenes nematophilus. Dentre essas, apenas a amostra seq8 apresentou um valor de
cobertura consideravelmente baixo (57%), o que pode indicar uma identificagdo com baixa
confiabilidade. Algumas identificacbes se mostraram inesperadas, como Myroides
odoratimimus e Staphylococcus epidermidis, uma vez que ndo ha evidéncias na literatura de
que esses microorganismos sejam diazotréficos (Holguin; Bashan, 1996; Kaur; Kaur, 2021).
Tais casos indicam a necessidade de uma investigacdo mais aprofundada quanto a
veracidade da identificacdo taxonémica e a funcionalidade do gene nifH detectado.

A amostra seq4, identificada como Klebsiella sp., também apresentou valores de
cobertura e identidade baixos. Uma das possiveis causas €é a insuficiéncia de
representatividade do banco de dados de referéncia, que necessita ser ampliado com mais
sequéncias, especialmente de amostras provenientes de regides brasileiras. A escassez de
dados regionais pode comprometer a eficiéncia na identificacdo de microrganismos de

localidades especificas, como as cangas (CARVALHO, 2022).



Tabela 1. Identificacdo de 21 sequéncias bacterianas com base em andlises BLAST (NCBI).

Amostra Nome cientifico Habito de crescimento Strain Query Cover e-VALUE Per. Identif. Accession
seg5 Acinetobacter baumannii Epifitico F20AB02 99% 0.0 90.98% CP142640.1
seql3 = Acinetobacter baumannii Epifitico H20ABO06 95% 0.0 92.15% CP146836.1
seq7 Alcaligenes faecalis Epifitico cl6 83% 8E-179 94.54% CP023256.1
seq8 Alcaligenes faecalis Epifitico AU14 57% 1E-107 92.18% CP031747.1
seq9 Alcaligenes faecalis Endofitico D334 86% 2E-170 92.31% CP095873.1
seqll Alcaligenes faecalis Endofitico cl6 83% 2E-180 94.96% CP023256.1
seql2 Alcaligenes faecalis Epifitico cl6 82% 2E-150 90.65% CP023256.1
seqld  Alcaligenes nematophilus Endofitico MBGG1_DBT-NECAB 84% 0.0 96.92% CP088159.1
segl5 @ Alcaligenes nematophilus Endofitico MBGG1 _DBT-NECAB 84% 7E-175 93.29% CP088159.1
seql6 Bacillus thuringiensis Endofitico HD521 84% 2E-174 93.52% CP010106.1
seql8 Bacillus thuringiensis Epifitico c25 84% 1E-172 93.44% CP022345.1
seql Bacillus tropicus Endofitico BC3 82% 2E-175 94.09% CP020937.1
seql9 Bacillus tropicus Endofitico BC3 86% 0.0 95.43% CP020937.1
seql0 Brevibacterium limosum Epifitico 02 82% 1E-137 89.23% CP050154.1

12



seq4 Klebsiella sp.
seq6 Myroides odoratimimus

seql7 Myroides odoratimimus
seq20 Paenibacillus sp.

seg21 Paenibacillus sp.
seq2  Paenibacillus xylanilyticus

seq3 Staphylococcus epidermidis

Endofitico
Endofitico

Endofitico
Endofitico
Epifitico
Epifitico
Epifitico

PR63039
PR63039

BR1-192

BR1-192
L-2
32FSEO2

13%
83%
82%

83%

83%
81%
86%

8E-10
9E-159
1E-152

4E-167

0,7
7E-155
1E-167

89.23%
91.55%
91.00%

93.05%

2E-114
91.43%
92.20%

0Q790081.1
CP013690.1
CP013690.1

CP120718.1

CP120718.1
CP182582.1
CP121486.1

13
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A arvore filogenética foi criada para compreender as relag@es entre as bactérias que
possuiam o gene nifH, a partir dos isolados testados (Fig. 2). O esperado era que os isolados
se agrupassem filogeneticamente de acordo com sua classificacdo taxonémica. No entanto,
observou-se que, por exemplo, as amostras atribuidas ao género Alcaligenes apresentaram
dispersao ao longo de diferentes ramos da arvore filogenética, indicando uma incongruéncia
entre a filogenia e a taxonomia atribuida, 0 mesmo ocorreu com o grupo de Acinetobacter
baumannii. Mesmo utilizando sequéncias de referéncia provenientes do banco de dados do
NCBI, essa divergéncia sugere a existéncia de inconsisténcias na curadoria taxonémica
dessas sequéncias do banco de dados. Tais resultados reforgam a necessidade de uma
revisao criteriosa e continua desses bancos de dados, uma vez que erros de anotagéo ou
classificagcdes incorretas podem comprometer a acuracia das andlises filogenéticas e
ecoldgicas baseadas em sequéncias génicas (CHORLTON, 2024).

Apesar da dispersdo observada nas amostras de referéncia, as sequéncias de
Alcaligenes faecalis (seq7, seqll e seql2) apresentaram um bom agrupamento, com valor
de bootstrap superior a 90%. A. faecalis, assim como o género Alcaligenes, € amplamente
estudado por seu potencial de aplicacdo sustentavel, especialmente em areas degradadas.
Além da capacidade de fixar nitrogénio, essa bactéria apresenta potencial para a
biorremediacdo de diversos contaminantes, incluindo metais pesados, e também possui
propriedades antibioticas (RAY; PATTNAIK, 2024). Tais caracteristicas podem conferir
vantagens adaptativas que permitem sua ocorréncia em diversos nichos ecolégicos, como as
cangas.

As sequéncias de Bacillus tropicus (seql e seql9) também apresentaram um
agrupamento consistente, com valor de suporte de 82%. Por outro lado, Bacillus thuringiensis
(seql6) manteve-se dentro do género, enquanto a sequéncia seql8 apresentou-se bastante
deslocada. O género Bacillus € amplamente distribuido em solos de diferentes ambientes e
€ extensamente explorado pela indUstria biotecnolégica, principalmente na agricultura, devido
ao seu potencial funcional (SAXENA et al., 2020; YOUSUF et al., 2017). As sequéncias de
Myroides odoratimimus (seq6 e seql?7) também apresentaram agrupamento conforme o
esperado, com valores de bootstrap de 93% e 87%, respectivamente. Da mesma forma,
Acinetobacter baumannii (seg5 e seql3) também se agruparam corretamente. No entanto,
ambas as espécies sdo mais reconhecidas e estudadas por seus potenciais patogénicos. Ha,
entretanto, alguns estudos que relacionam espécies distintas desses géneros com a
promocao do crescimento de plantas, o que indica que ainda existem diversas lacunas a
serem investigadas quanto as funcfes ecoldgicas desses microrganismos (KAUR; KAUR,
2021; KUAN et al., 2016).
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4 Figura 2. Arvore filogenética baseada no banco de dados construido pelo CRABS, unindo
21 sequéncias do gene nifH obtidas neste estudo com sequéncias de referéncia do NCBI.
A inferéncia foi realizada por maxima verossimilhanca (IQ-TREE, modelo GTR2) com 1000
réplicas de bootstrap. A topologia da arvore evidencia a diversidade taxondmica dos
géneros e a conservacédo do gene nifH entre os isolados, identificados pelo prefixo “Seq”

seguido do numero da amostra.

A sequéncia seq20, identificada como Paenibacillus, e seql0 como Brevibacterium
limosum apresentaram valores de agrupamento elevados, com bootstrap de 100% e 97%,
respectivamente. H& estudos que relatam a associagéo de espécies do género Paenibacillus
com o ambiente, especialmente com a rizosfera de plantas (LIU et al.,, 2019). Esses
microrganismos sdo amplamente reconhecidos por suas mdultiplas propriedades benéficas,

como a fixagdo de nitrogénio e a solubilizacédo de fosfato (LIU et al., 2019).

Conclusao

Este estudo busca compreender a dindmica entre microrganismos e o0 ambiente,
principalmente aqueles que ocorrem em uma regido com condi¢cdes Unicas e desfavoraveis.
Nesses ambientes, a capacidade de fixacdo biol6gica de nitrogénio representa um fator
limitante, influenciando diretamente a produtividade vegetal, o desenvolvimento das
comunidades vegetais e 0 uso sustentavel do solo. Como essas bactérias vivem com
condicBes tao inéspitas, ha a possibilidade de investigar a efetividade de inoculacéo desses
microrganismos em areas degradadas e com condic¢des tdo extremas quanto as cangas, mas
também em areas agricolas da regiao.

Vale ressaltar que quando falamos de microorganismos, em destaque bactérias, a
taxonomia, é essencial para alimentar os bancos de dados e para a identificacdo correta
destes taxons. No entanto, essa classificagdo deve estar integrada a estudos ecoldgicos e
funcionais que investiguem o papel desses organismos em seus habitats naturais. Estudos
como este visam destacar a importancia da diversidade microbiana e seu potencial de
aplicacao como ferramenta biotecnol6gica para a melhoria da qualidade e da funcionalidade
do solo.

Além disso, destaca-se a importancia crescente de pesquisas que contribuam para o
enriguecimento dos bancos de dados de espécies nativas, 0s quais ainda séo
majoritariamente compostos por estudos internacionais. Essa demanda é ainda mais urgente
em regides como a nossa, que apresentam alta taxa de endemismo e uma biodiversidade

singular ainda pouco explorada do ponto de vista molecular. O sequenciamento e a
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caracterizacdo de microrganismos locais sdo fundamentais para ampliar e aprimorar as
analises baseadas em biologia molecular, garantindo maior representatividade e acuracia nas

inferéncias taxondémicas e funcionais.
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