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RESUMO

Modulagdao da comunidade bacteriana associada ao milho (Zea mays L.) através da

inoculagao de bactérias promotoras de crescimento de plantas

O uso de fertilizantes minerais ¢ de grande importancia para que a cultura atinja o seu potencial produtivo e
torne a atividade de producio vidvel economicamente, no entanto o uso excessivo ¢ danoso ao meio ambiente,
trazendo tiscos a saude humana e a biodiversidade local. A utilizagio de bactérias promotoras de crescimento de
plantas (BPCP) tem se mostrado uma alternativa promissora e sustentavel, visando melhorar a produtividade e
reduzir o uso de fertilizantes. Essas bactérias colonizam a rizosfera e tecidos internos da planta e sio capazes de
estimular o desenvolvimento e sanidade de sua hospedeira através de mecanismos como disponibilizacdo de
nutrientes, producdo de fitohormoénios e controle de patégenos. Este estudo teve por objetivo avaliar o efeito da
inoculacio de trés linhagens de BPCP em milho e o impacto causado na comunidade bacteriana associada a cultura.
As linhagens utilizadas foram Burkbolderia ambifaria RZ2MS16, Bacillus sp. RZ2MS9, ambas isoladas da rizosfera de
guaranazeiro, e Agospirillum brasilense Ab-v5, um inoculante comercial. Primeiramente, foi realizado um ensaio de
antibiose entre RZ2MS9 e Ab-v5, constatando ndo haver inibigdo. Apds, um experimento de promogio de
crescimento em condi¢cdes de campo, foi realizado, com plantas de milho inoculadas com: (7)) RZ2MS16; (%)
RZ2MS16 e Ab-v5; (iij) Ab-v5; (iv) RZ2MS9; (1) RZ2MS9 e Ab-v5; e (vi) tratamento controle. As sementes foram
inoculadas e, 60 dias ap6s o plantio, a altura da planta, altura até a inser¢do da espiga e o diametro do colmo foram
medidos. A inocula¢do com Ab-v5 e a coinoculagio de RZ2MS9 com Ab-v5 promoveram o incremento de 3% em
altura da planta, além disso, esse consorcio promoveu incremento de 9% no diametro do colmo, todos comparados
ao tratamento controle. Usando o DNA total da folha e raiz do milho, o fragmento 16S rRNA bacteriano foi
sequenciado, através da plataforma Ion Torrent, para avaliar o efeito da inocula¢do na comunidade bacteriana
associada a ambos os tecidos. A inocula¢io foi capaz de modular a comunidade bacteriana associada a folha, com a
analise de coordenadas principais (PCoA) explicando 39,51% da variagdo. Nido foi observada modulagio na
comunidade bacteriana associada a raiz. Foi observada diferen¢a na estrutura da comunidade bacteriana quando
ambos os nichos foram comparados, independente de inoculagio, com a PCoA explicando 80,97% dessa variagio.
Assim observa-se que estudos dessa natureza sdo de grande importincia para o melhor entendimento da interacdo
entre as BPCP e a comunidade bacteirana associada a planta hospedeira, e dos mecanismos que levam ao
desenvolvimento da cultura.

Palavras-chave: Azospirillum; Bacillus; Burkholderia; lon Torrent; Promogao de crescimento; qPCR



ABSTRACT

Maize (Zea mays L.) associated bacterial community modulation through the inoculation

of plant growth promoting bacteria

The use of mineral fertilizers is of great importance to the crop reaches its potential yield and become the
production activity economically feasible, however, its excessive use is harmful to the environment, and brings risk to
human health and local biodiversity. The use of plant growth-promoting bacteria (PGPB) has been shown as a
promising and sustainable alternative, aiming to improve productivity and reduce fertilizer use. These bacteria
colonize the rhizosphere and plant internal tissues and are able to stimulate their host development and health
through mechanisms such as nutrient availability, phytohormone production and pathogen control. This study aimed
to evaluate the inoculation effect of three PGPB strains in maize and the impact on associated bacterial community.
The strains inoculated were Burkholderia ambifaria RZ2MS16, Bacillus sp. RZ2MS9, both isolated from guarana
rhizosphere, and Agzospirillum brasilense Ab-v5, a commercial inoculant. First, an anthibiosis assay was conducted
between RZ2MS9 and Ab-v5 strains, showing no inhibition. Then, a growth-promotion assay was performed under
field conditions, with maize plants inoculated with: (7) RZ2MS16; (i) RZ2MS16 and Ab-v5; (i) Ab-v5; (iv) RZ2MSY;
(v) RZ2MS9 and Ab-v5; and (#) control. The seeds were inoculated and, 60 days after sowing, the plant height,
height to the cob insertion and stem diameter were measured. The inoculation with Ab-v5 and the co-inoculation
with RZ2MS9 plus Ab-v5 increased the plant height in 3%, furthermore, the co-inoculation increased stem diameter
in 9%, all compared to control. Using total DNA of maize’s leaf and root, bacterial 16S rRNA fragment was
sequenced by Ion Torrent platform, to evaluate the effect of inoculation in associated bacterial community of both
tissues. The inoculation was able to modulate the leaf bacterial community, with principal coordinates analysis
(PCoA) explaining 39.51% of variation. It was not found modulation on root’s bacterial community. Difference in
the bacterial community structure was observed when both niches were compared, regardless inoculation, with
PCoA explaining 80.97% of this variation. Therefore, it is noted that studies of this nature are of great importance
for a better understanding of the interaction between PGPB and bacterial community associated to the host plant
and mechanisms leading to crop development.

Keywords: Azospirillum; Bacillus; Burkholderia; lon Torrent; Plant growth-promotion; gPCR
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1. INTRODUCAO

O milho (Zea mays 1.) é o terceiro cereal em importincia no mundo e seu uso estd relacionado a
alimenta¢do humana de maneira direta, através do consumo do grio i natura ou industrialmente processado, e
indireta, por ser um dos principais ingredientes utilizados em ra¢des para animais, além de ser usado em processos
industriais INDIA, 2010; PAES, 2006). A cultura é amplamente produzida no mundo (LEFF; RAMANKUTTY;
FOLEY, 2004), e os maiores produtores sao os Estados Unidos, a China e o Brasil (FAOSTAT, 2016). No Brasil o
milho é produzido principalmente na regido Centro-Sul, sendo Mato Grosso, Paranda e Mato Grosso do Sul os
principais estados produtores (COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO, 2016).

Durante o ultimo século o mundo tem passado por uma situacio de aumento na producio e
produtividade das culturas de modo a atender a uma populagdo em constante crescimento (ABRAMOVAY, 2010).
O aumento na producido ocorreu através de melhorias na tecnologia de producio, melhoramento genético das
culturas e, principalmente, devido a adogdo e uso de fertilizantes nitrogenados (SCHNABLE, 2015; SMIL, 2001). A
partir do ano de 1950 o processo de producido industrial de amoénia de Haber-Bosch se difundiu, sendo rapidamente
adotado ao redor do mundo (SMIL, 2001).

Esse ganho em producdo ndo ocotre, porém, sem prejuizo ao meio ambiente. O uso desenfreado e em
excesso de fertilizantes é responsavel pela contaminacdo de 4dguas subterraneas, aumento do efeito estufa e da
poluicio e eutrofizacio e acidificacdo do solo e de sistemas costais, causando danos a saide humana e perda da
biodiversidade do ambiente (ERISMAN et al., 2008; GOOLSBY et al., 2001, KAMPA; CASTANAS, 2008;
SELMAN, M.; SUGG, Z.; GREENHALGH, S.; DIAZ, 2008). Outro problema ¢ a natureza finita dos fertilizantes
minerais, principalmente o fésforo, o que pode vir a causar problemas socioeconémicos futuros devido a sua
escassez (OBERSTEINER et al., 2013). Neste cenario, se faz necessaria a busca por fontes alternativas e sustentaveis
a0 uso de fertilizantes quimicos.

Os microrganismos, em especial as bactérias promotoras do crescimento de plantas (BPCP), surgem
como uma alternativa viivel e com potencial para a melhora do sistema de plantio tradicional (KLOEPPER;
SCHROTH, 1981). Essas bactérias possuem a capacidade de estimular o crescimento das plantas hospedeiras por
meio de diversos mecanismos como a disponibilizacdo de nutrientes minerais, principalmente através da fixacdo
biolégica de nitrogénio (FBN) e da solubilizagao de fosfato, e a produgio de fitohormonios (BHATTACHARYYA;
JHA, 2012; COMPANT; CLEMENT; SESSITSCH, 2010; SPAEPEN; VANDERLEYDEN, 2011). Além disso,
algumas espécies possuem a capacidade de biocontrole de fitopatégenos de maneira direta, através da producio de
compostos antimicrobianos, ou indireta, através do estimulo da resisténcia sistémica da planta (BENEDUZI;
AMBROSINI; PASSAGLIA, 2012; COMPANT et al., 2005). Dentre os géneros com atividade de promogao de
crescimento de plantas podem ser citados Azospirillum, Burkhbolderia e Bacillus.

O geénero Agzospirillum comporta bactérias Gram-negativas, diazotréficas, de vida livre, e capazes de
produzir fitohormonios, em especial acido indol-3-acético (MEHNAZ, 2015). Esse género é frequentemente
associado a gramineas e sua capacidade em promover o crescimento dessas ¢ bem relatada, sendo utilizada inclusive
na composicdo de inoculantes comerciais (HUNGRIA et al., 2010). O género Burkholderia comporta bactérias Gram-
negativas, que apresentam grande versatilidade de habitat e nutricional (COENYE; VANDAMME, 2003). Essas
bactérias apresentam a capacidade de FBN e producio de fitohorménios (ESTRADA-DE LOS SANTOS;
BUSTILLOS-CRISTALES; CABALLERO-MELLADO, 2001; ONOFRE-LEMUS et al., 2009), ¢ estio presentes
na rizosfera de variadas culturas (LI et al., 2014; SHAKYA et al.,, 2013; SUN et al., 2008; UROZ et al., 2010). O
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genero Bacillus comporta bactérias Gram-positivas, com ampla distribuicio na natureza (GARDENER, 2004). As
bactérias deste género sdo capazes de promover o crescimento de plantas além da capacidade de atuar no biocontrole
de patégenos (BAIS; FALL; VIVANCO, 2004; ORTIZ-CASTRO; VALENCIA-CANTERO; LOPEZ-BUCIO,
2008). A capacidade de Bacillus em formar esporos o torna ideal para a formulagio de inoculantes comerciais, dado
que essa caracteristica aumenta a viabilidade do produto (EMMERT; HANDELSMAN, 1999).

Quando inseridas, as BPCP provocam a alteracio do ambiente através da producio de metabdlitos e
capacidade de alterar o padrio de exsudagdo das plantas hospedeiras, o que pode favorecer o crescimento de
determinados grupos de microrganismos, enquanto que prejudica outros, assim causando alteragSes na estrutura da
comunidade microbiana associada as plantas, também chamado de microbioma (CASTRO-SOWINSKI et al., 2007).
Classifica-se por microbioma o conjunto de microrganismos que colonizam os tecidos da planta e a 4rea do solo sob
influéncia de sua raiz, que podem atingir densidade superior as células da propria planta (MENDES; GARBEVA;
RAAIJMAKERS, 2013). A planta e seu microbioma possuem uma relagio de associagdo, com a primeira fornecendo
fotossintatos que sio fontes de energia para o segundo, enquanto que este fornece compostos responsaveis pelo
desenvolvimento e sauda daquela (MENDES; GARBEVA; RAAIJMAKERS, 2013).

O objetivo deste trabalho foi avaliar se a inoculacio das BPCP Burkholderia ambifaria linhagem RZ2MS16,
Bacillus sp. linhagem RZ2MS9 e Azospirillum brasilense linhagem Ab-v5, bem como a coinoculagio de RZ2MS16 com
AB-v5, e RZ2MS9 com Ab-v5, ¢é capaz de promover o crescimento de plantas de milho em condigbes de campo.
Também foi avaliado se a inoculagdo dessas bactérias é capaz de modular a estrutura da comunidade microbiana
associada a folha e 2 raiz da planta de milho, visando aumentar o entendimento sobre como é dada a relacio entre as

BPCP inoculadas e a microbiota associada a planta hospedeira.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Importancia da cultura do milho

O milho (Zea mays 1..) é uma planta pertencente a familia das gramineas (Poaceae). Devido a sua ampla
distribuicio geografica e utilizagdo, é considerado o terceiro cereal mais importante do mundo. A cultura apresenta
cultivo anual e ciclo de vida curto, com alta produgao e facilidade de processamento dos graos (INDIA, 2010). O seu
uso varia conforme os diferentes paises. Nos paises desenvolvidos da América do Norte e Europa a maior parte da
produgio ¢ destinada a alimentagdo animal (GARCIA et al., 2006; INDIA, 2010). Também ¢ utilizado na produgio
de biocombustiveis e como matéria prima de produtos industriais, como na produgao de amido e 6leo (PAES, 2000).

Nos paises subdesenvolvidos da América Latina e Africa Subsaariana a principal utilizagio do milho é na
alimentacio humana, sendo considerado um alimento base da dieta (INDIA, 2010; PAES, 2006). O milho é
considerado um alimento energético, devido a sua composicio predominante de carboidratos (amido) e lipideos
(6leo), e o seu consumo pode ocorrer de maneira direta, através do grio, ou indireta, através de alimentos
processados pela industria (PAES, 2006).

O centro de origem do milho foi definido como a regido Mesoamericana, que hoje compreende o México
e a América Central, tendo sido domesticado cerca de 9000 anos atrds a partir da graminea selvagem teossinto (Zea
mays ssp. parviglhimis), endémica da regido de planicie do sudoeste mexicano, e sujeito ao cultivo desde entdo
(SCHNABLE, 2015; VAN HEERWAARDEN et al.,, 2011). Foi o primeiro cereal cultivado no continente e, a partir
do século XVTI, foi introduzido na Europa e na Asia através das expedicdes navais europeias (INDIA, 2010).

O milho ¢ a cultura geograficamente mais ubiqua no mundo, crescendo em uma vasta variedade de zonas
climaticas, sendo cultivada em aproximadamente 13% das areas de agricultura do mundo, com a maior extensio de
50° N a 45° § (LEFF; RAMANKUTTY; FOLEY, 2004). O continente americano ¢ o principal produtor do grio,
sendo responsavel por 51,5% da producio mundial, seguido pela Asia, com 29,8% de participacio, e pela Europa
com 11%. Em nivel de paises, os maiotes produtores sio os Estados Unidos, com 361,09 milhées de toneladas
produzidas, China, com 215,64 milhdes, e Brasil com 79,87 milhdes. Juntos, os trés representam 65% da producio
mundial do grdo, medida em 1.021,61 milhdes de toneladas (FAOSTAT, 2016).

No Brasil, o milho representa a terceira maior cultura em volume de produgio, atras apenas da cana-de-
agucar ¢ da soja. A produgio ocorre ao longo de todo o pais, tanto em pequenas propriedades, geralmente para
subsisténcia, quanto em grandes, para atender a0 mercado interno e externo (PAVAO; FERREIRA FILHO, 2011).
Os maiores estados produtores de milho sao o Mato Grosso, Parana e Mato Grosso do Sul, com 20,76, 15,86 ¢ 9,28
milhdes de toneladas, respectivamente, na safra 2014/15. O estado de Sio Paulo é o sétimo maior produtor, com
4,16 milhGes de toneladas (COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO, 2016). A produtividade média
no Brasil é de 5.396 Kg/ha, ocorrendo uma disparidade entre a produtividade média observada na regido Norte-
Notdeste (2.634 Kg/ha) e na Centro-Sul (6.143 Kg/ha), esta ultima mais tecnificada e responsivel por 89,6% da
producio nacional (COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO, 2016). Visto que os Estados Unidos
apresentam produtividade média de 10.732 Kg/ha (FAOSTAT, 2016), a produ¢io nacional apresenta potencial de

crescimento.
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2.2. O uso de fertilizantes quimicos e seu impacto ambiental

Os nutrientes minerais contidos no solo sdo essenciais para o crescimento normal e desenvolvimento das
plantas. Eles constituem muitos componentes do metabolismo vegetal, como proteinas, acidos nucléicos, clorofila e
enzimas e sao necessarios aos processos vitais da planta (IFA, 2000). Quando a planta cresce em condi¢gdes onde ndo
ha limitacdo dos recursos minerais, o seu desenvolvimento ocorre em taxas 6timas permitindo atingir o seu potencial
produtivo. Se os nutrientes forem um fator limitante, o crescimento da planta é reduzido e essa deve manejar a
aquisicdo e uso dos nutrientes de forma a completar o seu ciclo de vida (GRIME, 1977).

Dentre os nutrientes, hd os que sdo necessirios em maiores quantidades, denominados de
macronutrientes, nitrogénio (N), fésforo (P) e potassio (K), e aqueles necessarios em menores, os micronutrientes,
boro (B), cloro (Cl), cobre (Cu), ferro (Fe), manganés (Mn), molibdénio (Mo), niquel (Ni) e zinco (Zn). Visando
maximizar o desempenho produtivo das culturas, a agricultura moderna utiliza da aplicacio de fertilizantes, naturais
ou manufaturados, contendo basicamente os macronutrientes NPK, para suplementar a disponibilidade natural de
nutrientes do solo, satisfazendo a demanda de culturas que apresentam alto potencial de produtividade, alcancando
assim produgoes economicamente viaveis (IFA, 2000).

O nitrogénio (N) é um macronutriente de enorme importancia no desenvolvimento e funcionamento das
plantas por ser componente de proteinas e acidos nucléicos. Ocorre de forma abundante na atmosfera em forma
molecular (N), ndo assimilavel pelas plantas. Nos ambientes terrestre e marinho, através da fixacdo biologica, o N é
reduzido para nitrogénio reativo (Nr) que ¢ assimilado e transformado em uma vatiedade de aminoacidos e outros
compostos. Ao final do processo o nitrogénio retorna a atmosfera em sua forma N, através da acdo da
denitrificagdo microbiana (FOWLER et al., 2013; GALLOWAY et al., 2003).

O nitrogénio ¢ essencial para o aumento da producio de alimentos, e o solo ndo o contém em quantidade
que atenda a demanda das culturas para a producio em larga escala, configurando assim um fator limitante
(ERISMAN et al.,, 2008, 2013). O processo industrial de produciao de amoénia de Haber-Bosch, que combina Na,
captado diretamente da atmosfera, com hidrogénio (Hz), em alta temperatura e pressio e na presenca de um
catalizador, sintetizando NHj3, foi o responsavel por impulsionar o aumento na produtividade, e consequentemente,
na producdo de alimentos (ERISMAN et al., 2008; SMIL, 2001). Esse processo foi criado em 1909 e rapidamente
difundido apds 1950, ocasionando, desde entdo, crescente aumento na producdo de alimentos e na utilizagdo de
fertilizantes na agricultura (SMIL, 2001). A rdpida adogdo do uso de fertilizantes nitrogenados reflete-se no aumento
de 11,8 milhoes de toneladas de N utilizado em 1961 para 110,2 milhées em 2013 (IFADATA, 2016).

O fésforo (P) € outro nutriente essencial para o metabolismo das plantas por ser componente estrutural
de 4cidos nucléicos, coenzimas e fosfoproteinas e pelo seu papel no processo de transporte de energia celular,
respiracdo e fotossintese. O fornecimento adequado de P ¢é necessario durante todos os estagios de crescimento da
planta, sendo um nutriente limitante ao desenvolvimento destas (CLEVELAND et al., 2013; REIJNDERS, 2014).

O P ocorre naturalmente em solos, na forma mineral ou organica, estando altamente fixado e, assim,
insolavel para as plantas. Fatores abiéticos, como o intemperismo, e bidticos, como a exsudagio radicular e atividade
microbiana, agem sobre o P tornando-o solivel (GLASS, 1989; HU et al, 2013; JIANBO et al, 2011). A
solubilizagdo ocorre de maneira lenta, podendo nao suprir a demanda de culturas altamente produtivas, entdo, para
garantir que a cultura atinja alta produtividade, a agricultura faz uso da aplicacdo de fertilizantes fosfatados no solo.

O fertilizante fosfatado é um minério extraido de dep6sitos sedimentares de fosforita, finitos e esgotaveis, que se
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acumularam, ha milhGes de anos atras, como resultado de processos geoldgicos (CORDELL; WHITE, 2011;
OBERSTEINER et al., 2013; REIJNDERS, 2014).

O potassio (K) é um fertilizante mineral extraido de rochas como os feldspatos potissicos e as micas
(VAN RAY; VAN DIEST, 1979). O K ¢ essencial as plantas atuando em processos de ativagdo enzimatica,
fotossintese, sintese de proteinas, mediando a osmorregulagdo durante a expansao celular, movimentos estomatais e
tropismo, além de ser necessario para o transporte de solutos pelo floema e para o equilibrio de cargas no interior de
células vegetais (MASER; GIERTH; SCHROEDER, 2002).

No ano de 2013 foram consumidos cerca de 181,6 milhdes de toneladas de fertilizantes, no mundo, sendo
aproximadamente 110,2 Mt de N, 41,1 Mt de P e 30,4 Mt de K. O maior consumidor mundial de fertilizantes é a
China, com consumo de 52,2 Mt em 2013, seguido por India, com 24,5 Mt, Estados Unidos, com 21,3 Mt, e Brasil,
com consumo de 13,4 Mt (IFADATA, 2016). No Brasil, em 2010, foram aplicados em média 160 kg de fertilizantes
por hectare, porém ocorre desigualdade na distribuigdo desta aplicagdo entre as regides do pafs. As regiGes Sudeste,
Centro-Oeste e Sul apresentaram, em 2010, média de aplicagio de aproximadamente 210, 170 e 150 kgha',
respectivamente, enquanto que as regides Nordeste e Norte registraram média de 90 e 70 kg.ha'!, respectivamente
(IBGE, 2012).

Apesar da importancia dos fertilizantes para assegurar a producio de alimentos para a crescente
populagao global, o uso desenfreado e em excesso leva a graves consequéncias para o meio ambiente e a saide
humana. O P ¢ altamente fixavel no solo, e quando aplicado em forma de fertilizante, grande parte se precipita em
complexos insoluveis para as plantas (GOLDSTEIN, 1986). Para superar esta adversidade, os agricultores tendem a
aplicar o fertilizante em abundancia, elevando o custo e podendo causar danos ao solo e aguas (JIANBO et al., 2011),
estima-se que cerca de 80% do P aplicado no solo ¢ perdido, devido a erosaio (CORDELL; WHITE, 2011).

As culturas sdo capazes de assimilar 50% ou menos do N que ¢ aplicado na forma de fertilizantes, devido
a natureza moével do Ng, temporizacio do fornecimento do nutriente e a demanda da cultura (PEOPLES;
HERRIDGE; LADHA, 1995). Assim parte deste nitrogénio aplicado ¢ perdida através da lixiviagao do nitrato ou da
emissdo de gases a atmosfera.

O acimulo de Nr na atmosfera e na superficie terrestre causa danos a saide humana, ao ecossistema e a
biodiversidade. Quando acumulado na atmosfera, em formas volateis como amonia (NH3), éxidos de nitrogénio
(NOx) e 6xido nitroso (N2O), o Nr contribui na formag¢io da polui¢do, materiais particulados e aerosséis, que
podem causar danos severos a saude de pessoas expostas (KAMPA; CASTANAS, 2008). O NOx atmosférico
também contribui no aumento da formacdo de ozénio (Os) troposférico, que causa danos a saude humana e ¢
apontado, pela OMS, como responsavel por um amento nas taxas de mortalidade e insuficiéncia respiratéria nos
ultimos anos (KAMPA; CASTANAS, 2008). O O3 também ¢é absorvido pelas plantas, através dos estomatos,
causando morte celular e reducio nas taxas fotossintéticas, levando a perdas na produtividade de plantas cultivaveis e
florestais, e reducido nos niveis de assimilacio do CO2 (PLEIJEL et al., 2007).

O Nr pode se acumular no solo na forma de fon nitrato (NO3’), que quando em situa¢io de fornecimento
excessivo de 4gua, tanto por precipitacdo quanto por irrigacdo, se combina com citions base lixiviando através do
perfil do solo (CREWS; PEOPLES, 2004; ERISMAN et al., 2013). Em regiées com aquiferos subterrineos, a
lixiviagdo do nitrato abaixo da zona das raizes pode resultar na contamina¢io destas aguas, representando um risco a
saude humana se destinada ao consumo. A OMS define um padrio maximo de 50 mg de NOj por litro de 4gua em

casos de exposi¢do em curto prazo, e de 3 mg de NOj- por litro para exposi¢ao cronica (WHO, 2011).
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Modesto et al. (2010) monitorando 61 pogos de abastecimento publico que captam aguas do Aquifero
Bauru, constataram que 16,4% apresentavam valores de NO3 acima de 10 mg.L!, e 46% acima de 5 mg.L!, em pelo
menos uma amostra no periodo de 2007 a 2009. Dorigon et al. (2008) observaram teores médios de nitrato da ordem
de 4,3 mg L, nitrogénio amoniacal da ordem de 6,6 mg.L!, na dgua do tio Ditinho em Xanxeré/SC, estando
associado ao manejo inadequado de dejetos animais e a intensa ocupagdo e uso do solo para a agricultura na
microbacia estudada. Aradjo et al. (2011) evidenciou processo de nitrificagio em 60% dos pogos rasos analisados na
regiao do médio rio Guama, no estado do Pard, sendo que em 30% dos pogos os teores de nitrato sdo supetiores a 2
mg. L1, apontando a atividade agricola intensiva como a principal responsavel por este processo.

O acumulo de Nr ¢ P pode causar acidificagio e eutrofizagdo dos ambientes, favorecendo espécies
nitrofilicas ou acido resistentes em detrimento aquelas mais sensiveis e ocasionando perda da biodiversidade. No
solo, ocorre reducdo de fungos de vida livre, micorrizas e bactérias fixadores de nitrogénio, causando impactos em
processos como mineralizagao da matéria organica e ciclagem de nutrientes (CREWS; PEOPLES, 2004; ERISMAN
et al., 2013). Em ambientes aquaticos ocotrre o crescimento de espécies que eficientemente assimilam estes
nutrientes, como algumas algas e cianobactérias, levando a deplecdo dos niveis de oxigénio e redu¢io da entrada de
luz nas 4guas superficiais, prejudicando espécies sensiveis 4 falta de Oz e luz, causando a reducio e até perda da
biodiversidade (RABALAIS, 2002).

Selman et al. (2008) identificaram 415 sistemas costais eutréficos e hipoxicos ao redor do mundo, com
169 areas documentadas hipoxicas, 233 dreas em situacdo alarmante e apenas 13 sistemas em recuperagdo. Um
exemplo ¢é o desenvolvimento periédico de uma grande drea hipéxia préoxima ao delta do Rio Mississippi no Golfo
do México, devido ao aumento da lixiviagdo de N de terras agricolas nas bacias do rio Mississippi e Atchafalya
(GOOLSBY et al., 2001; RABALAIS; TURNER; SCAVIA, 2002).

Segundo Rockstrém et al. (2009) ha um limite natural para a fixag¢do antropogénica de N atmosférico,
que ao ser ultrapassado prejudicaria a eficiéncia do ecossistema em reverter o Nr a N, gerando assim acimulo tanto
na atmosfera quanto na superficie do planeta. Esses autores concluiram que o limite seguro de fixacdo antropogénica
¢ de 35 milhoes de toneladas de N por ano, sendo que atualmente a quantidade fixada é de aproximadamente 121
milhGes de toneladas, valor maior do que a metade do N fixado por todos os processos naturais em conjunto,
estipulado em 203 milhées de toneladas (FOWLER et al., 2013). Rockstrém et al. (2009) também propéem o limite
de 11 milhdes de toneladas de P liberado nos oceanos por ano, sendo que a quantidade observada atualmente estd
entre 8,5 ¢ 9,5 Mt. A crescente demanda por fertilizantes fosfatados também leva ao esgotamento de suas reservas
minerais, que sdo finitas, fazendo com que se eleve o custo de importagio. Isto, futuramente, pode prejudicar os
paises sub-desenvolvidos, dependentes da importacdo de fertilizantes, a garantir sua seguranga alimentar
(OBERSTEINER et al., 2013).

Neste cenario é necessaria a busca por novos métodos para a melhoria da nutricdo das plantas, que
tornem a agricultura mais sustentivel enquanto atenda as demandas humanas. Um dos meios com grande potencial é
o uso de inoculantes formulados com microrganismos promotores de crescimento, capazes de aumentar a
disponibilidade de nutrientes para as plantas.

Em 2011 o governo brasileiro lancou o Plano ABC (Plano Setorial de Mitigacdo e de Adaptacio as
Mudangas Climaticas para a Consolidagio de uma Economia de Baixa Emissio de Carbono na Agricultura), como
parte do compromisso de reduzir entre 36,1% e 38,9% das emissdes de gases de efeito estufa projetadas para 2020,

assumido na 15* Conferéncia das Partes (COP-15). Um dos objetivos do plano ¢ implementar e intensificar projetos
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de pesquisa, desenvolvimento e inova¢do em FBN, visando o desenvolvimento de novos inoculantes, e a divulgacio

e distribui¢do destes bioinoculantes para agricultores (BRASIL, 2012).
2.3. Microbioma de plantas

Os microrganismos sao capazes de colonizar todos os tecidos vegetais, e podem atingir densidade de
células maior do que as células da prépria planta, sendo denominado como o microbioma da planta (MENDES;
GARBEVA; RAAIJMAKERS, 2013). Dentre os microrganismos em associa¢do com as plantas ha os que afetam o
desenvolvimento de seus hospedeiros de maneira positiva, sendo classificados como benéficos, ou negativa, os
deletérios ou patogénicos. Ha ainda aqueles que nao interferem ou neutros (DOBBELAERE; VANDERLEYDEN;
OKON, 2003). Em associa¢ao mutualista, a planta fornece fotossintatos que sio assimilados pelos microrganismos
servindo como fonte de energia, e os microrganismos, por sua vez, contribuem com a produgio de compostos que
auxiliam a planta em seu desenvolvimento e na manuten¢do de sua sanidade (MENDES; GARBEVA;
RAAIJMAKERS, 2013).

O solo ¢ um dos ecossistemas microbianos mais ricos do planeta, e sua diversidade microbiana ¢é
determinada por variaveis edaficas como o pH, umidade, conteido de carbono organico e relagio C:N (FIERER;
JACKSON, 2000). Sao encontradas entre 109-10° UFC de bactérias por grama de solo (WHITMAN; COLEMAN;
WIEBE, 1998), e sua microbiota é geralmente rica em espécies de crescimento lento com tamanho populacional
mais estavel, como os filos Acidobacteria, Chloroflexi, 1 errucomicrobia, e Planctomycetes (PEIFFER et al., 2013).

Na rizosfera, regido do solo sob influéncia dos compostos organicos exsudatos pelas raizes das plantas, se
observa o enriquecimento de bactérias organotroficas. Os filos Profeobacteria, Actinobacteria ¢ Bacteriodete, por assimilar
componentes organicos de maneira eficiente e apresentar crescimento acelerado, sio favorecidos nesta regiao (LI et
al,, 2014; PEIFFER et al,, 2013; SHAKYA et al., 2013; UROZ et al,, 2010). Caractetisticas inerentes da planta como
espécie, gendtipo e estigio de crescimento também interferem na composi¢do da comunidade rizosférica
(BULGARELLI et al., 2013). Bactérias copiotréficas ou r-estrategistas sao mais abundantes nos estagios iniciais de
sucessio microbiana, enquanto que nos estigios tardios ocorre o predominio de espécies oligotroficas ou k-
estrategistas (PHILIPPOT et al., 2013). Sdo encontradas entre 100-10° UFC de bactérias cultivaveis por grama de
solo rizosférico (BENIZRI; BAUDOIN; GUCKERT, 2001).

A partir da colonizacdo da rizosfera varias bactérias, chamadas endofiticas, possuem a capacidade de
entrar ¢ colonizar os tecidos internos da planta. A penetra¢do no tecido vegetal pode ocorrer tanto de maneira
passiva, através de aberturas que ocorrem nas regides de emergéncia das raizes ou criadas por outros
microrganismos, quanto de forma ativa, envolvendo a producdo de enzimas que degradam a parede celular. Ao
colonizar os tecidos interno da raiz, os microrganismos podem atingir os vasos condutores e colonizar também a
parte aérea das plantas, ou filosfera (COMPANT; CLEMENT; SESSITSCH, 2010). Estima-se que a populagio
endofitica varia entre 100-107 UFC por centimetro quadrado de area foliar (LINDOW; BRANDL, 2003). A filosfera
¢é exposta a grandes variagdes de temperatura, umidade e irradia¢do de luz UV, sendo um ambiente diferente da

rizosfera, onde se observa maior estabilidade (BULGARELLI et al., 2013).
2.4. Estudo da estrutura da comunidade bacteriana

Tradicionalmente o estudo da diversidade microbiana de amostras ambientais era feito através de técnicas

de cultivo e isolamento de colonias. Esta técnica se limita aos microrganismos aptos a cultivo em laboratério, o que
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gera dados subestimados da diversidade total da amostra (HILL et al., 2000). Estima-se que técnicas de cultivo
permitem recuperar apenas entre 1 e 10% da diversidade bacteriana existente em um ambiente (AMANN;
LUDWIG; SCHLEIFER, 1995).

Avangos na area da biologia molecular tornaram possivel o uso de técnicas que independem de cultivo
para o estudo da comunidade microbiana, gerando assim uma estimativa com maior fidelidade da comunidade
amostrada. Técnicas moleculares envolvem a lise das células bacterianas diretamente coletadas, a extracio de seus
acidos nucléicos e analise de sequéncias alvo ou de toda a informacio genética (RANJARD; POLY; NAZARET,
2000).

No estudo da diversidade bacteriana em uma amostra o mais comum ¢ a analise do gene ribossomal 168
rRNA. Este gene apresenta mais que 10% de suas bases conservadas, entre diferentes genomas bacterianos, nao
adjacentes entre si e que formam regides conservadas nio contiguas, onde sio desenhados primers universais
(WATANABE; KODAMA; HARAYAMA, 2001). Entre estas regides conservadas sdo encontradas nove regides
hipervaridveis que se mostram como marcadores filogenéticos valiosos, sendo o alvo em estudos moleculares de
diversidade (BAKER; SMITH; COWAN, 2003). Um problema relacionado a amostras de tecidos vegetais esta na
proximidade entre o 16S cloroplastidial ¢ o 16S bacteriano, devido a descendéncia evolutiva do cloroplasto, o que
acaba gerando problemas com contaminag¢io de sequéncias (CHELIUS; TRIPLETT, 2001). Uma das unicas regides
que contém mismateh entre estas sequéncias esta entre as posi¢oes 783 e 799 do 16S de E. cw/, onde foram
desenhados primers que evitam a amplificagdo do gene cloroplastidial, enquanto amplificam o bacteriano, como o
799F (CHELIUS; TRIPLETT, 2001) e o 783R (RASTOGI et al, 2010). Estes primers sio complementares a
aproximadamente 64% das sequéncias de 16S tRNA contidas no Ribosomal Database Project 11 (RDP) com os filos
Planctomycetes, 1V errncomicrobia, Cyanobacteria e Cloacimonetes os menos amostrados, com 8%, 18%, 0,3% e 5% de

similaridade (COLE et al., 2005).
2.5. Bactérias promotoras de crescimento em plantas

Dentro do grupo dos microrganismos associados as plantas existem espécies com capacidade de
promogio do crescimento ¢ sanidade de seus hospedeiros, que sio denominadas Bactérias promotoras de
crescimento de plantas (BPCP) (KLOEPPER; SCHROTH, 1981). Gray e Smith (2005) sugerem a classificacdo das
BPCP’s com base no compartimento da planta que ocupam, podendo ser intracelulares (iBPCP) ou extracelulares
(eBPCP). As iBPCP colonizam o interior das células vegetais, geralmente estabelecendo relagdo de simbiose em
estruturas de nodulos. As eBPCP sdo bactérias de vida livte que colonizam a rizosfera, superficie radicular ou
espacos intercelulares no cortex da raiz.

A promogio do crescimento da planta por essas bactérias ocorre através de mecanismos diretos, como a
solubilizacdo de nutrientes minerais, fixagdo de nitrogénio, producio de fitohorménios, inducdo de resisténcia
sistémica, ou de maneira indireta, através do controle de organismos patogénicos (ORTIZ-CASTRO et al., 2009). As
fungdes de promocio de crescimento exercidas pelas BPCP podem ser classificadas em trés categorias: (7)

biofertilizante, (iz) fitoestimulante, e (7) biocontrole BHATTACHARYYA; JHA, 2012).
2.5.1. BPCP como biofertilizantes

Algumas bactérias possuem mecanismos capazes de aumentar a disponibilidade de fésforo e nitrogénio

no solo. Os solos geralmente sdo ricos em quantidade de fésforo, mas estes estdo fixados na forma de fosfatos
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inorganicos e organicos, e assim sao insoluveis para as plantas. Para ser absorvido deve estar em forma ionica (Pi,
HPO4*, HPOy) ou P orginico de baixo peso molecular (GLASS, 1989). Alguns microrganismos residentes na
rizosfera, em especial bactérias, possuem a habilidade de solubilizar o fosfato, inorganico ou organico, tornando o P
disponivel (GLICK, 1995).

A solubilizacdo do fosfato inorganico ocorre através da liberagao, pelas bactérias, de acidos de baixo peso
molecular que promovem a acidificacdo do meio e a substituicio dos cations ligados ao P, principalmente calcio,
ferro e aluminio, por H*. O 4cido mais frequente é o glucénico, embora outros acidos também atuem na
solubilizagdao. A solubilizagdo de fosfato organico, também chamada de mineraliza¢do, ocorre através da hidrélise
enzimatica dos substratos e consequente liberacio de Pi. Essa hidrélise ocorre através da acdo de enzimas fitases, que
degradam fitatos, e fosfatases, que atuam sobre os ésteres fosféricos (RODRiGUEZ; FRAGA, 1999; SHARMA et
al., 2013).

Estima-se que cerca de 40% das bactérias de solo possuem a capacidade de solubilizar fosfato (REIS;
DOS SANTOS TEIXEIRA; PEDRAZA, 2011), e que até 50% do total de fésforo disponivel pra as plantas provém
de bactérias solubilizadoras (VAZQUEZ et al., 2000). Ja foram identificadas bactérias solubilizadoras de fosfato i
vitro, como espécies pertencentes aos géneros Enferobacter, Serratia, Citrobacter, Protens, Klebsiella, Burkholderia, Bacillus,
Pseundomonas, Pantoea e Anthrobacter BATISTA, 2013; CHEN et al., 2006; GUPTA et al., 2012; SINGH et al., 2014,
THALLER et al., 1995). Além disso, estudos mostraram que a inocula¢do de bactérias solubilizadoras de fosfato
pertencentes aos géneros Serratia e Psendomonas promoveram o crescimento de milho (HAMEEDA et al., 2008;
VYAS; GULATI, 2009).

A fixacdo biolégica de nitrogénio (FBN) é um processo metabdlico realizado exclusivamente por alguns
grupos de bactérias e Archaea, chamados diazotréficos. Esse processo, exercido pelo complexo enzimatico
nitrogenase, possui a capacidade de fixar o nitrogénio atmosférico tornando-o acessivel para outros eucariotos
BHATTACHARYYA; JHA, 2012). A nitrogenase ¢ uma metaloenzima responsavel pela catlise da reagiao de
reducdo de Nz a amonia. A forma padrio da nitrogenase, contendo molibdénio, ¢ composta por dois componentes:
uma Fe-proteina e uma Mo-Fe-proteina (IGARASHI; SEEFELDT, 2003). Existem outros sistemas alternativos,
onde o molibdénio ¢ substituido por vanadio ou ferro (EADY, 1996).

A Fe-proteina, também chamada de dinitrogenase redutase, contém um sitio ao qual se ligam duas
moléculas MgATP, engatilhando a hidrolise deste MgATP a MgADP e a transferéncia de elétron para a Mo-Fe-
proteina. A Mo-Fe-proteina, ou dinitrogenase, ¢ heterotetramera, contendo duas cépias de dois tipos diferentes de
dominios metalicos: (i) o P-cluster, presumido como o receptor inicial do elétron transferido, e (%) o co-fator Fe-Mo,
sitio ativo onde ocorre a ligagao e redugao do N2 IGARASHI; SEEFELDT, 2003; REES; HOWARD, 2000).

A reducio do N através da nitrogenase é uma reagio energeticamente cara, sendo consumidos 16 ATPs e

oito elétrons por cada molécula reduzida (REES; HOWARD, 2000), seguindo a equagao:
Nz+8e + 16 ATP + 8 H* > 2NH; + 16 ADP + 16 P; + H»

A nitrogenase ¢ sensfvel a0 O, e a0 entrarem em contato ocorre inibicdo da atividade enzimatica e FBN,
assim as bactérias possuem estratégias para evitar esse contato (REED; TOWNSEND; CLEVELAND, 2011).

As bactérias diazotréficas simbidticas, em maior parte representada pela interacio entre bactérias do
género Rhizobinm e plantas leguminosas, sao reconhecidas pela formacao da estrutura de nédulos nas raizes, onde a

bactéria ¢é enclausurada em compartimentos de membrana dentro de células especiais (GEURTS; XIAO;
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REINHOLD-HUREK, 2016). Dentro do nédulo ¢é formado um ambiente anaerébico onde ocorre a maxima
eficiéncia de funcionamento do complexo enzimatico da nitrogenase, e a relagio de simbiose é dada através do
fornecimento de compostos organicos das plantas para as bactérias, que retribuem fornecendo Nx (FRANSSEN et
al., 1995).

Dentre as diazotroéficas de vida-livre existem espécies anaerébicas, anaerdbicas facultativas ou aerébicas e
assim habitam variados ambientes com diferentes graus de O disponivel. Para evitar o efeito negativo do Oy, estas
bactérias utilizam mecanismos como o isolamento da nitrogenase em componentes celulares onde a concentragiao de
O2 é mantida baixa, por exemplo, os heterocistos, a separacio temporal do processo de FBN e aqueles a base de O»,
como a fotossintese, ou ainda aumentando a respiragdo para reduzir os niveis de O2 (REES; HOWARD, 2000;
ROBSON; POSTGATE, 1980).

Além do Og, a alta disponibilidade de Nr também reduz a atividade da nitrogenase, ja que as diazotréficas
podem optar por assimilar o N jd disponivel ao invés de fixar N, atmosférico. A taxa de atividade da nitrogenase
aumenta conforme aumenta a disponibilidade de carbono, P e micronutrientes no solo (REES; HOWARD, 2000).

No Brasil a inoculagdo de soja com Rbizobinm consegue suprir a demanda em N desta cultura, gerando
economia de aproximadamente trés bilhdes de ddlares anuais (HUNGRIA; CAMPO; MENDES, 2007). Embora
ndo sejam capazes de suprir toda a necessidade de N de suas hospedeiras, dentre as bactérias diazotréficas que se
relacionam com gramineas podem ser citadas: Agospirillum sp. em milho (DE SALAMONE et al., 1996), arroz
(MALIK et al,, 1997) e trigo (BODDEY et al, 1986); Burkholderia spp. e Herbaspirillum seropedicae em arroz
(BALDANI; BALDANL DOBEREINER, 2000); Gluconacetobacter diazotrophicus em cana-de-agticar (SEVILLA et al,
2001); Azotobacter sp. em milho (PANDEY; SHARMA; PALNI, 1998), entre outras.

2.5.2. BPCP como fitoestimulantes

Uma das caracteristicas de promogio do crescimento de plantas por rizobacterias ¢ a capacidade de
produzir fitohormoénios, como auxina, acido giberélico e citocinina. Esses hormoénios atuam na planta promovendo
o crescimento celular e aumento da drea radicular, permitindo assim maior volume de explora¢io de solo e,
consequentemente, aumentando a absor¢do de 4dgua e nutrientes ¢ promovendo o crescimento da parte aérea
(BHATTACHARYYA; JHA, 2012).

Auxina é uma classe de fitohormoénios responsavel pela divisao, extensdo e diferenciagio das células e
tecidos vegetais. Esses compostos estimulam a formac¢io de xilema e da raiz, controlam o crescimento vegetativo,
tropismo e a florescéncia, e afetam a fotossintese, formacio de pigmentos, biossintese de varios metabdlitos e
resisténcia a estresses (GRAY; SMITH, 2005). Entre as auxinas, o 4cido indol-3-acético (AIA) é comumente
sintetizado pelas bactérias, principalmente a partir do triptofano como precursor, e pode ser assimilado pela planta
hospedeira (SPAEPEN; VANDERLEYDEN, 2011). As plantas liberam grande quantidade de triptofano em seus
exsudatos radiculares (WALKER et al., 2003) e é reportado que cerca de 80% dos microrganismos isolados de
rizosfera possuem a capacidade de sintetizar e liberar AIA no meio (PATTEN; GLICK, 1996).

As principais vias de biossintese bacteriana de AIA sdo a via indol-3-acetamida (IAM) e a via indol-3-
piruvato (IPA). Na primeira, o triptofano é convertido em IAM e entdo hidrolisado em AIA e amonia, essa via ja foi
observada em espécies do género Pseudomonas (DIMKPA et al., 2012), Erwinia MANULIS et al., 1998), Streptonzyces
(MANULIS et al., 1994), Bradyrbizobinm (SEXINE et al., 1988) e Azospirillunz (BAR; OKON, 1993; PRINSEN et al.,
1993). Na segunda o triptofano ¢ transaminado para IPA, descarboxilado a indol-3-acetaldeido (IAAld), e oxidado a
TAA, essa via estd presente em muitas bactérias benéficas como Azospirilium (COSTACURTA; KEIJERS;
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VANDERLEYDEN, 1994; PRINSEN et al, 1993), Enterobacter (RYU; PATTEN, 2008), Erwinia (BRANDI,
CLARK; LINDOW, 1996; MANULIS et al, 1998), Paenibacillss (PHI et al, 2008) e Pantvea (SERGEEVA;
HIRKALA; NELSON, 2007). Sao conhecidas ainda a via triptamina, onde o triptofano ¢é descarboxilado para
triptamina e entdo convertida a IAAld, a via indol-3-acetonitrila e a via de oxidase da cadeia lateral do triptofano,
além de vias que independem do triptofano como precursor (SPAEPEN; VANDERLEYDEN, 2011).

O etileno é um fitohormoénio gasoso essencial para o desenvolvimento e crescimento normal da planta.
Em condi¢oes de estresse, como salinidade, seca, alagamento, e patégenos, ocorre a producido acelerada e
consequente aumento do nivel endégeno deste hormonio na planta, induzindo a desfoliagdo, inibi¢ao do crescimento
e morte celular, reduzindo a performance das culturas. Sua producido ocorre a partit da oxidacio do 1-
aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) (JOHN, 1997). Algumas bactérias produzem a enzima ACC deaminase,
capaz de clivar o ACC formando alfa-cetobutirato e amonia, reduzindo o nivel deste hormoénio em sua planta
hospedeira.

A ACC deaminase se localiza dentro do citoplasma do microrganismo produtor, nio sendo secretada. A
planta, por sua vez, exsuda o ACC tornando-o disponivel para ser absorvido e hidrolisado pelas bactérias, permitindo
assim a redugdo de seu nivel no interior da planta, reduzindo a biossintese de etileno. Algumas bactérias endofiticas
sdo capazes de assimilar o ACC que se encontra dentro dos tecidos vegetais, causando a redu¢io do nivel local de
etileno (GLICK, 2005). Dentre os géneros descritos como produtores de ACC deaminase pode-se citar Bacillus (BAL
et al,, 2013; XU et al., 2014), Psendomonas HONTZEAS et al., 2005; SHAHZAD et al., 2013), Enterobacter, Rbizobinm
(HONTZEAS et al., 2005) e Burkbolderia (ONOFRE-LEMUS et al., 2009; SESSITSCH et al., 2005).

Ocorrem também bactérias com habilidade de produzir giberilina, fitohormoénio associado a divisao e
alongamento celular, como espécies do género Bacillus (GUTIERREZ-MANERO et al., 2001), Acetobacter,
Herbaspirillum (BASTIAN et al., 1998), Burkholderia (JOO et al., 2009) e Sphingomonas (KHAN et al., 2014), e
produtoras de citocinina, que regula a divisio e crescimento celular, como algumas espécies de Psendomonas (GARCIA
DE SALAMONE; HYNES; NELSON, 2001), Bacillns (ARKHIPOVA et al., 2005) e Paenibacillus (TIMMUSK et al.,
1999).

2.5.3. BPCP como biocontrole

A rizosfera ¢ habitada por diversos microrganismos que competem por espaco e metabolitos. Para se
estabelecer, e eficientemente colonizar esse nicho, a bactéria inoculada deve superar esta competicio, e, para isso,
algumas sio capazes de produzir compostos deletérios a outros organismos. Com a producgio desses compostos, as
BPCPs podem promover o controle de patégenos, beneficiando assim a planta hospedeira (BENEDUZI;
AMBROSINTI; PASSAGLIA, 2012; COMPANT; CLEMENT; SESSITSCH, 2010).

Em ambiente onde o ferro ¢ limitante, as bactérias sio capazes de secretar moléculas quelantes de ferro,
chamados sideréforos, que sequestram esse elemento tornando-o indisponivel para outros organismos. Essa
estratégia pode servir para o biocontrole, dado que fungos patogénicos produzem sideré6foros de menor afinidade
(BENEDUZI; AMBROSINI; PASSAGLIA, 2012; COMPANT et al., 2005). A absor¢do do complexo Fe-sideréforo
ocorre através de receptores de membrana especificos, porém algumas linhagens de bactérias conseguem absorver
sider6foros heterdlogos secretados por outros microrganismos (RAAIJMAKERS et al, 1995). Também
respondendo a estimulos ambientais, as bactérias sao capazes de produzir antibiéticos, moléculas organicas capazes
de matar ou reduzir o crescimento microbiano, e enzimas hidroliticas como quitinases, glucanases, proteases e lipases

(BENEDUZI; AMBROSINI; PASSAGLIA, 2012; COMPANT et al., 2005).
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Além destes mecanismos diretos de controle de patégenos, o contato com as BPCP pode engatilhar
mecanismos de defesa da planta hospedeira, causando alteragio em sua sintese de metabdlitos e estrutura da parede
celular. Componentes estruturais ou moléculas sintetizadas pela bactéria, como flagelos, proteinas, lipossacarideos e
volateis, podem ser responsaveis por este mecanismo, chamado de Inducdo de Resistencia Sistemica (ISR), que
melhora o aparato de defesa da planta contra uma posterior infecgdao por organismo patogénico (COMPANT et al.,

2005; RAMAMOORTHY, 2001).

2.6. Género Burkholderia

O género Burkholderia comporta bactérias Gram-negativas, em forma de bastonetes, podendo ou nio
apresentar flagelos, e pertencentes a subdivisao beta do filo das Proteobacterias (HOLMES; GOVAN; GOLDSTEIN,
1998). Este género foi criado em 1992, acomodando sete membros de Pseudomonas, sendo B. cepacia a espécie tipo
(YABUUCHTI et al., 1992). Atualmente o género compreende 101 espécies conhecidas (LPSN, 2016). As espécies
deste género apresentam grande versatilidade de habitat, sendo encontradas, em sua maioria, em amostras de solo
urbano e na rizosfera de plantas, onde podem ter o comportamento benéfico ou deletério, além de uma minoria de
espécies descritas como patégenos de humanos e animais (COENYE; VANDAMME, 2003). Estudos sobre a
estrutura da comunidade microbiana apontam que o género é um dos mais abundantes na endosfera da raiz de arroz
(SUN et al., 2008), rizosfera de Populus deltoides SHAKYA et al., 2013), carvalho (UROZ et al., 2010), e milho (LI et
al,, 2014; PEIFFER et al., 2013).

Algumas espécies de Burkbolderia sio descritas como patogénicas oportunistas em humanos, com
capacidade de infectar os pulmées de pacientes com alguma doenga incapacitante, como fibrose cistica ou
imunodepressdo. B. ambifaria representa uma minoria destes casos, sugerindo um papel menor como patégeno
oportunista em relagao aos outros membros (COENYE et al., 2001; DALMASTRI et al., 2003).

Atualmente o género tem atraido interesse biotecnologico devido a capacidade de promogio de
crescimento de culturas, e colonizar a rizosfera e a endosfera, aumentando assim a disponibilidade de nutrientes, e
controlando patégenos. Na biorremediagdo, as mesmas tem a capacidade em metabolizar compostos recalcitrantes.
A fixagdo de Nz ¢ conhecida no género (BONTEMPS et al., 2010; ESTRADA-DE LOS SANTOS; BUSTILLOS-
CRISTALES; CABALLERO-MELLADO, 2001), bem como a produgio de ACC deaminase (ONOFRE-LEMUS et
al,, 2009). A inoculagdo com Burkholderia também causa o aumento no nivel endégeno de giberilina, AIA e citocinina

nas plantas hospedeiras (IKANG et al., 2010; KUREPIN et al., 2015).
2.7 Género Bacillus

O género Bacillus compreende bactérias Gram-positivas, aerobicas, méveis, em forma de bastonetes, com
a capacidade de formar esporos, e produtoras de catalase. Foi descrito primeiramente por Cohn em 1872 (CLAUS;
FRITZE, 1989), e compreende atualmente 318 espécies conhecidas (LPSN, 2016). Possui ampla distribuicdo na
natureza, sendo encontrado em amostras de solo, agua, plantas e animais, e nas mais diversas condi¢bes de
temperatura, salinidade e acidez (GARDENER, 2004).

Atualmente o género tem despertado interesse devido ao potencial na formulacdo de inoculantes, dada a
capacidade em promover o crescimento de plantas como o feijoeiro (ORTiZ—CASTRO; VALENCIA-CANTERO;
LOPEZ-BUCIO, 2008), canola (GHOSH et al., 2003; SHENG, 2005), algodio (SHENG, 2005) e milho (BATISTA,
2013; EGAMBERDIYEVA, 2007), e, principalmente, a capacidade em sintetizar compostos antimicrobianos,
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podendo atuar como agente de controle de organismos fitopatogénicos como P. syringae (BAIS; FALL; VIVANCO,
2004), Fusarinm spp. (CAVAGLIERI et al., 2005), Botrytis eliptica (HUANG et al., 2005) e Ralstonia solanaceanm
(CHEN et al.,, 2013). O biocontrole est4 relacionado a producio de quitinase (HUANG et al., 2005) e lipopeptideos
(BAIS; FALL; VIVANCO, 2004; ONGENA; JACQUES, 2008). O fato de formar esporos também o torna ideal
para a formulagio, pois assim garante maior viabilidade do produto (EMMERT; HANDELSMAN, 1999).

2.8. Género Azospirillum

Agzospirillum é um género de bactérias Gram-negativas, em forma de bastdo, de vida livre, possuem
flagelos, sdo tipicamente aerébicas e nio fermentativas, e pertencem a classe alfa das Profeobacterias MEHNAZ, 2015;
REIS; DOS SANTOS TEIXEIRA; PEDRAZA, 2011). Em 1978 foram descritas as primeiras espécies deste género:
A. brasilense e A. lipofernm (TARRAND; KRIEG; DOBEREINER, 1978). Atualmente sio conhecidas dezessete
espécies (LPSN, 2016). Sdo encontradas em solos de clima tropical e subtropical, principalmente na rizosfera e raizes
de gramineas, e sio conhecidas por sua habilidade em promover o crescimento de sua planta hospedeira, através de
FBN e produ¢io de hormonios, principalmente auxina (MEHNAZ, 2015).

A FBN ¢ uma caracteristica do género, tendo sido reportado sua producio iz vitro e a presenga de genes
fixadores em diversas espécies, como A. brasilense  BROEK et al., 1992; FANI et al., 1989; KANEKO et al., 2010;
LIANG et al., 1992; MACHADO et al., 1995; MILCAMPS et al., 1996), A. irakense IKHAMMAS et al., 1989), 4.
canadense. (MEHNAZ; WESELOWSKI; LAZAROVITS, 2007), e A. oryzae (XIE; YOKOTA, 2005). Ainda ¢é
inconclusiva a capacidade da planta hospedeira em assimilar o N fixado pelo Azospirillum, com autores indicando
que a promogio de crescimento ocorra, principalmente, devido a produgio de fitohormoénios (DE SALAMONE et
al., 1996, DOBBELAERE et al., 2002). Okon, Heytler ¢ Hardy (1983) identificaram atividade de redugio de
acetileno na rizosfera de Setaria italica inoculada com A. brasilense, porém apenas 5% do NR fixado foi incorporado
pela planta, tendo sido, provavelmente, devido 2 morte e mineralizagio das células bacterianas. Por outro lado
também hd estudos mostrando que a inoculacdo com Azospirillum spp. promove o crescimento com aumento da
concentra¢io de N nos tecidos (RODRIGUES et al., 2008; SAUBIDET; FATTA; BARNEIX, 2002).

Membros do género Agospirillum também sdo capazes de produzir fitohormonios, podendo essa
caracteristica ter maior contribuicdo na promogio do crescimento de plantas do que a propria FBN (MEHNAZ,
2015). A. brasilense é capaz de produzir auxina, giberilina, citocinina, acido abscisico, etileno e reguladores de
crescimento de plantas zz vitro (COHEN; BOTTINI; PICCOLI, 2008; PERRIG et al.,, 2007; TIEN; GASKINS;
HUBBELL, 1979) e aumento no nivel endégeno de AIA e etileno em plantas inoculadas (RIBAUDO et al., 2000;
SPAEPEN et al., 2014).

A solubilizagao de fosfato ndo é comum em Azospirillum, embora exista relato de solubiliza¢do de fosfato
inorganico in vitro por A. balopraeferens (SESHADRI et al., 2000) e produ¢io de acido glucénico por algumas
linhagens de A. brasilense e A. lipoferum (RODRIGUEZ et al., 2004).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material biolégico e condi¢oes de cultivo

Para o desenvolvimento deste projeto foi utilizado o hibrido de milho DKB 390 (Monsanto), tipo duro,
que apresenta o grdo na coloragdo amarelo-alaranjado, possui ciclo precoce, alta produtividade e estabilidade
(DEKALB, 2016). As sementes foram gentilmente cedidas pelo Prof. Dr. Roberto Fritsche-Neto, docente do
Departamento de Genética da ESALQ/USP.

Como inoculantes foram utilizadas as seguintes linhagens bacterianas:

(i) Burkholderia ambifaria, linhagem RZ2MS16: isolada da rizosfera de guaranazeiro (Paullinia cupuna [(Mart.)
Ducke]) e pertencente a colegao do Laboratério de Genética de Microrganismos “Prof. Jodo Lucio de Azevedo”,
esta bactéria apresenta producio de AIA, FBN e sideréforos in witro, e resultados positivos de promogio de
crescimento de milho (BATISTA, 2013). Possui a capacidade de colonizar endofiticamente a raiz e a folha de milho e
soja (TSCHOEKE, 2016).

(i) Bacillus sp., linhagem RZ2MS9: também isolada da rizosfera de guaranazeiro e pertencente a colegao
do Laboratério de Genética de Microrganismos “Prof. Jodo Licio de Azevedo”, esta bactéria apresenta producio de
AIA, FBN, solubilizagaio de fosfato e produgdo de sideréforos 7 vitro, e resultados positivos na promogio de
crescimento de milho (BATISTA, 2013). Foi demonstrada sua capacidade de colonizar endofiticamente a raiz e a
folha de milho (dado nio publicado).

(izi) Azospirillum brasilense, linhagem Ab-v5: inoculante comercial pertencente a “Colecdo de culturas de
microrganismos multifuncionais da Embrapa Soja: bactérias diazotréficas e promotoras do crescimento de plantas”
da Embrapa Soja, Londrina, Parana, gentilmente cedida pela pesquisadora Maridngela Hungria. Apresenta FBN iz
vitro e € descrita como promotora de crescimento de milho (HUNGRIA et al., 2010). Essa bactéria também possui a
capacidade de colonizar endofiticamente a raiz e folha de milho (TSCHOEKE, 2016)

Rotineiramente, as linhagens cresceram a 28 °C em meio de cultura apropriado: Luria-Bertani (LB)
(SAMBROOK; FRITSCH; MANIATIS, 1989) para RZ2MS9 e RZ2MS16, e meio DYGS (RODRIGUES NETO;
MALAVOLTA JR; VICTOR, 1986) para Ab-v5.

3.2. Ensaio de antibiose

Inicialmente, foi realizado o ensaio de antibiose entre as linhagens RZ2MS9 e Ab-v5 para testar se ocotte
inibicdlo do crescimento de alguma das linhagens quando coinoculadas. As linhagens foram cultivadas
separadamente, em tubos de ensaio contendo 5 mL de meio DYGS, incubadas por 8 horas a 28°C e agitagdo de 180
rpm. Apds o crescimento, mediu-se a densidade éptica (DOgoonm) dos indculos por meio de espectofotémetro. Meio
de cultura DYGS + agar (12 gL.!) contendo supensio bacteriana de uma das linhagens (DOgoonm = 0,1,
aproximadamente 108 UFC.mL") foi vertido em placas de Petri. Apds solidificagdo, foram aplicados 10 pL da
suspensio bacteriana da outra linhagem (DOgo0am = 0,1, aproximadamente 108 UFC.mL!) em quatro pontos sobte o
meio. As placas foram incubadas em BOD (28°C por 24 horas) e entdo foi observada a presenca ou auséncia de halo
de inibicao.

A falta de antibiose entre as linhagens RZ2MS16 e Ab-v5 foi verificada previamente por Tschoeke (2016).
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3.3. Bacterizagdo das sementes

Para a bacterizacdo das sementes, cada linhagem foi multiplicada individualmente em tubos de ensaio
contendo 5 mL do meio de cultura apropriado, em agitacio constante de 180 rpm a 28°C por 24 horas. Em seguida,
foi medida a DOgooam deste pré-inéculo e transferida quantidade suficiente para frascos tipo erlenmeyers contendo 50
mL de meio de cultura liquido, de modo que a DOgponm inicial de todos os todos os inéculos fosse de 0,1, e
novamente levado para agitacdo de 180 rpm a 28 °C por 8 horas. Ao término do crescimento foi medida a DOgoonm
da suspensio bacteriana, e entdo diluida com agua destilada autoclavada para atingir DOgoonm = 0,6, correspondente a
aproximadamente 109 células.

As sementes foram lavadas em agua destilada, imersas em solugdo de sacarose 10% por 10 minutos,
escorridas e secas a temperatura ambiente. Apos secas, foram imersas nas suspensoes bacterianas, individuais ou em
consorcio, durante 30 minutos, e entdo semeadas. Como tratamento controle foi utilizado meio de cultura

esterilizado para inoculagdo das sementes.

3.4. Delineamento experimental

Para avaliar a capacidade das linhagens bacterianas em promover o crescimento de plantas de milho,
quando inoculadas de forma individual ou em consoércio, foi realizado um experimento em condiges de campo na
area experimental do Departamento de Genética da Escola Superior de Agricultura ‘Luiz de Queiroz’, Piracicaba,
Sio Paulo, no periodo de 09 de dezembro de 2015 a 03 de fevereiro de 2016. O experimento seguiu o delineamento
em blocos casualizados, composto por cinco blocos e seis tratamentos de inoculagio: (7) RZ2MS16, (i) coinoculagio

de RZ2MS16 e Ab-v5, (ui) Ab-v5, (iv) RZ2MS9, () coinoculacio de RZ2MS9 e Ab-v5, e (vi) controle (Figura 1).

Bloco 1 (1m) Bloco 2 (1m) Bloco 3 (1m) Bloco 4 (1m) Bloco 5

RZ2MS16 Ab-v5 RZ2MS9 + Ab-v5 RZ2MS16 RZ2MS16 + Ab-v5
Controle Controle Controle Controle Controle
RZ2MS16 + Ab-v5 RZ2MS16 + Ab-v5 RZ2MS9 RZ2MS9 RZ2MS9 + Ab-v5
Controle Controle Controle Controle Controle

Ab-v5 RZ2MS9 Ab-v5 Ab-v5 RZ2MS9

Controle Controle Controle Controle Controle

RZ2MS9 RZ2MS9 + Ab-v5 RZ2MS16 RZ2MS9 + Ab-v5 RZ2MS16

Controle Controle Controle Controle Controle
RZ2MS9 + Ab-v5 RZ2MS16 RZ2MS16 + Ab-v5 RZ2MS16 + Ab-v5 Ab-v5

Figura 1. Distribui¢io das parcelas no campo experimento de plantas de milho inoculadas com as seguintes linhagens de BPCP:
RZ2MS16; coinoculacio de RZ2MS16 e Ab-v5; Ab-v5; RZ2MS9; coinoculacio de RZ2MS9 e Ab-v5; e tratamento controle. Cada
parcela consistiu de 20 plantas, com espago de 80 cm entre as parcelas dentro de cada bloco. Entre os blocos houve um
espagamento de um metro.

Cada parcela consistiu de uma linha de 5 metros, na qual foram semeadas 25 sementes, e, apos sete dias,
feito o desbaste, restando 20 plantas por linha. O espacamento entre cada patcela foi de 80 centimetros e entre cada
bloco foi de um metro. Foi feita adubacido de base com aplicacio de 290 kg.ha! de NPK na formulacdo 8-28-16. Os

dados de temperatura e indice pluviométrico durante o periodo foram coletados no sie do Departamento de

Engenharia de Biossistemas, ESALQ, USP, ¢ estdo dispostos na Tabela 1 (ESALQ, 2016).
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Tabela 1. Temperatura média, umidade relativa média e indice de precipitacio no municipio de Piracicaba entre
os dias 09 de dezembro de 2015 e 3 de fevereiro de 2016 (ESALQ), 2016).

Periodo Temperatura Umidade relativa média Precipitagio
média (°C) (%) (mm)

9 dez - 15 dez 27,2 96,7 7,1
16 dez - 22 dez 27,0 91,2 0,6
23 dez - 29 dez 26,2 97,9 16,1
30 dez - 5 jan 27,0 97,0 6,8
6 jan - 12 jan 26,3 93,4 18,1
13 jan - 19 jan 26,4 93,0 10,2
20 jan - 26 jan 253 87,2 0,1
27 jan - 3 fev 28,3 89,8 3,0
Média do periodo 26,8 93,2 7,7

3.5. Avalia¢ao da promogao de crescimento

A avaliagio foi realizada oito semanas ap6s o plantio, com a planta no estigio de pendoamento, e
consistiu na medida das seguintes varidveis: (7) altura da planta, (#) altura até a insercdo da espiga, e (i) diametro do
colmo, medido no né abaixo da espiga. Foram avaliadas as plantas no interior da linha, sendo descartadas as das
extremidades. Para o tratamento controle, foi sorteada uma das linhas em cada bloco. A anilise de varidncia foi
realizada utilizando o software SAS, versio 9.2 (SAS INSTITUTE, 1999), ¢ a comparagio das médias utilizando o
teste de Duncan (p<0,05).

3.6. Estudo da microbiota associada ao milho

Para a analise do efeito na comunidade microbiana mediante o uso de inoculantes foram coletadas
amostras de folha e raiz, ambas aos 60 DAP. A coleta da folha consistiu de 5 cm? do ter¢o médio da segunda folha
abaixo da espiga, de trés plantas por linha, que foram homogenecizadas para formar a amostra de cada parcela. A
coleta das amostras de raiz consistiu da por¢io superior da raiz de trés plantas por linha. As rafzes foram lavadas em
agua corrente para remover a terra aderida, e homogeneizadas formando a amostra de cada parcela. Ap6s a coleta as

amostras foram identificadas e mantidas em ultrafreezer a -80°C.

3.6.1. Extragao de DNA

A extracio de DNA das folhas e raizes foi realizada utilizando o DNeasy ® Plant Mini Kit (QIAGEN),
seguindo as instru¢oes do fabricante. A analise da integridade do DNA extrafdo foi feita através de eletroforese em
gel de agarose 1%, com SYBR ® Safe (LIFE TECHNOLOGIES) 0,5 x, obsetvado sob luz UV. A quantificacio foi
feita utilizando o espectofotometro NanoDrop™ (NANODROP TECHNOLOGIES).

3.6.2. Quantificagao do gene 16S rRNA de bactérias

As analises de PCR quantitativo em tempo real (qQPCR) foram realizadas para quantificar o gene 16S
tRNA bacteriano nas amostras de raiz e folha, dos diferentes tratamentos. As reacOes foram realizadas no

termociclador IQ5 (BIORAD), utilizando o sistema SYBR Green, em volume de 25 ul. contendo 5 ng de DNA
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total, 12.5 pL do ki Platinum ® Quantitative PCR  SuperMix-UDG (INVITROGEN), e¢ 0,2 uM de cada
oligonucleotideo. Os primers utilizados foram o 534F (5° - CCA GCA GCC GCG GTA AT - 3’) e o 783R (ACC
MGG GTA TCT AAT CCK G) (RASTOGI et al., 2010). A reacio consistiu de desnaturacio inicial de 95°C por 3
min, e 40 ciclos de 95°C por 30 seg, 53°C por 30 seg e 72°C por 30 seg, com capta¢io de fluorescéncia. Ao final foi
feita uma curva de desnaturac¢io, de 37 ciclos de 30 seg, com temperatura iniciando em 72°C e aumentando 0,5°C a
cada ciclo e com captacio de fluorescéncia ao final. As reagdes ocorreram com duplicata técnica para cada uma das
repeticdes biologicas.

O numero de copias do gene nas amostras foi estimado utilizando curvas padrio geradas por diluigdes de
um produto de PCR com os primers POF27F (5’ — GAG AGT TTG ATC CTG GCT GAC - 3°) e 1378R (5 — CGG
TGT GTA CAA GGC CCG GGA ACG - 3’) (HEUER et al,, 1997) utilizando DNA de E. co/i como molde. O
produto foi quantificado em espectrofotémetro NanoDrop, e entio feito o calculo do numero de cépias do gene por
pL do produto (STAROSCIK, 2004). A partir da estimativa do nimero de cépias, foram feita dilui¢oes seriadas do
produto com 102 a 10¢ cépias, utilizadas na reacdo de qPCR em triplicata técnica. Com os dados do /gg do nimero de
copias de cada diluicdo da curva padrio e do respectivo C; foi feito o calculo da equagdo da reta, que serviu como
base para o calculo da quantidade de gene nas amostras. Os valores de C; obtidos para cada amostra foram utilizados
para determinar a quantidade absoluta da c6pia génica em cada amostra.

A comparagdo das médias dos dados gerados foi feita através do teste de Tukey (p<0,05), utilizando o

software SAS, versdao 9.2 (SAS INSTITUTE, 1999).

3.6.3. Identificagdo da comunidade microbiana através do sequenciamento do gene

ribossomal 16S rRNA

A analise da estrutura da comunidade microbiana foi realizada acessando a regido hipervariavel V6 do
gene codificador para o RNA funcional da subunidade 16S do ribossomo. Primeiramente as amostras de DNA
extraido de folhas e raizes foram amplificadas com os primers 799F (5> — AAC MGG ATT AGATACCCK G -3) e
1492R (5’ — TAC GGY TAC CTT GTT ACG ACT - 3) (CHELIUS; TRIPLETT, 2001), que amplificam o DNA
bacteriano evitando o DNA cloroplastidial. A reac¢do, em volume de 50 plL, consistiu de 50 ng de DNA, 1 x de
tampio, 2,5 mM de MgCly, 0,2 uM de cada primer, 0,2 mM de cada ANTP, 0,4 x de BSA, 2 U de Platinum ® Taq
DNA Polymerase AINVITROGEN), e dgua ultrapura para completar o volume. Como controle positivo foi utilizado
DNA de E. coli. Os produtos da reacdo foram aplicados em gel de agarose 1%, e submetidos a eletroforese de 4
V/cm por 90 minutos. Foram geradas duas bandas, uma maior cottrespondente ao 18S mitocondrial das plantas, e
uma menor correspondente ao 16S bacteriano (Figura 2). A banda menor foi excisada do gel e purificada utilizando o
GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE HEALTHCARE). Ap6s a purificagdo, este amplicon foi
utilizado como femplate em uma nova reagio, utilizando os primers 967F (5 — CGC CAA GAA GAA TAC CCT C —
3) e 1046R (5> — CGA CAG CCA TGC ANC ACC T — 3’) (SOGIN et al., 2006) adicionados de adaptadores para
sequenciamento pela plataforma lonTorrent. Além disso, o primer 967F recebeu marcagdes distintas de identificagao
compostas de cinco nucleotideos para cada uma das amostras analisadas, chamadas barcodes. A reagio de amplificacio
com estes primers ocorreu de maneira idéntica a realizada anteriormente.

Apés a amplificagdo, as amostras foram purificadas com o kit ChargeSwitch ® PCR Clean-UP Kit
(INVITROGEN), quantificadas utilizando o aparelho Qubit ® 2.0 Fluorometer (LIFE TECHNOLOGIES) e

posteriormente enviadas para sequenciamento no IonTorrenf™ Personal Genome Machine (LIFE TECHNOLOGIES),
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realizado pela equipe do Laboratério de Microbiologia Ambiental da Embrapa Meio Ambiente, Jaguariina, Sio

Paulo.

Figura 2. Gel de PCR utilizando os primers 799F e 1492R. 1- marcador molecular Ladder 1 Kb (0,2 pg.pL1)
(FERMENTAS); de 2 a 7 — DNA extraido de folha dos tratamentos 7 #, 7, iv, v e vi, respectivamente; de 8 a 13 - DNA
extraido de raiz dos tratamentos 7, 7, i, iv, v e vi, respectivamente; 14 — DNA de E. co/; 15 — amostra em branco. A seta
indica a banda correspondente ao fragmento do 16S rRNA bacteriano, de aproximadamente 735 pb, que foi excisada para
uso em sequenciamento.

3.6.4. Anadlise dos dados de sequenciamento

Inicialmente os 7eads obtidos foram analisados utilizando o software CLLC Genomics Workbench (CLCBIO),
onde as sequéncias de baixa qualidade foram deletadas. As sequéncias foram separadas por amostra, ¢ entdo a
remogdo das sequéncias referentes aos adaptadores e barcodes foi realizada. Essas sequéncias foram utilizadas para a
andlise da estrutura da comunidade microbiana, utilizando o soffware QIIME — Quantitative Insights Into Microbial Ecology
(CAPORASO et al.,, 2010). Primeiramente os reads foram agrupados em Unidades Taxonomicas Operacionais
(UTO), considerando 97% de similaridade, entio foi selecionada uma sequéncia representativa dentro de cada UTO,
que foram alinhadas utilizando a ferramenta PyNAST, e feita a classificacdo taxonomica destas utilizando o método
BLAST e o banco de dados Greengenes (DESANTIS et al., 20006). Através desta classificacido foi possivel obter os
graficos e tabelas de cada tratamento, e gerar o histograma que representa a distancia entre as amostras. A quantidade
de sequéncias foi normalizada de modo a equaliza-las entre as diferentes amostras. O nimero de UTO, e suas
respectivas sequéncias, foram computados para o cilculo do indice de diversidade de Shannon e para a estimativa da
riqueza de espécies através do indice de Chaol, e as médias comparadas através do teste de Tukey (p<0,05).

A ocorréncia de variagio na estrutura da comunidade bacteriana dos diferentes tratamento foi
determinada através de andlise de coordenadas principais (PCoA), medida através da distancia relativa entre as
amostras com base na heterogeneidade na estrutura destas. A significincia da PCoA obtida foi calculada através da

analise de variancia permutacional multivariada (PERMANOVA) utilizando o indice de Bray-Curtis.
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4. RESULTADOS

4.1. Teste de antibiose

Nio foi obsetvado efeito antagbnico no crescimento das linhagens RZ2MS9 e Ab-v5 quando
coinoculadas, mediante a auséncia de halo de inibi¢do (Figura 3A), indicando a possibilidade de uso dessas duas
bactérias de forma conjunta em um inoculante. Como esperado no controle negativo todas as linhagens inoculadas e

homogeneizadas no meio de cultura apresentaram crescimento (Figura 3B e C).

Figura 3. Teste de antibiose entre as linhagens RZ2MS9 e Ab-v5. Em (A) a linhagem RZ2MS9 inoculada sobre o meio
contendo Ab-v5 em suspensio, onde foi possivel observar o crescimento de ambas, portanto ndo havendo inibigio. Os
controles negativos sao mostrados em: (B) RZ2MS9 aplicada em meio sem bactéria e (C) meio com Ab-v5 em suspensio.

4.2. Andlise da promogao de crescimento

A altura da planta (AP), mediante inoculagio com Ab-v5 e o consércio entre RZ2MS9 e Ab-v5,
apresentaram valores que foram significativamente superiores ao valor observado no tratamento controle, 1,53 m. Ja
as inoculagées com RZ2MS16, com RZ2MS9 e a coinoculagio de RZ2MS16 com Ab-v5 nido apresentaram
diferencas significativas comparadas ao controle (Figura 4A).

Quanto a altura até a inser¢do da espiga (AE), ndo houve diferenca significativa quando os tratamentos
foram defrontados com o controle, porém a AE das plantas inoculadas com o consércio de RZ2ZMS9 e Ab-v5 foi
significativamente superior aos tratamentos RZ2MS16, RZ2MS16 + Ab-v5, e Ab-v5 (Figura 4B).

Analisando o didmetro do colmo (DC) o tratamento RZ2MS9 + Ab-v5 foi o tunico a diferir
significativamente do controle. Os tratamentos RZ2MS16, Ab-v5 ¢ RZ2MS9 apresentaram ligeiro aumento em

relacdo ao controle, porém nio estatisticamente significativo (Figura 4C).
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Figura 4. Efeito da inoculagdo bacteriana na promogdo de crescimento de milho. As bactérias inoculadas foram:
RZ2MS16; coinoculagio de RZ2MS16 e Ab-v5; Ab-v5; RZ2MS9; coinoculagio de RZ2MS9 e Ab-v5; e tratamento
controle. Os caracteres avaliados foram altura da planta (A), altura até a inser¢do da espiga (B), e didmetro do colmo
(C). Os valores indicam a média de cinco parcelas, e a barra o erro padrio entre elas. Médias com letras diferentes
diferem segundo o teste de Duncan (p<0,05).
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4.3. Efeito da inoculagdo na comunidade bacteriana associada ao milho

Através da qPCR foi realizada a quantificagdo da comunidade bacteriana associada a raiz e folha de milho
mediante diferentes inoculantes. O valor médio de eficiéncia da amplificacdo (E) foi de 0,85 e a regressio logatitmica
obtida na curva padrao foi sempre superior a 0,99.

A inocula¢io das BPCP nio alterou a densidade microbiana em nenhum dos tecidos (Figura 5). Quando
comparados os dois tecidos, independente da inoculacio, observa-se diferenca entre eles, observa-se que a raiz (0,82)
possui maior quantidade de cépias génicas bacterianas do que a folha (0,73), valor significativo considerando o teste

de Tukey ao nivel de 5% de significancia (Tabela 2).
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Log do nimero de copias/ng de DNA total

Figura 5. Densidade da comunidade bacteriana associada a folha e a raiz de plantas de milho inoculadas com
diferentes linhagens de bactérias promotoras de crescimento: RZ2MS16; coinoculagio de RZ2MS16 e Ab-v5;
Ab-v5; RZ2MS9; coinoculagio de RZ2MS9 e Ab-v5; e tratamento controle. Os valores indicam a média, em
Logio, de cinco repeti¢des bioldgicas e duas repeticdes técnicas, e as barras indicam o erro padrao entre as

repeticbes. Médias com letras diferentes diferem segundo o teste de Tukey (p<0,05).

Tabela 2. Densidade da comunidade microbiana, obtida através de qPCR, estimativa de riqueza de UTO e indice de diversidade,
obtidos através da andlise de sequéncias, considerando raiz e folha de milho, independente de inoculacdo. Médias com letras
diferentes diferem segundo o teste de Tukey (p<0,05).

Estimativa de riqueza de Indice de
Nicho Log do n° de copias/ng UTO Diversidade
de DNA total Chaol Shannon (H')
Folha 0,73 (+ 0,02) B 2121,90 (+ 66,55) B 485 (+0,12) B
Raiz 0,82 (£ 0,04) A 4004,48 (+ 154,59) A 6,64 (£ 0,20) A

Além disso, a riqueza e a diversidade das comunidades microbianas de cada amostra foram calculadas a
pattir dos reads gerados pelo sequenciamento. A inocula¢io nio produziu diferenga significativa nestas duas vatidveis,

em nenhum dos tecidos (Tabela 3). Comparando a comunidade microbiana dos diferentes nichos, independente de
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inoculagio, percebe-se que a raiz possui maiores médias de riqueza (4004,5) e diversidade (6,64) que a folha (2121,9 ¢

4,85, respectivamente), considerando o teste de Tukey (p<0,05) (Tabela 2).

Tabela 3. Estimativa de riqueza de UTO e indice de diversidade de amostras de folha e raiz de plantas de milho
inoculadas com as linhagens de BPCP: RZ2MS16; coinoculagio de RZ2MS16 e Ab-v5; Ab-v5; RZ2MS9; coinoculagio de
RZ2MS9 e Ab-v5. Estes indices foram calculados a partir da analise de sequéncias geradas pela plataforma lon Torrent no
software QIIME.

Estimativa de riqueza de Indice de
Nicho Tratamento UTo Diversidade ICE(%)?
Chaol Shannon (H')
RZ2MS16 2024,45 (* 183,49) 4,49 (£ 0,37) 91,00
RZ2MS16 + Ab-v5 2252,23 (£ 182,85) 5,13 (£ 0,34) 90,22
Folha Ab-v5 1973,71 (£ 214,90) 4,76 (£ 0,27) 91,19
RZ2MS9 2291,90 (£ 278,81) 5,28 (£ 0,21) 89,78
RZ2MS9 + Ab-v5 2123,57 (£ 131,91) 4,85 (£ 0,37) 90,73
Controle 2099,54 (£ 141,64) 4,70 (£ 0,33) 91,18
RZ2MS16 3564,72 (* 758,51) 6,00 (x 1,06) 84,38
RZ2MS16 + Ab-v5 3599,37 (* 398,47) 06,48 (x 0,44) 83,75
Rai Ab-v5 4150,22 (£ 255,18) 7,31 (£ 0,28) 81,05
RZ2MS9 4551,35 (£ 368,00) 6,81 (£ 0,28) 81,25
RZ2MS9 + Ab-v5 3920,52 (* 199,74) 6,74 (£ 0,55) 82,91
Controle 4240,70 (£ 224,00) 6,52 (£ 0,34) 82,54

alndice de cobertura estimada
4.4, Analise taxondmica dos grupos de bactéria

A classificacio taxondémica das sequéncias de 16S rRNA bacteriano foi realizada a partir do
sequenciamento de larga escala utilizando a plataforma Ion Torrent. Foi gerado um total de 1.868.374 reads, dos quais
1.448.574 se mostraram com alta qualidade, apés processo de limpeza. Apds processo de rarificacdo, foram
consideradas 5280 sequéncias por amostra, que foram distribuidas em uma média de 980 UTO por amostra (minimo
de 523 ¢ maximo de 1632), hospedando sequéncias com similaridade minima de 97%. Apesar de as amostras terem

sido extraidas de tecidos vegetais, ndo houve contaminacdo por sequéncias cloroplastidiais.
4.4.1. Comparacgao entre os diferentes tecidos vegetais

Primeiramente foram comparadas as comunidades bacterianas associadas aos dois tecidos em estudo,
independente do tratamento de inoculagdo. A PCoA construida com base na beta diversidade mostrou agrupamento
das amostras associadas a cada nicho e separagio entre elas, demonstrando que existe diferenca nas estruturas das
comunidades bacterianas associadas a cada um dos tecidos, indicado a distribui¢iao dos perfis de acordo com o nicho
analisado (Figura 6). A andlise realizada explica 80,97% da variagdo entre os nichos, explicando 53,67, 23,21 e 4,09%
nas PC1, PC2 e PC3, respectivamente. A analise de PERMANOVA mostra que a diferenca observada ¢é significativa
ap = 0,001
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Figura 6. Anilise de coordenadas principais (PCoA) do petfil de UTOs para os dois nichos
analisados: folha e raiz, gerada pelo soffware QIIME. Observa-se variagio da distribui¢io das UTOs,
com os eixos (coordenadas principais) explicando 80,97%. A andlise de PERMANOVA foi

significativa, com p = 0,001.

Ao nivel de classes, observa-se nas raizes maior abundancia de Besaproteobacterias, Gammaproteobacteria,
Actinobacteria e Alphaproteobacteria, com participacio de 54,01, 24,75, 4,24, ¢ 3,41%, respectivamente. Ja nas amostras
de folhas, observa-se maior abundancia das classes Gammaproteobacteria, Actinobacteria, Cytophagia e Alphaproteobacteria,
com participa¢do de 50,85, 18,96, 10,91 e 9,60%, respectivamente. Quando comparado os diferentes nichos nota-se
que a folha apresentou redugdo na abundincia de Befaproteobactéria (de 54,01% para 1,00%), Deltaproteobacteria (de
0,67% para 0,05%), Sphingobacteria (de 0,82% para 0,23%), Thermoleophilia (de 0,30% para 0,04%), e Bacilli (1,69% para
0,37%), enquanto que a abundancia dos filos Gammaproteobacteria, Actinobacteria, Cytophagia (de 1,69% para 10,91%) e
Alphaproteobacteria foram enriquecidos (Figura 7).
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Figura 7. Perfil de abundancia relativa de classes bacterianas em tecidos de folha e raiz de milho. O grafico foi construido no
software Microsoft Excel® a partir da abundéncia de cada classe, obtida através do soffware QIIME a partir de dados de UTO
normalizados. Classes com abundancia menor que 0,15%, considerando os dois nichos, foram agrupadas.

4.4.2. Impacto da inoculagdo de BPCP na estrutura da comunidade microbiana

associada a raiz

Quando analisado o efeito da inoculacio das BPCP na estrutura da comunidade microbiana associada 2a
raiz das plantas de milho percebe-se que ndo houve diferencas significativas, ja que ndo foi observada separacio clara
dos tratamentos no grafico de PCoA (Figura 8), ¢ devido ao alto valor de PERMANOVA (p = 0,545). A distribui¢do
de classes bacterianas sugere que a inocula¢io de RZ2MS16 e a coinoculagio de RZ2MS16 com Ab-v5 foram os
tratamentos que mostraram maior diferenca na estrutura da comunidade bacteriana associada a raiz quando
comparados ao tratamento controle, enquanto que 0s outros tratamentos mostraram diferencgas mais sutis (Figura 9).
O tratamento controle apresentou as seguintes participagdes de cada um das classes na composi¢io da comunidade
bacteriana: Betaproteobacteria (68,70%), Gammaproteobacteria (13,04%), Actinobacteria (2,82%), Alphaproteobacteria (2,61%),
Cytgphagia (1,57%) e Bacilli (1,12%). Quando comparado ao controle, o tratamento RZ2MS16 mostrou maior
abundancia de Gammaproteobacteria (47,72%) e Actinobacteria (6,18%), enquanto que apresentou menor abundancia da
classe Betaproteobacteria  (31,25%). A coinoculacio de RZ2MS16 e Ab-v5 mostrou maior abundancia de
Gammaproteobacteria (40,90%) e Actinobacteria (5,62%), e menor abundancia de Betaproteobacteria (37,81%). Os demais
tratamentos mostraram leves diferencas em relagiao ao controle. A inoculagio de Ab-v5 apresentou leve aumento na
abundancia de Aphaproteobacteria (4,38%) e Actinobacteria (3,70%), e leve reducdo de Betaproteobacteria (61,55%). A
inoculacio com RZ2MS9 apresentou aumento na abundancia de _Apbaproteobacteria (3,92%), Actinobacteria (3,63%),

Cytophagia (2,38%) e Bacilli (2,31%), e uma leve reducio de Betaproteobacteria (62,05%). A coinoculagdo de RZ2MS9 e
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Ab-v5 causou um leve aumento na abundancia de Gammaproteobacteria (16,77%), Actinobacteria (3,49%) e

Alphaproteobacteria (3,08%), e reducio de Betaproteobacteria (62,87%).
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Figura 8. Analise de coordenadas principais (PCoA) do perfil de UTOs na raiz, mediante a inoculagio de diferentes
linhagens de BPCP: RZ2MS16; coinoculagio de RZ2MS16 e Ab-v5; Ab-v5; RZ2MS9; coinoculacdo de RZ2MS9 e
Ab-v5; e tratamento controle. A PCoA foi gerada pelo software QIIME. Nio foi observada variagdo significativa da
distribui¢ao das UTOs, com analise de PERMANOVA de p = 0,545.
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Figura 9. Perfil da abundancia relativa de classes bacterianas associadas a raiz, mediante a inoculagio de diferentes linhagens de
BPCP: RZ2MS16; coinoculagio de RZ2MS16 e Ab-v5; Ab-v5; RZ2MS9; coinoculagio de RZ2MS9 e Ab-v5; e tratamento
controle. O grifico foi construido no software Microsoft Excel® a partir da abundancia de cada classe, obtida através do soffware
QIIME a pattir de dados de UT'O normalizados. Classes com abundancia menor que 0,25%, considerando todos os tratamentos,
foram agrupadas.
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4.4.3. Impacto da inoculagdo de BPCP na estrutura da comunidade microbiana

associada a folha

Pela analise de PCoA, observa-se que a inoculacio de BPCP foi capaz de modular a estrutura da
comunidade microbiana associada a folha, principalmente o tratamento RZ2MS9 + Ab-v5, que apresentou menor
sobreposi¢do com os outros tratamentos. A analise realizada explica 39,51% da variagdo entre os tratamentos, com
16,15, 12,35 e 11,01% nas PC1, PC2 e PC3, respectivamente, ¢ a analise de PERMANOVA mostra que a diferenca
observada ¢ significativa a p = 0,025 (Figura 10).
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Figura 10 — Analise de coordenadas principais (PCoA) do perfil de UTOs na folha, mediante a inoculacio de
diferentes linhagens de BPCP: RZ2MS16; coinoculagio de RZ2MS16 e Ab-v5; Ab-v5; RZ2MS9; coinoculacio de
RZ2MS9 e Ab-v5; e tratamento controle. A PCoA foi gerada pelo soffware QIIME. Observa-se variagio da
distribui¢do das UTOs, com os eixos (coordenadas principais) explicando 39,51%. A analise de PERMANOVA foi
significativa, com p = 0,025.

Mediante a distribuicio de classes bacterianas, percebe-se que a inoculagdo com RZ2MS16 foi o
tratamento que apresentou maior diferenca na estrutura da comunidade bacteriana associada a folha quando
comparado ao controle, enquanto que os outros tratamentos mostraram diferencas mais sutis (Figura 11). O
tratamento controle apresentou as seguintes participacoes de cada um das classes na composicdo da comunidade
bacteriana: Gammaproteobacteria (48,20%), Actinobacteria (20,40%), Cytophagia (13,02%), Alphaproteobacteria (9,47%),
Sphingobacteria (0,19%) e Bacilli (0,04%). Quando comparado ao controle, o tratamento RZ2MS16 mostrou maior
abundancia de Gammaproteobacteria (62,07%) e Bacilli (0,39%), e menor abundancia das classes Actinobacteria (31,25%) e
Cytophagia (5,89%). A coinoculagido de RZ2MS16 e Ab-v5 mostrou maior abundéncia de Aphaproteobacteria (12,82%)
e Bacilli (0,27%) e menor abundancia de Cyfophagia (8,76%). A inoculagio de Ab-v5 apresentou aumento na
abundancia de Baci/li (0,29%) e leve reducio de Cytophagia (10,85%). A inoculacio com RZ2MS9 apresentou aumento
na abundancia de Alphaproteobacteria (11,19%) e Bacilli (0,67%), e uma leve reducio de Gammaproteobacteria (43,38%). A
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coinoculag¢ao de RZ2MS9 e Ab-v5 causou aumento na abundancia de Sphingobacteria (0,70%) e Bacilli (0,56%), e
reducdo de Apbaproteobacteria (5,85%).
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Figura 11. Perfil da abundancia relativa de classes bacterianas associadas a folha, mediante a inoculagio de diferentes linhagens de
BPCP: RZ2MS16; coinoculagio de RZ2MS16 e Ab-v5; Ab-v5; RZ2MS9; coinoculagio de RZ2MS9 e Ab-v5; e tratamento
controle. O grifico foi construido no sgfiware Microsoft Excel® a partir da abundancia de cada classe, obtida através do software
QIIME a partir de dados de UTO normalizados. Classes com abundincia menor que 0,20%, considerando todos os tratamentos,
foram agrupadas.

Ao nfvel de familias, a comunidade bacteriana da folha do tratamento controle apresentou maior
abundancia de Pseudomonadaceae (53,42%), Microbacteriaceae (23,02%), Aurantimonadaceae (8,07%), Sphingomonadaceae
(1,43%), Methylobacteriaceae (1,28%), Xanthomonadaceae (1,14%), Kineosporiaceae (0,65%) e Comamonadaceae (0,54%), além
de outras familias com abundancia relativa menor que 0,50%. Todos os tratamentos de inoculagio apresentaram
alguma diferenca na estrutura quando comparados ao controle. A inoculagdio com RZ2MS16 apresentou aumento na
abundéncia das familias Pseudomonadaceae (65,61%) e Kineosporiaceae (2,15%), enquanto que houve redugio nas familias
Microbacteriaceae (12,42%), Methylobacteriaceae (0,46%), Xanthomonadaceae (0,14%) e Sphingobacteriaceae (0,09% contra
0,23% no tratamento controle). A coinoculagdo de RZ2MS16 e Ab-v5 apresentou aumento em Aurantimonadaceae
(10,72%), Kineosporiaceae (2,55%) e Paenibacillus (0,12% contra 0,00% no tratamento controle), e redugio em
Xanthomonadaceae (0,35%) e Rbizobiaceae (0,07% contra 0,13% no tratamento controle). O tratamento Ab-v5
apresentou maior abundancia da familia Kineosporiaceae (1,68%) enquanto que as familias Methylobacteriaceae (0,43%) e
Xanthomonadaceae (0,16%) apresentaram redugio. O tratamento RZ2MS9 apresentou maior abundancia das familias
Sphingomonadaceae (2,54%), Kineosporiaceae (1,37%), Acetobacteraceae (2,59% contra 0,04% no tratamento controle),
Neisseriaceae (0,46% contra 0,02%), Beutenbergiaceae (0,31% contra 0,01%) e Paenibacillus (0,56% contra 0,00%),
enquanto que houve reduc¢do na abundancia de Xanthomonadaceae (0,16%). A coinoculagio de RZ2MS9 e Ab-v5
apresentou aumento na abundéncia das familias Psesdomonadaceae (61,63%), Kineosporiaceae (3,35%), Sphingobacteriaceae

(0,82%), Beutenbergiaceae (0,58%) e Leuconostocaceae (0,39% contra 0,00%), enquanto que as familias Microbacteriaceae
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16,13%), Aurantimonadaceae (5,17%), Sphingomonadaceae (0,98%), Methylobacteriaceae (0,41%) e Xanthomonadaceae (0,17%
 phing 7).

apresentaram redugdo (Figura 12).
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Figura 12. Perfil da abundancia relativa de familias bacterianas associadas a folha, mediante a inoculagao de diferentes linhagens
de BPCP: RZ2MS16; coinoculagio de RZ2MS16 e Ab-v5; Ab-v5; RZ2MS9; coinoculagio de RZ2MS9 e Ab-v5; e tratamento
controle. O grafico foi construido no sofware Microsoft Excel® a pattir da abundancia de cada classe, obtida através do software
QIIME a pattir de dados de UTO normalizados. Familias com abundancia menor que 0,15%, considerando todos os tratamentos,
foram agrupadas.
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5. DISCUSSAO

No atual cenario de preocupacio com a sustentabilidade da atividade de producio agricola, tém sido
realizados esfor¢os na pesquisa por soluces biotecnolégicas que possam reduzir o consumo de insumos quimicos
como fertilizantes e defensivos, reduzindo possiveis danos ambientais e socioeconémicos. As bactérias promotoras
de crescimento de plantas surgem como potenciais solugbes, devido a capacidade em estimular o crescimento das
plantas, aumentar a disponibilidade de nutrientes no solo e em controlar potenciais organismos patogénicos
(BENEDUZI; AMBROSINI; PASSAGLIA, 2012; BHATTACHARYYA; JHA, 2012; COMPANT; CLEMENT;
SESSITSCH, 2010; DOBBELAERE; VANDERLEYDEN; OKON, 2003; KLOEPPER; SCHROTH, 1981).
Géneros como Azospirillum, Bacillus e Burkholderia estao frequentemente associados a promogdo do crescimento de
suas plantas hospedeiras, através da habilidade de colonizar a rizosfera de diversos tipos de culturas, e atuagdo como
fixadores de nitrogénio, solubilizadores de fosfato, produtores de fitohorménios e controle de patégenos (BAIS;
FALL; VIVANCO, 2004; DOBBELAERE et al, 2002; ESTRADA-DE LOS SANTOS; BUSTILLOS-
CRISTALES; CABALLERO-MELLADO, 2001; KUREPIN et al, 2015; MCSPADDEN GARDENER, 2004;
MEHNAZ, 2015; OKON; HEYTLER; HARDY, 1983; ONOFRE-LEMUS et al, 2009; ORTIZ-CASTRO;
VALENCIA-CANTERO; LOPEZ-BUCIO, 2008; RODRIGUEZ et al., 2004; SESHADRI et al., 2000).

No presente trabalho, primeiramente, foi determinado, através de ensaio de antibiose, a compatibilidade
entre as linhagens RZ2MS9 e Ab-v5, possibilitando a inocula¢io dessas bactérias de forma consorciada nas sementes.
Quando no desenvolvimento de um inoculante composto por mais de uma linhagem bacteriana é essencial que haja
compatibilidade entre as bactérias que constituem sua formula¢do, de modo que uma nio influencie negativamente
no crescimento da outra e assim ocorra a resposta esperada pela inoculagiao (JESUS, 2013). Tschoeke (20106), através
de ensaio de antibiose, observou compatibilidade da linhagem RZ2MS16 com as linhagens de A. brasilense Ab-v5 e
Ab-v0, além de outras duas linhagens de B. japonicum.

Procedeu-se entdo com o ensaio de promogdo de crescimento, e foi observado que a inoculagio de
sementes com a linhagem Ab-v5 causou incremento na altura de plantas de milho em condi¢des de campo, ¢ a
coinocula¢ido de Ab-v5 com a linhagem RZ2MS9, além do incremento em altura, promoveu aumento no diametro
das plantas. Muitos trabalhos tém relatado incrementos em altura e massa seca de plantas inoculadas com linhagens
pertencentes a estes géneros. Dobbelaere et al. (2002) observaram estimulo no desenvolvimento da raiz e da parte
aérea de plantas de trigo inoculadas com A. brasilense, e de plantas de milho inoculadas com _A. irakense,
principalmente no estagio inicial de desenvolvimento das plantas. Saubidet, Fatta e Barneix (2002) obsetrvaram o
aumento na biomassa da parte aérea de plantas de milho inoculadas com 4. brasilense. Hungria et al. (2010)
observaram incrementos entre 9 e 18% na produtividade de trigo e entre 16 ¢ 30% em milho inoculados com
diferentes linhagens de .A. brasilense em condicoes de campo. Hafeez et al. (2006) observaram aumento na biomassa e
comprimento de raiz de plantas de trigo inoculadas com Bacillus pumilus. Adesemoye, Torbert e Kloepper (2009)
obtiveram incremento de altura, producao e biomassa seca de tomate inoculado com Bacillus spp. Esses trabalhos
corroboram com os dados obtidos no presente estudo, onde foi observado incremento de 3% na altura do milho,
quando inoculado com Ab-v5, e de 3% na altura e 9% no didmetro do colmo, quando as linhagens RZ2MS9 e Ab-v5
foram coinoculadas, o que deve refletir, provavelmente, em uma maior produgao de graos.

O género Burkholderia também ¢é apontado como capaz de promover o crescimento de milho (SINGH;
MALIK; SINGH, 2013; YOUNG et al., 2013). Embora ndo tenha sido observada promogdo de crescimento nos

tratamentos onde foi utilizada a B. ambifaria RZ2MS106, essa linhagem foi capaz de promover o aumento de biomassa
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de plantas de milho e soja em experimentos anteriores (BATISTA, 2013; TSCHOEKE, 2016). A dificuldade em se
estudar BPCP estd na reprodutibilidade de resultados e na influéncia de varios fatores como as condi¢des ambientais
e o genotipo da planta hospedeira na resposta da planta a inoculagio (BHATTACHARYYA; JHA, 2012). Este foi o
primeiro experimento em nivel de campo utilizando as linhagens RZ2MS9 e RZ2MS16, e por se tratar de um estudo
em estado inicial outros testes devem ser feitos para aperfeicoar o processo de inoculagdo, a fim de se obter
resultados mais consistentes.

Interessantemente, foi observado que a coinoculagdo das linhagens RZ2MS9 e Ab-v5 produziu melhores
resultados que a inoculacdo individual das mesmas. Em leguminosas ja foi descrita a interagdo sinérgica entre
Bradyrhizobinm ou Rhizobium quando coinoculados com linhagens de BPCP. Molla et al. (2001) observaram que a
coinoculacio de Bradyrhizobium e Azospirillum em sementes de soja foi capaz de estimular o desenvolvimento da raiz e
a nodulacio, Hungria, Nogueira e Araujo (2015) observaram aumento na producio de sementes em soja inoculadas
com estes mesmos géneros bacterianos. A inoculacio de feijio com Rhizobium e Paenibacillus aumentou a eficiéncia da
fixacdo de nitrogénio pela planta, além de estimular a nodulacio (FIGUEIREDO et al., 2008). Como as BPCP tem a
capacidade de estimular o desenvolvimento de raizes laterais, ocorre aumento do nimero de potenciais locais para
infec¢iio por Rhizobium, e como resultado mais nédulos sdo desenvolvidos (ANDREEVA; REDKINA; IZMAILOV,
1993).

Em plantas nio-leguminosas a coinoculagio de BPCP também tem mostrado resultados positivos. Saber,
Pirdashti e Esmaeili (2012) utilizando uma combinac¢do de inoculantes comerciais com caracteristicas de FBN (B.
subtilis, P. flnorecens e Azospirillum spp.) e solubilizagdo de fosfato (B. lntus e P. putida) em milho, obteve maior nimero
de grio por espiga, numero de perfilhos e comprimento da raiz, quando comparada a inoculagdao de apenas um dos
inoculantes. Cassan et al. (2009) observaram que a coinoculacdo de A. brasilense e B. japonicum em milho foi
responsavel por aumento do comprimento e massa seca da parte aérea, ¢ aumento da massa seca da raiz quando
comparada a inocula¢io de apenas uma das linhagens ou auséncia de inoculagdo. Espera-se, em etapa posterior a este
projeto, avaliar a producdo de grios da cultura mediante a inoculagio das linhagens bacterianas utilizadas neste
trabalho: RZ2MS16; consorcio entre RZ2MS16 e Ab-v5; Ab-v5; RZ2MS9; e consorcio entre RZ2MS9 e Ab-v5.

A promogio de crescimento causado pela coinoculacio de diferentes bactérias pode estar relacionada a
diversidade de mecanismos que possa ocorrer, realizado pelas diferentes bactérias. A linhagem A. brasilense Ab-v5 é
descrita como FBN, e produtora de AIA (HUNGRIA et al.,, 2010), enquanto que a linhagem Bacillus sp. RZ2MS9 ¢é
descrita como produtora de AIA, solubilizadora de fosfato e produtora de sideréforos (BATISTA, 2013). Outro
fator que pode estar relacionado a promocio de crescimento ¢ a alteragdo do microbioma da planta, causada pela
adicdo de linhagens bacterianas exégenas na cultura, que podem promover a alteragdo do ambiente diretamente,
através de suas atividades metabdlicas, ou indiretamente, influenciando nos compostos liberados pelas plantas
hospedeiras, assim favorecendo o desenvolvimento de determinadas espécies bacterianas em detrimento a outras
(CASTRO-SOWINSKI et al., 2007). O microbioma possui grande influéncia em fatores ligados ao crescimento e
desenvolvimento das plantas, e também na manuteng¢ao de sua sanidade (MENDES; GARBEVA; RAAIJMAKERS,
2013).

Através do sequenciamento do fragmento 16S tRNA do DNA extraido das raizes e folhas de plantas de
milho, foi realizada a anélise da estrutura da comunidade microbiana associada a estes nichos, e constatado diferencas
estruturais entre elas. Primeiramente a riqueza, diversidade e abundincia de espécies associadas a raiz foram
significativamente maiores quando comparado com a comunidade associada a folha. O ambiente associado a raiz,

compreendendo a endosfera, camada epifitica e solo rizosférico, é rico em nutrientes, contendo uma variedade de
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compostos organicos exsudados pela planta, que atuam como fonte de carboidratos e nitrogénio para a microbiota
associada (WALKER et al., 2003). Além disso, possui maior estabilidade, estando sujeito a menor variagio do
ambiente, assim favorecendo o crescimento e a variedade bacteriana neste nicho, o que explica a maior diversidade e
abundancia encontrada (TURNER; JAMES; POOLE, 2013). Por outro lado, o ambiente filosférico, compreendendo
superficie foliar e camada endofitica, é pobre em nutrientes, geralmente contendo aminodcidos e agucares mais
simples, além de ser mais dinamico, envolvendo grandes mudancas de temperatura, umidade e radiacdo através do
dia, o que limita o desenvolvimento da comunidade bacteriana (VORHOLT, 2012). A abundancia e diversidade
endofitica é geralmente menor na filosfera quando comparada a raiz (MONTEIRO et al.,, 2012), o que vai ao
encontro de nosso resultado.

Quando analisada a comunidade bacteriana associada a raiz, foi obsetvada maior abundancia do filo
Proteobacteria, em grande parte representada pelas classes Beta-, Gamma- e Alphaproteobacteria, uma pequena participacao
das classes Actinobacteria, Cytophagia e Bacilli, além de outras classes com menor patticipacido. O filo Profeohacteria
geralmente apresenta dominio sobre este nicho, principalmente as classes .4/fa- ¢ Befa-, devido a assimilar de maneira
mais eficiente os exsudatos e por apresentar crescimento acelerado (PHILIPPOT et al., 2013), além disso, outros
estudos semelhantes em diferentes culturas notaram o enriquecimento deste filo associado a este nicho. Li et al
(2014) analisando dados de sequéncia de solo rizosférico de milho, encontraram maior abundancia de Prozeobacteria,
em especial a classe Befa- que correspondeu a 25,27% do total de sequéncias, além de participagao das classes
Actinobacteria e Sphingobacteria na composicdo. Sun et al. (2008) notaram maior abundéncia de Beta-, Gamma- ¢
Alphaproteobacteria em raiz de arroz, representando 27,08, 25,00 e 12,49% das sequéncias identificadas. Knief et al.
(2012) analisando a rizosfera de arroz encontraram maior abundéncia das classes A/fa-, Beta- ¢ Deltaproteobacteria,
representando 14,0, 16,6 e 10,6% das sequéncias, respectivamente, além destas, as classes Actinobacteria, com 8,5%, e
Chloroflexz, com 4,6%, também tiveram representagdo. Bodenhausen, Horton e Bergelson (2013) analisando a
comunidade bacteriana associada a raiz de arabidopsis, notaram grande abundancia de Actinobacteria, seguida por
Proteobacteria e Bacteriodetes.

A folha apresentou diferenga na composi¢ao de sua comunidade microbiana quando comparada a raiz.
Embora tenha também apresentado dominio do filo Proteobacteria, houve divergéncia na abundincia de cada classe
quando comparado a rizosfera, com Gammaproteobacteria apresentando maior abundancia, seguida de
Alphaproteobacteria, e Betaproteobacteria tendo uma pequena participagio. Também foi notado o enriquecimento das
classes Actinobacteria ¢ Cytophagia. Os filos Proteobacteria, Actinobacteria ¢ Bacteroidetes geralmente dominam o ambiente
endofitico das plantas, se apresentando como os filos mais abundantes tanto na rizosfera quanto na filosfera
(PEIFFER et al,, 2013; SHAKYA et al., 2013; UROZ et al., 2010). A abundancia de Gammaproteobacteria na folha esta
diretamente relacionada com o grande numero de sequéncias da familia Psexdomonadaceae, que geralmente sio
enriquecidas na camada epifitica desse tecido (BODENHAUSEN; HORTON; BERGELSON, 2013).

Outros estudos também tém reportado o predominio do filo Profecbacteria em folhas. Lopez-Velasco et al.
(2013) notaram predominio de Proteobacteria associada a folha de espinafre, principalmente da classe Gamma-.
Romero, Matina e Pieckenstain (2014) reportaram predominio de Profeobacteria em folhas de tomate, principalmente a
classe Gamma- e em menor parte a classe ~A/pha-. Bodenhausen, Horton e Bergelson (2013) observaram predominio
de Proteobacteria, principalmente da classe A/pha- na camada endofitica de folha de arabidopsis, com enriquecimento
de Gammaproteobacteria na camada epifitica das plantas, além de participacio consideravel de Actinobacteria. Knief et al.

(2012) demonstraram predominio de Afpbaproteobactéria e Actinobactéria na folha de arroz.
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A wvariacio da comunidade microbiana associada as plantas pode causar profundos impactos no
crescimento e saide de suas hospedeiras (LINDOW; BRANDL, 2003). Neste trabalho objetivamos avaliar se a
inoculacdo com diferentes linhagens de BPCP é capaz de modular a comunidade associada a raiz e a folha de plantas
de milho. A inoculagdo com linhagens de BPCP pode promover alteracdes nos compostos exsudatos pelas raizes
(HEULIN; GUCKERT; BALANDREAU, 1987, LEE; GASKINS, 1982), ¢ assim causar mudancas estruturais na
comunidade rizosférica. Através da analise de PCoA foi descartada a hipétese de alteragdo na comunidade bacteriana
causado pela inoculagdo de diferentes linhagens de BPCP. Herschkovitz et al. (2005) também nao encontraram
diferengas na estrutura da comunidade rizosférica de milho, causado pela inoculacdo com Azospirillum brasilense.
Correa et al. (2007) através da inoculagdo de duas cultivares de tomate com A. brasilense, reportaram que houve
alteracdo na estrutura da comunidade microbiana associada a raiz de uma das cultivares, indicando que a alteragdo na
estrutura esteja ligada também ao genétipo da planta hospedeira. Além disso, estes pesquisadores observaram
diferencas metabdlicas entre as plantas inoculadas e nido inoculadas das duas cultivares, constatando que a alteragao
causada pelo inoculante pode estar no nivel fenotipico e nio no genotipico.

A analise de PCoA da comunidade filosférica mostrou que as diferentes inoculagées foram capazes de
modular a estrutura destes nichos. A inoculagio de BPCP também ¢ capaz de regular os nutrientes contidos na
filosfera e como estes nutrientes regulam a microbiota associada pode ocorrer alteragdo na comunidade deste nicho
(TURNER; JAMES; POOLE, 2013). Correa et al. (2007) reportaram que a inoculacdo com A. brasilense foi capaz de
modular genotipicamente e metabolicamente a comunidade da filosfera de plantas de tomate. A inoculaciao de
Bacillus thurigiensis em pimenta foi capaz de modular a estrutura da filosfera, enriquecendo a classe Gammaproteobactera
e reduzindo Firmicutes, quando comparado ao tratamento sem inoculacdo (ZHANG et al., 2008). Por outro lado a
inocula¢io de Azospirillum ndo causou alteracio na filosfera de arroz irrigado (PEDRAZA et al., 2009).

Como foi encontradas diferencas nas estruturas das comunidades filosféricas, procedeu-se uma
classificacio da comunidade no nivel de familias bacterianas. A familia mais abundante em todos os tratamentos foi a
Psendomonadaceae, principalmente nos tratamentos de inoculagdo com RZ2MS16 e coinoculagdo de RZ2MS9 e Ab-v5.
Essa familia contém uma diversidade de espécies bacterianas com variedade metabdlica e catabolica, e sio
amplamente encontradas em associa¢des com as plantas na natureza (MILLER et al., 2008). A sua interagdo com as
plantas também ¢ variadas, havendo espécies que exercem funcdo benéfica a saide e crescimento da hospedeira,
como fitoestimulagio, producio de metabdlitos antimicrobianos e ISR, e espécies patogénicas (MILLER et al.,
2008).

A segunda familia mais abundante em todas as comunidades bacterianas foi Microbacteriaceae, familia
frequentemente encontrada associada a plantas e contém varias espécies descritas como fitopatogenas
(EVTUSHENKO; TAKEUCHI, 20006). O tratamento controle foi o que apresentou maior abundancia, enquanto
que os tratamentos RZ2MS16 e RZ2MS9 + Ab-v5 foram os que apresentaram menor quantidade.

Os tratamentos RZ2MS16, Ab-v5 e RZ2MS9 + Ab-v5, apresentaram menor abundincia da familia
Methylobacteriaceae quando comparadas ao controle. A familia Methylobacteriaceae possui ampla ocorréncia na filosfera de
diversas culturas, colonizando-as de maneira epifitica e endofitica. Sdo metilotréficas facultativas, atuando na
metabolizacio do metanol liberado pela planta através da degradacdo da parede celular, auxiliando na detoxificagdo
(KNIEF et al., 2010). Algumas espécies também possuem capacidade de producio de fitohormoénios (KWAK et al.,
2014).

Todos os tratamentos com inoculacdo foi capaz de reduzir a quantidade de bactérias da familia

Xanthomonadacea, quando comparadas ao controle. As espécies pertencentes a familia Xanthomonadaceae sio
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conhecidas por apresentar fitopatogenecidade e mais de 400 espécies conhecidas de plantas, e sio capazes de
colonizar epifiticamente as folhas, por onde adentram as plantas através de aberturas naturais, como hidatédios,
estbmatos ou rachaduras. Estes patégenos sio hemibiotréficos, se alimentando inicialmente do tecido vivo das
plantas, e, nos estagios tardios de infec¢do, causam a morte das células vegetais (RYAN et al.,, 2011). Nio foi notado
sintomas de patogenecidade nas plantas.

Quando comparado aos demais tratamentos, a coinocula¢io de RZ2MS9 e Ab-v5 apresentou ainda

maiores quantidades de Sphingobacteriaceae, Beutenbergiaceae e 1enconostocaceae.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Com os resultados apresentados neste trabalho, conclui-se que:

Nao ocorre antibiose entre as linhagens RZ2MS9 e Ab-v5, podendo ser utilizadas em consoércio na
formulacio de inoculantes;

A inoculagdo com a linhagem Ab-v5 foi capaz de promover incremento de 3% na altura, ¢ a
coinoculagao de RZ2MS9 e Ab-v5 promoveu incremento de 3% na altura e 9% no diametro do
colmo de plantas de milho, quando comparadas ao controle sem inoculagio, em experimento
realizado em condi¢Ges de campo;

A inoculagdo foi capaz de modular a comunidade bacteriana associada a folha, apresentando
diferencas sutis na abundancia de determinadas familias, como Pseudomonadaceae, Microbacteriaceae,
Methylobacteriaceae ¢ Xanthomonadaceae. Por outro lado, a inoculagdo nio foi capaz de causar altera¢des
na comunidade bacteriana associada a raiz;

Quanto aos dois nichos analisados, independente de inoculagio, a raiz do milho apresentou maior
estimativa de tiqueza, indice de diversidade e densidade bacteriana quando comparada a folha, além
de diferir na estrutura, apresentando maior abundéncia de Betaproteobacteria, enquanto que a filosfera

apresentou maior abundancia de Gamma- e Alphaproteobacteria, Actinobacteria e Cytophagia.

Estes resultados indicam que a coinoculagio das linhagens RZ2MS9 e Ab-v5 possa vir a ser utilizada

como inoculante biolégico pata a cultura do milho, dado a capacidade em incrementar a altura e didmetro de plantas,

em condi¢des de campo. No entanto, sdo necessarios ainda novos estudos, principalmente a avaliacio de dados de

produtividade e resultados em diferentes anos agricolas e locais, para comprovar a eficicia destas linhagens ¢ a

estabilidade dos resultados obtidos.
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