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RESUMO

Identificacao de bactérias promotoras de crescimento de trigo e seu impacto na
comunidade bacteriana da rizosfera

Os microrganismos na rizosfera podem operar diretamente em beneficio da planta através de
fungdes como defesa, satide e promogao do crescimento, € 0 uso desses microrganimos como
inoculantes representam uma alternativa viavel para uma produgdo agricola mais sustentavel e
equilibrada sem diminuir os niveis de producdo e tecnoldgicos ja alcangados. Neste trabalho
foram isoladas e caracterizadas 71 bactérias da rizosfera de cultivares modernos e variedades
crioulas de trigo. Os isolados foram caracterizados através do sequenciamento do gene 16S
rRNA e selecionados apoOs testes bioquimicos de produgdo de acido-indol acético,
solubilizacdo de fosfato, fixacdo de nitrogénio eantagonismo contra fungos patdogenos de
doencas de solo. Além de estimar a contribuicdo destes microrganismos selecionados na
promocao de crescimento de trigo em bioensaios, buscou-se avaliar o impacto da inoculagdo
na comunidade bacteriana da rizosfera. O efeito dos isolados na planta foi verificado em
experimento em casa de vegetagdo, com 11 tratamentos, utilizando-se trés genotipos
comerciais de trigo que foram avaliados quanto a altura, didmetro, quantidade de clorofila,
peso seco e fresco da raiz e parte aérea e analisedas enzimas FDA, [(-glicosidase e
fosfatasepara mensurar a atividade microbiana no solo. Além do tratamento na semente,
foram realizadas inocula¢des quinzenais eamostragens de solo rizosféricoao longo de todo
experimento, antes e depois de cada inoculacdo bacteriana. Foi possivel observar uma
promoc¢do de crescimento especialmente em plantas inoculadas com bactérias dos géneros
Lysinibacillus ¢ Pseudomonas na cultivar BRS Parrudo, e na cultivar BRS Reponte o
tratamento com o consorcio de todos isolados testados no bioensaio foi o mais eficiente,
indicando que a interagdao benéfica € cultivar-dependente. Além disso, a andlise multivariada
permutacional dos dados de 16S rRNA das amostras de solo indicou que existe uma
alteracdosignificativa na estrutura da comunidade bacteriana da rizosfera ao longo do
desenvolvimento da planta a qual também ¢ impactda pela inoculagdo. O inoculante se
estabelece mais facilmente nos primeiros estadios de desenvolvimento da planta hospedeira e
sua abundancia relativa diminui gradualmente dias apos a inoculagdo. Os resultados fornecem
conclusdes sobre a influéncia do genodtipo na resposta da planta e sugere que o
desenvolvimento de inoculantes deve ser cultivar especifico.

Palavras-chave: Triticum aestivum; Rizobactérias; BPCV; Sequenciamento; 16S rRNA;
Inoculantes



ABSTRACT

Identification of plant growth promotion bacteria and its impact in the rizosphere
bacterial community

Microorganisms in the rhizosphere can operate directly for the benefit of the plant through
functions such as defense, health and growth promotion, and the use of these microorganisms
as inoculants represents a viable alternative for a more sustainable and balanced agricultural
production without achieved the levels of production and technology already in place. In this
study, 71 bacteria from the rhizosphere of modern cultivars and wheat landraces were isolated
and characterized. The isolates were characterized by sequencing the 16S rRNA gene and
selected after biochemical tests for acetic acid-indole production, phosphate solubilization,
nitrogen fixation and antagonism against soil borne fungalpathogens. Weassessed the
contribution of these selected microorganisms forwheat growth promotion in bioassays and
we evaluated the impact of inoculation in the rhizosphere bacterial community. The effect of
the isolates on the plant was verified in a greenhouse experiment, with 11 treatments, using
three commercial wheat genotypes that were evaluated for height, diameter, amount of
chlorophyll, dry and fresh weight of the root and aerial part and analysis of the enzymes FDA,
B-glycosidase and phosphatase to measure microbial activity in the soil. In addition to seed
treatment, biweekly inoculations and rhizospheric soil sampling were carried out throughout
the experiment, before and after each bacterial inoculation. It was possible to observe a plant
growth promotion especially in plants inoculated with bacteria of the genus Lysinibacillus and
Pseudomonas in the cultivar BRS Parrudo, and in the cultivar BRS Reponte the treatment
with the bacterial consorsium including all isolates tested in the bioassay was the most
efficient, indicating that the beneficial interaction is cultivar-dependent. In addition, the
permutational multivariate analysis of the 16S rRNA data in soil samples indicated that there
is a significant change in the structure of the bacterial community of the rhizosphere over
plant development, which is also impacted by the bacterial inoculation. The inoculant is more
easily established in the early stages of the plant development and its relative abundance
gradually decreases days after inoculation. The results provide conclusions about the
influence of the genotype on the plant's response and suggest that the development of
inoculants must be cultivar-specific.

Keywords: Triticum aestivum; Rhizobacteria; BPCV; Sequencing; 16S rRNA; Inoculants
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1. INTRODUCAO

O trigo (Triticum aestivum) ¢ uma das culturas mais importantes do mundo, ocupando
cerca de 17% do total de terras cultivadas e fornecendo alimento bdésico para
aproximadamente 35% da popula¢do mundial (Laino et al., 2015). Esta cultura foi um dos
primeiros cultivos agricolas domesticados ha cerca de dez mil anos no Crescente Fértil,
localizado no Sudoeste da Asia e, desde entdo, passou por um processo de grande expansio
em todo o mundo (Bell, 1987).

As plantas s@o colonizadas e vivem em associacdo com milhares de microrganismos
de diversos grupos.Estudos revelam que eles podem causar efeitos profundos na germinacao
de sementes, vigor de plantulas, crescimento e desenvolvimento de plantas, nutri¢do, protecao
a doengas e produtividade (Mendes et al., 2013). Em troca, as plantas direcionam o seu
carbono produzido por fotossintese para diversas regides, como, por exemplo, a rizosfera, e
assim fornecem substrato para as comunidades microbianas (Mendes et al., 2013). Dessa
forma, os vegetaissdo capazes de regular a diversidade e atividade dos microrganismos nas
raizes e, ao longo dacoevolugdo algumas plantas conseguiram estimular microrganismos com
caracteristicas positivas para crescimento e satide, em seu proprio beneficio.

Diante deste cendrio, a utilizacdo de microrganismos benéficos na agricultura se
mostra como uma chave para o aumento da produtividade e uma forma promissora de superar
os desafios de produzir alimento para uma populacdo em constante crescimento, gerando
economia na adubac¢do (Muller, 2013), principalmente por estarem relacionadasa processos
como solubilizacdo de fosfatos, producao de fitormdnios (Bashan E Holguin, 1997) e
aumento da absorcao de nutrientes minerais e 4gua que atribuem caracteristicas vantajosas aos
hospedeiros.

Um estudo anterior realizado pelo grupo de pesquisa considerou materiais crioulose
cultivares modernos de trigo em uma abordagem independente de cultivo onde foram
utilizados primers especificos para acessar comunidades de bactérias (16S rRNA), fungos
(ITS1/ITS2) e cercozoarios (18S), e os resultados indicaram que as variedades crioulas
sustentam na rizosfera um microbioma diferente e mais complexo do que o microbioma de
cultivares modernos de trigo (Rossmann et al., 2020). Portanto, o objetivo deste trabalho
foiisolar e caracterizar a diversidade de comunidades bacterianas associadas a rizosfera de
cultivares melhoradas e variedades crioulasde trigo e entdo estudar o impacto destes isolados
na promocao de crescimento de trigo € na comunidade bacteriana da rizosfera em variedades

comerciais de trigo. Os resultados poderdo fornecer conclusdes sobre a utilizagdo de bactérias
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e consoOrcios microbianos que podem operar importantes fungdes de crescimento e protecao
para as plantas, contribuindo na busca por inovagdes que sejam mais sustentaveis para

aagricultura e no desenvolvimento de inoculantes.
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2. OBJETIVOS

O objetivo geral deste projeto foiobter bactérias promotoras do crescimento de trigo

avaliando o impacto no desenvolvimento da planta e na comunidade bacteriana da rizosfera.

2.1. Objetivos especificos

a) Isolar e identificar bactérias da rizosfera de variedades melhoradas e
crioulas de trigo;

b) Realizar testes bioquimicos com as bactérias isoladas a fim de averiguar
a presenga de caracteristicas relacionadas a promogao de crescimento;

C) Avaliar os isolados quanto ao potencial de promogao de crescimento em
condi¢des de casa de vegetacao;

d) Avaliar o efeito da inoculagdo das bactérias benéficas no desempenho

da planta e na comunidade bacteriana da rizosfera (sequenciamento 16S rRNA);
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. A cultura do Trigo

O trigo (Triticum aestivum) € uma graminea pertencente a familia Poaceae, e se
caracteriza por ser uma espécie hexaploide (2n=42), originadade uma hibridacdo natural entre
um tetraploide e uma graminea selvagem (Scheeren et al., 2015). Produz graos comestiveis
classificados como cereais e que apresentam uma grande relevancia alimentar, tanto por sua
qualidade e quantidade de proteinas quanto pela variedade de produtos derivados, tornando
esta cultura uma das mais produzidas no mundo (CNNPA, 1978; Santos, 2017). Além da sua
integracdo com numerosas cadeias produtivas, sobretudo no setor de alimentos, também serve
como matéria prima para alimenta¢do animal (Farias et al., 2017).

Em relagdo a producdo agricola, se destaca como uma cultura importante e parceira
principalmente da soja no tocante a promog¢ao da sustentabilidade da agricultura, como
alternativa para sucessdo e rotacdo em sistemas de producdo e formacdo de palhada para
cobertura, contribuindo na logistica e eficiéncia da manutencdo das 4reas onde ¢
tradicionalmente cultivado (Mori, 2015; Pires, 2017).

Pesquisadores e produtores desta cultura possuem um grande desafio pela frente, visto
que a producdo deste cereal deve ser aumentada em cerca de 60% até 2050 para atender a
demanda de uma populagdo em constante crescimento (FAO, 2013). A preocupacdo com a
qualidade do grao que sera colhido deve ser iniciada desde a implementagdo da cultura no
campo, uma vez que a variedade da semente, as condi¢des de solo, o0 manejo adotado, entre
outros, afetam diretamente as caracteristicas do produto final (Pinto et al., 2017).

Os principais paises produtores de trigo sdo a Unifio Européia, China, india e Russia,
que juntos somam aproximadamente 60% da produ¢do mundial, estimada em 771,46 milhdes
de toneladas (USDA, 2019). No Brasil, as areas destinadas a lavouras de trigo somam mais de
2 milhdes de hectares e espera-se uma producdo de 5,49 milhdes de toneladas na safra
2019/2020 (Conab, 2020), com destaque para a regido Sul do pais que concentra a maior parte
destes indicadores. Entretanto, apesar das estimativas da produ¢ao de trigo no Brasil aumentar
nos proximos anos, ainda assim o pais deve manter-se como um grande importador mundial
(MAPA, 2018).

O crescimento da producdo de graos de trigo observada nos ultimos anos ocorreu
principalmente devido ao seu aprimoramento genético. A selecdo de cultivares com alto

potencial produtivo, elevada estabilidade de producdo, alta capacidade de adaptacdo as
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condi¢des ambientais, aliada as qualidades agrondmicas, sdo os principais objetivos da
maioria dos programas de melhoramento (Santos, 2017). Vale ressaltar que os trigos
primitivos possuiam espigas frageis e graos com caracteristicas menos atrativas, bem
diferentes das plantas modernas, sendo necessarios milhares de anos de sele¢do natural e

artificial para chegar aos gendtipos cultivados atualmente (Scheeren et al., 2015).
3.1. Diversidade microbiana no solo

Os microrganismos representam as formas de vida mais abundantes do planeta e
possuem a maior propor¢ao da diversidade genética global estimada (Lambais et al., 2005). O
solo ¢ considerado como um dos principais reservatorios de diversidade bioldgica, sendo que
em apenas um grama de solo sdo encontradas de 107 a10° células ativas. Caracterizando-o
como um sistema vivo, extremamente dindmico e complexo (Alexander, 1977; Cardoso et.
Al., 2016).

A importancia dessas comunidades microscopicas no solo esta relacionada com seu
papel fundamental nos ciclos biogeoquimicos (Paul, 2014), pela decomposicdo da matéria
organica (Neill et al., 2006), formagao e manutencao da estabilidade dos agregados além da
capacidade de desempenhar fun¢des no controle bioldgico e biorremediacdo (Bollag et al.,
1994; Whipps, 2001; Gadd, 2010). A diversidade microbiana do solo ¢ uma medida da
heterogeneidade dentro da comunidade de microrganismos que habitam este ambiente
(Weinmann, 2017).

Em particular, altos niveis de diversidade e atividade bioldgica tém sido associados a
capacidade de longo prazo dos solos naturais e agricolas de fornecer suprimento adequado de
nutrientes minerais as plantas, melhorando o crescimento sob condi¢des ambientalmente
estressantes ¢ aumentando a adaptacdo e resiliéncia das culturas (Brussaard et al., 2004; van
Bruggen et al., 2006).

Por muitos anos os enfoques para avaliar a qualidade do solo eram dados
principalmente nos atributos fisicos e quimicos, subestimando-se o papel da biota do solo. No
entanto, muitos desses atributos sdo afetados diretamente pelos processos bioldgicos (Lee,
1994). Sendo assim, o conhecimento das comunidades microbianas presentes no solo
(diversidade genética) e sua relagdo com os processos que acontecem no sistema (diversidade
funcional) nos possibilitam entender e avaliar a dindmica ecoldgica existente, podendo os
microrganismos atuar como bioindicadores da qualidade do solo (Lambais et al., 2005; Bispo

et al. 2009; Ritz et al. 2009; Griffiths et al. 2016).
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A diversidade microbiana pode ser avaliada principalmente por meio de indices
matematicos, utilizados para descrever o estado das comunidades microbianas e o efeito das
perturbagdes naturais ou antropogénicas (Turco et al., 1994). Esses indices levam em
consideragdo informagdes taxondmicas na definicdo das unidades de medida. Sendo alguns
desses indices: o de diversidade, de ShannonWeaver, Simpson e Hill; de riqueza, de Margalef
e Menhinik; e de equitabilidade, de Pielou, que fornecem informagdes importantes acerca do
padrao de distribui¢do de espécies microbianas dentro de um ecossistema (Kennedy, 1999).

Em relacdo a interacdo entre esses microrganismos € as plantas, estudos iniciais
concentravam-se apenas em evidéncias patogénicas, relacionando a presenca de
microrganismos a ocorréncia de doencas (Andreote et al., 2014). Agora ja ¢ reconhecido que a
grande maioria dos organismos microbianos ndo sio agentes causadores de danos nas plantas,
e inclusive descobertas mais especificas como a fixacdo biolodgica de nitrogénio e supressao
de patogenos, demonstram que os microrganismos sao chaves para o funcionamento do
sistema solo-planta. (Mendes et al., 2013; Jacoby et al., 2017).

Sendo assim, um solo saudavel ¢ aquele que fornece além de um substrato fisico-
quimico favordvel para o crescimento radicular e a aquisicdo de nutrientes das plantas,
também hospeda uma comunidade biodtica ativa (Alabouvette et al., 2004; Janvier et al.,
2007). Sendo que o desenvolvimento das plantas e as praticas agricolas utilizadas no solo
podem modificar a fisiologia e a estrutura genética das comunidades microbianas da rizosfera,
como demonstrado em um trabalho realizado por Di Salvo et al. (2018), que analisou a
resposta agrondmica e a ecologia microbiana do trigo sob inocula¢do de Azospirillum

brasilense e adubacgdo nitrogenada em condi¢des de campo.

3.2. Bactérias benéficas para as plantas

Os microrganismos associados as plantas podem gerar respostas benéficas,
prejudiciais ou neutras ao desenvolvimento de seu hospedeiro. As bactérias que causam
efeitos positivos sdo comumente denominadas de bactérias promotoras de crescimento de
plantas (BPCP). As primeiras descobertas desses microrganismos foram relatadas por volta do
ano de 1890, apds Hellriegel (1831-1895) e Wilfarth (1853-1904) observarem a capacidade de
plantas leguminosas em fixar o nitrogénio atmosférico por meio de microrganismos presentes
nos nodulos de suas raizes e o posterior isolamento e descricdo de uma bactéria do
género Rhizobium por Beijerinck (1851-1931).

Estes estudos foram importantes para a elucidacao do ciclo do nitrogénio e também

para alavancar os estudos das associacdes das plantas com microrganismos. E entao,
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reconhecendo a necessidade de maiores produtividades agricolas e com a possibilidade desta
associacao ser utilizada como ferramenta na agricultura, as pesquisas com a fixa¢ao biologica
do nitrogénio passaram a ter um enfoque agrondmico principalmente na primeira metade do
século XX (Araujo, 2013).

No Brasil, bactérias associativas fixadoras de nitrogénio em gramineas tropicais foram
identificadas em estudos pioneiros realizados por Johanna Ddobereiner (1924-2000), que
observava que algumas essas plantas permaneciam verdes mesmo sem serem fertilizadas com
nitrogénio (Dobereiner, 1966; Dobereiner, 1972; Coelho, 2000; Siidhoff, 2006). Desde entao,
o estudo desses microrganismos benéficos para as plantas aumentou e varias formas de
associacdo foram sendo descobertas. Dentre os géneros mais comuns de bactérias benéficas
para as plantas destacam-se: Pseudomonas, Burkholderia, Bacillus, Bradyrhizobium,
Rhizobium, Gluconacetobacter, Herbaspirillum e Azozpirillum (Hungria et al., 2010; Videira
etal., 2012).

As bactérias promotoras de crescimento podem interagir com o hospedeiro através de
processos simbidticos, endofiticos ou associativos, € podem estar presentes em todos os
tecidos da planta ou até mesmo no solo (Souza et al., 2015). As BPCP podem contribuir com
o aumento do rendimento da cultura e também aliviar os efeitos de estresses bidticos ou
abidticos por diversos mecanismos diretos ou indiretos (Chauhan et al., 2015).

A promogao direta do crescimento ocorre quando as bactérias aumentam o
crescimento das plantas por favorecerem a disponibilidade de nutrientes ou a regulagdo
hormonal do hospedeiro (Lugtenberg et al., 2009). Incluindo mecanismos como a fixagao de
nitrogénio (dos Santos et al., 2019); solubilizagdo de fosfato ou producdo de siderdforos
(Nassal et al., 2018); e fornecimento de hormdnios como o 4cido indol-acético (Kafrawi et al.,
2014). J4& a promocgdo indireta do crescimento vegetal ocorre quando BPCP favorecem o
desenvolvimento do hospedeiro suprimindo o crescimento ou a atividade de patogenos de
plantas (Chung et al., 2008).

Alguns trabalhos mostram que as plantas possuem a capacidade de atrair ou repelir
microrganismos utilizando diferentes estratégias (Mendes et al., 2011; Schulz-Bohm et al.,
2018). Embora ainda seja em parte desconhecido como atuam esses mecanismos, ¢ evidente
que a taxonomia limitada dos microrganismos associados a plantas, comparada com a vasta
diversidade destes no solo, sugere que as plantas atuem para o favorecimento de um nicho
microbiano altamente seletivo (Finkel et al., 2017).

Entre os mecanismos apresentados capazes de favorecer o desenvolvimento das

plantas, ndo esta claro se um traco individual ou um conjunto de caracteristicas poderia ser
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preditivo da promogdo do crescimento (Akirinlola et al., 2018). Inclusive alguns
pesquisadores sugerem que um consoércio de bactérias poderia ser mais eficaz para promogao
de crescimento vegetal do que uma tnica bactéria (Sundaramoorthy et al., 2012).

Diversos estudos realizados com plantas de trigo demonstram o potencial das bactérias
promotoras de crescimento para essa cultura. Arkhipova et al. (2019) avaliou o efeito da
inoculacdo de sementes com esses microrganismosna produtividade do trigo e mobilidade de
fosforo na rizosfera e observou que todas as linhagens estudadas foram capazes de colonizar o
sistema radicular da planta e resultaram em um aumento na mobilidade do fosfato na rizosfera
e teor de auxina nas raizes. Além disso, observou-se o aumento nos componentes da produgao
de trigo nas sementes que foram tratadas.

O consorcio de trés rizobactérias também aumentou significativamente a germinagao,
o comprimento das raizes e da parte aérea e o peso fresco e seco da planta de trigo em
comparacgdo a inoculagao unica de qualquer rizobactéria e controle ndo inoculado em um
trabalho realizado por Kumar et al. (2018) para avaliar os efeitos do consorcio e da cepa
individual na promogao do crescimento, biocontrole e absor¢ao de nutrientes neste cereal.

Em adendo, foi demonstrado que a inoculacdo com Bacillus sp. e Pseudomonas sp.
(considerados promotores do crescimento de plantas) diminuiu a populagdo de pulgodes e
aumentou o rendimento dos graos em até 35% em plantas de trigo cultivadas em campo
(Naeem et al., 2018). Reforcando a capacidade desses microrganismos de incrementar a
producdo e controlar pragas agricolas sem causar danos ambientais, como observados em
fertilizantes quimicos e pesticidas utilizados em larga escala.

Um trabalho realizado por Donn et al., 2014 demonstrou que a plasticidade na
rizosfera gerada a partir do manejo do sistema radicular das culturas e da genética oferece a
promessa de manipular a ecologia do solo em sistemas intensos de cereais. Portanto, entender
0s mecanismos que governam a interacdo planta-microrganismo, bem como 0s processos
moleculares que os facilitam pode ter um efeito direto na agricultura, possibilitando uma
transformagdo na nossa compreensdo sobre a relacdo planta-microrganismo na natureza e
levar o estabelecimento de novas estratégias orientadas pelo microbioma, resultando no
progresso de uma agricultura mais eficaz e sustentavel (Andreote et al., 2014; Finkel et al.,

2017).

3.3. O Microbioma da rizosfera
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O termo microbioma pode ser designado como um conjunto de microrganismos que
ocupam simultaneamente um ambiente ou que habitam um determinado hospedeiro (Boon et
al., 2014). Este conceito,referindo-se aos microrganismos que habitam o corpo humano,foi
sugerido pela primeira vez em 2001 (Lederberg et al., 2001). Desde entdo diversos estudos
foram realizados a fim de conhecer e desvendar a importancia desses seres, que chegam a ser
considerados como uma extensdo do genoma do seu hospedeiro. Sendo que o apice das
descobertas veio através do “Projeto Microbioma Humano”, que caracterizou completamente
as comunidades microbianas que compdem o nosso corpo (Peterson et al., 2009;

Huttenhoweret al., 2012).

De forma semelhante, o microbioma das plantas ¢ cada vez mais atribuido como um
fator determinante da saude e produtividade vegetal (Berg et al., 2015), sendo que abordagens
mais profundas sobre a estrutura e fun¢ao dessas comunidades evidenciam a capacidade de
controlar vdrias caracteristicas do hospedeiro, como metabolismo, nutricio e fisiologia
(Ottman et al., 2012). Um estudo realizado por Mendes et al. (2011) demonstrou a capacidade
do microbioma da rizosfera em atuar como supressor no solo contra a doenca damping-off
ocasionada por Rhizoctonia solani em beterraba.

A defini¢ao de rizosfera foi propostaem 1904, por Hiltner, como uma area em torno da
raiz da planta habitada por uma comunidade microbiana que ¢ altamente influenciada por
compostos quimicos liberados porela. Sua importancia ¢ comprovada pela capacidade da
planta em recrutar microrganismos benéficos que auxiliam em sua protecdo e
desenvolvimento para essa regido (Berendsen et al., 2012; Bakker et al., 2013; Mendes et al.,
2013). Sendo assim, em 1981, Kloepper e Schroth utilizaram o termo "RPCP" rizobactérias
promotoras de crescimento de plantas para descrever um subconjunto de bactérias associadas
a rizosfera que induzem o aumento do crescimento das plantas apos a inoculagdo em sementes
de rabanetes, sendo observado incremento no crescimento das plantas inoculadas ja desde este
periodo.

Sabe-se que o solo na regido rizosférica ¢ altamente influenciado por exsudatos
radiculares, onde as raizes podem regular o pH do solo e alterar a capacidade de
tamponamento desta regido (Wang et al., 2017). Um estudo realizado por Fan et al. (2017)
demonstrou que as comunidades bacterianas no solo fortemente ligado as raizes de plantas de
trigo apresentavam uma maior estruturacdo em rede e interacdo mais eficiente, o que pode

estar associado a rdpida ciclagem de elementos e transmissdo de sinais na rizosfera.
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Ainda ndo ¢ claro como a interacdo entre a quimica do exsudato de raiz e as
preferéncias de substrato microbiano se combinam para influenciar a montagem e sucessao da
comunidade rizosférica (Zhalnina et al., 2018), mas ¢ evidente que esta estrutura ¢ o resultado
de uma série complexa de interacdes e feedbacks entre as raizes, os microrganismos € o
ambiente fisico e quimico do solo (Braga et al., 2016; Fitzpatrick et al., 2018).

Dessa forma, a exposi¢do da planta a patégenos ou eventos extremos de temperatura,
produtos quimicos ou antibidticos pode influenciar a composicdo da rizosfera e do
microbioma, bem como alteracdes no genoma do hospedeiro também podem refletir na
estrutura destas comunidades (Mendes et al., 2011; Turner et al., 2013; Andreote et al., 2017).
Em culturas de trigo com diferentes idades e gendtipos, foi possivel observar uma evolucao
das comunidades bacterianas no campo da rizosfera, sendo que no inicio dos estudos as
comunidades fortemente ligadas a raiz eram mais simples, ¢ aumentaram em diversidade com

a idade da planta e a senescéncia (Donn et al., 2014).

Frente a isso, alguns autores defendem que o processo de domesticagao tem impactado
negativamente a composicdo e a funcdo dos microrganismos associados as plantas,
diminuindo os efeitos benéficos observados no hospedeiro (Pérez-Jaramilloet al., 2018). Na
cultura da soja isto foi demonstrado em um estudo em que cultivares mais antigas
apresentavam maior capacidade de atingirem pleno potencial simbidtico quando comparado a
genotipos mais novos (Kiers et al., 2007). Apesar disso, um trabalho realizado por Mendes et
al. (2017), que trabalhou analisando diferentes cultivares de feijdo comum com niveis
variados de resisténcia ao patdgeno Fusarium oxysporum sugere que melhoramento para
resisténcia ao fungo pode ter co-selecionado para outras caracteristicas desconhecidas de
plantas que suportam uma maior abundancia de familias bacterianas benéficas especificas na
rizosfera com caracteristicas funcionais que reforcam a primeira linha de defesa.

Dessa forma, sugere-se que o papel da associagdo microbiana deve ser levado em
consideragdo em futuros programas de melhoramento. E o que se espera ¢ que a pesquisa
passe da descri¢do da composicdo das comunidades microbianas para a elucidagdo dos
principios que governam sua montagem, dindmica e fungdes, permitindo manipular a ecologia
do solo em sistemas intensos de cereais para que esse conhecimento possa ser utilizado na
agricultura a favor da satide e produtividade das plantas (Waldor et al., 2015; Turner et al.,

2013; Donn 2014; Andreote et al., 2017; Pérez-jamillo et al., 2017).
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34. Uso do sequenciamento do gene 16S rRNA no estudo de bactérias

Tradicionalmente, o estudo de microrganismos associados as plantas ¢ baseado em
técnicas de isolamento e cultivo em meio de cultura, sendo estes métodos considerados
classicos e dependentes do crescimento de organismos vivos in vitro, proporcionando a
caracterizacdo genética e fenotipica dos isolados recuperados (Binneck, 2004; Maheux et al.,
2012).

Um marco importante na evolugdo da sistemdtica e métodos de caracterizacao de
microrganismos procariotos foi o estabelecimento de anélises comparativas das sequéncias de
acidos nucléicos do RNA ribossomal, inicialmente proposto por Woese e Fox (1977). Por
possuirem sequéncias bem conservadas e estar presente em todas as espécies bacterianas, o
gene 16S rRNA satisfaz quase perfeitamente os requisitos basicos de um marcador
filogenético geral (Ludwig, 1998), e atualmente ¢ um importante alvo em estudos de evolugao
bacteriana e ecologia, incluindo a determinacdo de relagdes filogenéticas entre os taxons, a
exploragdo da diversidade bacteriana no ambiente e a quantificagdo da abundancia relativa
(Hugenholtz et al., 1998; Vetrovsky et al., 2013)

Os ribossomos estao presentes em todos os procariotos, € sao organelas compostas por
duas subunidades, denominadas 50S e 30S. O gene RNA ribossomal 16S codifica o
componente RNA da subunidade 30S do ribossomo bacteriano (Achtman, 2002). Este
marcador apresenta regides conservadas e nove regides varidveis (Figura 1), onde areas
conservadas refletem relacdo filogenética entre os organismos que o possuem, € regides
variaveis refletem diferencas entre as espécies (Chakravort et al., 2007). A utilizagdo de
primers especificos que se anelam em pares de bases conhecidos possibilita o sequenciamento

de uma ou mais regides de interesse.

Figura 1. Esquema representativo do gene 16S rRNA. Nove regides variaveis identificadas entre
as bactérias sdo representadas em vermelho, denominadas de V1 a V9. O gene 16S completo ¢é
geralmente amplificado pelo par de iniciadores 27F e 1492R. Para obter uma sequéncia mais
precisa, recomenda-se que ambas as sequéncias de DNA (forward e reverse) sejam sequenciadas
utilizando-se varios iniciadores sugeridos na imagem.

Fonte: Ezbiocloud, 2019.
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Portanto, a comparacao da sequéncia deste gene de um isolado com sequéncias de
estirpes tipo de todas as espécies procariotas disponiveis nos bancos de dados possibilita a
identificacdo de bactérias e arqueias em nivel de espécie e auxilia na diferenciagdo entre
espécies bacterianas intimamente relacionadas (Kim et al., 2014; Achtman, 2002).

O método molecular tradicional de identificacdo bacteriana pelo sequenciamento do
16S rRNA inclui etapas como: extragdo do DNA; amplificagio do gene da amostra;
determinac¢do da sequéncia nucleotidica e, por fim a andlise da sequéncia (Santos et al., 2013).
Sendo que o DNA utilizado como substrato para as reacdes € obtido a partir de uma cultura
pura que a qual deseja identificar. Entretanto, apenas 1% do total das bactérias do solo podem
ser isoladas e cultivadas artificialmente, fazendo com que todo o conhecimento gerado através
de abordagens dependentes de crescimento in vitro represente uma pequena propor¢ao da
diversidade bacteriana total existente (Torsvik et al., 1990).

Com o advento das plataformas de sequenciamento de nova geracao (NGS) e analise
de alto rendimento, os pesquisadores adquiriram novas oportunidades para investigar a
composi¢ao indeterminada de microrganismos (Misra et al., 2017). Cada vez mais os estudos
voltados para um gene ou uma fun¢do de cada vez ddo lugar para a analise quantitativa de
centenas de genes, caracterizando uma abordagem de integracdo comparativa de dados
interespecificos (Binneck, 2004). A analise da estrutura da comunidade pela extracao direta
de DNA do solo ¢ considerada por alguns autores como o melhor método disponivel para
demonstrar como as populacdes sdo afetadas por perturbacdes e como isso refletird qualidade
do solo (Melloni, 2007).

Portanto, a extracdo direta de material genético do ambiente como um todo,
conceituado como “metagenomica” (Handelsman et al., 1998), pode ser considerada como
uma verdadeira ferramenta de descoberta para identificar e caracterizar novas familias de
genes (Nacke et al., 2011), tracos metabolicos (McGarvey et al., 2012), compostos bioativos
(Craig et al., 2010) ou comunidades (Illeghems et al., 2015) de microrganismos do solo ndo
cultivados, possibilitando maior resolucao e cobertura das analises (Goel et al., 2017).

A metagenomica do solo também tem potencial para melhorar a produgdo agricola
(Jansson e Hofmockel, 2018). O surgimento de informagdes sobre o metagenoma da rizosfera
expde informagdes detalhadas sobre a estrutura, dinamica e atividades funcionais associadas
da comunidade, permitindo uma melhor percepcdo do desenvolvimento, coordenagdo
interespecifica e competicdo por nutrientes edistribuicdo de atividades metabodlicas entre os
membros associados (Mendes et al., 2013; Ofaim et al., 2017). Além disso, como proposto

por Goel et al., 2017 a “engenharia da rizosfera” pode ser explorada através da metagendmica
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funcional para remodelar a composi¢do da populagdo microbiana e a atividade microbiana
nesta regido.

Assim, o acoplamento do método tradicional com abordagens metagenomicas
avangadas trard novas abordagens para explorar a vida microbiana no solo. Visto que dados
metagendmicos do solo rizosférico revelam possiveis atividades das comunidades
microbianas existentes, a aplicacdo de microrganismos na agricultura através da producao de
um inoculante deve progredir em estagios, sendo o primordial deles a captura e a producao do

microrganismo in vitro (Kaminsky et al., 2018).

3.5. Microrganismos na agricultura

O cenario atual da produgdo agricola ¢ altamente depende de fertilizantes quimicos, e
esses produtos apesar de fornecerem nutrientes essenciais para as plantas podem causar
impactos ambientais negativos (Savci, 2012). Além disso, a enorme quantidade de energia e
agua necessaria para a sintese dos quimicos contribui para o esgotamento dos recursos
naturais, evidenciando uma alternativa inviavel em longo prazo (Garcia-Fraile et al., 2017).

Nao s6 o excesso de nutriente aplicado no solo, mas também o que ¢ perdido por
processos como lixiviagdo e imobilizagdo acabam fazendo com que nem toda quantidade
aplicada seja absorvida pela planta, favorecendo o aciimulo destes produtos no solo. Fox et al.
(2007) demonstraram que este excesso de contaminantes, pode reduzir o rendimento dos
cultivos, gerando um ciclo vicioso, onde os agricultores tendem a aplicar cada vez mais
produtos quimicos para incrementar a producdo que por sua vez aumentam ainda mais a
contaminacao do solo e das aguas subterraneas (Fernandéz, 2008).

Diante deste cendrio, a busca por microrganismos benéficos € importante pois
possibilita o desenvolvimento de produtos bioldgicos eficientes para a agricultura, sem gerar
impactos ambientais e afetar a produtividade (Majeed et al., 2015). Um estudo realizado na
cultura do trigo comparou a eficacia de um inoculante microbiano a um fertilizante mineral a
base de rocha e um fertilizante quimico, e demonstrou que o tratamento com microrganismos
ndo apenas aumentou o crescimento da parte aérea na maturidade da planta, como estimulou o
rendimento de graos de trigo a0 mesmo nivel que os fertilizantes sintéticos (Assainar et al.,
2018).

De acordo com a legislagdo brasileira, o inoculante ¢ o produto que contém
microrganismos com acao favoravel ao crescimento das plantas, enquanto biofertilizantes sao

produtos que contém principio ativo ou agente organico, isento de substancias agrotoxicas,
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capaz de atuar, direta ou indiretamente, sobre o todo ou parte das plantas cultivadas, elevando
a sua produtividade, sem ter em conta o seu valor hormonal ou estimulante (Decreto n° 4.954,
de 14 de janeiro de 2004). Na pratica, o termo biofertilizante ¢ comumente empregado de
forma generalizadaa formulagdes de microrganismos vivos que quando aplicado a sementes,
superficies de plantas ou solo, colonizam a rizosfera ou o interior da planta e promovem o
crescimento (Vessey, 2003; Bucher et al., 2008).

A insercao de fertilizantes sintéticos na produgdo agricola remediou a dependéncia da
ciclagem de nutrientes, que € uma das principais fun¢des microbiana no solo. Como resultado,
variedades modernas podem ter perdido sua capacidade de sustentar microbiomas que
degradam o nitrogénio organico e solubilizam nutrientes minerais como o fosforo
(Wallenstein, 2017). Assim sendo, a restauragdo da diversidade microbiana pode melhorar
simultaneamente a produgdo agricola e condi¢cdes do solo, necessitando-seselecionar
microrganismos benéficos competitivos € com boas habilidades de colonizacdo para o
desenvolvimento de um microbioma com caracteristicas de interesse (Rojas-Solis et al., 2016;
Andreote et al., 2017).

Como sugerido por Santoyo et al., 2017, o suporte para que plantas diferentes
consigam se desenvolver em diferentes latitudes ou altitudes, suportar solos pobres em
nutrientese apresentar diferentes niveis de tolerancia a estresses bidticos ou abidticos em
muitos casos, pode ser atribuida ao seu microbioma. Dessa forma, seria interessante conseguir
transferir essas capacidades para as plantas que ndo as possuem (Yuan et al., 2016).A
“engenharia de microbiomas” apresenta uma estratégia viavel para resolver problemas
associados a agricultura de uma forma ecologica (del Carmen Orozco-Mosquedaet al., 2018),
sendo que pode ser consolidado através de praticas de gestdo agricola que visem promover e
melhorar a diversidade microbiana do solo (Foo et al., 2017). Espera-se que a medida que for
possivel projetar a rizosfera que interage com as raizes das plantas, sera possivel melhorar a
eficiéncia e a sustentabilidade da produgdo agricola apenas emulando as interagdes
simbidticas entre plantas, solos ¢ microbios que evoluiram ao longo de milhdes de anos na
natureza (Wallenstein, 2017).

Diversos inoculantes microbianos ja estdo disponiveis no mercado (AGROFIT, 2019).
Especificamente para a cultura do trigo, o primeiro inoculante que obteve registro para esta
cultura no Brasil foi registrado no ano de 2011 e contém as estirpes Ab-V5 e Ab-V6 de
Azospirillum brasilense (Embrapa, 2019). Desde entdo varios outros produtos desta categoria

foram sendo registrados € o que se espera para a proxima década ¢ uma grande expansao do
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uso de inoculantes, tornando a agricultura brasileira ainda mais competitiva e sustentavel
(Castro, 2019).

Entretanto, um dos desafios na difusdo do uso de biofertilizantes se da pela variacdo
das respostas em diferentes cultivares hospedeiras e locais de campo (Kaminsky et al., 2018).
Formulac¢des bacterianas com BPCP podem ndo apresentar a resposta esperada, por serem
dependentes de varios fatores que limitam sua eficidcia (Dobbelaere et al., 2001). Alguns
principais que podem ser citados sdo o conteido mineral do solo, o tipo de cultura e seu
genotipo, a cepa bacteriana, condigdes ambientais € a competicdo com 0s outros
microrganismos presentes no solo (Bashan et al., 2014).

Ainda assim, em comparagdo com pesticidas e fertilizantes quimicos ou sintéticos, os
biofertilizantes apresentam vantagens, pois além de serem mais seguros € nao causarem
impactos ambientais, apresentam atividade mais direcionada e fornecem a planta a quantidade
requerida de nutrientes (Mahanty et al., 2016). Também se decompdem mais rapidamente do
que os insumos agricolas tradicionais, podendo também ser uma alternativa em sistemas
convencionais ou integrados de controle de pragas (Singh et al., 2011; Grobelak, et al., 2018).

Dessa forma, estudos e investimentos sdo necessarios em tecnologias que possam
contribuir para aumentar a eficiéncia do inéculo e a taxa de sobrevivéncia de bactérias,
fornecendo um microambiente mais adequado, combinado com protecao fisica por um
periodo prolongado no solo para conter o rapido declinio das bactérias introduzidas (Bashan
et al.,, 2014; Finkel et al., 2017). Além da importincia em conhecer a diversidade local
existente, visto que inoculos eficazes devem ser capazes de formar associagdes com o restante
do microbioma, sobressaindo-se sobre as redes fortemente estruturadas nos solos da rizosfera

nativa (Fan et al., 2017).
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4. MATERIAL E METODOS
O trabalho foi realizado no Laboratério de Microbiologia Ambiental (LMA),

pertencente a Embrapa Meio Ambiente, no municipio de Jaguaritina-SP.

4.1.Material vegetal utilizado para obtenc¢io dos isolados

A escolha dos materiais vegetais utilizados para obtencdo das comunidades
microbianas foi realizada de acordo os seguintes critérios: disponibilidade no Banco de
Germoplasma da Embrapa Trigo, pertencentes a espécie Triticuma estivum e capazes de
crescer ¢ se desenvolver nas condi¢des climaticas de Sao Paulo. Além disso, trabalhos
anteriores realizados no grupo de pesquisa demonstraram que a montagem da rizosfera é
diferente e mais complexa em materiais ancestrais (Rossmann et al., 2020), sendo assim
selecionamos genotipos contrastantes para conducgdo deste estudo. Foram escolhidas duas
variedades crioulas: Karakilcik (originado na Turquia), Iran 1-29-11334 (originado no Iran),
considerando o centro de origem, e duas variedades comerciais, BRS Guamirim, originada em
2005, e Quartzo, originada em 2007. O solo agricola usado nesse estudo foi coletado na
cidade de Assis — SP (coordenadas: 29° 39’ 42°> S e 50° 24’ 44°° O) para crescimento dos
genotipos e posterior coleta do solo rizosférico e isolamento. Outros genotipos de trigo
comerciais foram selecionados de acordo com a recomendagcdo da Embrapa Trigo para os

ensaios em casa de vegetacao.

4.2.0btencao e conservacao dos isolados

O solo rizosférico de cada uma das amostras foi coletado na fase reprodutiva das
plantas, segundo o cddigo decimal 60-69 e 70-79 para as fases de crescimento dos cereais de
Zadoks, Chang e Konzak (1974) e diluido em solucdo salina 0,85%, compondo a primeira
dilui¢do (1071) da diluigdo seriada. Posteriormente 1 ml dessa solugiofoi adicionado a 9 ml
de solugdo salina, que correspondeu a diluicdo de 1072 e assim por diante, até o tubo de
diluigdo 107°. As diluicdes 1073,10™* e 10~ foram selecionadas para o trabalho.

Um volume de 100 pl das diluigdes 1073,10™* ¢ 10~ foi transferido para placas de
TSA (TrypticSoy Agar) 1:10 e espalhados com a alca de Drigalski. O procedimento
foirealizado com 3 repeti¢des para cada dilui¢do, totalizando 144 placas que foram incubadas

a 28°C por 4 dias.
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Apds o periodo de incubagdo, foi realizada a contagem de Unidades Formadoras de
Colonias (UFCs) resultantes das trés dilui¢des do solo rizosférico. Foram selecionadas placas
que continham um numero de coldnias dentro do intervalo de precisao e repetibilidade,
descartando-se as placas com contagens de UFCs maiores que 300 e menores que 30. Dentre
as que restaram, uma placafoi escolhida para cada uma das 16 amostras que melhor
representasse a comunidade microbiana.

O isolamento foi feito através da técnica de esgotamento por estrias simples
transferindo colonias das placas de diluicdo para placas de TSA. O préoximo passo foi a
preservacao dos isolados de duas formas: em Castellani, utilizando 4gua ultrapura autoclavada
trés vezes, e em glicerol 20%. O volume de 1,5 ml de cada uma dessas solucdes foi
adicionado em um tubo criogénico, onde os isolados foram depositados. O Castellani foi

mantido na geladeira a 4°C e o glicerol em -80°C.

4.3.Triagem de isolados para caracteristicas benéficas

4.3.1. Antagonismo contra patogenos de solo

Para este teste, os fungos Bipolaris sorokiniana e Fusarium graminearum, dois
patégenos de trigo, foram repicados em BDA (Batata Dextrose Agar) e incubados por 5 dias.
Foi retirada uma aliquota de 20 pl dos tubos do Castellani para o crescimento dos isolados em
meio GY (10 g de extrato de levedura; 15 g de Agar; 0,01 g de FeSO4.H,0; 0,5 g de KCI; 0,5
g de MgSOy; 1 g de KoHPO4 € 10 g de dextrose, para 1L de dgua destilada) por 24 h. Em
placas de Petri contendo BDA foi colocado um disco do fungo com 4 isolados para um
screening inicial. Posteriormente, aqueles isolados que inibiram o crescimento dos fungos
foram testados individualmente com triplicatas. Foram medidos o diametro do halo de

inibi¢do, o didmetro da coldonia e o tamanho do fungo.

4.3.2. Produciio de Acido Indol-Acético

Os isolados foram submetidos a avaliagdo da produgdo de acido indol-acético (AIA)
primeiramente de forma qualitativa e posteriormente algumas estirpes selecionadas foram
verificadas quanto a produgdao de AIA pelo uso do método quantitativo colorimétrico
adaptado por Quecine (2010). Para o teste, os isolados foram inoculados em meio tripticaseina

de soja (TSB) 10% contendo 5 mM de L-triptofano e incubados no escuro a 28°C por 72 h
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sob agitacdo constante. Apos este periodo, as culturas foram centrifugadas por 5 min a 10.000
g ¢ 900 pl do sobrenadante foi coletado e transferido para cubetas contendo 400 pldo
Reagente de Salkowski (Bric et al., 1991). Apds duas horas de incubagcdao a temperatura
ambiente foi realizada a leitura das amostras, preparadas em triplicatas, no espectrofotometro
com comprimento de onda de 520 nm de absorbancia. As leituras foram normalizadas por
meio da curva padrdo com diferentes concentragdes de AIA comercial. Foi utilizada uma
bactéria previamente reconhecida pela capacidade em produzir acido indol-acético através de
testes laboratoriais como controle positivo, fornecida pela Cole¢do de Microrganismos da

Embrapa Meio Ambiente.

4.3.3. Solubilizacao de fosfato

Para o teste qualitativo de solubilizacao do fosfato os isolados foram repicados em
meio GY e incubados a 28°C por 48 h, posteriormente inoculados em meio NBRIP (Nautiyal,
1999), composto por 10 g de CcH;20¢; 5 g de MgCj,.6H,0; 0,25 g de MgS0,4.7H,0; 0,2 g de
KCI; 0,1 g de (NH4)2SO4; 5 g de Ca3(POy), e 15 g de agar para 1 L de 4gua destilada. As
placas foram feitas em triplicatas e mantidas em B.O.D a 28°C e a avaliagao realiza apds 15
dias. Os isolados que formaram halo no entorno da colonia foram considerados como capazes
de solubilizar o fosfato do meio de cultura. Como controle positivo foi utilizado uma bactéria
previamente reconhecida pela capacidade de solubilizar fosfato (Kavamura et al., 2013)
pertencente a Cole¢do de Microrganismos da Embrapa Meio Ambiente. O teste foi realizado
posteriormente com isolados selecionados de forma quantitativa, utilizando-se o0 mesmo meio
de cultura NBRIP de forma liquida (sem adicao de agar), em Erlenmeyers com capacidade de
250 ml contendo 100 ml do meio de cultura e pH ajustado para 7. As bactérias
foramcultivadas em meio GY liquido, calibradas para 10° UFC.ml™" (DOsso=0,1) e Iml deste
indculo foi transferido para o meio NBRIP. Apos 15 dias com agitagdo constante de 150 rpm
e temperatura a 28°C, 1000 pl de cada tratamento foi coletado e transferido para eppendorfs e
centrifugados por 5 min a 10.000g. Em seguida, na placa de Elisa, foi adicionado 36 pl do
sobrenadante bacteriano, 142 pl de H,O destilada e 71 pl do reagente molibdato-vanadato de
amonio. Apos 10 min da adi¢do do reagente as amostras foram lidas em espectofotometro a

420 nm.

4.3.4. Fixacao de Nitrogénio
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O teste para averiguagdo da capacidade das bactérias em fixar nitrogénio atmosférico
foi realizado segundo Dobereiner et al. (1995), apés um screening inicial de outras
caracteristicas benéficas. Para isso, as bactérias foram inoculadas em meio semi-solido NFB
contendo 5 g de acido malico; 0,5 g de K,HPOy; 0,2 g de MgS04.7H,0; 0,1 g de NaCl; 0,01 g
deCaCl,.2H,0; 4 ml de Fe-EDTA (solugao 1,64 %); 2 ml de azuldebromotimol (0,5 %); 2 ml
de solucdo de micronutrientes (0,2 g L' de Na,M004.2H,0; 0,235 g L' de MnSO4.H,0; 0,28
g L''de H3BOs; 0,008g L' de CuSO4.5H,0); 1,8g de 4agar; dissolvido em 1 L de 4agua
destilada e pH final ajustado para 6,5. Apo6s incubagdo a 28°C por cinco dias, os resultados
positivos foram caracterizados pela alteracao da cor do meio de cultura e formagao de um véu
caracteristico. Os experimentos foram realizados em triplicatas e como controle positivo
utilizou-se uma estirpe de Azospirillum brasilense (Hungria, 2011) cedida pela Embrapa

Agrobiologia.

4.4.1dentificacdo molecular dos isolados bacterianos por seqiienciamento parcial do gene

16S rRNA

4.4.1. Extracio do DNA bacteriano e preparo das amostras para

seqiienciamento

Os isolados bacterianos foram repicados em meio GY e incubados a 28°C por 48h ou
até o aparecimento de colonias. Apos o crescimento em placa de Petri e verificagdo da pureza
dos 1solados visualmente, as colonias foram transferidas para tubos falcon (50 ml) contendo
aproximadamente 25 ml de meio GY liquido. Os tubos foram submetidos a agitacdo constante
¢ mesmas condigdes de crescimento anteriormente descritas, por um periodo de 48h ou até a
formacao de pellet suficiente para extragao de DNA.

O DNA dos microrganismos isolados foi extraido utilizando-se o DNeasy®
Ultraclean® Microbial Kit (QIAGEN, Hilden, GER), de acordo com instru¢des do fabricante.
Apos obtengao, a qualidade do DNA dos isolados extraidos foram verificadas por eletroforese
em gel de agarose a 1% (w/v) e através do aparelho Nanodrop (Thermo Fisher Scientific,
USA) para prosseguir com a amplificacao.

A identificacdo dos isolados foi realizada por analise de sequéncia parcial do gene 16S
rRNA bacteriano. Para amplificacdo deste gene no DNA extraido foi utilizado a técnica de
PCR com 0s oligonucleotideos iniciadores universais 27 F

(AGAGTTTGATCCTGGCTCAG) e 1492R (GGTTACCTTGTTACGACTT) (Lane et al.,
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1991). A reagdo de amplificagdo foi feita para 25 pl, e constituiu-se 2,5 plde tampao 10X, 1,5
ul de MgSO,4 50X, 1 ul deDNTp 10 mM, 0,5 pl de cada um dos primers 10 mM, 0,5 pl deTaq
DNA polimerase ¢ 1 pul de DNA, sendo o volume restante completado com éagua ultrapura
(Milli-Q) estéril. As condigdes de amplificagdo foram 2 min a 94°C; 35 ciclos de 1 min a
94°C, 1 min a 55°C e 2 min a 72°C, com extensao final por 10 min a 72°C.

O produto da PCR de cada uma das amostras foi verificado quanto a qualidade em gel
de agarose 1,2% (w/v). A etapa posterior de purificagdo foi realizada utilizando-se o kit
comercial Wizard® SV Gel e PCR Clean-Up Systen (Promega, Madison, USA) seguindo o
protocolo fornecido pelo fabricante.

Para avaliar a qualidade e pureza dos produtos de PCR purificados foi realizada uma
corrida em gel de agarose a 2% e leitura no aparelho Nanodrop (Thermo Fisher Scientific,
USA). Para verificar a concentragdo de DNA presente nas amostras foi realizada a
quantificagdo através de fluorometria (Qubit 2.0 - Invitrogen).

Ao final as amostras foram enviadas para a empresa Myleus (Belo Horizonte, Minas
Gerais, Brasil) com volume e concentracdes previamente preparadas de acordo com
especificagdes recomendadas, onde foi realizado o sequenciamento de DNA por método de

Sanger em plataforma ABI 3730 —AppliedBiosystems.

4.4.2. Analise das sequéncias do gene 16S rRNA e reconstrucio

filogenética

Os resultados do sequenciamento do gene ribossomal das bactérias foram visualizados
utilizando-se o programa Sequencher 4.1.4 (Gene Codes Corporation, Ann Arbor, M1, EUA).
As sequéncias obtidas foram comparadas aquelas disponiveis no GenBank, utilizando a
ferramenta BLASTN disponivel no National Center for Biotechnologylnformation
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov). O alinhamento multiplo das sequéncias foi realizado no
programa MEGA 5.0, com o auxilio da ferramenta CLUSTALW e posterior corre¢do manual
(Kumar et al., 2018). Para matriz de distancia da arvore filogenética foi utilizado o método
Maximum Likelihood ¢ o modelo Kimura 2-parameter (Kimura, 1980), sugerido pela

ferramenta Best model do mesmo programa utilizado para o alinhamento.

4.5.Bioensaio em casa de vegetacao
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O bioensaio foi realizado em casa de vegetagdo, pertencente a Embrapa Meio
Ambiente, no municipio de Jaguaritina-SP, no periodo de maio a julho de 2019 (Figura 2).

O solo utilizado foi coletado em areas de cultivo da Embrapa Meio Ambiente e
apresentava as seguintes caracteristicas quimicas: pH (H,0): 6,0; P disponivel (Mehlich-1): 3
mg dm™; K (Mehlich™): 45 mg dm™; Ca** (KCI 1 mol L™): 2,0cmolc dm™; Mngr (KCI1 1 mol
L™"): 1,4 cmolc dm™; AP" (KCl 1 mol L™): 0,1 cmolc dm™; H'Al (pH SMP 7.5): 4,5 cmolc
dm™. Este foi adubado com 1g de calcario e 0,22 g de Super Fosfato Simples (18% de P) por
litro de solo, de acordo com a tabela de recomendacdo de adubagdo, para a cultura do trigo
irrigado para o Estado de Sdo Paulo (Raij et al., 1997). Como unidades experimentais foram
utilizados vasos de polietileno com capacidade para 3 kg, que foram preenchidos com solo ja

corrigido.

Figura 2 - A esquerda a casa de vegetagdo pertencente a Embrapa Meio Ambiente onde o
ensaio experimental foi conduzido. A direita os vasos com plantas de trigo no interior da
casa de vegetagdo durante a conducdo do experimento. Jaguariuna, 2019.

4.5.1. Delineamento experimental

Para o experimento em casa de vegetacdo foi empregado o delineamento experimental
inteiramente casualizado (DIC), com 11 tratamentos (Tabela 1), 5 repeticdes e 3 gendtipos
(BRS Reponte, BRS Marcante ¢ BRS Parrudo) (11x5x3 = 165 vasos). Os dados métricos
mensurados foram submetidos aos testes de Shapiro-Wilk e Barlett (P> 0,05) para verificar os

pressupostos de normalidade de homocedasticidade respectivamente e submetidos a analise
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de variancia (one-way ANOVA), sendo as médias comparadas entre si pelo teste de Scott-
Knott (P<0,05) (Scott &Knott, 1974). Para realizacao das analises utilizou-se o software R (R
Core Team, 2019).

Os trés gendtipos de trigo utilizados para o bioensaio correspondem a cultivares
comerciais e escolhidos levando em consideragdo a area expressiva que estas cultivares
representam hoje no Brasil. Sendo que a cultivar BRS Marcante apresenta uma genealogia

divergente das demais (BRS Parrudo e BRS Reponte).

Tabela 1 - Descri¢ao dos tratamentos utilizados no Bioesaio em casa de vegetagao.

Tratamento Descriciao Codigo*
T1 Controle — sem inocula¢do de bactérias -
T2 W2-5/1 CMAA 1742
T3 W2-3/2a CMAA 1741
T4 W2-3/5 CMAA 1739
T5 C6-3/11 CMAA 1740
T6 W1-5/7 CMAA 1743
T7 W1-2/2 CMAA 1738
T8 W2-5/1 + W2-3/2a + W2-3/5 -
T9 C6-3/11 + W1-5/7 + W1-2/2 -
T10 Todos os 6 isolados -
T11 Azospirillum brasilense -

*[solados depositados na Colecdo de Culturas de Microrganismos de Importancia
Agricola e Ambiental (CMAA) da Embrapa Meio Ambiente

4.5.2. Sele¢do dos microrganismos e tratamento de sementes

Para os ensaios em casa de vegetagdo foram selecionadas seis bactérias a partir dos
testes ¢ analises descritos anteriormente. Assim, a selecdo das bactérias classificadas como
benéficas a planta foi baseada nos seguintes critérios: distancia filogenética (foram
selecionadas bactérias mais distintas filogeneticamente); nao patogénicos ouoportunistas a
seres humanos; capacidade de solubilizar fosfatos e produzir &cido indol-acetico; e
preferencialmente apresentar antagonismo a fitopatégenos e fixar nitrogénio. Além disso, uma
estirpe do Azospirillum brasilense V5-b6, fornecida pela Embrapa Agrobiologia, também foi

utilizada como controle positivo.
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A preparacao dos indculos foi realizada apds o crescimento das bactérias em meio de
cultura GY liquido, por 48 h a 28°C e agita¢do constante. Apds o crescimento bacteriano, o
isolado foi quantificado em espectrofotometro a 550 nm, sendo padronizada uma densidade
otica de 0,1 (108 UFC/ml), por meio de dilui¢do com o mesmo meio de cultura.

Foram separadas 30 sementes de trigo por recipiente, num total de 22 recipientes,
sendo dois para cada tratamento, e adicionado 10 ml de cada isolado ao recipiente
correspondente a cada tratamento. Em parcelas com combina¢do entre microrganismos
(consoércios), o volume total foi divido pela quantidade de estirpes a serem adicionadas,
priorizando-se o volume padrao de indculo estabelecido.

A suspensdo das sementes com os microrganismos foi submetida a agitagdo leve, por
um periodo de 1 h antes da semeadura. Em cada vaso do bioensaio foram semeadas 6
sementes de trigo (Figura 3). Ap6s dez dias da semeadura foi realizado um desbaste deixando

apenas duas plantas por vaso.

Figura 3 - Plantulas de trigo distribuidas no vaso antes do desbaste. Jaguaritina, 2019.

4.5.3. Conducio do experimento

Aos 15, 30, 45, 60 dias apos a semeadura (DAS) foi avaliado a altura das plantas, o
diametro do colmo e teor de clorofila (SPAD). Além disso, nestas mesmasdatas, foi realizado

em cada tratamento correspondente a inoculagdo de 1 ml do isolado bacteriano tendo 10* UFC
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ml™ (DOsso= 0,1). Estabeleceu-seque 48 h antes e 48 h apés a inoculagdo dos microrganismos,
seriam coletadas amostras do solo altamente influenciado pela rizosfera de cada um dos

vasos. Na Figura 4 estd demonstrado a condugao do bioensaio.

Figura 4 - Representacdo da dindmica de inoculagdo de microrganismos, avaliagcdes fenotipicas e
coletas de solo realizadas ao longo do ciclo da cultura do trigo em casa de vegetacdo. Jaguariuna,
2019.

15 DAS 30 DAS 45 DASM 60 DAS
-Inoculagdo -Inoculagdo -Inoculagéo -Inoculagéo
-Avaliagdes métricas -AvaliagBes métricas -AvaliagGes métricas -AvaliagBes métricas

| | | |

SEMEADURA DESMONTE

—* Amostragem 48 h antes da inoculagdo

— > Amostragem 48 h apos a inoculagéo

Para as coletas foram utilizadas seringas de 1 ml adaptadas que possibilitaram a
amostragem do solo proximo ao sistema radicular planta (Figura 5). Procurou-se manter o
mesmo padrdo de umidade para todos os vasos, bem como realizar as coletas sempre no
mesmo horario e da mesma forma, retirando-se a camada superficial de solo antes de inserir a
seringa no vaso ¢ mantendo a mesma profundidade de amostragem. O solo coletado foi

transferido para microtubos tipo Eppendorf® e mantidos no freezer a -40°.
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Figura 5 - Seringa de 1 ml utilizada para realizacdo das coletas de solo nos vasos. A ponta das
seringas foram cortadas para facilitar a penetracdo no solo. Jaguaritina, 2019.

Apds 60 dias do bioensaio, os vasos foram desmontados quando as plantas de trigo
alcangaram o estadio de emborrachamento, caracterizado pelo desenvolvimento da bainha da
folha bandeira, mas espigas ainda ndo visiveis, segundo a escala de Feekes e Large (1954)
(Figura 6a). A raiz e a parte aérea das plantas foram separadas, pesadas e acondicionadas em
sacos de papel e mantidas em estufa até alcancarem peso constante. Nas plantas da cultivar
BRS Parrudo, ap6s os vasos serem desmontados e as raizes serem retiradas, amostras de solo

da rizosfera foram coletadas para analise enzimatica de cada tratamento.
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Figura 6 — a) Estadios de desenvolvimento de cereais conforme a escala de Feeks (1940) b)
Planta de trigo em estadio de emborrachamento (Estadio 10 da escala de Feeks). Esta fase tem
inicio com o crescimento e dilatacdo da folha bandeira. Jaguariuna, 2019.
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Fonte: Scheeren et al. (2015)

4.5.4. Analise enzimatica da rizosfera

Fosfatase

Para verificacdo da atividade da fosfatase, foi utilizado uma sub amostra de 1g de solo
e adicionados 4 ml de tampao maleato 0,1M (pH 6,5 para analise acida da fosfatase), 1 ml da
solucdo de p-nitrofenil fosfato — pNPP 0,002M e incubado a 37°C por uma hora. Apos
incubacao, foi adicionado 1 ml da solu¢dao de CaCl, 0,5 M e 4 ml de solucao de NaOH 0,5M,
e mantidos sob agitacdo. A suspensdo foi filtrada em papel Whatman n°2 e a formagdo de p-
nitrofenol mensurada em espectrofotdometro a 400 nm (Chavez et al., 2011). Esta analise foi

realizada no Departamento de Solos da ESALQ-USP no municipio de Piracicaba-SP.

Hidrdlise de diacetato de fluoresceina (FDA) como indicador da atividade

microbiana no solo

A andlise da hidrélise de diacetato de fluoresceina permite avaliar a atividade dos
microrganismos no solo, uma vez que o FDA ¢ hidrolisado por varias enzimas (lipase,
protease e esterases) produzidas por células vivas de microrganismos. Em Erlenmeyer de 250
ml foram pesados 5g de solo de cada amostra e adicionados 20 ml de tampao fosfato de

potassio e 200 ul da solucao estoque de FDA (20 mg de FDA para cada 10 ml de acetona, 2
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mg.ml™”. As amostras foramcolocadas em agitador a 160 rpm e incubadas a 25°C, durante 20
minutos. Em seguida, adicionou-se 20 ml de acetona por recipiente, com a finalidade de
interromper a reagdo. Todas as amostras foram filtradas utilizando-se o papel de filtro
Whatman® n° 1 em funil, recolhendo-se o filtrado em tubos de ensaio. A absorbancias dos

filtrados foi determinada imediatamente em espectrofotdmetro a 490 nm (Fernandez et al.,

2009).

Beta Glicosidase

Para a andlise da atividade da Beta Glicosidase, 1g de solo foi incubado juntamente
com 0,1 ml de tolueno por 10 min. Apds esse periodo adicionou-se 0,9 ml de agua destilada,
1,5 ml de tampao e 0,6 ml de substrato p-Nitrofenol B-D-glicosidase e foram incubados por
1h. Apds o periodo de incubagao foi utilizado etanol para parar a reagdao e as amostras foram
filtradas em papel de filtro. Adicionou-se 2ml de Tris 2M e a atividadeda enzima foi avaliada

em espectrofotometro a 400 nm (Hoffmann e Dedeken, 1965).

4.6.Extracao de DNA e sequenciamento do gene 16S rRNAdas amostras de solo

Amostras de solo das trés cultivares utilizadas no bioensaio foram coletadas.
Entretanto, apenas uma delas, BRS Parrudo, foi selecionada para o sequenciamento do gene
16S rRNAcom o objetivo de identificar, de forma mais ampla e detalhada, a diversidade
microbiana presente.

A obtenciodo DNA do solo foi realizada utilizando-se kit comercial
DNeasy®PoweSOil® (QIAGEN) de acordo com as recomendagdes do fabricante.O DNA foi
eluido em 50 pL da solugdo C6 e mantido em freezer a —20°C para as etapas posteriores.A
eficiéncia do método de extracdo e a qualidade do material extraido foram avaliados por meio
da eletroforese em gel de agarose 1%, corado com GelRed (Uniscience) e visualizagdo em
transluminador e através do espectrofotometro NanoDrop 1000 (ThermoScientific, Waltham,
USA).

Apobs a extracdo do DNA total, as amostras foram enviadas para construcdo das
bibliotecas e sequenciamento de amplicons do gene 16SrRNA utilizando a plataforma Miseq-
[llumina pela empresa Argonne (EUA). A quantificacio do DNA extraido foi realizada por
fluorimetria (Qubit®) e o preparo para envio realizado de acordo com especificagdes da

propria empresa. Os iniciadores utilizados na reacdo de amplificagdo foram o 515F
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(GTGNCAGCMGCCGCGGTAA) e o 926R (CCGYCAATTYMTTTRAGTTT), os quais
delimitam a regido V4 e parte da regido V5 da subunidade 16S do RNA ribossomal de
Archaea e Bacteria (Quinceet al., 2011)

4.7.Analises de bioinformatica

As sequéncias obtidas a partir do sequenciamento de 16S rRNA foram preé-
processadas usando QIIME v.1.9 (Caporasoet al., 2010). As leituras forward e reverse
geradas foram conjuntas pelo método fastq-join (Aronesty, 2011), seguidas pela
demultiplexacgdo, remocao de barcodes e sequéncias de primers. A filtragem de qualidade das
sequéncias foi realizada considerando o limiar de qualidade de Phred superior a Q20. A
selecdo da Unidade Taxonomica Operacional (OTU) foi realizada identificando as sequéncias
representativasde forma fechada (ClosedReference) comparadas em relagao a colecao de
sequenciasdo GreenGenes, o alinhamento foi realizado por meio da ferramenta PyNAST

(Caporaso et al., 2010); e a classificagdo taxondmica e arvore filogenética foi atribuida

considerando o banco de dados Green Genes (disponivel em https://github.com/biocore/
giimedefaultreference/tree/master/qiime_default reference/gg 13 8 otus).

Uma PERMANOVA (Anélise Multivariada Permutacional de Variancia) foi realizada

para acessar o efeito de cada tratamento na comunidade microbiana da rizosfera usando a
fungdo ADONIS no VeganPackage (Anderson, 2001; Dixon, 2003). A andlise de ordenacdo
restrita foi realizada com a fun¢do Ordinate no software R PhyloseqPackage (McMurdie;
Holmes, 2013). Apo6s verificar a existéncia do efeito da rizosfera, as amostras do Bulk Soil
foram removidas para visualizar o efeito dos gendtipos testados. A andlise de ordenagao
restrita foi realizada utilizando-se a distdncia de Bray-Curtis, separadamente para cada
tratamento, a fim de demonstrar o efeito dos tempos de amostragem na estrutura da
comunidade rizosférica (Anderson e Willis, 2003). As significancias das ordenagdes foram
obtidas por meio de Andlise de Varidncia (ANOVA). As dez classes mais abundantes em cada
tratamento foram filtradas de cada tratamento, e sua abundancia relativa foi demonstrada por
meio de Barplot demonstrando a dindmica das classes ao longo do tempo. A riqueza das
amostras foi analisada pelo niumero de sequencias observadas em cada tratamento e a
significancia acessada por meio de andlises de varidncia e Scott Knott. A diversidade foi
estimada pelos indices de Shannon (Magurran et al., 1988) e Simpson (Simpson et al., 1949).
Para demonstrar a eficiéncia dos indculos na colonizagdo da rizosfera de trigo, os

géneros correspondentes a cada inodculo (com excecdo de T5, em que foi usado familia),
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foram filtradas e a abundancia dos mesmos foi demonstrada por Barplot. As analises
estatisticas foram realizadas em ambiente R (R Core Team, 2019), usando os pacotes ExpDes

(Ferreira et al., 2018), Ggplot2 (Wickham, 2016) e Phyloseq (McMurdie ¢ Holmes, 2013).
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5. Resultados e discussao

5.1.Triagem para caracteristicas benéficas e identificacdo molecular

Na Tabela 2 sdo apresentados os resultados da triagem de isolados para caracteristicas
benéficas através dos testes bioquimicos, bem como a caracterizagdo genética obtidas por
comparagao das sequéncias no banco de dados do NCBI (National Center for Biotechnology
Information). Todas as estirpes apresentaram um alto indice de similaridade, variando entre
97 e 100%, com sequéncias depositadas no banco de dados.

O codigo W refere-se aos genotipos ancestrais e C para os cultivares modernos. Os
codigos W1-2, W1-3, W1-4 ¢ W1-5 correspondem as quatro repeticdes do W1 (Iran 1-29-
11334) e assim funciona para os trés outros cultivares (W2 = Karakilcik, C5 = BRS Guamirim
e C6 = Quartzo) utilizados no trabalho. O numero apos a barra representa o nimero do
isolado da repeti¢dao. Através da Tabela 2 ¢ possivel observar que alguns isolados possuem
apenas uma funcdo benéfica dentre as testadas, enquanto outros apresentam um conjunto
dessas caracteristicas. Portanto, sendo considerados potenciais isolados para estar em
associacdo com o hospedeiro, pois podem promover fung¢des de crescimento, de satde e

defesa. Algumas bactérias ndo foram testadas por dificuldades de crescimento das colonias.
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Tabela 2 - Resultados da triagem para caracteristicas benéficas e caracterizacdo genética dos isolados bacterianos de gendtipos ancestrais € modernos

de trigo. Jaguariuna, 2019.

Isolado Origem W..“MM.:E WMMMW. ris Wc.:? MMAMN A Identificacio molecular Ident. Acesso p.b.

W2 4/6 Karakilcik +* + + + Agrobacterium salinitolerans 99% NR_157010.1 1301
C5 3/14 BRS Guamirim - - + + Agrobacterium salinitolerans 98% NR 157010.1 1276
C6_5/4 Quartzo - - + NT Bacillus altudinis 99% NR _042337.1 1401
C6 2/2 Quartzo - + + + Bacillus altitudinis 99% NR 042337.1 1331
C6 2/3 Quartzo - - + + Bacillus altitudinis 99% NR 042337.1 1396
W1 3/8 Iran - - + - Bacillus cereus 98% NR 074540.1 1422
W2 3/14a Karakilcik - - - + Bacillus cereus 99% NR 074540.1 1331
C5_4/6 BRS Guamirim - - + - Bacillus cereus 98% NR 074540.1 1254
W1 5/3 Iran - - NT NT Bacillus dentrensis 99% NR 114085.1 1022
C5 5/x BRS Guamirim NT NT - NT Bacillus megaterium 99% CP009920.1 1414
W1 5/7 Iran NT NT + + Bacillus megaterium 97% CP009920.1 1021
C5.3/20 BRS Guamirim - - + NT Bacillus megaterium 99% CP009920.1 1296
W1 _3/9 Iran - - - + Bacillus megaterium 99% CP009920.1 1325
C5_3/14b BRS Guamirim - - + + Bacillus megaterium 99% CP009920.1 1368
C6 2/12 Quartzo - - + + Bacillus megaterium 100%  CP009920.1 1377
W2 5/bac Karakilcik + + - NT Bacillus pseudomycoides 99% NR 113991.1 1031
W2 2/bac Karakilcik NT - - NT Bacillus pseudomycoides 98% NR 113991.1 1399
C6_5/bac Quartzo - - - NT Bacillus pseudomycoides 99% NR 113991.1 1362

Continua
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Continuagédo
Isolado Origem Antag. Antag. Solub. Prod. Identificacio molecular Ident. Acesso p-b.
Fusarium  Bipolaris P de AIA

W2 4/bac Karakilcik + + - NT Bacillus pseudomycoides 100% NR 113991.1 1372
C5_3/7 BRS Guamirim - - NT NT Bacillus pseudomycoides 100% NR 113991.1 1334
C6 3/bac Quartzo + + - NT Bacillus pseudomycoides 99% NR 113991.1 1378
C6_2/bac Quartzo - - - NT Bacillus pseudomycoides 99% NR_113991.1 1356
C6 _3/12 Quartzo NT - + - Bacillus proteolitycus 99% NR 157735.1 1094
C6 2/1b Quartzo - + - + Bacillus safensis 98% NR 113945.1 1413
W2 4/11 Karakilcik - + + - Bacillus thuringiensis 98% CP020754.1 1348
W1 2/bac Iran - - - NT Bacillus thuringiensis 99% CP020754.1 1392
W1 2/7 Iran - - NT NT Cupriavidus gilardii 99% NR 114460.1 1216
W2 2/anti8  Karakilcik NT - - + Gordonia terrae 98% CP029604.1 1386
C5 3/13 BRS Guamirim - - + + Gordonia terrae 99% CP029604.1 1317
W2 2/10 Karakilcik - - - + Lysinibacillus fusiformis 98% NR 112569.1 1340
C5 3723 BRS Guamirim - - - + Lysinibacillus fusiformis 99% NR 112569.1 1351
C6_4/7 Quartzo NT NT + NT Lysinibacillus fusiformis 99% NR 112569.1 1326
C6 4/8 Quartzo - - - NT Lysinibacillus fusiformis 99% NR 112569.1 1365
C6_4/2 Quartzo NT - - NT Lysinibacillus fusiformis 99% NR 112569.1 1397
W1 2/4 Iran NT NT - + Lysinibacillus fusiformis 97% NR 112569.1 1365
W2 5/1 Karakilcik - - + + Lysinibacillus fusiformis 99% NR 112569.1 1154
C5 .3/9 BRS Guamirim - - - + Lysinibacillus fusiformis 99% NR 112569.1 1419

Continua
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Continuagédo

Isolado Origem Antag. Antag. Solub.  Prod.
Fusarium  Bipolaris P de AIA Identificacio molecular Ident. Acesso p.b.

C6_2/4 Quartzo - - - + Lysinibacillus fusiformis 99% NR_112569.1 1408
C5_3/19 BRS Guamirim - - + NT Lysinibacillus fusiformis 99% NR 112569.1 1408
C5 4/10 BRS Guamirim - - + + Lysinibacillus fusiformis 98% NR 112569.1 1111
C6_4/9 Quartzo NT - + + Lysinibacillus pakistanensis 99% NR 113166.1 1332
C5 2/8 BRS Guamirim - - + + Microbacterium hibisci 98% NR 158048.1 1316
W1 _3/10 Iran - - + + Microbacterium hibisci 98% NR _158048.1 1266
W2 4/3 Karakilcik - - + + Microbacterium paraoxydans — 99% LT629770.1 1324
C5 4/11 BRS Guamirim NT - + NT Methylobacterium populi 98% NR_074257.1 1288
C6_3/11 Quartzo - - + + Paenarthrobacter ureafaciens ~ 99% NR _029281.1 1345
C6_4/5 Quartzo NT NT + - Paenarthrobacter ureafaciens ~ 98% NR _029281.1 1258
C6_2/6 Quartzo - - + + Paenarthrobacter nicotivorans  99% NR 026194.1 1338
C5 3/11 BRS Guamirim - - + + Paenibacillus esterisolvens 99% KP232905 1355
W1 2/5 Iran NT NT - NT Paenibacillus lautus 97% NR 117185.1 1358
W1 _2/11 Iran - - NT NT Paenibacillus lautus 98% NR _117185.1 1389
W2 4/14 Karakilcik - - - NT Paenibacillus massiliensis 98% NR _115175.1 1323
C6_3/10 Quartzo + + + NT Paenibacillus peoriae 99% NR 042092.1 1377
W2 3/5 Karakilcik + + + + Paenibacillus polymyxa 99% R 117732.2 1365
W1 2/12 Iran NT NT + + Pseudomonas taiwanensis 99% NR _116172.1 1383
W2 3/2a Karakilcik - - + + Pseudomonas taiwanensis 99% NR 116172.1 1383

Continua
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Concluséo

Isolado Origem Antag. Antag. Solub.  Prod.
Fusarium  Bipolaris P de AIA Identificacio molecular Ident. Acesso p.b.

C6_3/7 Quartzo NT - + + Rhodococcus erythropolis 99% KJ476725.1 1047
W2 4/10 Karakilcik + - + + Streptomyces chartreusis 99% NR_114825.1 1274
W1 3/6 Iran - - + + Streptomyces cinereouber 99% NR 112261.1 1329
W1 3/5 Iran - - + + Streptomyces katrae 99% NR_116090.1 1315
W1 4/1 Iran - - NT + Streptomyces virginiae 99% NR 112496.1 1291
W1 2/2 Iran + + + + Streptomyces virginiae 99% NR 112496.1 1242
W2 4/12 Karakilcik - - + + Streptomyces viridobrunneus 97% NR 112481.1 1017

13313

*Q simbolo “+” representa a resposta positiva ao teste e “-*, a resposta negativa. O codigo “NT” siginifica que o isolado ndo foi testado por dificuldades

de crescimento das coldnias.



47

Dos 71 isolados obtidos e identificados da rizosfera de trigo 37 (52%) foram positivos
para a solubilizacdo de fosfato inorgénico, 36 (50%) produziram acido indol-acético, 8 (11%)
mostraram antagonismo contra Fusarium graminearum e 10 (14%) contra Bipolaris
sorokiniana. A analise das comunidades bacterianas associadas a rizosfera de genotipos de
trigos ancestrais e modernos foi realizada por meio do alinhamento de sequéncias geradas
neste estudo com sequéncias proximas depositadas no GenBank (NCBI), seguido por
reconstru¢do filogenética (Figura 7) utilizando-se o algoritmo Maximum Likelihood.

Com base na andlise filogenética, identificagdo molecular e caracterizagdo bioquimica
foram selecionados doze isolados como candidatos a indculo para serem testados em planta.
Esses isolados foram inoculados de forma pura ou em consoércio, e seu desempenho avaliado
em relacdo ao crescimento das plantas. Sendo estes: C6-2/2 (Bacillus), W1-3/8 (Bacillus),
W2-3/14a (Bacillus), W1-5/7 (Bacillus), W2-4/bac (Bacillus), W2-5/1 (Lysinibacillus), W2-
4/3 (Microbacterium), C6-3/11 (Paenarthrobacter), C6-2/6 (Paenarthrobacter), W2-3/5
(Paenibacillus), W2-3/2a (Pseudomonas), W1-2/2 (Streptomtyces).

5.2.Testes bioquimicos quantitativos

Os doze isolados foram submetidos a testes quantitativos de producao de acido indol-
acético (AIA) e solubilizagdo de fosfato (P). A Tabela 3 descreve o resultado dos testes, sendo
os isolados e a bactéria utilizada como controle positivo listados em ordem decrescente, do

maior para o menor valor observado para cada caracteristica.
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Figura 7 - Arvore filogenética baseada nas sequéncias parciais do gene 16S rRNA, incluindo as
sequéncias de estirpes tipo depositadas no banco de dados. A arvore foi gerada pelo método estatistico
Maximum Likelihood. Os ntmeros mostrados nas conexdes indicamos valores de bootstrap
(percentual de 1000 repeticdes). A barra de escala indica a taxa de substituicdo por base. Setas
vermelhas indicam os isolados escolhidos para bioensaio em casa de vegetagdo.

isolado31 W2 3/14a
isolado C5 4/6
isolado13 W1 3/8
. NR 074540.1 Bacillus cereus strain ATCC 14579 16S ribosomal RNA (rrnA) partial sequence
isolado49 W1 2/bac
isolado16 W2 4/11
isolado39 C6 3112
isolado2 C5 2/bac
- NR 113991.1 Bacillus pseudomycoides strain NBRGC 101232 16S ribosomal RNA gene partial sequence
r isoladot C6 2/bac
isolado3 C6 3/bac
isolado4 C5 3/7
isolado53 W2 5/bac
isolado57 W2 2/bac
isoladoB0 C6 /bac
isolado8 w2 4/bac
- isolado23 W1 5/3
isolado27 W1 3/9
NR 043401.1 Bacillus megaterium strain |AM 13418 16S ribosomal RNA gene partial sequence
isolado17 W1 5/7
isoladob C5 2/5
isolado32 C5 5/3
33| isolado35 Ch 3/14b
isolado42 C5 3/20
isolado52 C4 5/x
isolado63 C6 212
isolado58 W1 4/2
isolado24 C6 4/9
NR 112569 1 Lysinibacillus fusiformis strain NBRC15717 163 ribosomal RNA gene partial sequence
isolado61 C6 2/11b
isolado9 C5 4/10
7 || isolado10 C5 3/23
isolado12 C5 3/9
El isolado20 W2 2/10
[ ] || isolado2s w2 511 ——
isolado34 C6 4/2
isolado38 C5 3/19
isolado40 C8 4/7
isoladod1 C6 4/8
isolado51 W1 2/4
isolado62 C6 2/4
isolado67 C6 2/11a
& NR 042338.1 Bacillus aerius strain 24K 16S ribosomal RNA gene partial sequence
isolado56 C6 5/4b
NR 0423371 Bacillus altitudinis strain 41KF2b 16S ribosomal RNA gene partial sequence
380 isolado33 C6 2/1b
isolado59 w2 3/bac
isolado15 C6 2/3
isolado? C6 2/2
isolado14 C5 3/11
isoladot1 W2 4/14
9 | isolado54 W1 2/5

E3

87 isoladoB4 C6 3/10
isolado37 C5 314
isolado43 W2 4/6
NR 157010.1 Agrobacterium salinitolerans strain YIC 5082 16S ribosomal RNA partial sequence
€P001029.1 Methylobacterium populi BJ0O1 complete genome(4)
isolado70 C5 4/11
93 | NR 114460.1 Cupriavidus gilardii strain LMG 5886 16S ribosomal RNA partial sequence
isolado73 W1 2/7
isolado28 W2 312a
NR 1161721 Pseudomonas taiwanensis strain BCRC 17751 16S ribosomal RNA gene partial sequence
isolado26 W1 2/12
95 isolado18 W1 4/12
L 84lisolado21 W1 3/6
o isolado44 W2 4/10
NR 112496 1 Streptomyces virginiae strain NBRC 3729 16S ribosomal RNA gene partial sequence
isolado72 W1 2/2
isolado47 W1 4/1
isolado19 W1 3/5
isoladod6 W2 2/antig
isoladoB9 C5 3/13

53 9 NR 037022.1 Gordonia terrae strain 3612 16S ribosomal RNA gene partial sequence

NR 037024 1 Rhodococcus erythropolis strain N11 16S ribosomal RNA gene partial sequence
93 ! isolado36 C6 3/7
isolado68 W1 3/10
isolado48 C5 2/8
NR 044937.1 Microbacterium trichothecenolyticum strain DSM 8608 16S ribosomal RNA gene partial sequence
isolado29 W2 4/6
isolado30 C8 2/6
isolado45 C6 4/5
NR 029281.1 Paenarthrobacter ureafaciens strain NC 16S ribosomal RNA partial sequence
isolado22 C6 3/11
NR 0741821 Methanococcus aeolicus strain Nankai-3 16S ribosomal RNA gene complete sequence




49

Tabela 3 -Testes qualitativos para a produgdo de acido indol-acético e solubilizacdo de fosfato.
Jaguaritina, 2019.

AIA P
Isolado Caédigo Conc. Isolado Cédigo Cone.
(ng/ml AIA) (ng /mlP)

Controle* A4G3 14,50 W2-5/12 CMAA 1742 1,264405
W2-5/1 CMAA 1742 12,77 W2-3/2a> CMAA 1741 1,241894
C6-3/11'  CMAA 1740 5,38 Controle** 1.1 xxs 28 0,782128
W2-3/2a CMAA 1741 4,60 W2-3/52 CMAA 1739 0,521304
C6-2/6 - 4,32 W1-2/2 CMAA 1738 0,485036
W1-5/7"  CMAA 1743 1,56 W2-4/3 - 0,410415
W2-3/5 CMAA 1739 1,24 W1-3/8 - 0,374703
W1-2/2t  CMAA 1738 1,15 W2-3/14a - 0,374101
W2-3/14a - 1,08 C6-2/2 - 0,352794
W1-3/8 - 1,04 W2-4/bac - 0,32359

W2-4/3 - 0,76 W1-5/7 CMAA 1743 0,301287
W2-4/bac - 0,60 C6-3/11 CMAA 1740 0,254921
C6-2/2 - 0,52 C6-2/6 - 0,235467

! Estirpe selecionada para o bioensaio classificada como produtora de acido-indol-acético.

2 Estipe selecionada para o bioensaio classificada como solubilizadora de fosfato.

* Controle positivo: Bactéria A4G3 pertencente a Cole¢do de Microrganismos da Embrapa Meio

Ambiente.

** Controle positivo: Bactéria 1.1 xxs 28 (Kavamura, 2012).

Ademais, o teste de fixacao de nitrogénio também foi realizado e foram classificadas

como positivas as bactérias que conseguiram se desenvolver no meio semi-solido NFb

alterando a coloragao do meio, de verde para azul, e apresentaram a formacao de um véu

caracteristico no interior do meio de cultura, como ilustrado na Figura 8.
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Figura 8 - Teste de fixagdo de nitrogénio em meio NFbsemi-solido. A esquerda o controle que
apresenta uma coloragéo verde limpida. E a direita um resultado positivo cuja coloracdo do meio
torna-se azul e ha formagdo de um véu caracteristico, indicado pela seta preta. Jaguariuna, 2019.

L1 ke b ]

Sendo assim, os isolados positivos para esta caracteristica foram: W2-3/2a, W2-5/1,
C6-2/2, W2-3/5, C6-2/6, W1-5/7, C6-3/11 e W2-4/3.

Com base nos critérios pré-estabelecidos para selecdo dos isolados, seis
microrganismos foram escolhidos para o bioensaio em casa de vegetacdo. Sendo que na
Tabela 4 sdo descritos os resultados dos microrganismos selecionados bem como o tratamento

correspondente.

Tabela 4 - Relagdo dos isolados bacterianos escolhidos para o bioensaio e resultados da identificagdo
a partir do gene 16S rRNA e testes bioquimicos. Jaguarituna, 2019.

Fix.
Identificacao .. Prod.  Solub. Antag. Antag.
(16S) Isolado Codigo AIA de P Fusarium Bipolaris ?\f
Lysinibacillus W2-5/1 CMAA
1742 + + - + +
Pseudomonas W2-3/2a CMAA n . i " .
1741
Paenibacillus W2-3/5 CMAA n n n n n
1739
Paenarthrobacter C6-3/11 CMAA n . i N L
1740
Bacillus W1-5/7 CMAA
1743 + + - + +
Streptomtyces W1-2/2 ?%IgAA N . N N i

*[solados depositados na Colecdo de Culturas de Microrganismos de Importancia Agricola e
Ambiental (CCMA) da Embrapa Meio Ambiente.



51

Todas as estirpes selecionadas pertencem a géneros bacterianos ja encontrados na
rizosfera de plantas de trigo e ja foram citados na literatura como promotores de crescimento
de plantas. O género Bacillus ¢ amplamente relatado em estudos de promogao de crescimento
vegetal e estapresente em todos os tipos de ambientes, incluindo solo rizosférico, sendo uma
tecnologia promissora para agricultura verde (Kashyap et al., 2019).

Em um trabalho realizado por Melnichuk et al. (2019) cinco cepas de bactérias
associativas foram selecionadas por a partir das raizes de trigo, sendo elas: Sinorhizobium
meliloti; Pseudomonas koreensis; Paenarthrobacter nitroguajacolicus; Bacillus sp. e
Agrobacterium tumefaciens, as quais aumentaram a qualidade das sementes das variedades de
trigo estudadas em 5% e a biomassa das mudas em 80%.

Além de diversos outros estudos evidenciando a capacidade de bactérias do género
Lysinibacillus (Naureen et al., 2017), Paenibacillus (Liu et al., 2019) e Streptomyces
(Toumatia et al., 2016) em promover o crescimento das plantas e/ou controle biolégico contra
patogenos, que corroboram com a escolha destes géneros bacterianos para bioensaios em casa

de vegetacgdo.

5.3.Bioensaio em casa de vegetacao

Na avaliacao dos resultados do ensaio com inoculagdo de bactérias a fim de analisar a
promocao de crescimento das plantas de trigo foi possivel observar variagdes nas médias dos
parametros analisados bem como diferencas estatisticas entre os tratamentos ao longo do ciclo
da cultura. Sendo que a influéncia da inoculacdo microbiana foi diferente para cada cultivar.

A Tabela 5 ilustra os valores das médias obtidas de altura, didmetro e quantidade de
clorofila das plantas da variedade comercial BRS Marcante. Para essa cultivar ndo houve
diferenga significativa entre o tratamento controle e os demais inoculados com
microrganismos em nenhum periodo de avaliagao.

Ja a variedade BRS Reponte (Tabela 6) apresentou uma resposta diante dos
tratamentos, sendo que foram observadas diferencas significativas nas avalia¢des realizadas
aos 30 e 45 dias ap6s a inoculagdo. Com 30 dias houve um incremento no didmetro das
plantas de trigo tratadas com T4, TS5, T7, T10 e T11. Para os demais pardmetros ndo foram
observadas diferengas estatisticas neste periodo. Aos 45 dias ap6s a semeadura desta
variedade, as plantas apresentaram uma similaridade de resposta de altura entre os tratamentos
T2, T6, T8, T10 e T11 e o controle (T1), sendo significativamente diferente dos demais

tratamentos. O mesmo foi observado para o diametro das plantas, neste mesmo periodo, sendo
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que também os tratamentos controle, T6, T8, T10 e T11 apresentaram médias superiores que
os demais. Entretanto, com 60 dias nenhuma diferenca estatistica foi significativa, indicando
que esses efeitos observados nas outras épocas nao foram mantidos com o desenvolvimento
da cultura.

Comportamento semelhante foi observado na variedade BRS Parrudo (Tabela 7).
Onde efeitos precoces foram observados para alguns parametros aos 15, 30 e 45 dias apos a
semeadura, mas atenuaram-se na ultima avaliacdo, ndo havendo diferencas. No gendtipo BRS
Reponte, os tratamentos T10 e T11 obtiveram as melhores médias para todos os parametros
em todas as épocas em quefoi observada diferenga estatistica, constatando o efeito positivo
desses tratamentos para esta variedade.

Vale ressaltar que o TI10 é composto pela combinagdo de todos os isolados
bacterianos, demonstrando que o consorcio de bactérias apresentou uma resposta positiva
quando comparado a inoculagdo unica de qualquer rizobactéria. Na natureza, muitos
microrganismos coexistem no ambiente, havendo véarios tipos de interagdes microbianas
conhecidas, como antagonismo, competicdo e simbiose. Ao longo da histéria da
microbiologia, a maioria dos pesquisadores se interessou nas "interagdes negativas" entre
microrganismos, como a producao de antibidticos e a disputa por substratos. Entretanto, para
esta cultivar a combinacao de microrganismos usada neste estudo e que foi selecionada de um
ambiente natural aprensentou interagdes positivas entre si. O mesmo foi também observado
também por Kumar et al. (2018) ao utilizar a combinacdo de bactérias para avaliar a
promocao de crescimento em plantas de trigo.

Na primeira avaliagdo da cultivar BRS Parrudo (Tabela 7) as plantas se diferiram
quanto a quantidade de clorofila, onde a maioria dos tratamentos comportaram de forma
semelhante, com excecdo dos tratamentos T4, T8 e T9 que foram menores que os demais para
esta caracteristica. Aos 30 e 45 dias os tratamentos apresentaram respostas com destaque para
os tratamentos T2, T3 e T6 que obtiveram as maiores médias de altura e didmetro quando
comparadas com o tratamento sem inoculagdo de microrganismos. Com 45 dias, 0os menores
valores de altura e didmetro foram observados no tratamento T1, T9, T10 e T11. Sendo que o
T9 e o T10 sao consoércios bacterianos, o que permite inferir que nem sempre as combinagoes
irdo apresentar simbiose positiva, dependendo principalmente do genotipo do hospedeiro. O
mesmo resultado negativo para mistura de bactérias foi observado por Xu et al. (2010) e Bora
et al. (2004), onde o tratamento das sementes pela mistura de cepas nao alcancou tanta

eficacia quanto os agentes de biocontrole aplicados separadamente, na cultura do morango e
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do meldo, respectivamente. Atribuindo-se esse resultado a possivel antagonismo ou
interferéncia entre as bactérias inoculadas juntas.

Aos 60 dias apos a semeadura os efeitos causados pelos tratamentos foram atenuados e
nao foi observada nenhuma diferenca estatistica nos parametros observados. Em um trabalho
realizado por Bach et al. (2016) onde foi avaliado o controle bioldgico e competéncia na
promocdo de crescimento de bactérias em quatro gendtipos de trigo, a inoculagdo das trés
bactérias nao foi prejudicial para as plantas. No entanto, também ndo promoveram o
crescimento das plantas de qualquer cultivar de trigo em comparagdo com o controle nao
inoculado.

Os dados permitem observar que a inoculagdo bacteriana ¢ bastante influenciada pelo
gendtipo da planta, visto que cada cultivar apresentou uma resposta diferente para os
parametros de altura, didmetro e clorofila. Utilizando-se os mesmos tratamentos o BRS
Marcante apresentou resposta neutra com a inoculacdo, o BRS Reponte obteve maiores
médias nos tratamentos com consorcio de seis bactérias (T10) e com Azospirillum brasilense
(T11) e o BRS Parrudo nos tratamentos com estirpes isoladas principalmente Lysinibacillus
(T2), Pseudomonas (T3) e Bacillus (T6).

Em relagdo a massa seca e fresca destas cultivares, houve uma tendéncia em maiores
valores nos tratamentos que ja se destacaram durante o ciclo da cultura, sendo esses
novamente diferentes para cada gendtipo de trigo. A cultivar BRS Marcante também nao
apresentou diferencas estatisticas significativas para essas varidveis, como ¢ possivel observar
na Figura 9a Sendo assim, para esta variedade ndo houve efeito benéfico mensuravel com a
inoculagdo de bactérias, podendo nao ter havido sucesso na colonizacdo. Vale ressaltar que a
cultivar BRS Marcante foi escolhida para o bioensaio por apresentar uma genealogia
divergente das demais cultivares testadas. Confirmando o importante efeito da genética do
hospedeirono resultado da inoculagdo, como mencionado por Neiverth et al., (2014).

A Figura 9b representa os valores de massa seca e fresca da parte aérea e raizes da
cultivar BRS Reponte, e nota-se que houve um incremento nas massas referente a parte aérea
nos tratamentos inoculados com bactérias. Sendo que as melhores médias foram obtidas pelos
tratamentos T11, T10 e T8, tanto fresco quanto seco. O tratamento T11 corresponde a estirpe
de Azospirillum brasilense, ¢ como ja descrito na literatura apresentou capacidade de
aumentar aproximadamente 20% o volume da parte aérea das plantas BRS Reponte quando
comparado com o controle sem inoculo (Boddey e Dobereiner,1988; Sala et al., 2007). Os
tratamentos T10 e T8 correspondem a consdrcios bacterianos, com seis e trés estirpes,

respectivamente.
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Tabela 5 —-M¢édia das avaliagdes de altura (cm), diametro (cm) e clorofila (SPAD) das plantas da variedade BRS Marcante aos 15, 30, 45 e 60 dias apods a
semeadura. Jaguaritina, 2019.

BRS Marcante
15 dias 30 dias 45 dias 60 dias
Tratamentos* Altura Diametro Clorofila Altura Diametro  Clorofila Altura Diametro Clorofila Altura Diametro  Clorofila
T1 4,55 1,27 36,68 6,10 2,13 35,94 8,20 3,11 40,20 20,65 4,43 41,12
T2 4,50 1,28 35,08 6,55 2,01 36,57 8,90 3,29 39,11 28,50 4,48 4291
T3 4,50 1,18 33,51 6,40 2,00 37,43 8,80 3,32 40,32 26,35 421 4291
T4 4,70 1,23 35,18 6,00 1,69 36,65 8,70 3,18 39,88 26,60 4,53 38,68
T5 4,65 1,26 34,07 6,40 2,09 36,51 9,40 3,15 42,28 30,70 3,94 42,66
T6 4,80 1,30 34,92 6,15 1,80 35,41 9,10 2,81 41,23 25,30 4,22 41,16
T7 4,50 1,24 37,14 6,25 2,16 36,41 9,15 3,18 40,19 26,90 4,68 40,32
T8 4,45 1,21 32,74 5,65 1,83 35,83 7,70 2,89 39,45 23,60 4,02 40,99
T9 4,40 1,24 34,77 5,90 1,89 35,29 8,95 2,96 40,19 27,50 4,51 42,45
T10 4,95 1,25 36,36 6,15 2,05 34,57 8,20 3,11 39,58 24,90 3,87 42,12
T11 4,55 1,27 38,27 6,25 1,90 36,95 9,25 3,21 38,42 25,50 4,26 43,23
CV(%) 8,09 9,07 7,97 11,39 15,09 4,14 12,17 15,57 4,1 26,13 18,72 4,4

*T1 = controle; T2 = CMAA 1742 (Lysinibacillus); T3= CMAA 1741 (Pseudomonas); T4 = CMAA 1739 (Paenibacillus); TS = CMAA 1740
(Paenarthrobacter) ; T6 = CMAA 1743 (Bacillus); T7T = CMAA 1738 (Streptomyces); T8= CMAA 1742 + CMAA 1741 + CMAA 1739; T9= CMAA 1740 +
CMAA 1743 + CMAA 1738 ; T10 = Todos os isolados; T11 = Azospirillum brasilense.
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Tabela 6 - Média das avaliacdes de altura (cm), didmetro (cm) e clorofila (SPAD) das plantas da variedade BRS Reponte aos 15, 30, 45 e 60 dias apos a
semeadura. Jaguaritina, 2019.

BRS Reponte
15 dias 30 dias 45 dias 60 dias
Tratamentos** Altura Didmetro Clorofila Altura Diametro Clorofila Altura  Diametro Clorofila Altura Diametro Clorofila
T1 5,30 1,14 37,06 7,70 1,60 b* 34,89 1235a 2,99 a 40,80 423 2,87 41,65
T2 4,75 1,19 36,14 7,30 1,68 b 33,15 11,65a 2.82b 40,10 38,4 3,03 42,07
T3 4,60 1,24 34,74 7,30 1,61 b 32,99 9,40 b 2,09b 36,58 33,2 2,34 41,07
T4 5,05 1,25 37,66 7,75 1,78 a 35,90 10,20b  2.32b 36,91 38,1 2,86 37,84
T5 4,95 1,37 35,12 8,05 1,89 a 36,43 10,50b  2,78b 39,15 40,3 3,02 42,78
T6 4,55 1,24 35,38 7,65 1,55b 38,07 12,25 a 343 a 39,88 42,3 2,82 40,73
T7 4,80 1,35 36,08 7,65 1,74 a 32,88 11,10b  2,65b 38,33 39,4 2,72 38,22
T8 5,25 1,23 35,58 7,45 1,53 b 33,35 11,70 a 3,30 a 38,42 40,0 3,06 40,20
T9 4,80 1,30 35,20 6,75 1,67 b 34,17 1090b 2,66 b 39,25 40,2 2,77 36,64
T10 5,15 1,26 36,78 8,20 1,78 a 35,28 12,85 a 3,33 a 40,02 42,7 3,17 38,62
T11 5,40 1,22 35,99 7,80 1,80 a 35,53 11,75 a 3,48 a 41,41 422 3,18 39,20
CV(%) 16,61 13,37 4,38 7,81 10,47 7,35 11,86 16,88 6,22 10,43 11,47 7,67

*M¢édias seguidas de letras minusculas diferem-se entre si nas linhas

**T1 = controle; T2 = CMAA 1742 (Lysinibacillus); T3= CMAA 1741 (Pseudomonas); T4 = CMAA 1739 (Paenibacillus); TS = CMAA 1740
(Paenarthrobacter) ; T6 = CMAA 1743 (Bacillus); T7 = CMAA 1738 (Streptomyces); T8= CMAA 1742 + CMAA 1741 + CMAA 1739; T9= CMAA 1740 +
CMAA 1743 + CMAA 1738 ; T10 = Todos os isolados; T11 = Azospirillum brasilense.
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Tabela 7 - Média das avaliagdes de altura (cm), didmetro (cm) e clorofila (SPAD) das plantas da variedade BRS Parrudo aos 15, 30, 45 e 60 dias apos a
semeadura. Jaguaritna, 2019.

BRS Parrudo
15 dias 30 dias 45 dias 60 dias
Tratamentos** Altura Diadmetro Clorofila Altura Diametro Clorofila Altura Diametro Clorofila Altura Diametro Clorofila
T1 3,95 1,31 38,78 a* 5,10b 1,87 b 38,81 6,60 b 2,43 b 48,43 9,10 3,83 50,67
T2 4,45 1,25 38,88 a 6,00 a 2,08 a 41,42 7,60 a 325a 47,28 11,55 4,24 50,21
T3 4,00 1,29 3842 a 5,90 a 2,06 a 41,74 7,20 a 3,16 a 46,14 10,15 4,34 48,33
T4 3,40 1,11 34,28 b 5,60 a 1,68 b 41,25 7,10 a 292 a 47,79 10,85 4,28 50,55
T5 3,50 1,17 39,68 a 5,30 b 2,04 a 41,07 7,55 a 3,16 a 47,53 10,40 4,56 51,48
T6 4,05 1,21 38,77 a 5,90 a 2,10 a 41,51 7,65 a 2,96 a 48,81 10,00 4,22 50,13
T7 4,05 1,23 39,98 a 5,55a 1,82 b 43,35 7,10 a 2,68 b 48,44 10,05 4,51 48,60
T8 3,40 1,20 37,19b 5,60 a 1,80 b 43,48 7.05 a 2,95 a 49,39 10,40 4,70 51,52
T9 3,45 L11 36,96 b 5,30 b 1,93 a 41,00 6,15b 2,36 b 47,06 8,80 3,47 51,16
T10 3,75 1,23 3935a 5,75 a 2,01 a 41,90 6,35 b 2,72 b 47,47 9,00 3,99 51,92
T11 4,10 1,16 39,34 a 5,15b 1,73 b 41,06 6,25b 2,57b 46,65 9,90 3,56 51,43
CV(%) 16,11 9,08 6,35 8,40 11,6 4,91 9,99 16,36 4,71 15,07 18,17 5,92

*M¢édias seguidas de letras minusculas diferem-se entre si nas linhas

**T1 = controle; T2 = CMAA 1742 (Lysinibacillus); T3= CMAA 1741 (Pseudomonas); T4 = CMAA 1739 (Paenibacillus); TS = CMAA 1740
(Paenarthrobacter) ; T6 = CMAA 1743 (Bacillus); T7 = CMAA 1738 (Streptomyces); T8= CMAA 1742 + CMAA 1741 + CMAA 1739; T9= CMAA 1740 +
CMAA 1743 + CMAA 1738 ; T10 = Todos os isolados; T11 = Azospirillum brasilense.
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Figura 9 - Médias da massa fresca e seca da parte aérea e raiz das plantas de trigo de acordo com cada

tratamento* a) Cultivar BRS Marcante b) Cultivar BRS Reponte ¢) Cultivar BRS Parrudo. Letras

distintas mostram significancia pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).
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V) BRS PARRUDO
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*T1 = controle; T2 = CMAA 1742 (Lysinibacillus); T3= CMAA 1741 (Pseudomonas), T4 = CMAA
1739 (Paenibacillus); TS = CMAA 1740 (Paenarthrobacter); T6 = CMAA 1743 (Bacillus); T7 =
CMAA 1738 (Streptomyces); T8= CMAA 1742 + CMAA 1741 + CMAA 1739; T9= CMAA 1740 +
CMAA 1743 + CMAA 1738 ; T10 = Todos os isolados; T11 = Azospirillum brasilense.

Ainda para a cultivar BRS Reponte, dois tratamentos com bactérias apresentaram peso
de massa fresca inferior que a testemunha, sendo eles o T4 e o T3, evidenciando que a
associacao planta—bactéria pode ter representado um alto custo para a planta neste caso, nao
proporcionando beneficios. Em relacdo a massa seca da parte aérea, o T3 continuou
apresentando menor média. Em quanto os demais tratamentos comportaram-se de forma
semelhante ao controle. Resultado semelhante foi observado em um trabalho onde buscou-se
avaliar o desempenho de diferentes genotipos de trigo inoculados com Herbaspirillum
seropedicae, sendo que alguns gendtipos responderam negativamente com um decréscimo no
peso da parte aérea e da raiz ap6s a inoculagdo, em quanto outros ndo foram afetados ou
apresentaram discreto aumento na parte aérea e/ou no peso das raizes, embora as diferengas
ndo tenham sido significativas (Neiverth et al., 2014).

As raizes da variedade BRS Reponte se diferiram quanto ao peso fresco, com destaque

para os tratamentos T9, T4, T3, T5 e T2. Mas nao foram significativamente diferentes quando
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avaliadas ap6s secagem em estufa. Além disso, é possivel observar que os tratamentos T10 e
T11, juntamente com a testemunha, apresentaram os menores valores de peso fresco de raiz, o
oposto observado para valores de parte aérea. Demonstrando que a inoculacdo com bactérias
promoveu o crescimento das plantas sem aumentar o tamanho de suas raizes. Normalmente, a
explicagdo mais comum proposta para os efeitos benéficos das BPCV no crescimento das
plantasse dd pelo aumento na area superficial da raiz e o volume de solo que ela passa a
explorar, aumentando a absor¢cdo de 4gua e nutrientes. No entanto, as bactérias podem
melhorar a captacdo de minerais ndo apenas como consequéncia do aumento da raiz, mas
também estimulando os sistemas de captacdo de ions, melhorando a absor¢do e/ou gerando
maior disponibilizagdo dos nutrientes, sem necessariamente expandir a drea radicular
(Bertrand et al., 2000; Saubidet et al., 2002). Okon & Kapulnik (1986) descreveram inclusive
que a inoculagdo de varias cultivares de trigo, milho, sorgo com varias linhagens de
Azospirillum causaram alteragdes morfologicas na raiz, sendo que durante as primeiras trés
semanas apds a germinagao, o numero de fios, ramos e raizes laterais foi aumentado por
inoculacdo, mas nao houve altera¢ao no peso das raizes.

Ao observar o grafico de valores de massa da cultivar BRS Parrudo (Figura 9c), ¢
evidente a diferenca entre os tratamentos. Sendo que em relagdo a parte aérea, maiores médias
foram obtidos em T2, T3, T4, TS e T7. Todos estes tratamentos correspondem as bactérias
isoladas, demonstrando menor eficiéncia deste genotipo com consércios bacterianos para
crescimento aéreo. As raizes foram maiores em plantas tratadas com T2, T3, T7, T8 e T10. De
um modo geral, levando-se em consideracdo os parametros avaliados, podemos propor uma
contribuicao positiva da inoculacdo bacteriana principalmente para acultivar BRS Reponte e
BRS Parrudo, sendo a segunda mais responsiva para a maioria dos caracteres avaliados. A
cultivar BRS Marcante ndo foi afetada por nenhum tratamento com microrganismos. Estas
evidéncias podem auxiliar na selecdo de gendtipos de trigo mais responsivos a inocula¢do
bacteriana e reforgar a evidéncia de que esta associagdo ¢ genotipo dependente, contribuindo
para o consenso geral de que o genotipo da planta é um fator chave para obtengdo dos
beneficios propiciados por bactérias (Reis et al., 2000). Esse fator deve ser lavado em
consideragdo principalmente em programas de melhoramento genético, para que sejam
selecionadas plantas com maior capacidade de interagir com microrganimos para usufruir e
otimizar os beneficios da inoculacdo na agricultura. Além disso, outros fatores como a estirpe
bacteriana, condi¢des ambientais, praticas agricolas e quantidade e qualidade das células

bacterianas utilizadas podem influenciar o sucesso da colonizagdao (Matsumura et al., 2015).
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No caso deste trabalho foi possivel observar inclusive o contraste gerado com a
inoculagdo de um mesmo tratamento, composto por Pseudomonas (T3) que apresentou
reposta neutra na cultivar BRS Marcante, negativa com menor média na BRS Reponte e
positiva com maior média para a BRS Parrudo. Evidenciando uma das limitagdes no uso de
inoculantes, que normalmente sdo recomendados para culturas agricolas de forma geral, ndo
sendo considerado o genoma do hospedeiro. O que pode gerar respostas diferentes e por vezes
inconsistentes, cujo motivo ainda ndo ¢ totalmente esclarecido.

Alguns autores, avaliando a resposta da associacdo a campo com A. brasilense
também relatam respostas diferenciadas do trigo dependentes do gendtipo, do local, e do
estado fenoldgico das plantas em que foram avaliados (Sala et al., 2007; Diaz-Zorita e
Fernandéz-Canigia, 2008). Kennedy et al. (1997) citam que o melhoramento vegetal do trigo
visando maiores produtividades foi realizado baseando-se nas melhores respostas dos
genotipos a adubacdo nitrogenada e na alta fertilidade de solos. Este fato pode ter
negligenciado a selecdo para o estabelecimento de associagdes planta-bactéria estaveis e
benéficas em cereais ao longo dos anos. Sendo assim, o reconhecimento de cultivares
contrastantes ¢ util para estudos comparativos e por auxiliar na busca por germoplasmas mais

responsivos a associagdo bacteriana.

5.4.Analise enzimatica da rizosfera

Em geral, maior atividade das enzimas rizosfera pode ser interpretada como uma
maior diversidade funcional da comunidade microbiana (Gianfreda, 2015). A hidrélise do
diacetato de fluorescéncia (FDA) ¢ amplamente aceita como um método simples para medir a
atividade microbiana total, sendo que FDA ¢ geralmente proporcional a populagdo microbiana
(Adam e Duncan 2001). Os resultados obtidos em absorbancia (x) foram convertidos em
atividade de FDA ( PNF. g'solo . min) (y) por meio da equacdo y=0,004x + 0,137
(R?=0,978), sendo que a maior atividade microbiana total foi observada nos tratamentos T6,
T8 e T10, seguido dos tratamentos T9, T7 e T11 (Figura 10a ). Os demais ndo se diferiram do
controle sem a inoculacdo de microrganismos (T1). Os trés tratamentos compostos por
consorcios de bactérias (T8, T9 e T10) apresentaram médias 30 a 40% maiores que T1 (Scott
Knott, p<0.05 ).

A enzima B-glicosidase ¢ frequentemente utilizada como indicador da mineralizagao

organica de C no solo, embora ndo seja recomendado considerar uma unica atividade
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enzimatica como um indicador da taxa de todo um processo metabolico (Stott et al. 2010;
Nannipieri, 2012). Neste trabalho T1, T2, T3, T4 e TS5 apresentaram comportamento
semelhante para este indicador, com médias superiores que os demais tratamentos (figura
10b). Os valores de absorbancia (x) obtidos foram convertidos em atividade de B-glicosidase
(ug PNF. g'solo . min) (y) por meio da equagdo y=0,063x-0,003 (R*=0,988). Esses resultados
sugerem maior atividade da B-glicosidase em alguns tratamentos, o que pode ser relacionada a
matéria organica do solo, atividade bioldgica e ciclagem de C, apesar da atividade
microbiologica geral do solo compreender uma ampla gama de reacdes enzimaticas diferentes
(Nannipieri, 2012).

As fosfatases sdo um grupo de enzimas que catalisam a hidrélise de ésteres e anidridos
do 4cido fosférico (Condron et al., 2005). Como as plantas utilizam apenas P inorgénico e
uma grande quantidade de P do solo ndo estd disponivel, a mineralizacdo dessa porcao
organica tem uma grande importancia no desenvolvimento vegetal (Nannipieri et al., 2011).
Por isso a quantidade de fosfatase presente no solo pode ser utilizada como indicador da
disponibilidade de fésforo inorgéanico para plantas e microrganismos, sendo que a produgao
desta enzima ¢ aumentada quando o fosforo estd ausente no solo, intensificando a
solubilizacdo e remobilizacao do fosfato. O tratamento que apresentou maior atividade dessa
enzima foi o T9, que corresponde ao consorcio de trés microrganismos previamente
reconhecidos pela capacidade de solubilizar fosfato inorganico in vitro. Seguido pelos
tratamentos T11, T6, T10, T8 e T7 (Figura 10c). Todos os tratamentos compostos por
misturas de trés ou mais microrganismos (T8, T9 e T10) demonstraram atividade enzimatica
superior ao controle ndo inoculado. Os valores de absorbancia (x) foram convertidos em
concentracio de fosfatase acida (mg PNF. kg'solo . hora) (y) por meio da equagio y = 80,43x
(R?=0,995)

Diversos trabalhos demonstram variagdes na resposta das plantas inoculadas com
microrganismos e a atividade enzimatica no solo, como o trabalho realizado por Ramesh et al
(2014), onde um microrganismo foi isolado da rizosfera de plantas de soja e inoculado em
genotipos de trigo demonstrou um aumento da atividade da hidrdlise do diacetato de
fluoresceina, B-glicosidase, fosfatase acida foi de 16,62, 50,53, 12,75%, respectivamente,
sobre o controle ndo inoculado. Entretanto, como descrito por Nannipierini et al. (2012) o uso
de atividades enzimdticas como indicadores das fun¢des do solo ¢ problematico devido
muitos efeitos diretos e indiretos que dificultam a interpretacdo da resposta da atividade das
enzimas bem como as grandes variacdes espago-temporais que podem alterar esses indices e

ndo sdo considerados.



64

Figura 10 - Médias obtidas por cada tratamento* apés analise das enzimas a) B-glicosidase
(CV=11,3%), b) fosfatase acida (CV=9,9%) e ¢) FDA (CV=11,6%). Letras distintas sobre as barras
indicam significancia pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).
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*T1 = controle; T2 = CMAA 1742 (Lysinibacillus); T3= CMAA 1741 (Pseudomonas), T4 = CMAA
1739 (Paenibacillus); TS = CMAA 1740 (Paenarthrobacter),; T6 = CMAA 1743 (Bacillus); T7 =
CMAA 1738 (Streptomyces); T8= CMAA 1742 + CMAA 1741 + CMAA 1739; T9= CMAA 1740 +
CMAA 1743 + CMAA 1738 ; T10 = Todos os isolados; T11 = Azospirillum brasilense.

Entender a dindmica desta enzima e os fatores que influenciam sua atividade pode ser

uma importante ferramenta para aprimorar o manejo biologico da fertilidade do solo na
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agricultura (Nannipieri, 2012; Adetunji et al., 2017). Vale ressaltar que a atividade enzimatica
individual ndo reflete o status da qualidade do solo, pois as atividades enzimaticas Unicas nao
podem representar a taxa de todos os processos metabodlicos (Adetunji et al., 2017). Sendo
assim, além dos resultados obtidos ¢ interessante compreender a estrutura e diversidade da
comunidade das bactérias, principalmente da rizosfera, visto que a composicdo e
funcionalidade destas comunidades podem ser influenciadas pela forma de uso e manejo do

solo.

5.5.Sequenciamento do gene 16SrRNA das amostras da rizosfera

Para estudar o impacto da inoculagdo de microrganismos na comunidade bacteriana da
rizosfera, as amostras de solo das trés cultivares foram coletadas durante todo o ciclo da
cultura em tempos distintos (Figura 4). Entretanto, escolhemos apenas uma cultivar, BRS
Parrudo, para prosseguir com o sequenciamento. Dessa forma, todos os dados aqui
apresentados correspondem a amostras deste gendtipo, que consideramos como o mais
responsivo ainocula¢do de microrganismos e escolhemos para prosseguir com o estudo.

Através do sequenciamento parcial do gene ribossomal 16S rRNA, foi possivel
observar a estrutura da comunidade total bacteriana em cada tratamento realizado. As
sequéncias apresentaram indice de qualidade (Q score) acima de 20 e comprimento variando
de 250 a 490 p.b., sendo que a maioria das sequéncias apresentaram de 360 a 390 p.b.
(ANEXO A). Apos o processamento dos dados brutos a rarefacdo dos dados foi realizada pela
profundidade, sendo que foram mantidos 9775 faxa. Antes da rarefacdo, uma das amostras
(T8R3) foi removida da analise, visto que apresentou apenas 16 sequéncias. Se esta amostra
fosse mantida, permaneceriam apenas 4320 taxa. Portanto, a perda de dados foi
significativamente menor com a remocao desta amostra (ANEXO B).

A analise multivariada permutacional (PERMANOVA) foi feita antes da rarefagdo dos
dados e o Bulk Soil foi removido das analises para ndo mascarar o efeito dos inoculantes. Os
resultados indicaram que o tempo teve um efeito significativo na composicdo da comunidade
de bactérias da rizosfera (p <0,05), bem como a interacdo Inoculante:Tempo (Tabela 7). A
interagdo significativa (inoculante e tempo) demonstra que cada indculo respondeu de uma
forma diferente ao longo do tempo na comunidade bacteriana, com cerca de 16% da variacao

dos dados.
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Tabela 7 - PERMANOVA com base na matriz de dissimilaridade de Bray-curtis mostrando a
contribuigdo (R?) e a significancia (p) de cada fator deste estudo na comunidade da rizosfera. Valores
de p destacados com ‘*’ indicam variagdo significativa para o teste de de Scott-Knott(p<0,05).

Df  SumsOfSqs MeanSqs  F.Model R’ P
Inoculante 10 0,990 0,098963 1,1254 0,029 0.073
Tempo 6 0,720 0,119943 1,3639 0,021 0.005%
Inoculante: Tempo 60 5,692 0,094863 1,0787 0,165 0.024 *
Residuals 308 27,085 0,087938 0,785
Total 384 34,486 1,000

Uma analise explanatoria da constituicdo da comunidade da comunidade bacteriana
levando em conta a abundancia relativa separou claramente a comunidade microbiana do
Bulk Soil e da rizosfera, demonstrando um forte efeito rizosférico como ilustrado na

Figurall.

Figura 11 - Andlise restrita das coordenadas principais (CAP) mostrando as
diferencas entre o solo das amostras de Bulk Soil (amarelo) e da rizosfera
(marrom), com significancia da ordenagdo F=2,4778 (p=0,001).
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5.6.Efeito dos inoculantes na comunidade bacteriana da rizosfera

Para avaliar o efeito de cada tratamento ao longo do tempo os dados foram divididos
para cada inoculante. No tratamento 1, sem a inoculagdo de microrganismos, a analise de
coordenadas principais restringidas para o fator tempo foi significativa (Significancia da
ordenacdo F=1,3527 p=0,001) e mostra as diferen¢as na estrutura da comunidade rizosférica
ao longo do tempo (claro para escuro) (Figura 12a). O Barplot (Figura 12b) correspondente a

este tratamento mostra a abundancia relativa das 10 classes mais abundantes.

Figura 12 - Estrutura da comunidade bacteriana do tratamento controle (Tratamento 1) a) Analise de
coordenadas principais restritas da estrutura da comunidade de bactérias da rizosfera do genotipo BRS
Parrudo ao longo do tempo (tempo 1,3,5 e 7 correspondem a amostragens 48h antes da inoculagio, € o
tempo 2,4 e 6 48h apés a inoculagdo de microrganismos) b)Abundancia das principais classes
presentes nas amostras ao longo do tempo.
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No tratamento 2, com inoculagdo de bactérias do género Lysinibacillus, foi possivel
observar uma mudanga abrupta da estrutura da comunidade do tempo 1 em relacdo aos
demais (Significancia da ordenagdao F=1,72 p=0,001)(Figura 13a). Principalmente no tempo 2,
em que houve um aparecimento de Gammaproteobacteria (Figura 13b). Além disso, neste
mesmo periodo, a classe Bacilli, a qual pertence o indéculo de T2 aumentou visivelmente com

o decorrer do experimento.
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Figura 13 - Estrutura da comunidade bacteriana do tratamento inoculado com isolado do género
Lysinibacillus (Bacilli) (Tratamento 2) a) Analise de coordenadas principais restritas da estrutura da
comunidade de bactérias da rizosfera do genotipo BRS Parrudo ao longo do tempo b) Abundancia das
principais classes presentes nas amostras ao longo do tempo.

kS
=]

ammaprotecbacteria
|Oscillatoriophycidae

a) e o b)
¢ .
.
1
8 - ||
®e IChloracidobacteria
. Saprospirae
= %0 S7ime 1 8 CIthbbaad?"'a
in . € ctinobacteria
0 o 40 .
f ° o2 . ngg g A phﬁqproteobactena
ime acilli
g ofmee 3 Betaproteobacteria
< Igeﬂaproteobactena

-

1
CAP1 [8.5%]

Time_1 Time_2 Time_3 Time_4 Time_5 Time_8 Time_7

O tratamento 3 ¢ composto por Pseudomonas (Gammaproteobacteria) e também

apresentou mudancas na comunidade bacteriana do tempo 1 em relagdo aos demais
(Significancia da ordenagdo F=1,3517 p=0,001) (Figura 14a). Foi possivel observar o
aumento de Oscillatoriophycidae, principalmente no tempo 2 (Figura 14b), enquanto a classe

Gammaproteobacteria nao esta entre as mais abundantes para este tratamento.

Figura 14 - Estrutura da comunidade bacteriana do tratamento inoculado com isolado do género
Pseudomonas (Gammaproteobacteria) (Tratamento 3) a) Analise de coordenadas principais restritas
da estrutura da comunidade de bactérias da rizosfera do genotipo BRS Parrudo ao longo do tempo b)
Abundancia das principais classes presentes nas amostras ao longo do tempo.
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A adicdo do tratamento 4, composta por Paenibacillus, causou efeito parecido ao
observado no tratamento 2 (Significancia da ordenacdo F= 1,2676 p=0,001) (Figura 15a). A
Classe Bacilli, a qual pertence o in6culo de T4 aumentou visivelmente apos o tempo 2 (Figura

15b)

Figura 15 - Estrutura da comunidade bacteriana do tratamento inoculado com isolado do género
Paenibacillus (Bacilli) (Tratamento 4) a) Analise de coordenadas principais restritas da estrutura da
comunidade de bactérias da rizosfera do gendtipo BRS Parrudo ao longo do tempo b) Abundancia das
principais classes presentes nas amostras ao longo do tempo.
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A andlise de coordenadas principais do tratamento 5, composto pelo género
Paenarthrobacter, apresentou aumento da classe de Actinobactérias, ao longo do
experimento, principalmente no tempo 6 (Significancia da ordenacdo F=1,2716 p=0,001)
(Figura 16a). A classe Bacilli, também teve um aumento expressivo principalmente no tempo
2 como ¢ possivel observar na Figura 16b.

O Tratamento 6, composto pelo género Bacillus, aumentou visivelmente a classe
pertencente a esta bactéria com o passar do tempo (Significancia da ordenacdo F=1,2027
p=0,001) (Figura 17a). Sendo possivel observar no barplot (Figura 17b) que o aumento ocorre
principalmente nas amostragens apds a inoculagdo dos microrganismos no solo (tempo 2, 4 e

6), demonstrando uma boa resposta da bactéria quando inoculada no solo.
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Figura 16 - Estrutura da comunidade bacteriana do tratamento inoculado com isolado do género
Paenarthrobacter (Actinobacteria) (Tratamento 5) a) Andlise de coordenadas principais restritas da
estrutura da comunidade de bactérias da rizosfera do gendtipo BRS Parrudo ao longo do tempo b)
Abundancia das principais classes presentes nas amostras ao longo do tempo.
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Figura 17 - Estrutura da comunidade bacteriana do tratamento inoculado com isolado do género
Bacillus (Bacilli) (Tratamento 6) a) Analise de coordenadas principais restritas da estrutura da
comunidade de bactérias da rizosfera do gené6tipo BRS Parrudo ao longo do tempo b) Abundancia das
principais classes presentes nas amostras ao longo do tempo.
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A andlise do tratamento 7, que corresponde a uma bactéria do género Streptomyces

também demonstra um amento da classe de actinobactérias (Significancia da ordenacdo

F=1,1496 p=0,002) e aumento da classe Bacilli

(Figura 18). Demonstrando um
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comportamento semelhante ao observado no tratamento 5, cujo o indculo pertence a mesma

classe que o tratamento 7 de Actinobacterias.

Figura 18 - Estrutura da comunidade bacteriana do tratamento inoculado com isolado do género
Streptomyces (Actinobacteria) (Tratamento 7) a) Analise de coordenadas principais restritas da
estrutura da comunidade de bactérias da rizosfera do gendtipo BRS Parrudo ao longo do tempo b)
Abundancia das principais classes presentes nas amostras ao longo do tempo.
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A partir do tratamento 8, comegamos a analisar os inoculantes com consorcios de
microrganismos. Sendo que o T8 corresponde a duas bactérias da classe Bacilli
(Lysinibacillus e Paenibacillus) e uma Gammaproteobacteria (Pseudomonas). E interessante
notar que nesse tratamento apareceu Gammaproteobacteria, embora tenha diminuido ao
longo do tempo (Figura 19). A classe Gammaproteobacteria nao foi observada em T3
(Gammaproteobacteria-Pseudomonas de forma isolada). Os outros dois Bacillus aumentaram
a abundancia relativa de Bacilli, mas ndo tanto quanto nos tratamentos de forma isolada (T2 e
T4) (Significancia da ordenacdo F=1,1584 p=0,002).

O tratamento 9 ¢ composto por duas bactérias da classe Actinobacteria
(Paenarthrobacter ¢ Streptomyces) ¢ um Bacillus (Classe Bacilli). Foi possivel observar o
aumento de ambas as classes, sendo que Bacilli apresentou um crescimento mais expressivo
no tempo 2 e Actinobacteria aumentando com o passar do tempo, principalmente nas
amostras correspondentes as duas ultimas inoculagdes (Significancia da ordenagdo F=2,3624

p=0,001) (Figura 20).
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Figura 19 — Estrutura da comunidade bacteriana do tratamento inoculado com isolado dos géneros
Lysinibacillus, Paenibacillus e Pseudomonas (Tratamento 8) a) Andlise de coordenadas principais
restritas da estrutura da comunidade de bactérias da rizosfera do genétipo BRS Parrudo ao longo do
tempo b) Abundéncia das principais classes presentes nas amostras ao longo do tempo.
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Figura 20 - Estrutura da comunidade bacteriana do tratamento inoculado com isolado dos géneros
Paenarthrobacter, Streptomyces e Bacillus (Tratamento 9) a) Andlise de coordenadas principais
restritas da estrutura da comunidade de bactérias da rizosfera do genodtipo BRS Parrudo ao longo do
tempo b) Abundancia das principais classes presentes nas amostras ao longo do tempo.
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Com a adicdo de todos os microrganismos descritos anteriormente, no tratamento 10, é

possivel observar que as abundancias ao longo do tempo se mantiveram mais constantes, sem

um aumento expressivo de nenhuma das classes demonstradas (Significancia da ordenagao

F=2,1353 p=0,001) (Figura 21).
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Figura 21 - Estrutura da comunidade bacteriana do tratamento inoculado com isolados de todos
microrganismos utilizados neste estudo (Tratamento 10) a) Analise de coordenadas principais restritas
da estrutura da comunidade de bactérias da rizosfera do gendtipo BRS Parrudo ao longo do tempo b)

Abundéancia das principais classes presentes nas amostras ao longo do tempo.
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O tratamento 11, que corresponde ao Azospirillum brasilense (Classe

Alphaproteobacteria), demonstrou um aumento da classe deste microrganismo no tempo 6,
mas mantendo-se constante em alta abundancia ao longo de todo o ciclo do experimento
(Figura 22a). Além disso, no tempo 2 e 4 também houve um aumento de Bacilli, que diminuiu

nas demais amostragens (Significancia da ordenacao F=1,2096 p=0,001) (Figura 22b).

Figura 22 - Estrutura da comunidade bacteriana do tratamento inoculado com isolado do género
Azospirillum (Alphaproteobacteria) (Tratamento 9) a) Andlise de coordenadas principais restritas da
estrutura da comunidade de bactérias da rizosfera do gendtipo BRS Parrudo ao longo do tempo b)

Abundancia das principais classes presentes nas amostras ao longo do tempo.
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De uma forma geral, foi possivel observar que ha um impacto na comunidade
bacteriana apds a inoculacdo de microrganismos, principalmente durante o tempo 2,
quecorresponde a um tempo de desenvolvimento da planta de 15 dias apds a semeadura. No
tratamento 1 (Figura 12) — sem inoculagdo de microrganismos - as comunidades evoluem no
tempo de uma forma mais uniforme e organizada, separando-se visivelmente com o passar do
tempo, enquanto que apds a adi¢do do inoculante, principalmente de forma isolada ocorre
uma alteracao nos agrupamentos das comunidades bacterianas ao longo do tempo.

Em relacdo a diversidade da comunidade rizosférica, a Figura 23 demonstra a Alpha
diversidade de cada inoculante em todos os tempos juntos, € o bulk soil de cada tempo
separado. E possivel observar que hia uma um grande nimero de OTU’s diferentes
constatadas nas amostras de Bulk soil, principalmente no tempo 1, demonstrando uma riqueza
maior de espécies nessas amostras. Esse efeito também ¢é observado em outros trabalhos
(Praeg et al., 2019), e corrobora com aqueles que demonstram que a estrutura da comunidade
microbiana do solo ¢ distinta da encontrada na rizosfera. Visto que a rizosfera comumente ¢
composta por uma abundancia maior de organismos, devido a presenca das raizes e exsudagao
de compostos, entretanto possui menor diversidade bioldgica, por recrutar os microrganismos
e possibilitar o desenvolvimento apenas dos mais adaptados as condi¢des neste local (Barret
etal., 2011).

Além disso, foi realizada a avaliacdo da Alpha diversidade para cada tempo e cada
tratamento de forma separada, buscando a abundancia correspondente a cada género utilizado
neste estudo. Houve uma tendéncia nos tratamentos inoculados com microrganismos em
apresentarem uma diversidade menor quando comparado ao controle, o que € esperado devido
a inoculagdo microbiana e dominancia das bactérias inseridas. A Figura 24 corresponde ao

tratamento 1, sem a inoculacdo de microrganismos, ao longo de todos os tempos analisados.
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Figura 23- Indices de diversidade alfa entre os tratamentos considerando todos os tempos juntos e
Bulk Soil para cada tempo de observacdoa) niimero de OTUs observadas b) indice de diversidade de
Shannon ¢) indice de diversidade de Simpson. BS1 = Bulk soil tempo (coleta) 1; BS2 = Bulk soil
tempo (coleta) 2; BS3 = Bulk soil tempo (coleta) 3; BS4 = Bulk soil tempo (coleta) 4; BS5 = Bulk
soil tempo (coleta) 5; BS6 = Bulk soil tempo (coleta) 6; BS7 = Bulk soil tempo (coleta) 7; T1 =
controle; T2 = CMAA 1742 (Lysinibacillus); T3= CMAA 1741 (Pseudomonas); T4 = CMAA 1739
(Paenibacillus); TS = CMAA 1740 (Paenarthrobacter); T6 = CMAA 1743 (Bacillus); T7 = CMAA
1738 (Streptomyces), T8= CMAA 1742 + CMAA 1741 + CMAA 1739; T9= CMAA 1740 + CMAA
1743 + CMAA 1738 ; T10 = Todos os isolados; T11 = Azospirillum brasilense.

-t T

2000

oo—
[ =
—
1]
—
| |
d

1500
0.8

Alpha Diversity Measure

1000

0.7

0 W

Figura 24 - indices de diversidade alfa observado na rizosferadas plantas de trigo no tratamento
controle (Tratamento 1) sem inoculagdo de microrganismosa) numero de OTUs observadas, indice de
diversidade de Shannon e indice de diversidade de Simpson. Letras mostram significancia pelo teste
de Scott-Knott, considerando que p <0,05.T1 = Tempo 1 (48 h antes da inoculagdo); T2 = Tempo 2
(48 h apos a inoculagao); T3 = Tempo 3 (48 h antes da inoculag@o); T4 = Tempo 4 (48 h apods a
inoculagdo); TS = Tempo 5 (48 h antes da inoculagdo); T6 = Tempo 6 (48 h apds a inoculagdo); T7 =
Tempo 7 (48 h antes da inoculagéo).
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E possivel observar que todos os tratamentos apresentaram um aumento na abundancia

dos géneros inoculados em cada tratamento, enquanto a diversidade diminui com a
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inoculagdo. Além disso, barplots ilustram a somatoéria das OTUs afiliadas ao género do qual o
inoculante pertence. No tratamento 2, com Lyinibacillus, (Figura 25), hd um aumento deste
género no tempo 2, € 0 mesmo se repete em todas as outras amostragens apds a inoculagdo
(tempo 4 e 6), apresentando diferenga estatistica para os indices de Shannon e Simpson. Este
indculo apresenta abundancia relativamente alta e constante durante todo o desenvolvimento
da cultura, com picos apds adicdo do inoculante (Figura 25b). Vale ressaltar que a Figura 25b
ilustra uma aproximagdo, ¢ ndo uma medi¢do da abudancia do inoculante propriamente dita,
visto que para isso qPCR com primers especificos devem ser realizados.

Ao observar a abundancia do género de Pseudomonas, que corresponde ao inodculo do
tratamento 3 (Figura 26b), h4 um aumento muito expressivo durante o tempo 2, apoOs a
primeira inoculagdo, € 0 mesmo se repete nos tempos 4 e 6. Entretanto, € visivel a diminui¢ao
da abundancia nas amostragens antes da inoculagdo, demonstrando que o a abundancia desta
bactéria diminui com o passar do tempo apesar do aumento apds o tratamento. A diversidade
foi estatisticamente diferente apenas no tempo 2, em todos os indices analisados, como

ilustrado na Figura 26a.

Figura 25 - indices de diversidade alfa e abundancia observado na rizosfera das plantas de trigo apos
a inoculacao de Lysinibacillu s(Tratamento 2) a) Numero de OTUs observadas, indice de diversidade
de Shannon e indice de diversidade de Simpson b) Abundancia do género Lysinibacillus (representada
por duas OTUs). As letras mostram significancia pelo teste de Scott-Knott, considerando que p <0,05.
T1 = Tempo 1 (48 h antes da inoculagdo); T2 = Tempo 2 (48 h apds a inoculagdo); T3 = Tempo 3 (48
h antes da inoculacdo); T4 = Tempo 4 (48 h apds a inoculagdo); TS = Tempo 5 (48 h antes da
inoculagdo); T6 = Tempo 6 (48 h ap6s a inoculagdo); T7 = Tempo 7 (48 h antes da inoculacdo).
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Figura 26 - indices de diversidade alfa e abundédncia observado na rizosfera das plantas de trigo apos
a inoculagdo de Pseudomonas (Tratamento 3) a) numero de OTUs observadas, indice de diversidade
de Shannon e indice de diversidade de Simpson b) Abundancia do género Pseudomonas (representada
por vinte e cinco OTUs). As letras mostram significancia pelo teste de Scott-Knott, considerando que
p <0,05.T1 = Tempo 1 (48 h antes da inoculagdo); T2 = Tempo 2 (48 h apds a inoculacdo); T3 =
Tempo 3 (48 h antes da inoculag@o); T4 = Tempo 4 (48 h apds a inoculagdo); T5 = Tempo 5 (48 h
antes da inoculagdo); T6 = Tempo 6 (48 h apods a inoculagdo); T7 = Tempo 7 (48 h antes da
inoculagdo).
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O tratamento 4, que corresponde ao género Paenibacillus (Figura 27), apresentou
grande aumento da abundancia do in6culo de forma semelhante para o tempo 2 e 4, em
quanto que nos demais periodos o indculo se manteve constante e sem muita alteracdo com a
ultima inoculagdo (tempo 6). A diversidade ndo apresentou diferenga estatistica apesar da
diminuicdo visivel (principalmente no indice de Shannon) nos ultimos dois tempos
analisados.

Em relagdo ao tratamento com bactérias do género Paenarthrobacter, as analises de
abundancia foram realizadas buscando-se pela Familia Micrococcaceae, a qual o indculo do
tratamento 5 pertence (Figura 28). Foi possivel observar um aumento sempre apds as
inoculacdes, mas de forma mais expressiva para este tratamento durante a ultima inoculagdo

(tempo 6).
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Figura 27 — Indices de diversidade alfa e abundancia observado na rizosfera das plantas de trigo apos
a inoculagdo de Paenibacillus (Tratamento 4) a) nimero de OTUs observadas, indice de diversidade
de Shannon e indice de diversidade de Simpson b) Abundancia do género a e abundancia observado
na rizosfera das plantas de trigo apds a inoculagdo de Paenibacillus (representada por sessenta e oito
OTUs). T1 = Tempo 1 (48 h antes da inoculacdo); T2 = Tempo 2 (48 h apés a inoculagdo); T3 =
Tempo 3 (48 h antes da inoculagdo); T4 = Tempo 4 (48 h ap6s a inoculagdo); T5 = Tempo 5 (48 h
antes da inoculagdo); T6 = Tempo 6 (48 h apds a inoculagdo); T7 = Tempo 7 (48 h antes da

inoculagdo).
Observed Shannon 00 Simpson
a ' ~ | b)
I . 1| et
58 #' % _ 90
6.5 X :
o . & 0.98
32000
3
s 8
2 ' : 560
2 g
§ o L joss E
2 6.0
0 1500 <
1]
s
- 30
0.94
1000 5.5
: : 0
FEPERRFE FPRPERFREFE FRRPREERF Time1  Timez  Tme3  Tmed  Times  Times  Time7

Figura 28. indices de diversidade alfa e abundancia observado na rizosfera das plantas de trigo apés a
inoculacdo de Paenarthrobacter (Tratamento 5) a) nimero de OTUs observadas, indice de diversidade
de Shannon e indice de diversidade de Simpson b) Abundéancia do da Familia Micrococcaceae
(representada por 50 OTUs). As letras mostram significancia pelo teste de Scott-Knott, considerando
que p <0,05. T1 = Tempo 1 (48 h antes da inoculagdo); T2 = Tempo 2 (48 h apds a inoculagao); T3 =
Tempo 3 (48 h antes da inoculagdo); T4 = Tempo 4 (48 h apods a inoculagdo); TS = Tempo 5 (48 h
antes da inoculagdo); T6 = Tempo 6 (48 h apds a inoculagdo); T7 = Tempo 7 (48 h antes da
inoculagdo).
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O tratamento 6, composto pelo género Bacillus, comportou-se de forma semelhante
aos demais, aumentando de forma expressiva no tempo 2 (Figura 29) e sempre apds as
inoculagdes. Com o passar do tempo a abundancia dos microrganismos deste género foram

aumentando no solo.

Figura 29 - indices de diversidade alfa e abundéncia observado na rizosfera das plantas de trigo apos
a inoculacdo de Bacillus (Tratamento 6) a) nimero de OTUs observadas, indice de diversidade de
Shannon e indice de diversidade de Simpson b) Abundancia do género Bacillus(representada
pornoventa e trés OTUs). As letras mostram significancia pelo teste de Scott-Knott, considerando que
p <0,05.T1 = Tempo 1 (48 h antes da inoculagdo); T2 = Tempo 2 (48 h apds a inoculagdo); T3 =
Tempo 3 (48 h antes da inoculagdo); T4 = Tempo 4 (48 h apds a inoculagdo); TS = Tempo 5 (48 h
antes da inoculagdo); T6 = Tempo 6 (48 h apods a inoculagdo); T7 = Tempo 7 (48 h antes da
inoculagdo).
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Na Figura 30 ¢é possivel observar a diversidade e abundancia do tratamento 7, que
refere-se ao género Streptomyces, onde com a aplicacdo deste indculo, a abundincia das
bactérias deste género foi aumentando com o passar do tempo, se mantendo altos niveis apos
as primeiras inoculagdes e sem diminuir no tempo 7, o que ndo foi observado nos demais
tratamentos. Sugerindo que a bactéria se estabeleceu no solo e conseguiu manter constante a

abundancia apos adi¢ao de indculo.
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Figura 30 — Indices de diversidade alfa e abundancia observado na rizosfera das plantas de trigo apos
a inoculagdo de Streptomyces (Tratamento 7) a) nimero de OTUs observadas, indice de diversidade
de Shannon e indice de diversidade de Simpson b) Abundancia do género Streptomyces (representada
por vinte e nove OTUs). As letras mostram significancia pelo teste de Scott-Knott, considerando que p
<0,05.T1 = Tempo 1 (48 h antes da inoculagdo); T2 = Tempo 2 (48 h apos a inoculagdo); T3 = Tempo
3 (48 h antes da inoculagdo); T4 = Tempo 4 (48 h apds a inoculacdo); TS = Tempo 5 (48 h antes da
inoculacdo); T6 = Tempo 6 (48 h ap6s a inoculagdo); T7 = Tempo 7 (48 h antes da inoculacao).
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Os tratamentos 8 (Figura 31) e 9 (Figura 32), que correspondem a misturas de trés
microrganismos, sendo T8 selecionados como solubilizadores de fosfato e T9 como
produtores de AIA, se comportaram de forma muito semelhante. Havendo um microrganismo
que se cresceu de forma bem expressiva (Pseudomonas no tratamento 8 e Bacillus no
tratamento 9) e os demais com abundancias maiores ap6s a inoculagdo. As Pseudomonas (T8)
demonstraram crescimento parecido com o observado de forma isolada para este género (T3).
O género Micrococcaceae, no tratamento 9, teve um crescimento expressivo a partir do tempo

4, ou seja, apds a segunda inoculacao.
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Figura 31— indices de diversidade alfa e abundancia observado na rizosfera das plantas de trigo apos
a inoculagdo de Lysinibacillus, Pseudomonas e Paenibacillus (Tratamento 8) a) nimero de OTUs
observadas, indice de diversidade de Shannon e indice de diversidade de Simpson b) Abundancia
dosgéneros Lysinibacillus, Pseudomonas e Paenibacillus (representado por cento e setenta e
seteOTUs). T1 = Tempo 1 (48 h antes da inoculagio); T2 = Tempo 2 (48 h apos a inoculagdo); T3 =
Tempo 3 (48 h antes da inoculag@o); T4 = Tempo 4 (48 h apds a inoculagdo); T5 = Tempo 5 (48 h
antes da inoculagdo); T6 = Tempo 6 (48 h apods a inoculagdo); T7 = Tempo 7 (48 h antes da
inoculagdo).
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Figura 32 - Indices de diversidade alfa e abundéancia observado na rizosfera das plantas de trigo apos
a inoculagdo de Bacillus, Streptomyces e Micrococcaceae (Tratamento 9) a) numero de OTUs
observadas, indice de diversidade de Shannon ¢ indice de diversidade de Simpson b) Abundancia dos
géneros Bacillus, Streptomyces e Micrococcaceae (representado por trezentos e vinte e dois OTUs).
'T1 = Tempo 1 (48 h antes da inoculagdo); T2 = Tempo 2 (48 h apos a inoculacgao); T3 = Tempo 3 (48
h antes da inoculac¢do); T4 = Tempo 4 (48 h apds a inoculagdo); TS5 = Tempo 5 (48 h antes da
inoculagdo); T6 = Tempo 6 (48 h ap6s a inoculagdo); T7 = Tempo 7 (48 h antes da inoculacio).
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No caso do tratamento 10 (Figura 33), que corresponde a todos os 6 microrganismos
juntos, o mesmo perfil na distribuicdo da abundancia pode ser considerado, com um aumento
no tempo 2. Entretanto com o passar do tempo houve uma tendéncia a um equilibrio das
OTUS, sem aumentos nem diminui¢des expressivas. Diferencgas estatisticas foram observadas

no indice de Shannon, sendo este menor nos dois ultimos periodos avaliados.

Figura 33 —indices de diversidade alfa e abundancia observado na rizosfera das plantas de trigo apos a
inoculacdo de Bacillus, Paenibacillus, Lysinibacillus, Pseudomonas, Streptomyces e Familia
Micrococcaceae (Tratamento 10) a) nimero de OTUs observadas, indice de diversidade de Shannon
¢ indice de diversidade de Simpson b) Abundancia dos géneros Bacillus, Paenibacillus,
Lysinibacillus, Pseudomonas, Streptomyces e Familia Micrococcaceae (representado por quatrocentos
e cinqiienta e trésOTUs). T1 = Tempo 1 (48 h antes da inoculagdo); T2 = Tempo 2 (48 h apods a
inoculagdo); T3 = Tempo 3 (48 h antes da inoculagdo); T4 = Tempo 4 (48 h apos a inoculagdo); TS5 =
Tempo 5 (48 h antes da inoculagdo); T6 = Tempo 6 (48 h apds a inoculagdo); T7 = Tempo 7 (48 h
antes da inoculagao).
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O Azospirillum (Tratamento 11), demonstrou um grande aumento na abundéncia
durante o tempo 2, com diminui¢ao drastica nas coletas anteriores a inoculagdo (tempo 3, 5 e
7). Evidenciando que ap6s a adicdo do indculo ha um aumento destes microrganismos, mas

que ndo se mantem com o passar do tempo, como € possivel observar na Figura 34.
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Figura 34. indices de diversidade alfa e abundancia observado na rizosfera das plantas de trigo apos
a inoculagdo de Azospirillum brasilense (Tratamento 11) a) nimero de OTUs observadas, indice de
diversidade de Shannon e indice de diversidade de Simpson b) Abundancia do género Azospirillum
(representado por trés OTUs). T1 = Tempo 1 (48 h antes da inoculagdo); T2 = Tempo 2 (48 h apos a
inoculagdo); T3 = Tempo 3 (48 h antes da inoculagdo); T4 = Tempo 4 (48 h apos a inoculagdo); TS =
Tempo 5 (48 h antes da inoculagdo); T6 = Tempo 6 (48 h apds a inoculagdo); T7 = Tempo 7 (48 h
antes da inoculagdo).
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Diante de todas as andlises, ¢ possivel perceber que alteracdes mais significativas nas
comunidades bacterianas ocorrem principalmente no inicio do desenvolvimento da cultura,
especialmente no periodo de aproximadamente 15 dias. Esses dados corroboram com
trabalhos onde a idade das plantas inoculadas causou uma mudanca na estrutura da
comunidade microbiana principalmente nas primeiras semanas apos o plantio (Piromyou et
al., 2011).

No inicio do desenvolvimento a planta recruta mais microrganismos, a fim de
estabelecer a sua microbiota. Sendo assim, espera-se que neste periodo inicial a exsudagdo
radicular esteja mais ativa e propicia para colonizagdo e desenvolvimento bacteriano. O que
ajuda a entender a grande alteragdo das comunidades quando a inoculacdo ¢ realizada
justamente no primeiro periodo de avaliagdo.

Com o passar do tempo e crescimento vegetal, a rede de interagdes das plantas com os
microrganismos presentes na sua rizosfera tende a ficar mais complexa, € por isso € mais
dificil ver grandes efeitos da inoculagdo ao longo do ciclo da cultura. O que sugere que os
efeitos das inoculagdes mais tardias sejam de fato menos expressivos, devido a estruturacao

do microbioma vegetal ja estar mais consolidado.
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As informagdes a respeito do impacto da inoculagdo de microrganismos no
desenvolvimento da planta, abundancia e diversidade das comunidades bacterianas da
rizosfera agregam na nossa compreensao sobre a relagao planta-microrganismo na natureza e
ajuda na busca de novas estratégias orientadas pelo microbioma, afim de estabelecer uma

agricultura mais eficaz e sustentavel.
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6. CONCLUSAO

O uso de inoculantes na agricultura ¢ uma alternativa viavel para um manejo mais
sustentavel e equilibrado sem diminuir os niveis de produgcdo e tecnologicos ja
alcancados.Entretanto, algumas inconsisténcias de resultados obtidos quando formulagdes
microbianas sdo utilizadas principalmente em genoétipos diferentes de uma mesma espécie,
ainda sdo grandes limitagdes desta tecnologia.

Assim, € importante considerar o impacto do microbioma do solo e da rizosfera na
eficiéncia da inoculagdo, sendo que neste contexto o presente estudo obteve estirpes de
diferentes géneros de bactérias isoladas de plantas de trigo testadas quanto a promogdo de
crescimento in vitro mas que apresentaram respostas distintas quando inoculadas nas plantas.
Foi possivel observar uma significativa promog¢ao de crescimento com destaque para plantas
inoculadas com bactérias do género Lysinibacillus ¢ Pseudomonas na cultivar BRS Parrudo.
Porém os resultados evidenciaram que a interacao benéfica ¢ cultivar-dependente, visto que se
utilizando o mesmo tratamento, cada cultivar de trigo testado apresentou uma resposta.

Esses resultados sugerem que o desenvolvimento de inoculantes deve ser cultivar
especifico, aprimorando os estudos de bactérias que sejam benéficas de acordo com o
genotipo a ser utilizado e ndo recomendado de maneira genérica.

Adicionalmente, o estudo revelou que a introdugdo do inoculante diminui a
diversidade da comunidade bacteriana presente no solo, com impacto mais acentuado no
inicio do ciclo. Demonstrando a importancia de integrar os principios da ecologia microbiana
no desenvolvimento de produtos para aperfeigoar a eficiéncia da colonizagdo bacteriana e

sobrevivéncia do indculo no solo.
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ANEXOS

ANEXO A

(a) Indice de qualidade e (b) comprimento médio das sequéncias resultantes

sequenciamento parcial do gene 16S rRNA geradas através da plataforma Illumina.
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Curvas de rarefacdo (a) antes da remocdo da amostra T8R3 (indicada pela seta vermelha)

(4320 taxa) e (b) apds a remog¢ao da amostra T8R3 (9775 taxa).
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