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EFEITO DA APLICACAO DE ACIDO HUMICO SOBRE O CRESCIMENTO DE
SOJA E SOBRE O MICROBIOMA EDOFITICO EM CONDICOES DE RESTRICAO
HIDRICA

RESUMO Bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV) e acidos
hamicos (AH) sdo opc¢bes promissoras para reduzir o uso de fertilizantes minerais,
bem como, melhorar a resposta de plantas a estresses. E embora muitos estudos
tenham demonstrado os efeitos de BPCV e AH separadamente, poucas informacdes
estdo disponiveis sobre as respostas das plantas a aplicacdo combinada desses
bioestimulantes em leguminosas, como a soja. Ademais, Ssao praticamente
inexistentes estudos que abordem os efeitos que AH exerce sobre a comunidade
microbiana endofitica de plantas, e como esta relacdo afeta o0 crescimento,
desenvolvimento e protecédo vegetal a estresses. Neste contexto, esta tese teve o
objetivo de avaliar o efeito de K-humato [KH](AH comercial) sobre a soja e seu
simbionte. Para isso, diferentes doses de KH foram testadas em semente de soja
inoculada com Bradyrhizobium, com intuito de observar se este composto aumenta a
sobrevivéncia do inoculante em semente e se favorece o desenvolvimento radicular
e por conseguinte, a nodulacdo e incremento de N na planta. A concentracdo de 50
mg KH L foi a mais promissora e foi capaz de proporcionar maiores incrementos
sobre a nodulacdo (numero e massa de nodulos), biomassa, teor de N na parte
aérea e sobrevivéncia do inoculante na semente, em relacdo ao controle.
Adicionalmente, foi avaliado o papel de AH de diferentes compostos organicos, a
saber: vermicomposto e gongocomposto, sobre o crescimento da soja e a
modulacdo de sua microbiota sob déficit hidrico. O material vegetal foi processado
para a obtencdo de comunidades microbianas endofiticas. Os marcadores
filogenéticos de bactérias (16S rRNA) e fungos (ITS) foram amplificados e
sequenciados por tecnologia Illumina. Foi observado que em ambas as condi¢des
ambientais, os AH estimularam mais o crescimento da soja que o controle. A
composicao bacteriana em folhas se distinguiu com aplicacdo de AH, dando origem
a dois grupos distintos: um formado pelo tratamento controle e outro, pelos
tratamentos com os AH. Na presenca de estresse, a composi¢cao bacteriana se
diferiu entre os trés tratamentos. N&o foi observado diferencas sobre a composicao
da comunidade fangica perante a utilizacdo de AH. Taxons microbianos foram
diferentemente abundantes (DA) nas plantas. Sendo a fracdo fangica, mais afetada
por AH em raizes estressadas. As comunidades microbianas estimuladas na
presenca de AH parecem estar relacionadas com a promocao direta e indireta do
crescimento vegetal.

Palavras-chave: microbiota, estresse hidrico, Substancias humicas, Glycine Max
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EFFECT OF HUMIC ACID APPLICATION ON SOYBEAN GROWTH AND ON
EDOPHYTIC MICROBIOME UNDER WATER RESTRICTED CONDITIONS

ABSTRACT Plant growth-promoting bacteria (PGPB) and humic acids (HA)
are promising options to reduce the use of mineral fertilizers, as well as improve the
response of plants to stress. And while many studies have demonstrated the effects
of PGPB and HA separately, little information is available on plant responses to the
combined application of these biostimulants to legumes such as soybeans.
Furthermore, there are practically no studies that address the effects that HA exerts
on the endophytic microbial community of plants, and how this relationship affects
growth, development and plant protection against stress. In this context, this thesis
aimed to evaluate the effect of K-humate [KH](commercial HA) on soybean and its
symbiont. For this, different doses of KH were tested in soybean seed inoculated with
Bradyrhizobium, in order to observe whether this compound increases the survival of
the inoculant in seed and whether it favors root development and, consequently,
nodulation and N increment in the plant. The concentration of 50 mg KH L was the
most promising and was able to provide greater increments on nodulation (number
and mass of nodules), biomass, N content in the shoot and survival of the inoculant
in the seed, in relation to the control. Additionally, the role of HA of different organic
compounds, namely: vermicompost and millicompost, on soybean growth and the
modulation of its microbiota under water deficit was evaluated. The plant material
was processed to obtain endophytic microbial communities. Phylogenetic markers of
bacteria (16S rRNA) and fungi (ITS) were amplified and sequenced by lllumina
technology. It was observed that under both environmental conditions, HA stimulated
more soybean growth than the control. The bacterial composition in leaves was
distinguished with the application of HA, giving rise to two distinct groups: one formed
by the control treatment and the other, by the treatments with HA. In the presence of
stress, the bacterial composition differed between the three treatments. No
differences were observed on the composition of the fungal community when using
HA. Microbial taxa were differently abundant (DA) in plants. Being the fungal fraction,
most affected by HA in stressed roots. The microbial communities stimulated in the
presence of HA seem to be related to the direct and indirect promotion of plant
growth.

Keywords: microbiota, water stress, Humic substances, Glycine Max



CAPITULO 1- Consideracdes gerais

1. INTRODUCAO

As leguminosas abrangem importantes culturas de graos, sendo a soja
(Glycine max (L.) Merr.) uma das mais importantes, e esta caracteristica € devido a
ampla utilizacdo de seus Oleos e proteinas para alimentacdo animal e humana
(Sediyama et al., 2015). O cultivo da soja nos trépicos tem obtidos resultados
positivos principalmente devido a inoculagcdo das sementes desta cultura com
rizobios eficientes. Estas bactérias em associacdo com a soja sdo capazes de fixar
biologicamente o nitrogénio (N) atmosférico, garantindo a planta, todo o N
necessario para seu desenvolvimento sem a utilizacdo de fertilizantes nitrogenados,
mesmo em cultivares altamente produtivas (Alves et al., 2003; Hungria e Mendes,
2015). Atualmente, o Brasil € o maior produtor de soja, seguido pelos Estados
Unidos (EMBRAPA, 2021). No Brasil, esta associacdo é capaz de fornecer até
300Kg ha™' de N para a soja, liberando para o solo cerca de 20 a 30 kg hatde N
(Hungria e Mendes, 2015). Tem sido desenvolvidas estratégias para melhorar o
desempenho da simbiose da soja e o Bradyrhizobium. E tais estratégias visam
aumentar a incorporagdo de N via fixacdo bioldégica de nitrogénio (FBN) para
melhorar o desempenho da cultura (Moretti et al., 2020).

Trabalhos recentes tém mostrado a potencialidade de acidos humicos (AH)
em melhorar a nodulacdo e o acumulo de nitrogénio em leguminosas (Gao et al.,
2015; da Silva et al., 2021a). E além do efeito sobre a melhoria do sistema radicular
e aumento na absorcdo de nutrientes pelas plantas, AH também apresenta papel
marcante sobre a tolerancias de plantas a estresses abioticos (Canellas et al., 2020;
Nardi et al., 2021). A producéo de graos de soja € afetada por condicdes ambientais
adversas. O déficit hidrico € um dos fatores que limitam a producdo desta cultura
(Freitas et al., 2022).

As cepas de Bradyrhizobium tém diferentes niveis de tolerancia a escassez
de agua e as mais tolerantes podem contribuir para o desempenho da planta

hospedeira em face a restricdo hidrica. Neste contexto, a manutencédo do processo



de FBN sob a o déficit hidrico € essencial para auxiliar a soja a lidar com tal
adversidade nos sistemas de producdo dependentes de FBN. E a busca de
tecnologias sustentaveis que contribuam para a resiliéncia na agricultura é
necessaria (Freitas et al., 2022). Sendo assim, a utilizacdo de AH surge como uma
alternativa para intensificar ganhos sobre a FBN e alternativamente, pode contribuir
para o desempenho da planta sob seca.

Vérios estudos tém demonstrado o papel do microbioma endofitico em
processos metabdlicos da planta hospedeira (Vandenkoornhuyse et al., 2015).
Apesar dos alegados beneficios de AH sobre o crescimento vegetal, ainda ndo séo
totalmente claros os mecanismos destas substancias na planta, ainda mais, no
tocante a diversidade microbiana vegetal. Neste cenario, é plausivel que os
mecanismos responsaveis pela acédo benéfica de AH no crescimento das plantas
envolvam alguma acgdo prévia sobre o microbioma da planta. Os resultados
apresentados por da Silva et al. (2021b) apoiam fortemente essa hipétese. Os
autores observaram que a aplicacéo radicular AH em plantas de arroz cultivadas em
hidroponia, causou 0 aumento de grupos bacterianos relacionados ao crescimento
vegetal. Esses resultados estiveram associados ao incremento de biomassa e
estimulo ao sistema radicular. E apesar dos seus achados, ndo foram avaliadas a
composicdo fangicas das amostras. Os resultados relatados por Della Lucia et al.
(2021) também apoiam o papel da microbiota endofitica nos mecanismos
responsaveis pela acédo benéfica de leonardita -composto com elevado teor de acido
hamido - no crescimento de beterraba, uma vez que muitos dos endofitos
estimulados em condi¢bes de hidroponia e campo, tem relagcdo com importantes
bioestimulantes vegetais. Estes resultados estiveram associados com a regulacao
de genes envolvidos em vias de sinalizacdo dependentes da auxina e, aumentos no
rendimento dessa planta. Logo, é crivel que mudancas na diversidade destes
microrganismos na presenca de AH podem explicar o aumento do crescimento das
plantas por AH. O que chama aten¢do para a necessidade de mais estudos nesta
vertente, tendo em vista os poucos trabalhos que abordaram essa questao. Além do
mais, ainda ndo ha trabalhos que relataram o efeito de AH sobre a microbiota
vegetal em condicdes ambientais adversas, seja por tensfes abidticas como
bioticas.



Sendo assim, este estudo foi desenvolvido em trés capitulos. O primeiro
capitulo aborda a revisdo de literatura desta tese, enquanto, o segundo capitulo
avaliou o efeito de K-humato sobre a promocéao de crescimento e nodulacdo em soja
e 0 potencial desse produto em aumentar a viabilidade de Bradyrhizobium em
sementes desta cultura. Enquanto o terceiro capitulo, buscou extrair e caracterizar
acidos humicos de gongocomposto e vermicomposto e avaliar o efeito deles sobre o
crescimento da soja, bem como, avancar na investigacdo dos efeitos desses AH
sobre a microbiota vegetal, sob restricdo hidrica. Utilizando a abordagem de
metataxondmica para a identificacdo dos microrganismos endofiticos (bactérias e

fungos) dessa planta.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Soja no Brasil

A soja cultivada (Glycine max [L] Merril) possui origem no Leste da Asia, mais
especificamente no Nordeste da China. Em 1882, D’Utra fez o relato inaugural da
soja no Brasil, nessa época esta planta era cultivada na Bahia. Todavia, as
cultivares nao tiveram boa adaptabilidade em latitudes em torno de 12° Sul e em
clima tropical. Em 1908, a soja foi introduzida em Sao Paulo em latitude em torno de
22° Sul, onde as primeiras observagdes foram realizadas no Instituto Agrondmico de
Campinas. Nessa regido, essa cultura se desenvolveu melhor que na Babhia.
Contudo, foi no Rio Grande do Sul que a soja encontrou condicbes de clima
favoravel para o seu estabelecimento, ja que eram condi¢des similares do seu local
de origem (Sediyama et al., 2015; Cattelan e Dall’Agnol, 2018). Foi a cultura que
recebeu consideravel incentivo estatal por meio de politicas de financiamento e
incentivo a cadeia produtiva. Nos anos de 1954 a 1958 o Brasil continha 0,5% da
producdo global de soja e ascendeu de forma a atingir a marca 16% em 1976. A
soja teve um papel marcante perante a mudancas relevantes na base da producéao
brasileira a datar de 1960 (Sediyama et al., 2015).

Até 1980, a soja se restringia ao sul do pais, por se tratar de cultivares
adaptadas a climas temperados. Com o desenvolvimento de cultivares adaptadas a
baixas latitudes, foi possivel sua expansao ao cerrado uma vez que eram cultivares
menos sensiveis a variagbes do fotoperiodo (Sediyama et al., 2015). O
melhoramento genético da soja também foi acompanhado da inoculacdo de
sementes com estirpes de Bradyrhizobium eficiente em fixar N e na auséncia de
fertilizantes nitrogenados. Vale ressaltar que as variedades de soja inseridas no
Brasil ja possuiam a capacidade de fixar simbioticamente o N (Freire e Vernetti,
1999).

Na antiga Sec¢do de Microbiologia Agricola (SEMIA), em 1950, foi iniciada
pesquisas para producdo de inoculantes em soja. Visando atender a demanda
fomentada pelo inicio da expansao dessa cultura, aquecida pela producédo industrial

de Oleo. Tal expansdo estimulou pesquisas focadas no melhoramento genético,



selecdo de estirpes de rizébios e experimentacdes visando o controle de fatores
limitantes a produtividade (como por exemplo, acidez do solo, deficiéncia de fosforo
etc.; Freire e Vernetti, 1999).

Apesar do alto requerimento por N — estima-se que seja necessério 80Kg de
N para a producédo de 1.000 kg de gréos de soja — esta cultura consegue obter todo
N necessario para o seu desenvolvimento através do N presente na matéria
organica do solo e em sua maioria, devido a FBN. Este processo bioldgico é
configurado pela simbiose de plantas leguminosas com bactérias diazotréficas tidas
comumente como “rizébios”. Essa associacao permite a quebra da tripla ligacado do
nitrogénio atmosférico (N2) que € transformado em uma forma assimilavel pela
planta, o N2 compbe cerca de 78% da atmosfera. No Brasil, a aquisicdo de N por
soja via FBN ocorre através inoculacdo de sementes/sulco desta cultura com cepas
elite de Bradyrhizobium. Chegando a fornecer até 300 kg ha™' de N para a cultura,
sendo assim, para atingir a produtividade média nacional de 3.000 kg ha™ é
requerido 240 kg N ha™' (Hungria et al., 2007; Hungria e Mendes, 2015b). A soja
acumula elevadas quantidade de N em suas raizes o que pode contribuir com o
balaco positivo de nitrogénio no solo e por conseguinte, favorecer o aumento em
produtividade da cultura sucessora. E a utilizacdo da pratica de plantio direto pode
incrementar ganhos sobre FBN (Araujo et al.,, 2006). No Brasil, A FBN na soja
resulta em uma economia estimada em US$ 15 bilhdes por ano, devido a néo
utilizacao de fertilizantes nitrogenados. Adicionado aos ganhos econémicos, tem-se
também, vantagens ambientais (Hungria e Mendes, 2015b).

Na atualidade, quatro estirpes de Bradyrhizobium podem compor o inoculante
de soja no Brasil, sendo estas: Bradyrhizobium japonicum SEMIA 5079 (= CPAC
15), B. diazoefficiens SEMIA 5080 (= CPAC 7), B. elkanii SEMIA 5019 (= 29w) e
SEMIA 587), as estirpes séo utilizadas sozinhas ou em combinacdo. Em 2006, a
RELARE (Reunido da Rede de Laboratérios para Recomendacédo, Padronizacao e
Difusdo de Tecnologias de Inoculantes Microbianos de Interesse Agricola) decidiu
gue os inoculantes podem ser compostos por apenas uma das estirpes e iSso se
deve ao fato de que, cada uma delas é bastante eficiente em fixar N até nas
cultivares mais produtivas, podendo conferir ganhos em rendimentos superiores a
4000 Kg hal(Hungria et al., 2007).



A legislacdo estipula que a concentracdo minima do inoculante deve ser de 1
x 10 ° células viaveis/g ou mL até a data de validade, sendo exigido a auséncia de
contaminantes na diluicdo 1 x 10 5. Também é requerido que a dose aplicada
forneca ao menos 1,2 milh&o de células vidveis por semente (Santos et al., 2019).

Doses de N foram testadas em plantios de soja no Brasil, no entanto, com a
aplicacao de inoculante contendo estirpes eficazes, dificilmente € observado efeito
significativo sobre aumento de produtividade nessa cultura mediante a aplicacédo de
N. Em solos de baixa disponibilidade de N e com primeiro plantio de soja, a
aplicacédo inicial de até 30 Kg N ha ndo teve efeito significativo em face a ganhos
de produtividade e no teor de N nos grdos em plantas inoculadas. Apés ao periodo
de enchimento de graos, as plantas apresentam-se amareladas devido a
translocacdo de N das folhas para o gréo. O que pode visualmente se assemelhar a
deficiéncia de N e indicar a necessidade da aplicacdo de fertilizantes nitrogenados.
Contudo, a aplicacdo de N nesse momento ndo tem ganhos significativos em
produtividade. Inclusive, a aplicacédo de sulfato de amonio em doses de 30 a 60 kg N
ha™" no inicio do enchimento de vagens, nédo foi capaz de proporcionar ganhos na
producédo de gréos, tanto no plantio convencional como no plantio direto (Alves et al.,
2003).

A soja tem reconhecido valor devido ao seu alto teor proteico, que € mais
elevado do que outras oleaginosas. E por esta caracteristica seus grdos sao
utilizados como matéria-prima para a producdo de farelo proteico. Que é
empregado, em grande parte, para a fabricacdo de racao, principalmente para aves,
suinos e bovinos confinados. O teor proteico € uma vantagem competitiva tanto para
industria brasileira como para os paises que importam o grdo em larga escala.
Inclusive, nas safras de 2014/15 e 2016/17 o teor médio de proteina da soja
brasileira foi de 36,69%, enquanto que na soja americana, foi de 34,70% entre 2006
e 2015, caindo para 34,1% na safra de 2017 (EMBRAPA, 2019).

Apesar do farelo ser um dos principais produtos derivado da soja, o0 mercado
de Oleo ascendeu e esse produto vem se tornando mais competitivo. Inclusive, o
O0leo de soja tem recebido destaque pelo sucesso do Programa Nacional de
Producdo e Uso de Biodiesel (PNPB). Em 2017, 70% da producéo brasileira de
biodiesel foi suprida pelo 6leo de soja (Hirakuri et al., 2018). As bebidas a base de



soja (BBS) vém crescendo no mercado, empresas tradicionais no ramo alimenticio
tém investido na producéo de BBS (Hirakuri et al, 2018).

O Brasil é maior produtor mundial de soja, na safra de 2020/2021 produziu
135,409 milhdes de toneladas, com 38,502 milhdes de hectares de area plantada e
produtividade de 3.517 kg ha'. O estado brasileiro de maior producdo é o Mato
Grosso seguido por, Parana, Rio Grande do Sul e Goids (EMBRAPA, 2021). O
plantio de soja também tem se expandido para estados do Norte e Nordeste, em
especifico para regides tidas como MATOPIBA (Maranhdo, Tocantins, Piaui e Bahia)
e o Para (Seixas et al., 2020).

2.2 Microbioma vegetal

Os espécimes vegetais albergam uma vasta diversidade de microrganismos
dentro e fora de seus tecidos, sendo classificados como, endofiticos, epifiticos e
rizosféricos. Esses grupos microbianos estdo relacionados a fungdes importantes,
como nutricdo e a resisténcia vegetal a estresses bidticos e abidticos. Logo, a
capacidade da planta de se estabelecer no ambiente, estd relacionada a sua
fisiologia juntamente com sua microbiota associada (Vandenkoornhuyse et al.,
2015).

Muitos desses microrganismos sao recrutados do solo, enquanto outros, sao
transferidos verticalmente pela semente. A andlise do microbioma da planta
compreende a relagcéo entre a ecologia microbiana e a biologia do hospedeiro, essa
microbiota fornece funcdes adicionais para seu parceiro vegetal. Tais funcbes
exercidas pelos microrganismos, ampliam a capacidade da planta a se adaptar a
diferentes condi¢cdes ambientais, que € de extrema relevancia para o vegetal tendo
em vista seu estilo de vida séssil. Neste sentido, a planta pode ser tida como um
holobionte (Trivedi et al. 2022). Este termo esta relacionado a visdo coletiva das
funcbes e interacdes entre o hospedeiro e sua microbiota associada, como uma
Unica entidade dindmica (Lyu et al., 2021).

O uso de abordagens de sequenciamento de DNA esta ampliando o
conhecimento sobre a diversidade microbiana em diferentes organismos, como por
exemplo, em uma vasta quantidade de plantas (Hassani et al., 2018). Esta técnica

baseia-se na amplificacdo de alvos especificos de DNA, tais informacdes contidas



nestas sequéncias, auxiliam na identificacdo dos grupos microbianos presentes na
amostra e permitem explorar o papel destes taxons na planta (de Carvalho et al.,
2021).

E a relevancia disso, € que uma das estratégias utilizadas para superar as
limitagBes dos inoculantes atuais, é a escolha de microrganismos tendo como base
seu perfil de diversidade no microbioma da planta. A identificacdo de
microrganismos-alvo, tendo em conta a ecologia microbiana, pode auxiliar a
preservacao de algumas interagdes entre 0os microrganismos e o hospedeiro vegetal.
Proporcionando funcdes mais efetivas para o crescimento da planta do que quando
comparado por um unico isolado (de Souza et al., 2020). Comunidades microbianas
selecionadas a partir de grupos dominantes do microbioma de cana-de-acucar,
foram capazes de proporcionar crescimento em milho (Armanhi et al., 2018). E esse
mesmo consorcio, também foi capaz de reduzir a temperatura de folhas de milho
sob restricdo hidrica e melhorar seu crescimento, mesmo na presenca deste
estresse (Armanhi et al., 2021). Logo, € notério que o uso direcionado de
microrganismos, a partir de técnicas dependentes e independentes de cultivo, pode
promover o crescimento vegetal e a resiliéncia de plantas frente a tensdes
ambientais. Explorar o potencial biolégico das comunidades microbianas é uma
estratégia de grande relevancia para o desenvolvimento de técnicas agricolas mais

sustentaveis e promissoras.

2.3 Promocdo de crescimento vegetal por bactérias promotoras de
crescimento vegetal (BPCV) e Substancias humicas (SH)

As substancias humicas (SH) sdo fragBes constituintes da matéria organica
do solo e sdo altamente complexas e biologicamente ativas (Canellas e Olivares,
2014). Essas substancias incluem acidos humicos (AH), acidos fulvicos (AF) e
huminas (Schnitzer, 1978). No entanto, alguns trabalhos tém mostrado que as
huminas podem ser consideradas fragmentos de AH fortemente associado a fracao
mineral do solo (Garcia et al., 2019). As plantas apresentam elevada plasticidade em
seu desenvolvimento, o que |hes confere sensibilidade em responder as mais

diversas condicbes ambientais. A presenca de microrganismos benéficos, como



BPCV e de compostos bioativos como SH, tem proporcionado o melhor
condicionamento a diversas culturas. Um dos principais impactos de BPCV e SH é a
melhoria na aquisicdo de nutriente, estimulo ao sistema radicular e maior tolerancias
a estresses (Olivares et al., 2017). Estudos com leguminosas e seus simbiontes na
presenca de SH, tem apresentado resultados promissores sobre a FBN. Um dos
primeiros trabalhos nesta tematica em casa de vegetacdo, mostrou que aplicacédo de
AF e AH podem aumentar o peso seco da planta e do nédulo em amendoim e soja,
mas nado o numero de nédulos (Tan e Tantiwiramanond, 1983). Ja, Tilba e
Sinegovskaya (2012) observaram em campo, que aplicacdo de humato de sédio
(Na-humato) em sementes de soja inoculada com Bradyrhizobium na presenca de
molibdato, juntamente a aplicacdo foliar com Na-humato foi capaz de melhorar o
rendimento de soja em campo, maiores valores sobre o numero de nédulos e a
eficiéncia de FBN foram encontradas. SH ja foram relatados por aumentar o
crescimento microbiano, com efeito na regulacdo do metabolismo celular (Kirschner
et al., 1999; Tikhonov et al., 2010).



Tabela 1: Estudos com bactérias associadas a substancias himicas.
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Microrganismos

Substancias humicas

Efeito Bioldgicos

Referéncias

Azotobacter chroococcum

Pseudomonas sp.

Klebsiella aerogenes
Mycobacterium avium

Bacillus subtilis

Bactérias no solo e do trato
digestivo de minhocas
Bradyrhizobium liaoningense
Streptomyces sp.

Sinorhizobium meliloti

Bradyrhizobium sp.

Na-humato e acidos

falvicos (AF)

AF
Acido humicos (AH)

AH e AF

AH

AH
Material himico solivel em
agua (MHSA)

AH

AF comercial

K-humato de leonardita

Na-humato e AF aumenta o crescimento celular de Azotobacter
chroococcum.

O AF aumentou metabolismo celular de Pseudomonas.

O AH aumentou a sobrevivéncia de Klebsiella aerogenes exposta a
irradiacao ultravioleta (UV).

AH e AF o crescimento de Mycobacterium avium.

AH aumentou o nUimero de B. subtilis imobilizado em esferas de
alginato.

AH estimulou o crescimento bacteriano.

MHSA estimulou o crescimento e o metabolismo celular, incluindo
proteinas relacionadas a nodulagdo e FBN.

AH estimulou o crescimento e a habilidade de Streptomyces sp. Em
solubilizar fosfato de rocha.

AF estimula o crescimento celular de S. meliloti.

Aumenta a sobrevivéncia de Bradyrhizobium spp. em sementes de soja

(Gaur e
Bhardwaj,
1971)

(De
1974)

Haan,

(Bitton et al.,

1972)

(Kirschner et
al., 1999)

(Young et al,
2006)

(Tikhonov et al.,
2010)

(Gao et al.,

2015)

(Farhat et al.,
2015)

(Capstaff et al.,
2020)

(da Silva et al.,
2021a)
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Um trabalho avaliou o papel de SH-soliveis em &gua (SHSA) em
Bradyrhizobium liaoningense, nesta condicdo B liaoningense apresentou perfil
génico semelhante ao encontrado pela mesma estirpe na presenca de flavonoides
(Gao et al., 2015). Os flavonoides sao moléculas responsaveis por ativar genes em
rizébios que sdo fundamentais para iniciacdo do processo de simbiose (Oldroyd et
al., 2011). Além disso, foi observado a maior expressdo de genes nod, nif e na
formacdo do complexo nitrogenase na bactéria em vida livre quando em contato com
esta substancia. Experimentos em casa de vegetacéo confirmaram maior incremento
na FBN em plantas inoculadas com B liaoningense na presenca de SHSA. Estes
resultados elucidam o efeito direto de SH na bactéria e como isto pode estar
relacionado a melhoria da simbiose com a planta hospedeira (Gao et al., 2015). Os
AF também foram capazes de induzir o crescimento de Sinorhizobium meliloti, e
atrelado a isto, esta combinacdo proporcionou 0 aumento de nédulos ativos e de
rendimentos de Medicago sativa (Capstaff et al., 2020). Estas plantas tratadas com
AF, apresentaram em raizes, a expressao de genes relacionados a diferentes
processos, como: defesa, oxirredugcdo, metabolismo de C e N, além de genes
especificos de nodulacdo. Tais dados sugerem que SH atua sobre a propria planta
(Capstaff et al., 2020), podendo induzir a nodulacéo precoce, como também atua na
expressao de genes relacionados a FBN no microssimbionte (Gao et al., 2015).

Aplicacdo de AF em Medicago sativa induziu a expressao de genes
envolvidos com a modificacdo da parede celular (Capstaff et al., 2020). A regulacdo
positiva de genes relacionados a plasticidade da parede celular e diferenciacdo de
pelos radiculares foi observada na promocao de crescimento de Arabidopsis thaliana
qguando inoculado com Azospirilum (Spaepen et al., 2014). A acdo de AH na
funcionalidade da raiz e consequente crescimento vegetal, foi relacionada com uma
etapa inicial de interacao fisica do complexo molecular de AH com poros da parede
celular (Olaetxea et al., 2015). da Silva et al. (2021b) observaram o enriquecimento
de bactérias com capacidade de produzir enzimas com atuagcdo na parede celular,
como celulases e pectinases, em raizes de arroz tratadas com AH, o aumento
destes microrganismos pode estar relacionado a mudancas na parede celular

ocasionadas pela interagcdo de SH com estas estruturas. Sabe-se que a microbiota
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associada ao vegetal sofre influéncia de fatores externos e internos, que modulam
0s processos fisiologicos das plantas, como SH (Taulé et al., 2021).

Relatoérios anteriores confirmaram que aplicacdo de SH causou o aumento do
tamanho e a densidade de pelos radiculares (Canellas et al., 2010), estas estruturas
sdo conhecidas por iniciarem o processo de formacdo de nddulos em leguminosa
(Badenoch-Jones et al., 1985), neste sentido, a aplicacdo de SH poderia também
atuar na inducdo da nodulacéo, ja que o aumento na producao de pelos radiculares
forneceria mais sitios para infeccdo de rizébios. Aplicagdo de K-humato e
Bradyrhizobium em sementes de soja, proporcionou alteracdes morfoldégicas nas
raizes de plantas quando comparado com controle inoculado (Figura 1). Em
experimento em casa de vegetacao, foi observado melhores valores para nodulacéo
e incremento de N na parte aérea de plantas inoculadas com Bradyrhizobium a uma
concentracdo de 50 mgL? de K- humato via semente quando comparado com a
inoculacdo sozinha (da Silva et al., 2021a). Um outro trabalho utilizou uma bactéria
solubilizadora de fésforo, Pseudomonas putida, juntamente a AH em plantas de soja,
apesar do efeito sobre aumento do pH e do foésforo no solo, a combinacéo néo foi
capaz de aumentar o rendimento da cultura (Winarso et al., 2011). Além disso, SH
parecem aumentar a sobrevivéncia de rizébios em sementes de soja (da Silva et al.,
2021a), proteger bactérias contra irradiacdo (Bitton et al., 1972) e aumentar a
viabilidade do inoculante durante o armazenamento quando aplicado junto ao
alginato (Young et al., 2006). Tais caracteristicas indicam que além do efeito na
melhoria da comunicacao entre microrganismos e plantas, este composto pode atuar

na protecdo do inoculante contra efeitos deletérios do ambiente.
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BPCV + AH ] f BPCV + AH
Vermicomposto Gongocomposto

qe

(mg/L)

Inoculante e dose de K-humato

Inoculante Inoculante Inoculante
+80mg/L SH + 4g/LSH

Rhizobium tropiciCFU seed ™'

Seed treatment [l] fungicide + insecticide [l without

Figura 1: Efeitos relacionados ao uso combinado de bactérias promotoras de crescimento
vegetal (BPCV) e substancias humicas (SH). (A-C) Impacto positivo em raizes de soja
inoculadas com Bradyrhizobium (A) e Bradyrhizobium em combina¢do com &cido humico
(AH) de vermicomposto (B) e Gongocomposto (C). (D) Aumento da sobrevivéncia de
Rhizobium (D0) em sementes de soja na presenca de 50 (D50) e 150 (D150) mgL ~* K-
humato em sementes néo tratadas com fungicida e inseticida (barras amarelas) quanto
em sementes tratadas com fungicida e inseticida (barras cinzentas). Os valores sao
expressos em unidades formadoras de colbnias (UFC) de Rhizobium por grama de
semente. (E) Aumento do crescimento de Rhizobium tropici (inoculante) com a aplicacéo
de K-humato (dados néo publicados).

Em plantas ndo leguminosas, Canellas e Olivares (2014) propuseram um
conceito de biofertilizantes baseado na inoculacdo de bactérias endofiticas junto a
aplicacdo de SH. No qual, esta substancia proporcionaria 0 aumento da interagéo
bacteriana com o hospedeiro vegetal, atrelado, a protecdo do inoculante nos
dominios hidrofébicos de SH. De fato, foi observado que apds 25 dias de contato
com a semente, a maior sobrevivéncia bacteriana ocorreu no tratamento que
recebeu SH (da Silva et al., 2021a). A composi¢ao estrutural da matéria organica
humificada permite a adsor¢cdo em raizes, esta caracteristica pode promover o maior
contato das bactérias inoculadas nas raizes das plantas. Aumentando as chances

do inoculante em se estabelecer no tecido de vegetal, o que permitiria que
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microrganismos pré-selecionados quando aplicados na planta, apresentassem
vantagem na colonizacédo frente aos microrganismos competitivos residentes do solo
(Canellas e Olivares, 2014). Adicionalmente, a aplicacado de SH é capaz de mudar a
arquitetura e morfologia radicular, induzindo a formacéo de raizes laterais e o
incremento sobre comprimento e densidade de pelos radiculares (Nardi et al., 2017;
Olivares et al., 2017). E dada que a penetracdo de BPCV endofiticas ocorre de
forma oportunista, as aberturas naturais oriundas do surgimento de novas raizes
propiciada por SH pode favorecer a entrada destes microrganismos no hospedeiro
vegetal (Olivares et al., 2017). Canellas e Olivares (2017) observaram que AH foi
capaz de modular células da borda de raizes e promover a maior agregacado e
consequente aumento da populacdo da bactéria inoculada ao redor desta estrutura,
favorecendo assim, o processo de infecgdo. Estes resultados podem explicar
estudos anteriores que mostraram a maior colonizacao de H seropedicae em raizes
de milho na presenca de SH (Canellas et al., 2013; Canellas e Olivares, 2017).
Assim, ndo é surpresa que a utilizacdo de SH + BPCV promovam efeitos
consistentes sobre o crescimento vegetal, com aumentos sobre incremento de
massa e maiores teores de nutrientes. De fato, plantas de tomates inoculadas com
espécies de Bacillus e AH apresentaram maiores teores de Fe e K, além do maior
crescimento da parte aérea e de raizes (Galambos et al., 2020). A aplicacdo de AH e
Burkholderia aumentou a parte aérea, raiz e os teores N, P, K, Ca e Mg em abacaxi
(Baldotto et al., 2010). Em solos com baixa fertilidade, o tratamento com AH e H
seropedicae obtiveram a maior producdo de milho quando comparado ao controle
(Canellas et al., 2008). Ja4 em cana de agUcar, a aplicacao foliar com H. seropedicae,
H. rubrisubalbicans e G. diazotrophicus combinado com K-humato promoveu o
aumento de 37% da producdo em relacdo a plantas ndo tratadas (da Silva et al.,
2017). A inoculacdo com Bacillus megatorium, Bacillus subtilis e a aplicacdo de 400
kg ha™' AH no plantio de batata, proporcionou em relacdo ao controle, 0 aumento em
140% da producéo total de tubérculos, enquanto a aplicacdo de fertilizante NPK
100% promoveu o aumento de apenas de 111% (Ekin, 2020). O uso combinando de
SH e microrganismos benéficos podem auxiliar na transicéo do cultivo convencional

para praticas mais agroecoldgicas.
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O aumento das concentracdes de nutrientes na planta ndo estd apenas
relacionado a quelacao por BPCV ou SH, mas também pela melhoria na capacidade
radicular de captar nutrientes da solugdo do solo (Zanin et al., 2019; Jindo et al.,
2020). Estes bioestimulantes também podem melhorar a nutricdo vegetal alterando a
morfologia radicular (Marques Janior et al., 2008), e esse efeito é geralmente
atribuido a acdo de auxinas. BPCV podem sintetizar esses horménios, como ja
demonstrado em teste de HPLC (Nutaratat et al., 2017), enquanto as SH podem
atuar mimetizando esses compostos. Estudos também apontaram a presenca de
auxinas na estrutura molecular de SH (Muscolo et al., 1998). Além disso, genes
relacionados ao transporte de macro e micronutrientes foram regulados em tomate
apos a aplicacdo de BPCV e AH, assim como, a regulacdo de genes codificadores
de ATPase (Galambos et al.,, 2020). A enzima H* ATPase esta envolvida em
mecanismos fundamentais para o desenvolvimento vegetal. Como por exemplo, (a)
o0 sistema primario de transporte de ions que € fundamental para absorcdo de
nutrientes e também, (b) no crescimento da célula vegetal, por meio da acidificacéo
do apoplasto, que é fundamental para 0 aumento da plasticidade da parede celular
(Hager et al., 1991; Barbez et al., 2017). Sabendo-se que SH induzem a atividade de
H+ ATPase em plantas, Olivares e colaboradores (2017) hipotetizaram que a
diminuicdo do pH ocasionado pela extrusdo de prétons por H*-ATPase, induzida por
SH, poderia facilitar o processo de colonizacdo endofitica. Uma vez que, as enzimas
hidroliticas da parede celular utilizadas por BPCV para entrada e disseminacédo no
tecido vegetal, parecem ter sua acao intensificada em pH baixo.

Mudancas no metabolismo vegetal ja foram relatadas anteriormente apés
aplicacao de bioestimulantes, a inoculacdo de BPCV e AH. A atividade de enzimas
relacionadas a assimilacdo de N foi promovida pela aplicacdo de AH e de H.
seropedicae em milho (Canellas et al., 2013). De forma similar, a inoculacdo de
Enterobacter sp. 32 A e aplicacdo de AH em tomate, foi capaz de induzir genes
relacionados com a assimilacdo de N (Galambos et al., 2020). A aplicacédo de
bactérias benéficas e humatos foi capaz de aumentar a produtividade em tomate e
de estimular o metabolismo secundario e de defesa da planta. A expressao de
genes relacionados a horménios vegetais como, a acido jasmodnico, auxinas,

giberelinas e citocininas foram observados em plantas na presenca de AH e BPCV,
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a modulacdo hormonal na planta € um dos mecanismos relacionados a promocéao de
crescimento vegetal. O metabolismo oxidativo vegetal também foi afetado por AH,
este composto foi capaz de induzir a producdo de espécies reativas de oxigénio
(EROS) e de enzimas envolvidas no metabolismo de EROS em raizes de arroz,
aplicacdo de AH foi correlacionado com aumento do crescimento radicular destas
plantas. Estudos propuseram que concentracdes adequadas de EROS podem atuar
na sinalizacdo para o crescimento radicular (Garcia et al.,, 2016). Alteracbes
fisiologicas causadas por BPCV e SH podem justificar mudancas no perfil de
exsudacgao radicular, a aplicacdo H seropedicae e AH alterou a composicdo de
exsudados radiculares em milho, promovendo o aumento da quantidade e variedade
de compostos nitrogenados (da Silva Lima et al., 2014). Puglisi et al. (2008, 2009)
mostraram que SH afetou a deposicdo de C pelas raizes de milho, resultando
também, na mudanca da comunidade microbiana da rizosfera. A aplicacdo AH e um
consorcio microbiano (bactérias e fungos) em mirtilo (Vaccinium corymbosum L.)
alterou significativamente a comunidade bacteriana da rizosfera, possivelmente
devido a mudancas no padrdao de exsudados radiculares. Atrelado a isso, foi
observado um aumento de 50% de massa seca da parte aérea e de 43% de raiz
(Schoebitz et al., 2016).

A rizodeposicdo, afeta a atividade e composicdo das comunidades
microbianas associada ao vegetal. Estes microrganismos desempenham papel
fundamental na retroalimentacdo planta-solo. Neste sentido, a modulacdo da
natureza quimica de exsudados radiculares mediada por SH e BPCV pode fornecer
um ganho adicional ao vegetal, recrutando microrganismos que atuem na melhoria
da nutricdo de plantas e na protecdo contra estresse, como também na ciclagem de

nutrientes.



17

O Ndmero de raizes laterais
O Infeccdo bacterana

[ - o Colonizag3o

ey endofitica

1

& / | \ -
O Crescimento celular

O Inducdo de genes relacionados com a nodulagdo

O Numero e peso de nédulos
O Conteldo de Leghemoglobina] &€& | "~
QO Atividade da nitrogenase

-

Py

B
J

QO Efluxo de C o]
O Quimiotaxia

Figura 2: Resumo dos resultados encontrados na literatura sobre os efeitos de substancias
hamicas (SH) e bactérias promotoras de crescimento vegetal (BPCV) e a interacdo com
sistemas radiculares de plantas. A aplicacdo de SH ao meio de cultura afeta o crescimento e
metabolismo bacteriano de rizébios e induz a expressdo de genes relacionados aos
processos de nodulacdo e fixagcdo de nitrogénio. Experimentos em casa de vegetacdo
revelaram que a aplicagdo de SH + rizébios em leguminosas proporcionou aumento no
numero e peso de nodulos, teores de N, atividade de nitrogenase e teor de leg-hemoglobina.
Em plantas ndo leguminosas, a combinacado de SH + BPCV tem sido associada ao aumento
da colonizacdo endofitica. O aumento da ramificacdo radicular devido a SH proporciona
mais pontos de infeccdo para entrada bacteriana e, portanto, para colonizagdo do tecido
vegetal. O aumento do efluxo de carbono através das raizes estimula a quimiotaxia
microbiana do solo para a rizosfera. Adaptado de Olivares et al. (2017). Figura criada
usando BioRender ( https://biorender.com/ ).
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2.5 BPCV e SH natolerancia de plantas ao estresse

A tolerancia de plantas ao estresse abidtico € obtida por meio de diferentes
procedimentos como, melhoramento vegetal, engenharia genética e utilizacdo de
fertilizantes, estes processos sdo demorados e onerosos e em alguns casos, geram
prejuizos ao ambiente (Eneji et al., 2008; Khan et al., 2017; Hasanuzzaman et al.,
2018; Lamaoui et al., 2018; Wani et al., 2020). Uma abordagem ambientalmente
correta para a melhoria da producdo agricola no que tange mitigar os efeitos
adversos de estresses ambientais é a utilizacdo de BPCV e de bioestimulantes,
como SH (Marques Junior et al., 2008; Garcia et al., 2016; Olivares et al., 2017).
Estas biotecnologias sdo bastante difundidas e amplamente aceitas em diversas
localidades (Rose et al., 2014; Santos et al., 2019). A utilizacdo de BPCV e de SH
em conjunto ou separadamente foi relatado por aumentar o crescimento vegetal em
condicbes normais e estressoras (Canellas e Olivares, 2014; Olivares et al., 2017)
Relatorios anteriores indicaram que alteragdes na morfologia radicular induzidas SH
podem melhorar a colonizacdo de BPCV, favorecendo sua fixacdo e sobrevivéncia
na superficie radicular (Canellas et al., 2013; Canellas e Olivares, 2017). O aumento
da colonizagdo e multiplicacdo de BPCV em plantas mediado por SH pode estar
atrelado a melhoria no estabelecimento vegetal, no entanto, ndo se deve
desconsiderar o efeito direto de SH tanto sobre plantas como sobre a bactéria
inoculada.

Recentemente, a aplicacdo de AH e isolado de Bacillus cereus SAl
proporcionou mudancas morfolégicas e fisiologicas em tomate em casa de
vegetacao sob estresse térmico. As plantas tratadas com estes dois bioestimulantes
guando comparadas com o controle (sem SAl, sem AH) apresentaram maior
comprimento da parte aérea e raiz, maiores concentracdes de P, K e Fe, maior
biomassa seca e fresca, aumento na fluorescéncia da clorofila e alteracbes no teor
de éacido salicilico (AS), tanto em condi¢cdes normais como sob estresse térmico
(Khan et al., 2020).

Testes em campo com cartamo mostraram que aplicacdo de diferentes

espécies de Bacillus (Bacillus megatorium M3 e Bacillus subtilis OSU142) e AH
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(Carthamus tinctorius L.) proporcionou em condic¢des irrigadas e nao irrigadas, um
efeito aditivo sobre o crescimento e producao desta cultura (Ekin, 2020).

Em condicdo de sequeiro, o uso combinado destas BPCV e AH auxiliou
aclimatacdo de plantas de cartamo durante a falta de agua, melhorando
caracteristicas relacionadas ao rendimento e a sua morfologia, como a altura da
planta, nUmero e diametro de capitulos, diametro de caule, peso de 1000 sementes,
namero de sementes e 6leo (Ekin,2020). Os autores propuseram que 0s ganhos em
rendimentos em sequeiro, pode estar relacionada a maior tolerancia desta planta ao
déficit hidrico, com aumento do conteido de a&gua e minerais, 0 que pode ser
atribuido ao incremento do sistema radicular, pela acdo de BPCV e AH (Olivares et
al., 2017).Semelhantemente, o efeito da aplicacdo de BPCV e SH em milho foi
acentuado no ano marcado com um estresse severo a seca. Foi observado também,
gue parcelas de milho que receberam estes bioestimulantes, apresentaram maiores
guantidade de raizes deixadas ao solo apo6s a colheita, o que pode contribuir com a
manutenc¢do da matéria organica deste recurso (Canellas et al., 2015; Olivares et al.,
2017).

Um dos principais impactos BPCV e SH sobre o crescimento vegetal € a
melhoria na aquisicdo de nutrientes e estimulo ao sistema radicular, muitas vezes
estes efeitos sdo relacionados a auxina ou a compostos com “efeito like auxina”
(Canellas et al., 2002; Spaepen et al., 2014). Foi proposto que o papel da auxina no
crescimento vegetal esta relacionado a inducdo da atividade de H+-ATPases, que
gera a acidificacdo apoplastica e assim, proporciona o afrouxamento da parede
celular, permitindo o alongamento da célula (Hager et al., 1991; Frias et al., 1996). A
ativacao de H+-ATPases também melhora a absor¢cédo de nutrientes, impulsionando
o transporte de ions através da membrana celular (Sze, 1985; Morsomme e Boutry,
2000). Canellas e colaboradores (2013) relataram que a aplicacdo de H seropedicae
e SH em milho ativou o metabolismo da planta, incluindo o aprimoramento da
atividade H+-ATPases, alteracdes no metabolismo de acucar e N, fotossintese, bem
como, inducéo de raizes laterais e a maior colonizacao por H seropedicae.

Tais processos ja foram estimulados por BPCV e SH em diferentes culturas.
Neste sentido, para alivio dos danos de estresse salino, foi testada a aplicagcdo em

conjunto e separadamente de Pseudomonas stutzeri e AH em pimentas com
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diferentes sensibilidades a salinidade. Apesar de P stutzeri e AH apresentarem
resultados promissores quando aplicados separadamente, quando combinados nao
apresentaram sinergismo de acdo em parametros vegetais, apenas na melhoria das
taxas de K*/Na* e Ca?*/Na* (Amor e Cuadra-Crespo, 2011; Bacilio et al., 2017). As
combinacdes e/ou concentracdes BPCV e AH, época de aplicacao e espécie vegetal
sao fatores afetam o efeito de BPCV e AH sobre o crescimento vegetal.
Diferentemente, a aplicacdo BPCV e AH foi promissora durante estresse por
alta temperatura em tomateiro, além de estimular o crescimento vegetal, houve
regulacao positiva do fator de transcricdo responsivo ao estresse térmico (SIHsfAla)
e o transportador de potassio (K) de alta afinidade (SIHKT1) (Khan et al., 2020). O K
auxilia na regulacdo do equilibrio ibnico e na manutencdo da homeostase de ions
sob estresse (Hasanuzzaman et al., 2018). Maiores concentragdes de prolina foram
estimuladas por BPCV e AH durante o estresse, o acumulo deste aminoacido é
considerado um mecanismo adaptativo sob estresse abidtico (Ashraf e Foolad,
2007). As enzimas antioxidantes também foram estimuladas pela aplicacdo de
BPCV e AH juntamente a menores valores de peroxidagdo lipidica (Khan et al.,
2020). Estas enzimas atuam na limpeza EROs, estes compostos em excesso
causam prejuizo as plantas (Arora et al., 2002). Notavelmente, a acdo protetora do
AH em plantas de arroz submetidas ao estresse osmotico foi associado maior
atividade de enzimas antioxidantes, como superdxido dismutase (SOD) e peroxidase
(POX; Garcia et al., 2016). A avaliacdo da recuperacdo de plantas de cana-de
acucar ao déficit hidrico quando tratadas com BPCV e/lou AH revelou que AH
auxiliou a recuperacdo de plantas a seca através maior inducdo da atividade de
enzimas antioxidantes, este tratamento também proporcionou o aumento da taxa de
fotossintética liquida como consequéncia da maior transpiracdo e condutancia
estoméatica (Aguiar et al., 2016), este comportamento também foi observado
anteriormente em milho (Canellas et al., 2013). Russell et al. (2006) atribuiram a
abertura estoméatica a atividade H+-ATPase induzida pela agao “like-auxina” de SH.
Enquanto a inoculagdo com BPCV induziu a maior preservacao de agua no tecido
da planta, através da manutencdo do potencial de agua nas folhas e do conteudo
relativo de agua (CRA), tais efeitos possivelmente associados ao fechamento
eficiente dos estdbmatos, este comportamento assemelha-se “delayed stress on set”
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gue € um termo utilizado para designar a maior preservacdo hidrica no tecido
vegetal (Aguiar et al.,, 2016). As plantas de cana de acUcar tratadas com AH
combinado com BPCV exibiram o maior potencial hidrico apos reidratacdo e alto
CRA. Plantas de feijdao comum cv ‘Grafite’ que receberam a aplicagdo de Rhizobium
tropici, H seropedicae e SH foram submetidas a seca, estas plantas apresentaram
em relacdo a plantas controle, a maior preservacdo da agua nos tecidos vegetais
devido ao maior CRA (da Piedade Melo et al., 2017).

A aplicacdo de suspensdes microbianas e SH pode promover a adaptacao de
plantas a ambientes estressados (Olivares et al.,, 2017). A utilizagcdo destes
compostos na promocdo de crescimento vegetal gera mudancas fisioldgicas,
transcricionais e metabodlicas que podem preparar as plantas para uma defesa
aprimorada antes de qualquer ocorréncia de estresse. Um trabalho recente
constatou o efeito “priming” de AH em plantas de milho perante diferentes estresses
abidticos. Onde, a exposicdo prévia das plantas ao AH gerou um condicionamento
metabdlico a planta, de modo que, o vegetal apresentou maior tolerancia quando foi

desafiado por um estresse abiético subsequente (Canellas et al., 2020).
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Figura 3: Mecanismos relacionados a tolerAncia vegetal ao estresse abidtico mediado por
Substancias humicas e Bactérias promotoras de crescimento vegetal. Figura criada usando
BioRender (https://biorender.com/).
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CAPITULO 2- K-humate as an agricultural alternative to increase nodulation

of soybeans inoculated with Bradyrhizobium

Abstract-The use of products based on humic substances (HS), such as K humate
(KH), along with soybean seed inoculation technology, can provide positive impacts
on biological nitrogen fixation (BNF). In this work, different KH concentrations (0, 50,
100, 150, 200 and 4000 mg L* KH) were applied to soybean seeds inoculated with
Bradyrhizobium, and the effect of this compound on the Bradyrhizobium seed
survival, root morphology, nodulation, biomass increase and N content was
evaluated. KH concentrations of 50, 100 and 4000 mg L increased (p <0.05) the
survival of Bradyrhizobium in seeds after 25 days of storage. The application of KH
showed superior effects compared to the control in relation to the length of primary
roots (50 and 4000 mg KH L), total length of roots (50, 100 and 150 mg L* KH),
volume (all concentrations), diameter (50, 100 and 4000 mg L* KH) and root area
(50, 100 and 200 mg KH L1). In the soil experiment, a KH concentration of 50 mg L
was able to provide greater increments (p <0.05) in nodulation (number and weight of
nodules), biomass and N content in shoots than the control. All KH doses increased
the number of nodules in relation to inoculation with Bradyrhizobium, suggesting that
KH affects the communication between microsymbionts and the host plant. A KH
concentration of 50 mg Lt was the most promising considering the N input in leaves.

Keywords: Glycine max (L.) Merr.; B diazoefficiens; B japonicum; humic acids; fulvic

acids

1 Este capitulo corresponde ao artigo cientifico publicado na revista Biocatalysis and
Agricultural Biotechnology 36: 102129, 2021.
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Introduction

Brazil became the top soybean producer worldwide in 2020 and, together with
other South American countries, Brazil accounts for 55% of global soybean
production (USDA, 2020). The success of this crop in Brazil is partly attributed to the
benefits of biological nitrogen fixation (BNF), especially by the inoculation of seeds of
this crop with elite Bradyrhizobium japonicum, B. elkanii and B. diazoefficiens strains,
whose partnership is able to meet all N demands of the plants (Hungria et al., 2006),
providing the country with savings of approximately US$ 15 billion per year (Hungria
and Mendes, 2015). This biotechnology allows greater entry of N into agricultural
systems and a decrease in the use of nitrogen fertilizers, which, in addition to being
costly, have environmental impacts (Sa et al., 2017). The search for more productive
cultivars requires greater N input, and for this, research is encouraged to stimulate
BNF and the maintenance of this process, since adverse environmental conditions
put at risk the efficiency of biological processes (Hungria et al., 2015). In this sense,
practices to increase nodulation are of great importance for sustainable agriculture,
and experiments have been carried out to ensure improvement in the efficiency of
symbiotic nitrogen fixation (Hungria et al., 2013, 2015; Chibeba et al., 2015; Souza
and Ferreira, 2017).

Increases in grain yield and soybean quality accompany the benefits provided
to the roots (Barbosa et al., 2021). Many works have shown that humic substances
(HS) stimulate the root system of different cultures (Canellas and Olivares, 2014),
and this effect can be explained through the documented role of HS in acting like
auxin (Canellas et al., 2002; Canellas and Olivares, 2014; Trevisan et al., 2009). HS
have already been reported to improve plant nutrition and the responses of plants to
biotic and abiotic stresses (Loffredo and Senesi, 2009; Garcia et al., 2016). In
addition, this compound type has already been documented to increase the survival
of bacteria when exposed to irradiation (Bitton et al., 1972) and over long periods of
storage when applied together with alginate (Young et al., 2006); therefore, regarding
the cultivation of inoculated plants in the field, HS have the potential to provide gains

to the plant and provide additional protection to the inoculant under field conditions.
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Methodologically, HS are separated according to their solubility within specific
pH ranges, and three humic fractions are described based on this postulate: humic
acids (HA), fulvic acids (FA) and humines (Schnitzer, 1978). In recent years, humic
acids have become commercially available as soluble and affordable salts, known as
potassium humates [K-humate, KH] (Imbufe et al., 2005). This product is commonly
used to improve soil aggregate stability (Imbufe et al, 2005), and little is known about
its potential when applied together with microbial inoculants in crops with high
economic value, such as soybeans.

A few studies have evaluated the application of HS and rhizobia in legumes
(Tan and Tantiwiramanond, 1983; Gao et al., 2015), but in these cases, humidified
material was applied to the substrate (sand and vermiculite/sand). Although positive
results have been obtained, evaluations of plants in soil and with the application of
HS in seeds along with inoculants, as is usually performed by farmers, still need to
be conducted. Therefore, we expanded our studies, and here, we report the results
obtained when Bradyrhizobium spp. and HS, in the form of K-humate, were applied
to soybean seeds at the time of planting in an experiment carried out in a
greenhouse. Our hypothesis is that the use of K-humate together with soybean
inoculant can stimulate the root system and favor the entry of inoculated strains into
root infection sites, which is an effect already discussed in works with grasses
(Canellas and Olivares, 2014; Olivares et al., 2017) that would result in the early
formation of nodules and, thus, in the fixation of nitrogen in earlier stages. We also
believe that K-humate may favor the greater survival of bacteria in soybean seeds.
For this, this compound was applied together with Bradyrhizobium in soybean seeds,
and the effects on the root morphology, plant material weight, N and P contents and

Bradyrhizobium survival in seed after days of storage were evaluated.

Material and methods

Potassium humate - K-humate (KH)

K-humate (Omnia, Brazil) contains approximately 18.70% (w/v) humic acid

and 2.70% fulvic acid and does not contain humine. It is a commercial product
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commonly used as a soil conditioner. KH was obtained through alkaline extraction of
Victorian brown coal, and its characterization was provided by Imbufe et al. (2005).
The 13C CP NMR spectrum has the highest peak (0—60 ppm) and can be assigned
to alkyl groups, with both linear and substituted chains. Carbonyl-C is observed in the
region of 160-190 ppm, and substituted C-O aryl is observed between 140 and 160
ppm. Resonances in the 100-140 ppm region of the spectrum are mainly due to
aromatic-C, and the distribution of carbon signals in the spectrum is aliphatic-C at
44%, aromatic-C at 32%, carbonyl-C at 11%, O-alkyl at 9%, with the remainder
corresponding to methoxy and N-alkyl groups. The total quantitative elementary
analyses of K-humate showed the following results (% w/v): 4.80% potassium, 0.50%
iron, 0.15% nitrogen, 0.15% silicon, 0, 10% sulfur, 0.09% sodium, 0.07% chloride,

0.05% calcium, 0.04% phosphorus and 0.60% total aluminium.

Inoculant survival in soybean seeds in the presence of K-humate

This experiment aimed to evaluate whether KH concentrations could affect the
survival of Bradyrhizobium in soybean seeds. Therefore, seeds were previously
sterilized in an autoclave one day before receiving application of the different
inoculant treatments at the following concentrations: O (only strains of
Bradyrhizobium, without KH), 50, 100, 150, 200 and 4000 (mg KH L). Treatments
were planned in a completely randomized design, with eight replicates per treatment.
These treatments were called 0 (or control), 50, 100, 150, 200 and 4000 KH,
respectively.

The estimation of the number of rhizobial colonies in soybean seeds was
performed using the serial dilution technique and direct counting on plates with YMA
medium. A commercial liquid inoculant (Biosoja) containing (10°CFU mL™)
Bradyrhizobium japonicum SEMIA 5079 and Bradyrhizobium diazoefficiens SEMIA
5080 strains (MAPA, 2011) was used with the addition of KH at the above mentioned
concentrations. Seed lots were mixed with the inoculant at a 1:10 proportion
(inoculant:seed weight) and kept at room temperature. Bacterial survival was
measured after 25 days of storage, transferring 10 seeds (~ 3 g of seeds) to 27 mL of

sterile saline (0.85%), with dilution plating on YMA medium (with Congo red). The
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plates were incubated in an oven at 28°C for seven days, and after microbial growth,

colony forming units (CFU) were counted.

Experiment under controlled conditions

In the second experiment, we evaluated whether KH application to seeds
affects plant growth and the root morphology of soybean seedlings more significantly
than inoculation alone. The experiments took place under controlled conditions and
with the application of the same concentrations used in the previous experiment (item
2.2), and the design was completely randomized, with four replicates per treatment.

Soybean seeds received the application of commercial inoculants B.
japonicum SEMIA 5079 and B. diazoefficiens SEMIA 5080. After inoculant
application according to the treatments specified above, twenty-five seeds were
placed on three germitest paper sheets and moistened with water in an amount
equivalent to 2.5 times the weight of the dry paper, and the test was conducted in a
germination chamber at 26 °C with a 12/12 h photoperiod for six days.

Only seedlings with all well-developed parts were recorded, and evaluations
consisted of measuring the dry weight of the hypocotyl, cotyledon and root, hypocotyl
length and primary root length. For root reading, WinRHIZO Arabidopsis software
(Regent Instruments, QC, Quebec, Canada; 2011) coupled to an Epson Expression
11000XL LA2400 image scanner was used. Soybean roots were evenly distributed
under a water layer in transparent trays (20 cm in width and 30 cm in length) and,
later, “scanned”. The total root length (cm), diameter (mm), area (cm?) and volume

(cm?®) were calculated.

Experiment in pots with soil

The third experiment evaluated whether inoculation together with the
application of KH in soybean seeds could favor nodulation and, consequently, a
greater increase in plant weight. For this purpose, a test was conducted in
greenhouse conditions using 5 L pots filled with red latosol, and fertilization was
carried out according to chemical soil analysis, namely, pH, 6.9; C, 10 g kg*; Al, O

mmolc kg ~'; Ca, 79 mmolc kg ~'; Mg, 13 mmolc kg = '; P, 14 mmolc kg ~'; and K,
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0.7 mmolc kg ~ 1; no source of N was added. The experimental design was a
randomized block design with five replicates. Soybean seeds cv. ADV 4317 IPRO
received one milliliter of inoculant containing the different KH concentrations used in
the previous experiments. Five inoculated seeds were placed into each pot, and after
thinning, two plants were left per pot. The experiment was concluded after thirty
days. Plant shoots and roots were dried and weighed to obtain the dry weights.
Nodules were removed from roots and counted to obtain the number of nodules,
which were subsequently dried and weighed to obtain the dry weight of the nodules.
After drying and weighing, the plant material (shoots and roots) was ground in a
Wiley mill (20 mesh) and submitted for analysis of phosphorus [P] (Ames, 1966) and
total nitrogen [N] (Gautam and Panigrahi, 2007). The amounts of nitrogen and
phosphorus extracted from soybean shoots and roots were calculated by multiplying
the respective concentrations of these nutrients by the amount of dry matter of stems

or roots in each treatment.

Data analysis

Data normality and heteroscedasticity were assessed by the Shapiro-Wilk and
Bartlett tests, respectively. An analysis of variance (ANOVA) was performed for each
experiment, wherein differences were detected, and means were compared using
Tukey's multiple comparison test at the 5% significance level. Principal component
analysis (PCA) was used to describe the relationship between plant biometric and
morphological variables and their associations with treatments. PCA was performed
after data standardization (to avoid the influence of different units of the means of
response variables), all statistical analyses were performed with R software (R Core
Team, 2019).

Results

Effect of KH on inoculant survival, biomass production and root morphology in
soybean seedlings
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The treatment with 150 mg KH Lt was lost before this analysis; therefore, it is
not shown in the graph. Treatments with 50, 100 and 4000 mg KH L had higher
survival values (p <0.05) compared to the control. In addition, it was observed that
the 50 mg KH L treatment provided the greatest cell viability (Fig. 1). The lowest
survival value (p <0.05) was attributed to the control (0 mg KH Lt). Concentrations
greater than 50 mg KH L did not appear to increase inoculant survival (among them
100, 200 and 4000). Further studies to test whether concentrations below 50 mg KH

L could provide greater inoculant survival should be carried out (Fig. 1).

50 I'\H 100 KH 200 KH 4000 KH
Treatments (mglL™ )

Log N° rhizobia (C FU)_per seed

0_

Fig. 1. Survival (logio of the CFU number) of Bradyrhizobium strains inoculated into
soybean seeds treated with different K-humate (KH) concentrations, as evaluated after 25
days of contact

The weights of roots and cotyledons showed no difference (p> 0.05) among
treatments. Regarding the weight of the hypocotyl, KH concentrations of 150 and
4000 mg L* showed higher values (p> 0.05) than those of the treatment receiving 50
mg KH L. On the other hand, no difference (p> 0.05) in hypocotyl height in relation
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to the primary root length was observed, with the 50 and 4000 mg KH L treatments

showing higher values (p <0.05) than that of the control (Table 1).



Table 1. Dry weight values of the hypocotyl, roots, cotyledon and hypocotyl and

inoculation with Bradyrhizobium seeds with different K-humate (KH) concentrations.

40

main root length of soybean seedlings after

Inoculation

Bradyrhizobium
Bradyrhizobium + 50 mg KH L*
Bradyrhizobium + 100 mg KH L*
Bradyrhizobium + 150 mg KH L*
Bradyrhizobium + 200 mg KH L*

Bradyrhizobium + 4000 mg KH L™

mg. plant 1 cm
Hypocotyl Root Cotyledons Hypocotyl Primary root
weight weight weight height length
33.10+ 2.70% 13.40+ 1.502 71.10+ 3.002 7.43+1.112 11.40+ 0.68°
26.50+ 8.50° 16.00+ 4.60% 66.80+ 5.502 8.97+ 2.402 13.35+ 0.722
34.20+ 4.90%° 14.80+ 5.702 73.50+ 5.302 8.22+ 0.682 12.62+ 0.502°
37.50+ 2.202 12.70+ 1.402 65.20+ 0.202 8.20£ 0.412 12.69+ 0.482°
33.60+ 1.40%° 11.70+ 4.702 69.80+ 9.102 9.08+ 0.532 12.88+ 0.952°
36.80+ 3.502 14.80+ 1.402 68.00+ 4.802 9.71+1.162 12.92+ 0.532

Different letters in rows indicate differences among treatments according to Tukey’s test (p < 0.05).
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An increase (p <0.05) in the total root length was observed when using KH
concentrations from 50 to 150 mg L* (Fig. 2A), with a decrease at concentrations
from 200 to 4000 mg KH L™, similar to the control. Regarding the root diameter, the
0, 150 and 200 mg KH L* treatments showed the lowest values, indicating the
stimulation of larger amounts of finer roots. KH concentrations of 50, 100 and 4000
mg L seemed to stimulate thicker roots than the other treatments because these
plants presented larger diameter values. All KH concentrations stimulated the root
volume in relation to the control (p <0.05), whereas the root area showed higher
values for the 50, 150 and 200 mg KH L! treatments than for the control (Fig. 2C).

A) . " B)

okl Y . . g

3 0

Total root length (cm)
Average root diameter (mm)

0KH 50 KH 100KH  150KH  200KH 4000 KH 0 KH 50 KH 100KH 150 KH

Treatments (mgL-")
G ) D)

TP Y T

Treatments (mgL-")

Total root volume (cm’)

Total root area 1cm“ )

O0KH 50 KH 50 KH 200KH 4000 KH 50 KH J0OKH _ 150KH 200 K-

Treatments (mgL-") Treatments (mgL-")

Fig. 2. Root parameters of soybean seedlings inoculated as seeds with
Bradyrhizobium together with different K-humate (KH) concentrations. KH
concentrations of 0-4000 mg L are represented from right to left as follows: 0 KH, 50
KH, 100 KH, 150 KH, 200 KH and 4000 KH.

PCA was performed to assess the relationships of the increase in weight and

the root morphology of soybean seedlings with the different treatments applied (0-
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4000 mg KH L) as seen in the Fig. 3A and 3B. The first two principal components
explained ~ 70% of the total variation in the evaluated data (44.8% for PC1 and
23.9% for PC2).

PCA suggested that most response variables linked to root morphology
(primary root length, total root length, root diameter, root area, root volume), root
weight and
hypocotyl height were more strongly affected (showed higher values) by treatments
receiving KH at concentrations of 50 and 150 mg KH L, and variables were

projected opposite of the control treatment.

A) B)
4000ImgiL KH

Root.weight

Rodt.diameter

05 1

Cotyledon.weight 50 mg/L KHe

100 mg/ti KH
ngrt
* control |

Dim2 (23.9%)
-
o

200 mgiL KH

Root.voluny

-05

|
1 Total.root length
Root.area

‘
| 150 mg/L KH
‘ .

‘

—1‘.0 —d 5 0:0 0‘5 1:0 —‘4 —I2 6 é
Dim1 (44.8%) Dim1 (44.8%)

Fig. 3. Principal component analysis (PCA) of the plant weight and morphology of
soybean roots inoculated with Bradyrhizobium at different K-humate (KH)
concentrations. A) PCA for variables and B) for treatments.

Effect of KH application on biomass production and nodulation in soybean
plants

All KH concentrations, including the highest (4000 mg KH L), stimulated the
number of nodules. This concentration along with the control showed the lowest
weight values (p <0.05) of nodules when compared to plants that received 50, 100
and 150 mgKHL(Table2)..
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Table 2. Number and dry weight of the nodules, dry weight of the shoots and roots, root/shoot ratio and N and P levels (shoots and

roots) of soybean plants inoculated with Bradyrhizobium strains in different K-humate (KH) concentrations in experiments with soil.

Inoculation with

Bradyrhizobium g. plant 1 mg/kg. plant -
Number of Nodule dry Shoot dry Root dry Root/shoot N shoot N root P shoot P root
nodules weight weight weight ratio

0 10+1.00° 0.01 +0° 0.84 £0.05° 0.41+0.032 0.49 +0.072 29.43 +7.49° 7.34+ 0.332 1.21+0.622 0.20+0.022
50 mg KH Lt 22+1.502 0.14+0.032b 1.56 +0.022° 0.32 +0.01° 0.2+ 0.01° 65.32 +7.112 4.76 +0.89°  4.06+ 0.512 0.23+ 0.042
100 mg KH L? 29+2.08?2 0.23+£0.042 1.27+ 0.05b 0.44 +0.022 0.35+0.01° 43.65+9.692° 6.66+0.282° 2.32 £1.252 0.29 +0.062
150 mg KH L? 27+5.502 0.17+0.052 1.83 £0.062 0.40+0.012° 0.22 +0.00¢ 56.84+15.04% 5.62+0.062 3.64+1.36 2 0.27 +0.102
200 mg KH L* 27+ 2.502 0.05+0.08¢¢ 1.27+0.02Pc 0.36+0.0320 0.29+0.03P¢ 44.72+11.9% 5.35+0.732b 2.57+0.492 0.24 +0.082
4000 mg KH L? 27+1.002 0.03 £0.03¢ 1.22 +0.30°°  0.40+0.07%  0.33+0.06° 38.90+13.47%° 6.38+1.69%®  3.03+1.90*  0.27 +0.08?2

Different letters in rows indicate differences among treatments according to Tukey’s test (p < 0.05).
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KH concentrations of 50 and 150 mg L* showed higher shoot weight values
(p <0.05) than those of the control (Table 2). On the other hand, the 0 and 100 mg
KH L treatments showed higher root weight values (p <0.05) than the 50 mg KH L
treatment. The decrease in root weight and the greater increase in shoot weight and
nodule weight may indicate greater allocation of resources for these two organs
when compared to roots. The root/shoot ratio makes clear the greater investment in
shoots than in roots in treatments receiving KH. It is noteworthy that all treatments
showed a higher number of nodules (p <0.05) compared to the control, which may
indicate greater investment in the production of this new organ at the expense of root
increases. There was no significant difference (p> 0.05) among phosphorus
concentrations in the plants. N accumulation in roots was higher (p <0.05) for
treatment control than for 50 mg KH L. In relation to N in shoots, the 50 mg KH L*
treatment was superior to the control (table 2).

A) B)
| 100 mgiL KH

Root.weight ; P.root
I

150 ;ng/L KH

.
4000 mg/L KH |
|

Dim2 (26.1%)
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2b0 mg/L KH
:

.
control

10 ? 50 mg/L KH e

-1.0 05 0.0 05 1.0 -25 0.0 25
Dim1 (63%) Dim1 (63%)

Fig. 4. Biometric and nutritional assessments of soybean inoculated with
Bradyrhizobium at different K-humate (KH) concentrations. A) PCA for variables and
B) for treatments.

The two principal components explained 89.1% of the total variation in the
evaluated data (63% for PC1 and 26.1% for PC2). It was observed that variables
number of nodules and nodules weight had little influence (Fig. 4A) on the
differentiation of treatments. The control (Fig. 4B) was opposed to the 50 mg KH L

treatment. The Shoot weight, P from shoot and N from shoot variables were strongly
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associated to the 150 mg KH L™ treatment, while the root/shoot ratio and N from root

variables showed lower values for this treatment.

Discussion

The presence of KH increased the survival of Bradyrhizobium on soybean
seeds (Fig. 1), and this effect may be related to the physical protection of bacteria by
this compound. That desiccation is the main cause of low survival of rhizobial strains
on seeds. The positive effect of KH on inoculum viability can be attributed to the
configuration of these substances, which have hydrolytic properties and the ability to
increase water retention (Piccolo et al., 1996, 1997), thus minimizing the impact of
desiccation. The benefits of peat inoculants over the greater stability of strains may
be related to this characteristic, since peat has high HS levels (Rashid, 1974;
Temprano et al.,, 2002; Hungria et al., 2005). The effective inoculum potential is
characterized by the population of bacteria surviving on seeds and in the soil before
germination, since it is these viable cells of the inoculant that compete with dominant
microorganisms for the colonization of the rhizospheres and plant roots (Deaker et
al., 2004).

The high survival of Bradyrhizobium in the presence of KH may indicate that
this compound increases the viability of strains in commercial liquid inoculant,
increasing the bacterial stability on seeds, and this effect may represent gains in the
effective inoculum potential. The application of an adequate KH concentration
appears to be a possible tool with which to increase the survival of strains on seeds
and to increase BNF gains (Fig. 1; Table 2).

Additional effects of KH on the hypocotyl, cotyledons and root dry weight were
not observed when compared to plants that did not receive this compound (Table 1).
However, the 50 mg kH L™' concentration was able to induce greater primary root
growth compared to the control, and this increase in root growth may have occurred
at the expense of the hypocotyl weight. Stimulating root morphology and architecture
is one of the hallmarks of the plant response to the presence of HS (Canellas and
Olivares, 2014). It is interesting to point out that different modes of HS application,

such as direct application to roots (Tavares et al., 2020) and to seeds, such as in our
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study, lead to an increase in the root system. Tavares et al. (2017) performed an
experiment with calcium sulfate solution (without other nutrients) in the presence of
HA and evaluated rice root stimuli, and they demonstrated that plants responded only
to reserves present in seeds and showed more efficient use of these resources for
the production of larger and more robust root systems. In our work, KH application to
soybean seeds induced changes in the root morphology in seedlings, and this effect
on the roots may indicate the investment of seed resources for the projection of a
more developed root system, which is similar to the results obtained by Tavares et al.
(2017).

An increase in primary roots was also observed in plants of different species
receiving the application of sodium humate (Van de Venter et al., 1991). The
increases in the length, surface area and root volume are closely correlated with the
absorption efficiency and the accumulation of nutrients in soybeans (Ao et al., 2010).
An increase in the root system due to KH in the presence of Bradyrhizobium can
provide more robust seedlings (Fig. 2), and this effect can assist plants in improving
nutrient acquisition and responses to adverse environmental conditions.
Furthermore, Barbosa et al. (2021) observed that the positive effects on grain yield
and N concentration in the shoots and grains are probably a result of the well-

developed root system.

In relation to the soil experiment, plants receiving only the inoculant (-KH)
showed higher root/shoot ratio values than those of all treatments receiving KH, and
this ratio may reflect the functional balance between the activities of tissues of the
roots and shoots in the environment in which plants are present (Brouwer, 1962a,
1962h, 1962b). Low N levels lead to greater root growth in relation to area, thus
causing an increase in this ratio, whereas greater availability of N leads to a greater
increase in the shoots in relation to the roots, thus causing a decrease in this ratio
(Ryle, 1970; Clement et al., 1978). The plants receiving a KH concentration of 50 mg
L~ presented a greater weight and number of nodules in relation to the control as
well as greater biomass accumulation and N in the shoots (Table 2). Plants receiving
only the inoculant showed higher root weight values than those receiving 50 mg kH
L~"; consequently, higher N values were observed in the roots treated with just the
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inoculant than with the 50 mg kH L™ treatment. It is possible that plants treated with
50 mg kH L™ have primarily invested in the distribution of C to the shoots and
nodules, which would result in smaller increases in root weight.

Interestingly, all treatments receiving KH showed higher amounts of nodules
compared to the control, including the KH concentration of 4000 mg L', which
behaved similarly to the control in relation to several parameters evaluated in Table 2
and Fig. 2.

In legumes, nodules are formed from root hairs; therefore, greater root hair
induction can lead to increased nodulation (Badenoch-Jones et al., 1985). HS has
recognized roles in the root structure, including greater induction of root hairs in
different cultures (Canellas and Olivares, 2014; Garcia et al., 2016; Tavares et al.,
2020). Some authors relate this effect to the auxin-like role of HS. In addition, the
presence of this hormone in the supramolecular arrangement of HS has previously
been reported (Canellas et al., 2002; Nardi et al., 2002; Trevisan et al., 2010). It is
tempting to suggest that the pronounced effect on the amounts of nodules in the
treatments receiving KH is related to root hair production; however, the 4000 mg kH
L~ treatment, which was approximately 80 times greater than the 50 mg kH L™’
treatment, had the same promoting effect on nodulation. It is thought that if KH plays
a hormonal role, very high doses would be inhibitory (Pilet et al., 1979).

Another hypothesis involves the role of KH in mimicking or carrying flavonoid-
like compounds in its structures, which could induce the expression of nodulation
factors in bacteria while they are still free-living. The application of water-soluble
humic material from lignite fermentation in Bradyrhizobium increased the expression
of nod and nif genes and the formation of the nitrogenase complex, and these
findings were consistent with greenhouse experiments, where an increase in the
number and weight of nodules and increased activity of nitrogenase were observed
(Gao et al., 2015). This work was carried out under controlled conditions without soill,
and the dose of humic compound was higher (5 mL with 300 and 500 mg WSHM L")
than that used in our study (Gao et al., 2015). In addition, humic material was not
applied to seeds along with the inoculant. The origin and mode of HS application may
be relevant factors for greater activation of the interaction between the plant and

bacterium since minimum concentrations, such as those observed here, produced
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similar increases in nodule weight to those found by Gao et al. (2015). However, in
this study, all KH doses increased the number of nodules compared to control. It is
worth highlighting the importance of soil evaluations since the matrix of this resource
can make molecules physically and/or chemically undetectable to microorganisms
[for example, by sorption or chemical reactions] (Del Valle et al., 2020). The mobility
of these signalling molecules in soil may be affected due to their positive charges
(Phillips et al., 1992). A recent study reported that higher organic carbon levels in
soils suppress flavonoid signals by up to 70%, resulting in a reduction in nodules in
legumes. The repression magnitude was dependent on the chemical structure of the
signalling molecule, the availability of metal ions and the source of C (Del Valle et al.,
2020). This work highlighted the importance of considering biotic and abiotic soil
properties because of the communication between microorganisms and plant roots.
Trends similar to those observed here can be expected for legumes inoculated
in the presence of KH, which has the additional benefit of greater nodulation and N
accumulation in the shoots, as obtained at a KH concentration of 50 mg L™'. The
results of this work suggest that Bradyrhizobium and KH inoculation can increase
nodulation, N weight and content in the shoots of soybean grown in soil, and the

effect is highly dependent on the KH dose.

Conclusions

The positive results of K-humate in association with Bradyrhizobium show the
potential of these compounds for the development of a new biotechnological product.
The results demonstrated herein were obtained under controlled conditions and
indicate the possibility of promoting soybean yield when humic compounds are
applied along with an inoculant. However, similar field experiments must be
developed with different cultivars and edaphoclimatic conditions to confirm the real
viability of this compound for use in agriculture.

Further studies on this topic are required because this compound in adequate
doses improved the survival of bacteria on soybean seeds and improved nodulation
and N accumulation, which represent two major challenges in the management of

soybeans by farmers.
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When applied to seeds with Bradyrhizobium at adequate concentrations, KH
promoted changes in most successive stages of plants, affected the morphology of
the root system and increased the weight and N content. It was also observed that all
KH concentrations promoted greater induction of shoots in relation to roots

(root/shoot ratio) and increased the number of nodules.
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CAPITULO 3 - Efeito da aplicacdo de acidos hiimicos de vermicomposto e
gongocomposto sobre o microbioma da soja em condi¢cdes de restricao
hidrica

RESUMO- O mercado global de &cidos humicos (AH) vem aumentando
constantemente com base na percepcdo de suas propriedades multifuncionais,
como bioestimulante vegetal, veiculo microbiano e como agente que promove a
protecdo de plantas contra estresse ambiental. Mas apesar disso, ainda ha lacunas
sobre os mecanismos de AH nas plantas, bem como, seu papel na comunidade
endofitica vegetal. Neste sentido, este trabalho teve o objetivo de avaliar respostas
de plantas de soja frente a aplicacédo de AH de diferentes fontes (vermicomposto e
gongocomposto) e sob restricdo de agua. O experimento foi montado em
delineamento de blocos ao acaso com seis repetigdes, no esquema fatorial 3 x 2,
tendo como fatores: a aplicacdo de acido humico (sem AH, AH de vermicomposto e
AH de gongocomposto) e duas condi¢des hidricas (com e sem restricdo hidrica). Os
tratamentos foram compostos da seguinte forma: (I) apenas inoculacdo das
sementes de soja com inoculante comercial contendo Bradyrhizobium japonicum
SEMIA 5079 e Bradyrhizobium diazoefficiens SEMIA 5080; (ll) inoculacdo de B
japonicum SEMIA 5079 e B diazoefficiens SEMIA 5080 e aplicacédo de 100 mgLt AH
de gongocomposto em sementes de soja e via foliar e (lll) inoculacdo B japonicum
SEMIA 5079 e B diazoefficiens SEMIA 5080 e aplicacdo de 150 mgL! AH de
vermicomposto em sementes de soja e via foliar. Apds 20 dias, um grupo de plantas
foi submetido a restricdo hidrica por 5 dias, no outro grupo com 0S Mesmos
tratamentos, a irrigacao foi mantida. Apos este periodo, ocorreu a coleta das plantas.
As avaliagfes foram: massa seca da parte aérea, da raiz, dos nédulos e nimero dos
nodulos. Também foi avaliado o teor relativo de agua nas folhas e os teores de
clorofilas e carotenoides. Parte aérea e raizes foram coletadas para extracdo de
DNA. O material vegetal foi processado para a obtencdo do fitomicrobioma
endofitico. Os marcadores filogenéticos de bactérias (16S rRNA) e fungos (ITS1 e 2)
foram amplificados e sequenciados por tecnologia Illumina. Foi observado que em
ambas as condicbes ambientais, os AH proporcionaram maior crescimento vegetal e
nodulacdo de soja, em relacdo a plantas que ndo receberam este composto
(controle). A aplicacdo de AH de gongocomposto estimulou 0 aumento da riqueza de
espécies bacterianas em raizes quando comparados aos demais tratamentos, apos
aplicacao de estresse, este efeito desapareceu. A composicéo bacteriana em folhas
se distinguiu com aplicacdo de AH, dando origem a dois grupos distintos: um
formado pelo tratamento controle e outro, pelos tratamentos com os AH. Na
presenca de estresse, a composicao bacteriana se diferiu entre os trés tratamentos.
N&o foi observado diferencas sobre a composi¢do da comunidade fungica perante a
utilizacdo de AH. Taxons microbianos foram diferentemente abundantes (DA) nas
plantas. Sendo a fracdo flngica, mais afetada por AH em raizes estressadas. As
comunidades microbianas estimuladas na presenca de AH parecem estar
relacionadas com a promocao direta e indireta do crescimento vegetal. AH de
vermicomposto parece ter papel mais proeminente na inducdo de taxons sob
estresse.

Palavras-chave: Substancias humicas; restricdo hidrica; inoculacdo; bactérias
promotoras de crescimento vegetal.
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Effect of humic acid application of vermicompost and gong-compost on the

soybean microbiome under water restriction conditions

ABSTRACT- The global market for humic acids (HA) is constantly increasing
based on the perception of its multifunctional properties, as a plant biostimulant,
microbial vehicle and as an agent that promotes the protection of plants against
environmental stress. But despite this, there are still gaps about the mechanisms of
HA in plants, as well as its role in the plant endophytic community. In this sense, this
study aimed to evaluate the responses of soybean plants to the application of HA
from different sources (vermicompost and millicompost) and under water restriction.
The experiment was set up in a randomized block design with six replications, in a 3
x 2 factorial scheme, having as factors: the application of humic acid (without HA,
vermicompost HA and gongcompost HA) and two water conditions (with and without
water restriction). The treatments were composed as follows: (I) only inoculation of
soybean seeds with commercial inoculant containing Bradyrhizobium japonicum
SEMIA 5079 and Bradyrhizobium diazoefficiens SEMIA 5080; (Il) inoculation of B
japonicum SEMIA 5079 and B diazoefficiens SEMIA 5080 and application of 100
mgL HA of gong compound in soybean seeds and foliar route and (lIl) inoculation of
B japonicum SEMIA 5079 and B diazoefficiens SEMIA 5080 and application of 150
mgL' HA of vermicompost in soybean seeds and foliar route. After 20 days, a group
of plants was submitted to water restriction for 5 days, in the other group with the
same treatments, irrigation was maintained. After this period, the plants were
collected. The evaluations were: dry mass of shoot, root, nodules and number of
nodules. The relative water content in the leaves and the chlorophyll and carotenoid
contents were also evaluated. Shoot and roots were collected for DNA extraction.
The plant material was processed to obtain the endophytic phytomicrobiome.
Phylogenetic markers of bacteria (16S rRNA) and fungi (ITS1 and 2) were amplified
and sequenced by lllumina technology. It was observed that in both environmental
conditions, HA provided greater plant growth and soybean nodulation, compared to
plants that did not receive this compound (control). The application of millicompost
HA stimulated an increase in the richness of bacterial species in roots when
compared to the other treatments, after application of stress, this effect disappeared.
The bacterial composition in leaves was distinguished with the application of HA,
giving rise to two distinct groups: one formed by the control treatment and the other,
by the treatments with HA. In the presence of stress, the bacterial composition
differed between the three treatments. No differences were observed on the
composition of the fungal community when using HA. Microbial taxa were differently
abundant (DA) in plants. Being the fungal fraction, most affected by HA in stressed
roots. The microbial communities stimulated in the presence of HA seem to be
related to the direct and indirect promotion of plant growth. Vermicompost HA
appears to play a more prominent role in inducing taxa under stress.

Keywords: Humic substances; water restriction; inoculation; plant growth promoting
bacteria.
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1. INTRODUCAO

Bioestimulantes, aplicados ao solo ou as plantas, sdo reconhecidos por
melhorar a saude, a qualidade e o rendimento das plantas (Nardi et al., 2018). O
hamus de minhoca é reconhecido pela sua utilizacdo na agricultura assim como o0s
acidos humicos (AH) extraidos deste composto (Garcia et al., 2018; Lamar et al.,
2021). A aplicacdo de AH em doses baixas é capaz de induzir efeitos benéficos ao
vegetal, aperfeicoando a capacidade das plantas em adquirir nutrientes e auxiliando-
as a superar condi¢cdes de estresse (Canellas et al., 2010; Nardi et al.,, 2021). O
papel de AH no metabolismo vegetal estd intimamente relacionado a estrutura
destas substancias, e é esperado que compostos oriundo de diferentes matrizes
atuem de forma distintas nas plantas (Nardi et al., 2021). Um outro composto que
tem se destacado pelo beneficio as plantas € o gongocomposto, que é produzido a
partir do processamento de diplépodes. Estes animais séo capazes de utilizar restos
agricolas e urbanos, gerando residuos organicos de 6tima qualidade para o
estabelecimento de plantas. Apesar de estudos incipientes sobre a potencialidade
deste composto, alguns trabalhos tém afirmado que o0 gongocomposto tem
proporcionado ganhos superiores a plantas quando comparado ao vermicomposto
(Ramanathan e Alagesan, 2012). E até o presente momento ndo ha relatos da
extracao e caracterizac¢do de substancias humicas (SH) de gongocomposto.

A aplicagéo de AH de diferentes fontes foi capaz de aumentar o crescimento
de soja (Guo et al., 2015; da Silva et al., 2021a). Essa cultura desempenha um papel
fundamental no cenério agricola e econébmico do Brasil, e parte do sucesso do
estabelecimento da soja no pais é devido aos beneficios da inoculacdo desta cultura
com linhagens elite de Bradyrhizobium (Hungria e Mendes, 2015). Esta simbiose
fornece todo o N necessario para a soja e reduz a dependéncia de fertilizantes
nitrogenados e consequentemente, evita que ocorram perdas de N via lixiviacdo e
pela emissdo de gases para a atmosfera (Hungria e Mendes, 2015). No entanto,
tensBes bidticas e abidticas podem causar declinios na produtividade das culturas -
prejudicando inclusive a contribuicdo de processos bioldgicos para agricultura - e,
portanto, s&o um risco a seguranca alimentar global (Freitas et al., 2022). A

aplicacdo de agroquimicos para o controle de algumas dessas tensdes podem ser
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ineficazes e neste contexto, a utilizacdo de bioestimulantes tem sido recomendada
(Klan et al., 2020). Como AH tem papel relevante na resiliéncia vegetal em face a
estresses abidticos e na protecdo de bactérias em condicbes ambientais
desfavoraveis, € plausivel que a utilizacdo de AH contribua para manutencao de
processos biolégicos mesmo em condi¢cBes adversas (Canellas et al., 2020; da Silva
et al., 2021a).

E conhecido que o fitomicrobioma tem a capacidade de atuar como uma
extensdo do genotipo da planta e que sua composi¢cdo pode responder a fatores
externos, como clima, estresses bidticos, manejo do solo e aplicacdo de
bioestimulantes (de Almeida Lopes et al., 2018; Timm et al., 2018; Carrién et al.,
2019; da Silva et al.,, 2021b). Mudancas no microbioma da planta muitas vezes
podem aumentar a toleréncia ao estresse vegetal. Por exemplo, Tim et al. (2018)
demonstraram que diferentes estresses abioticos tém impacto sobre a comunidade
bacteriana, com enriguecimento de grupos microbianos especificos, que podem
estar contribuindo para protecdo da planta a condigbes ambientais adversas. Um
estudo mostrou que a aplicacdo de um aminoécido relacionado ao estresse da
planta (1-aminociclone-1-carboxilato, ACC), pode remodelar o microbioma do solo e
promover a maior tolerancia vegetal da planta ao estresse salino (Liu et al., 2020a).
A aplicagdo de AH em raizes de arroz também provocou mudangas na composicao
de géneros bacterianos associados ao vegetal e autores sugeriram que 0S grupos
enriquecidos estariam relacionados a protecdo da planta, no entanto,
experimentacdes sob estresses nao foram realizadas (da Silva et al., 2021b).

Apesar destes conhecimentos, sdo praticamente inexistentes estudos que
abordem os efeitos que AH exerce sobre a comunidade microbiana endofitica de
plantas, e como esta relacdo afeta o crescimento, desenvolvimento e protecao
vegetal a estresses bidticos e abidticos. E bem estabelecido na literatura que
naturalmente as plantas abrigam uma grande diversidade de microrganismos em
seus tecidos e esta microbiota é envolvida em funcbes que afetam o crescimento e a
sobrevivéncia vegetal (Vandenkoornhuyse et al., 2015).Sendo assim, o objetivo
deste trabalho foi avaliar a composicdo da comunidade endofiticas de plantas de
soja em face a aplicagdo de acidos humicos de diferentes fontes (vermicomposto e
gongocomposto), cultivadas em diferentes condi¢cGes de disponibilidade hidrica.
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Especificamente, testamos as seguintes hipoteses: (i) a aplicacdo de AH de
gongocomposto (AH-G) e vermicomposto (AH-V) em soja apresentam eficiéncia
distinta no crescimento de soja e (ii) selecionam diferentes grupos microbianos na
planta, relacionados a promoc¢&o de crescimento vegetal na presenca de restricao
hidrica.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Extracao de acidos humicos

Os éacidos humicos de gongocomposto e vermicomposto foram extraidos com
KOH 0,1 mol L, na razdo de 1:10 (v/v) composto:extrator sob agitacdo por 4h em
temperatura ambiente. Os AH e &cido fulvico (AF) foram separados das huminas. Foi
adicionado ao sobrenadante (AH e AF) HCI 6 mol L até que a solugcédo chegasse a
pH 1,5. Pois nesta faixa de pH, AH é insoltvel, o que permite sua decantacdo. Apos
isso, 0 AH decantado foi centrifugado a 2000.g por 10 minutos, para separacao do

AF. Posteriormente o AH foi congelado, para entéo, ser seco a vacuo no liofilizador.

2.2 Caracterizacao dos acidos humicos

As amostras dos acidos humicos foram trituradas para passar em peneira com
abertura de malha de 2 mm. A aquisicao dos espectros foi realizada por “Cross
polarization-magic angle spinning”, em espectrdmetro Bruker BioSpin 400 MHz
(Bruker Corporation, Billerica, US), ajustado para andlise dos nucleos 13C. As
amostras foram colocadas em sondas de 4 mm e os parametros da aquisicdo dos
espectros foram: temperatura 297K, frequéncia 100.57 MHz, tempo de aquisicédo
0,04 s, pulse delay 5 s, pulse lenght 3,8 s, e um total de 1000 scans.

Os diferentes grupos funcionais de carbono das amostras de AH foram
caracterizados utilizando técnica de espectroscopia de infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR) seguindo método descrito por Stevenson (1994). As

medidas foram efetuadas utilizando 1 mg de amostra triturada e misturada a 100 mg
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de brometo de potassio (KBr). Os espectros foram obtidos em espectrémetro,

operando entre os comprimentos de onda de 400 a 4000 cm™2.

2.3 Experimento em solo

O experimento foi montado em delineamento de blocos ao acaso com seis
repeticbes, no esquema fatorial 3 x 2, tendo como fatores: a aplicagdo de é&cido
hamico (sem AH, AH-G e AH-V) e duas condi¢Bes hidricas (com e sem restricdo
hidrica). O experimento foi conduzido em casa de vegetacao utilizando vasos de 5L
preenchidos com latossolo vermelho, a adubacgéo foi realizada de acordo com a
andlise quimica do solo, a saber: pH, 6,9; C, 10g kg?; Al, 0 mmolc kg™'; Ca, 79
mmolc kg™'; mg, 13 mmolc kg™'; P, 14 mmolc kg™'; K, 0,7 mmolc kg™, nédo foi
adicionado nenhuma fonte de N. Vasos preenchidos com solo seco, foram pesados
e posteriormente, colocados em uma bandeja. Na qual, foi adicionado agua até dois
tercos da altura dos vasos - que ficaram imersos por 24 horas - para obtencédo da
saturacdo do solo por capilaridade. ApoOs isso, 0s vasos foram postos sobre a
bancada por 2 horas, para que ocorresse a drenagem da agua nao retida pelo solo.
Ao cessar a drenagem da agua, os vasos foram pesados novamente e por diferenca
entre 0 peso seco e peso de solo saturado de agua, foi obtido a capacidade de
campo. Para os calculos foram utilizadas 6 repeticoes.

A irrigacdo ocorreu com o mesmo volume de agua para todos 0s vasos até o
momento de restricdo hidrica. Os tratamentos foram compostos da seguinte forma:
(I) apenas inoculacdo das sementes de soja com inoculante comercial contendo
Bradyrhizobium japonicum SEMIA 5079 e Bradyrhizobium diazoefficiens SEMIA
5080; (I) inoculacdo de B japonicum SEMIA 5079 e B diazoefficiens SEMIA 5080 e
aplicacédo de 100 mgL?* AH de gongocomposto em sementes de soja e via foliar e
(111) inoculagéo B japonicum SEMIA 5079 e B diazoefficiens SEMIA 5080 e aplicacao
de 150 mgL! AH de vermicomposto em sementes de soja e via foliar. O volume de
1mL inoculante foi aplicado por semente de soja da cv. ADV 4317 IPRO, os
tratamentos que receberam AH tiveram este composto adicionado ao inoculante no

momento do plantio nas concentragdes descritas acima. O valor obtido das doses de
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AH foi baseado em experimentos anteriores de dose-resposta dos distintos AH em
soja. Foram deixadas duas plantulas por vaso, a aplicacdo foliar dos AH ocorreu
apos 10 dias da germinacdo das plantas, com aplicacbes a cada 3 dias. Tais
aplicacGes foram nas doses de 100mgL-! de AH de gongocomposto e 150mgL™ de
vermicomposto, ambas diluidas em agua. Ja no tratamento sem AH, as aplicacdes
ocorreram apenas com agua. Apos 20 dias, um grupo de plantas foi submetido a
restricdo hidrica por 5 dias, no outro grupo com 0s mesmos tratamentos, a irrigacao
foi mantida. ApGs este periodo, ocorreu a coleta das plantas. As avaliagbes foram:
massa seca da parte aérea, da raiz, dos nddulos e nimero dos nédulos. Também foi
avaliado o teor relativo de agua nas folhas e os teores de clorofilas e carotenoides.

Parte aérea e raizes foram coletadas para extracdo de DNA.

2.4 Umidade no solo, teor relativo de agua na folha (TRA) e teores de clorofilas
e carotenoides

Foram coletadas amostras de solo numa profundidade de 10 cm, trés
amostras por vaso, para a obtencdo da umidade do solo. A massa umida do solo foi
pesada e posteriormente, estas amostras foram levadas a estufa por 24 h a 105 °C,
para a obtencdo da massa seca. Estas mensuracfes foram utilizadas para obter a
umidade do solo, a partir da equacdo a seguir: U% = [(Massa Umida do solo) —
(massa seca do solo)] / (massa umida do solo) x 100

Para avaliar o teor relativo de agua na folha, foram coletados 15 discos
foliares de uma mesma folha do penultimo trifélio de cada planta como uma Unica
amostra. E entdo, o seu peso fresco (PF) foi medido. Posteriormente, o material foi
submerso em agua destilada por 6 horas. O peso turgido (PT) das folhas foi obtido e
depois disso, este material foi colocado em uma estufa a 60°C por 48 h para
obtencdo de seu peso seco (PS). A seguinte equacéao foi utilizada para calcular o
teor relativo de 4gua nas folhas: TRA = [(PF-PS) /(PT-PS)] x 100%

Foram retirados 0,025 g de massa fresca de folhas, a partir do penultimo
trifdlio, e colocados em tubos acrescidos de acetona a 80%. Os tubos foram
envolvidos com papel aluminio e acondicionados no escuro até a total descoloracéo
das folhas a temperatura de 8 °C. O processo de extracdo foi realizado em

triplicatas. ApOs este periodo, foram realizadas as leituras nos seguintes
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comprimentos de ondas: Clorofila a em 663 nm (A662); Clorofila b em 647 nm
(A645) e Carotenoides (caroteno [c]+ xantofilas [x]) em 470 nm (A470). Para o
calculo da concentracdo de clorofilas (Chl) e carotenoides (Car) foram utilizadas
férmulas descritas por Lichtenthaler (1987): Chl a+b = 7,05 A661,6 + 18,09 A644,8.
O conteudo de clorofilas total (Chl a+b) e carotenoides foram expressos em ug do

pigmento por grama de massa fresca (ug/g).

2.5 Analise de dados de experimentacdo em casa de vegetacao

Os dados referentes a experimentacdo tiveram a normalidade e
heterocedasticidade avaliadas pelos testes de Shapiro-Wilk e Bartlett,
respectivamente. Posteriormente, foi realizada a andlise de variancia (ANOVA), e ao
ser detectada diferencas, as médias foram comparadas pelo teste de comparacao

multipla de médias de Tukey.

2.6 Extracdo de DNA

Para a obtencdo da comunidade endofitica, a parte aérea e raizes das plantas
foram esterilizadas. Primeiramente, o material vegetal foi lavado em agua corrente,
apos isto, adicionado em tubos estéreis contendo agua sanitaria 50% (com 0.01%
Tween 20). Agitou-se em vortex em velocidade méxima por 2 min e entdo, retirou-se
a solucdo desinfetante e adicionou-se alcool 70%. Posteriormente, ocorreu a
agitacdo em velocidade maxima por 1 min. E entéo, foi retirada a solucéo alcodlica e
adicionada agua destilada (previamente esterilizada). Novamente foi realizada a
agitacdo por 1 min, esta etapa foi realizada mais duas vezes. A agua da Ultima
lavagem foi inoculada em meio soélido LB e as placas foram incubadas por 3 dias a
28°C, de modo, a inferir a eficiéncia do processo de esterilizacdo. Parte aérea e
raizes esterilizadas foram maceradas em gral e pistilo (previamente esterilizados) na
presenca de N liquido e 80mg do material foi utilizada para extracdo de DNA total.
Utilizou-se o kit DNeasy® PowerPlant® da Qiagen e a metodologia foi realizada de

acordo com a indicacdo do fabricante. A quantidade e qualidade do DNA total
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extraido foi avaliada em NanoDrop® Spectrophotometer ND 1000c. A concentracdo
de DNA (ng pL?) foi mensurada por absorbancia no comprimento de onda de 260
nm e a relacdo entre os valores de absorbancia a 260 e 280 nm (260nm/280nm) foi
utilizada como indicador da qualidade do DNA extraido. A integridade foi avaliada
por eletroforese em gel de agarose 1%. O gel foi submetido a 70 V por 90 min e em
seguida corado com brometo de etidio e posteriormente visualizado com luz

ultravioleta em transiluminador.

2.7 Sequenciamento das amostras

Para a analise de sequenciamento foram utilizadas trés repeticdes de amostras
de DNA raizes e de parte aérea de cada tratamento, que foram enviadas para serem
sequenciadas na empresa NGS. A regido hipervaridvel do gene 16S rRNA V4 foi
amplificada com os iniciadores 515F (5-GTGCCAGCMGCCGCGGTAA-3') e 806R
(5" - GGACTACHVGGGTWTCTAAT- 3 '; Caporaso et al.,, 2011). Estes foram
modificados ao adicionar nucleotideos degenerados (Ns) na regidao 5’, buscando
aumentar a diversidade das sequéncias alvo (de Souza et al., 2016). Para a fracéo
fungica, foi selecionado o Espacador Interno Transcrito (ITS), por meio dos primers
ITS1f (CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA) e ITS2 (GCTGCGTTCTTCATCGATGC;
Smith e Peay, 2014). Em ambos o0s casos, a preparacdo da biblioteca seguiu
protocolos previamente estabelecidos com amplificacdo em duas etapas (de Souza
et al., 2016; Armanhi et al., 2018). Na primeira PCR, a regido procariética V4 (16S
rRNA) foi amplificada a partir do DNA total usando os primers citados acima com
PNA-clamps (para a reducdo da amplificacdo de mitocéndria e cloroplasto; Lundberg
et al., 2013). Os produtos dessa amplificacdo foram visualizados em gel de agarose
1,5%. A purificagdo desse produto de PCR foi feita com as beads AMPure XP
Beads, da Beckman. Apos a purificacdo, foi realizada a ligacdo dos adaptadores
lllumina em uma reacdo de PCR. Esses produtos da ligacdo sao purificados
novamente e depois visualizados em gel de agarose 1,5%. Os produtos da ligacao
dos adaptadores foram quantificados e normalizados para uma mesma
concentracdo. Ap6s a normalizacéo, € feito um pool equimolar de cada amostra e

quantificacdo por gPCR, para validar e determinar a concentracao final do pool em
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nM. O kit utilizado foi KAPA Library Quantification kit for Illumina. O equipamento

utilizado foi o MiSeq da lllumina, em corridas 2x250 pares de base (pb).

2.8 Processamento dos dados de sequenciamento

O processamento se iniciou pela afericdo da qualidade dos dados sequenciados
com o programa “FastQC” (v.0.11.9; Andrews, 2010). A seguir, foram estabelecidos
os parametros de corte das sequéncias. Para isso, foram utilizadas as fungdes “-
fastx_info”, “-fastq_eestats2” e “-search_oligodb”, do programa “USEARCH”
(v.11.0.667; Edgar, 2010) onde obteve-se, respectivamente, os limiares de qualidade
média, tamanho e posicionamento dos adaptadores. Os adaptadores foram, entéo,
removidos por meio do programa “atropos” (v.1.1.21; Didion et al., 2017), onde
sequéncias que nao os continham (“--discard-untrimmed”), ou fossem menores que
200 pb (“--minimum-length=200"), foram descartadas. As sequéncias livres de
adaptadores passaram por um processo de controle de qualidade com o programa
‘PRINSEQ-lite” (v.0.20.3; Schmieder e Edwards, 2011), onde fez-se a poda da
extremidade final cuja janela de qualidade (“-trim_qual_window=3") fosse inferior a
20 e 18 para, respectivamente, as sequéncias “forward” (R1) e “reverse” (R2) de
cada biblioteca. Por fim, os pares de bibliotecas foram ordenados (“fastq_pair”; v.1.0;
Edwards & Edwards, 2019) e fundidos (“PEAR”; v. 0.9.11; Zhang et al., 2014). As
sequéncias fundidas foram submetidas ao pipeline “DADA2” (v.1.22.0; Callahan et
al., 2016), por meio de seu pacote disponibilizado para o programa estatistico R (v.
4.1.2; R Core Team, 2021), para o estabelecimento das sequéncias variantes de
amplicons, ou ASVs (do inglés: “Amplicon Sequence Variants”). O pipeline se inicia
com um controle de qualidade (“filterAndTrim”), onde as sequéncias foram filtradas e
truncadas respeitando o tamanho do inserto da regido V4 do gene 16S rRNA
(“truncLen=250") — para as sequéncias de ITS, cujo tamanho apresenta grande
variabilidade, esse parametro foi suprimido. Em seguida, foram identificados
(“learnErrors”) e corrigidos (“dada”) os possiveis erros de sequenciamento, para a
obtencdo das ASVs exatas para cada amostra. Cada ASV foi classificada
taxonomicamente (“assignTaxonomy”), com base nos bancos de referéncias SILVA
(v.138.1; Quast et al., 2012) e UNITE (v.8.2; Abarenkov et al., 2010) para as
bibliotecas de 16S rRNA e ITS, respectivamente.
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2.9 Andlises de diversidade e estatisticas

As contagens de ASVs por amostras, bem como as relativas classificacdes
taxondmicas, foram importadas como um objeto “phyloseq” (pacote R “phyloseq”;
v.1.38.0; McMurdie e Holmes, 2013) e transformadas em dados composicionais
(funcdo “phyloseq_standardize otu_abundance” do pacote R “metagMisc”; v.0.0.4;
Mikryukov, 2019). Para a alfa diversidade, foram calculadas medidas de riqueza
(Chaol) e diversidade (indices de Shannon e Gini-Simpson), através da funcéo
“alpha” do pacote R “microbiome” (v.1.10.0; Lahti et al., 2012). Avaliou-se a
existéncia de diferencas gerais nas meédias de alfa diversidade com os testes
ANOVA/Kruskal-Wallis (a depender da distribuicdo dos dados), em caso de
significativo (p-valor < 0,1) as médias foram comparadas par-a-par, com os testes t
de Student/Wilcoxon. Para a beta diversidade, calculou-se as dissimilaridades
através do indice de Bray-Curtis (fungao “distance” do pacote R “phyloseq”), dos
quais extraiu-se a clusterizacdo hierarquica das amostras na forma de um
dendrograma, bem como uma analise de coordenadas principais (PCoA). A
significancia estatistica da separacdo das condi¢cdes avaliadas se deu através de
uma analise de PERMANOVA, considerando um p-valor de 0.1. Por fim, foram
identificados os microrganismos que possuiram alteracdes significativas, em suas
abundancias, entre as condigbes estudadas. Para isso, utilizou-se a abordagem
“‘DESeq2” (Love et al., 2014), a qual implementa o teste Wald para a comparacéo
das médias (p-valor < 0.05). Os perfis taxondmicos e as demais representacoes
graficas das analises supracitadas foram geradas no R através do pacote “ggplot2”
(v.3.3.5; Wickham, 2011).

3. RESULTADOS

3.1 Crescimento vegetal e caracterizacdo de acidos humicos

Em relacdo as variaveis: umidade do solo, TRA e conteddo de pigmentos,
apenas o fator estresse diferiu (p-valor < 0.05). A umidade do solo, TRA nas folhas e
contetdo de pigmentos foram significativamente maiores em plantas irrigadas que

em plantas submetidas a restricdo hidricas. Em relacdo a massa seca vegetal, foi
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vista diferencas entre os tratamentos com AH em ambas as condi¢Bes hidricas

(tabela 1).

Tabela 1. ParAmetros vegetais da soja avaliados em distintas condicdes hidricas.

Parte aérea (g)

Sem estresse Com estresse

AH Média Geral
AH-Ver 7,86 Aa 3,37 Aa 594 A
AH-Gon 8,01 Aa 3,65 Aa 6,07 A
Controle 4,65 Ba 0,82 Ab 3,18B

Média Geral 6,40 a 2,40 b
Massa de raiz ()
Sem estresse Com estresse

AH Média Geral
AH-Ver 1,46 Aa 1,23 Aa 1,36 A
AH-Gon 1,31 Aa 0,88 Aa 1,12 AB
Controle 0,89 Aa 0,39 Aa 0,70 B

Média Geral 1,15 a 0,76 a
Massa de nédulos (g)
Sem estresse Com estresse
AH Média Geral
AH-Ver 0,43 Aa 0,11 Ab 0,29 A
AH-Gon 0,30 Ba 0,15 Ab 0,23 A
Controle 0,07 Ca 0,02 Aa 0,06 B
Média Geral 0,22 a 0,09b
N° de nédulos
Sem estresse Com estresse
AH

AH-Ver 127,0 Aa 44,25 Ab 87,85 A

AH-Gon 80,40 Ba 35,65 ABb 64,33 B

Controle 29,37 Ca 6,00 Ab 20,38 C
Média Geral 67,35 a 26,16b

Médias seguidas de letras

diferentes, mindsculas na linha (Com e sem estresse)

mailsculas na coluna (Acido himico-AH), diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel

de 10% de significancia.
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As andlises de ressonancia magnética nuclear e FTIR revelaram diferencas
estruturais entre as amostras de acidos humicos testadas (Tabela 2). O AH-G possui
menor propor¢cdo de C-aquil, que sdo radicais organicos formados por
hidrocarbonetos saturados, e sao relativamente inertes no solo (ceras, acidos
graxos, parafina etc.).

A maior proporcdo de C-aquil do AH-V reflete em seu indice de
hidrofobicidade (Tabela 2) que torna esse acido humico menos solivel em agua. Na
regido que compreende o comprimento de onda 3300-3500 cm, e é atribuida as
hidroxilas de radicais fendlicos, carboxilicos e alcoois (Sufier et al., 2018), o AH-G
resultou em maior absorbancia (Figural) indicando maior funcionalidade dessa
amostra de acido humico. Resultado que coincide com aqueles observados na
andlise de RMN (Tabela 2). A absorbancia em outras bandas revela também maior

presenca de fenois e anéis aromaticos no AH-V (Stevenson, 1994).

Tabela 2: Distribuicdo dos diferentes tipos de carbonos, areas relativas das regides dos
espectros e o grau de aromaticidade no acido humico.

C-alquil- C-alquil- C- C-carbonil/  indices
C-alquil N/metoxil O aromatico amida Hidrofobicidade
0-45 45-60 60-110 110-160 160-220
AH-G 23,01% 11,39% 22,71% 33,99%  8,91% 1,378
AH-V  30,47% 13,12% 23,14% 28,35%  4,93% 1,738

AH-G- acidos humicos de Gongocomposto e AH-V- 4cidos humicos de Vermicomposto.
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Figura 1. Espectro de absorbancia de infravermelho das amostras de acidos humicos
estudadas. Em cinza o espectro do AH de gongocomposto e em preto o AH do
vermicomposto.

3.2 Sequenciamento e processamento de dados

Foram produzidas 71 bibliotecas a partir das amostras, sendo 36 referentes aos
amplicons de 16S rRNA e 35 aos de ITS (uma amostra de ITS foi perdida; que
corresponde a folha tratamento controle sem estresse). O sequenciamento gerou
3.106.455 reads brutas de 16S rRNA, sendo 885.532 utilizadas para a analise do
microbioma. Enquanto para as bibliotecas de ITS, de 2.219.470 reads geradas,
2.010.127 foram utilizadas para as analises subsequentes. Apesar da aplicacdo de
PNA-Clamp, as amostras procarioticas apresentaram contaminacdo em quantidades
elevadas de DNA cloroplastidial e mitocondrial. E devido a isso, 0 processamento
das amostras através do controle de qualidade gerou a reducdo da quantidade de
leituras iniciais dos amplicons procariotos em relacdo as que foram utilizadas para as

analises de microbioma (Tabela 3).
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Tabela 3. Contagens das leituras antes (brutas) e apds o processamento (usaveis) das
sequéncias.

Sem estresse Com estresse

Amostras Brutas Uséveis Brutas Uséveis
7 Folhas (AH-V) 267.204 20.557 267.385 95.609
QZE Raizes (AH-V) 264.569 65.930 243.535 134.699
9 Folhas (AH-G) 281.184 6.128 288.680 18.797
% Raizes (AH-G) 241.509 134.627 249.343 134.240
lg Folhas (Controle) 277.144 23.184 226.208 21.716
§ Raizes (Controle) 261.774 111.024 237.920 119.021

Folhas (AH-V) 162.120 145.446 186.807 172.644

Raizes (AH-V) 191.319 177.186 219.124 206.929
& Folhas (AH-G) 201.449 192.315 204.852 196.030
E Raizes (AH-G) 227.447 165.500 200.815 180.511
é Folhas (Controle) 162.871 154.864 70.597 63.384
5 Raizes (Controle) ~ 208.537 182.508 183.532 172.810

AH-V: Amostras tratadas com AH de vermicomposto; AH-G: Amostras tratadas com AH de
gongocomposto. Controle se refere a amostras sem adicdo de AH.

Embora o processamento tenha reduzido consideravelmente a quantidade de
sequéncias, em especial para a fracdo bacteriana, observa-se que, para a grande
maioria das condicdes, as curvas de rarefacdo das ASVs (Figura 2) tendenciaram a
formacao assintota. Dessa forma, indica-se que a amostragem foi capaz de capturar
as espécies presente no material vegetal frente as condigcbes empregadas (AH x
Estresse). As curvas mais comprometidas foram as das amostras bacterianas em
folhas, no entanto, € possivel ver que até essas amostras estdo proximas a

estabilizagao.
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Figura 2. Curva de rarefacdo de ASVs bacterianas (A) e fungicas (B) em relacéo a profundidade do
sequenciamento.

3.3 Medidas ecoldgicas e de composi¢do microbiana

Em relacdo as amostras bacterianas na auséncia de estresse, foi observado
maiores valores (p-valor < 0.1) nos indices de diversidade Shannon e Gini-Simpson
nas folhas do que nas raizes do tratamento controle (Figura 3-A; Apéndice A). Ja
para o tratamento com AH de vermicomposto e gongocomposto, € observado que
raizes apresentaram maior riqueza de espécie que as folhas, no entanto, diferente
do observado no tratamento sem AH, a aplicacdo de AH n&o afeta os indices de
diversidade entre folhas e raizes. A imposicdo do estresse faz com que essas
diferencas se dissipem (Figura 3-A).

Em relacdo a composicdo fungica, no que tange a diferenca entre raizes e
folhas, nota-se uma maior riqgueza de espécies e diversidade em raizes quando
comparado a folhas na auséncia do estresse (Figura 3-B). Um comportamento
similar foi observado em plantas estressadas, mas somente no tratamento controle
(Chaol e Shannon). As diferencas que eram observadas em relacao aos diferentes
tecidos das plantas ndo estressadas, parecem ter sido amenizadas ou extinguidas
nas plantas estressadas, em especial naquelas cujas aplicagbes de AH foram
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realizadas (Figura 3-B). Na auséncia do estresse, aplicacdo de AH de
gongocomposto apresentou em raizes, maiores valores para Chaol frente os
tratamentos com AH de vermicomposto e o controle, e maiores valores dos indices
de diversidades avaliados em comparacdo ao controle (Figura 3-A). A aplicacéo de
AH nao altera significativamente as métricas de alfa diversidade (Figura 3-B).

Sem estresse Com estresse

Chaol Shannon Gini-Simpson Chaol Shannon Gini-Simpson
ok *
4 ﬁ = a F -
200 *
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3
3
150 150
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Figura 3. Boxplot das médias das métricas de alfa diversidade das fragcdes bacterianas (A) e fungicas
(B) presentes na parte aérea e raiz de plantas de soja que receberam a aplicacdo de AH de
vermicomposto (AH-V), gongocomposto (AH-G) ou que ndo receberam aplicacdo (Controle), na
presenca e auséncia de estresse. Letras diferentes indicam diferencas significativas entre aplicacéo
de AH dentro de um mesmo material vegetal (teste post-hoc). As diferencas significativas entre os
diferentes tecidos sob uma mesma condicao (aplicacdo e presenca ou auséncia de estresse), verifica-
se pela presencga dos seguintes simbolos: **** (p < 0,001); *** (p < 0,01); ** (p = 0,05); * (p =£0,1). A
auséncia de letras/simbolos indica que ndo houve diferencgas significativas entre os contrastes.

No tratamento com AH de vermicomposto, na fracdo bacteriana, as folhas
submetidas a estresse apresentaram maior riqueza de espécies que as folhas néo
estressadas (Figura 4-A). Ja na presenca de AH de gongocomposto, as raizes
estressadas apresentaram menores indices de diversidade (Shannon e Gini-
Simpson) que raizes ndo estressadas (Figura 4-A). Na comunidade flngica, as
raizes das plantas que receberam estresse, apresentaram menores valores de
indice Shannon em relacdo as raizes nao estressadas (Figura 4-B). J4 as folhas
estressadas, apresentaram maiores valores do indice Shannon que folhas nédo

estressadas (Figura 4-B).
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Figura 4. Boxplot das médias das métricas de alfa diversidade das fra¢des bacterianas (A) e fungicas
(B) presentes na parte aérea e raiz de plantas de soja que receberam a aplicacdo de AH de
vermicomposto (AH-V), gongocomposto (AH-G) ou que ndo receberam aplicacdo (Controle), na
presenca e auséncia de estresse. Letras diferentes indicam diferencas significativas entre aplicacédo
de AH dentro de um mesmo material vegetal (teste post-hoc). As diferencas significativas entre os
tecidos em funcéo do estresse, verifica-se pela presenca dos seguintes simbolos: **** (p < 0,001); ***
(p = 0,01); *™ (p = 0,05); * (p =0,1). A auséncia de letras/simbolos indica que ndo houve diferencas
significativas entre os contrastes.

A partir das classificagdes taxonOmicas das ASVs bacterianas, foram
identificados um total de 26 filos, 47 classes, 107 ordens, 150 familias, 250 géneros
e 76 espécies. Considerando-se o nivel taxonémico de familia, foi observado que a
maior abundancia dos tdxons esta dentro do filo Proteobacteria e os demais filos,
presentes em menor propor¢cdo sdo, Firmicutes e Bacteriodetes (Figura 5-A).
Visualmente, nota-se que ha uma maior variedade de grupos bacterianos nas folhas
gue nas raizes em todas as condi¢Oes testadas (AH x estresse; Figura 3-A). Em
relacdo as raizes, foi observado que o0 grupo mais abundante é das
Xanthobactereaceae, raizes ndo estressadas que receberam AH de gongocomposto
apresentaram maior pluraridade de familias que as raizes do controle e de AH de
vermicomposto, além disso, had maior abundancia Rhizobiaceae. Esta familia
compreende os rizébios, bactérias associadas a FBN em soja (Breedveld e Miller,
1994). Na presenca de estresse, em raizes com AH de gongocomposto, hd aumento

de Xanthobactereaceae e com reducao relativa da abundancia dos demais grupos.
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Andlise de Coordenadas Principais (PCoA) utlizando as distancias de Bray-
Curtis foi realizada para determinar a dissimilaridade das comunidades bacterianas entre
as amostras de parte aérea e raizes nos diferentes tratamentos. Independente da
aplicacdo de AH e da presenca de estresse, a composicao bacteriana da parte aérea
e das raizes sao distintas (p=0.001; Figura 5-B, C). A significancia através da analise
da PERMANOVA so foi obtida em amostras de folhas, independentemente do fator
“estresse” (Figura 5-B,C). Em consonancia ao grafico de PCoA, o agrupamento
hierdrquico mostra a separagdo de dois grupos (Apéndice B). Em condicBes néo
estressantes, o resultado da analise PERMANOVA mostra que ha diferenca
significativa (p=0.02) frente os tratamentos. Onde é possivel observar a separacéo
de dois grupos, no qual, a comunidade do tratamento controle se apresenta mais
distantes das comunidades das folhas que receberam AH de vermicomposto e
gongocomposto. Ja na presenca de estresse, ha um maior distanciamento das
amostras tratadas com diferentes AH (p=0.009), formando trés grupos distintos,
indicando a diferenca entre os trés tratamentos frente a composicdo das

comunidades bacterianas (Figura 5 C).
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Figura 5. Abundancias relativas das top 15 ASVs bacterianas, colapsadas ao nivel taxonémico de
“familia” (A). Representacdo grafica das Analise de Coordenadas Principais (PCoA) baseadas nas
distancias de Bray-Curtis das amostras, na auséncia (B) e presenca (C) de estresse. Ao primeiro
nivel (& esquerda) observa-se os PCoAs de todas as amostras, testadas em funcao da separagéo por
material vegetal. Em seguida (centro e a direita), observa-se a distribuicdo das amostras de folhas e
raizes, respectivamente, testadas em funcéo dos tratamentos recebidos. Os tratamentos se referem a
aplicacdo de AH de vermicomposto (HA-V), gongocomposto (HA-G) e que ndo receberam aplicagédo
(controle).

Para as ASVs de fungos, foram obtidos 4 filos, 12 classes, 40 ordens, 106
familias, 176 géneros e 205 espécies. Os taxons identificados estédo
majoritariamente no filo Ascomycota, seguido de Basidiomycota (Figura 6-A). Vale
ressaltar que muitas sequencias dentre as mais abundantes nao puderam ser

classificadas nem ao nivel de filo como pode-se observar na Figura 6. As folhas néo
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estressadas apresentaram em sua maioria membros relacionados ao filo
Ascomycota. Em especifico, em folhas estressadas que receberam AH de
gongocomposto foi observado aumento da familia Erysiphaceae. Em raizes néo
estressadas, o controle apresenta o aumento de membros da familia Chaetomiaceae
se comparado aos demais tratamentos. Ja o tratamento com AH de gongocomposto
apresenta maior abundancia de Nectriaceae e Pleosporaceae. Na presenca de
estresse, ocorre o aumento de Chaetomiaceae em tratamentos com AH e de
Trichosphaeriaceae no controle. Quanto a distribuicdo das composic¢des ilustradas
no PCoA (Figura 6-B, C) e seus respectivos dendrogramas (Apéndice C), observa-se

a separacao das amostras de folhas e raizes (p < 0.05).
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Figura 6. Abundancias relativas das top 15 ASVs fungicas, colapsadas ao nivel taxondmico
de “familia” (A). Representacdo grafica das Analise de Coordenadas Principais (PCoA)
baseadas nas distancias de Bray-Curtis das amostras, na auséncia (B) e presenca (C) de
estresse. Ao primeiro nivel (& esquerda) observa-se os PCoAs de todas as amostras,
testadas em funcdo da separagdo por material vegetal. Em seguida (centro e a direita),
observa-se a distribuicdo das amostras de folhas e raizes, respectivamente, testadas em
funcdo dos tratamentos recebidos. Os tratamentos se referem a aplicagdo de AH de
vermicomposto (HA-V), gongocomposto (HA-G) e que ndo receberam aplicagdo (controle).

Para avaliar as diferencas composicionais entre as comunidades microbianas

presentes nas amostras de folhas e raizes, realizou-se a prospec¢do de taxons
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diferencialmente abundantes (DA) entre as amostras controle e as tratadas com AH,
na presenca e auséncia de estresse. O resumo das contagens de taxons DA
encontra-se na Tabela 4. Ja a lista dos taxons DA, bem como para qual condicéo e
em qual proporcao estes foram identificados € disponibilizado com maiores detalhes
nas Tabelas em Apéndice D (Bactérias) e E (Fungos).

A aplicacdo de AH possuiu grande efeito no contingente bacteriano. Na
auséncia de estresse, as folhas tratadas tenderam a reduzir consideravelmente a
abundancia de determinados taxons em comparagdo ao controle (Tabela 4). Nas
demais condi¢cbes, os tratamentos com AH foram superiores neste quesito,
ocasionando o aumento de abundéancia de taxons especificos (Apéndice D; Figura
7).

Tabela 4. Quantificacdes dos taxons diferencialmente abundantes (DA) relacionados com
cada tratamento nas condicfes experimentais avaliadas.

Sem estresse Com estresse
Tratamento Folhas Raizes Folhas Raizes
.8 <ZE AH-V 5 15 38 33
e AHG 2 51 15 22
]w
m3  Controle 22 4 1 15
AH-V 3 9 - 27
8 AH-G 3 26 - 11
(@) Eon)
cwm
T E Controle 2 3 - 9

AH-V: Amostras tratadas com AH de vermicomposto; AH-G.. Amostras tratadas com AH de
gongocomposto. Controle se refere a amostras sem adicdo de AH.

Em folhas ndo estressadas foi observado que aplicacdo de AH de
vermicomposto promoveu 0 aumento dos géneros Rickettsia, Candidatus
Hamiltonella, Candidatus Portiera (Figura 7), reconhecidos endossimbiontes da
mosca-branca, uma praga que causa danos a soja (Shan et al., 2014; Bello et al.,
2021). Apesar da presenca destes taxons, nao foi observada a prevaléncia destes
grupos em todas as repeticdes, sendo possivelmente, uma contaminagao pontual de
uma das réplicas bioldgicas. Apesar disso, a confirmagdo destes grupos microbianos
mostra que simbiontes de inseto podem adentrar em tecidos vegetais.

Os géneros Variovorax e Kosakonia foram DA em ambos os tratamentos com

AH. No tratamento com AH de gongocomposto, observou-se o aumento de
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Cupriavidus pauculus, Sphingomonas naasensis, Actinoplanes luojiashanensis,
Massilia armeniaca, Chitinophaga sedimenti, Novosphingobium ginsenosidimutans.
Ja em plantas tratadas com AH de vermicomposto houve aumento de Acinetobacter
lwoffii, Devosia elaeis, Sphingobium yanoikuyae, Actinoplanes luojiashanensis,
Luteibacter jiangsuensis (Figura 7).
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Figura 7: Taxons bacterianos diferencialmente abundantes (DA). Ambos os niveis se apresentam
ordenados pela soma das abundéancias relativas. O heatmap (esquerda) demonstra a abundancia
relativa dos taxons em folhas (F), raizes (R), folhas estressdas (FE), raizes estressadas (RE) mediante
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a aplicacdo de &cido humico de Gongocomposto (AH-G), &cido himico de vermicomposto (AH-V) e
sem aplicacdo de AH(controle). E o dot plot (direita) revela em quais nichos ocorreram diferenca de
abundancias entre o material vegetal.

Em relacdo a porcdo fangica, foi observado grupos DA em raizes
estressadas, onde os tratamentos com AH foram mais impactantes, em especial o
tratamento com AH de vermicomposto. Ao nivel de espécie, os tratamentos com AH
tiveram a reducédo de Nigrospora oryzae. Em contrapartida, ambos os tratamentos
com AH, obtiveram aumento de Balansia obtecta, Cercophora mirabilis, Curvularia
intermedia. Além disso, o tratamento com AH de vermicomposto estimulou
Curvularia eragrostidis, Curvularia hawaiiensis, Erysiphe difusa, Periconia

epilithographicola e Thanatephorus cucumeris (Figura 8).
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Figura 8: Téaxons fungicos diferencialmente abundantes (DA). Ambos os niveis se apresentam
ordenados pela soma das abundéancias relativas. O heatmap (esquerda) demonstra a abundancia
relativa dos taxons em folhas (F), raizes (R), folhas estressdas (FE), raizes estressadas (RE) mediante
a aplicacdo de &cido humico de Gongocomposto (AH-G), &cido humico de vermicomposto (AH-V) e
sem aplicacdo de AH(controle). E o dot plot (direita) revela em quais nichos ocorreram diferenca de
abundancias entre o material vegetal.
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4. DISCUSSAO

Ainda ndo é totalmente conhecida a relagdo entre a estrutura quimica de
substancias humicas (SH), como por exemplo AH, e a sua funcdo no metabolismo
vegetal. Mesmo com inumeros trabalhos de caracterizacdo destes compostos e
avaliacdo de sua bioatividade em plantas (Nardi et al.,, 2021). No entanto, sua
classificacdo como promotores de crescimento vegetal € inequivoca.

O efeito de AH no crescimento da planta depende fortemente de fatores
como, fonte destas substancias, concentracdo, modo de aplicacdo e propriedades
estruturais de suas moléculas. Ao passo que a fonte é importante para a
organizacdo dos grupos funcionais e propriedades estruturais, a concentracdo das
moléculas bioativas, € particularmente critica para potencializar o crescimento da
planta (Nardi et al., 2000, 2021; Scaglia et al., 2016).

Aqui, trabalhamos com AH oriundos de gongocomposto e de vermicomposto
e até o presente momento, nao temos relatos de investigacées que tenham extraido
e caracterizado AH de gongocomposto, bem como, avaliado seu efeito em plantas e
em sua microbiota.

O efeito de AH de gongoncomposto e vermicomposto na maioria dos
parametros de crescimento de soja, foi superior ao controle (tratamento que nao
recebeu AH), tanto em condi¢cdes ambientais favoraveis como sob déficit hidrico
(Tabela 1). Tais resultados sdo congruentes com os dados encontrados no trabalho
de da Silva et al. (2021a), onde aplicacdo de K- humato — composto com elevadas
concentracdes de AH- induziu o aumento sobre a nodulacdo, crescimento de parte
aérea e aumento no teor de N nas folhas de soja.

A concentracdo utilizada de AH de gongocomposto (100mgL™) foi menor que
de AH de vermicomposto (150 mgL™?), proporcionando resultados similares sobre a
planta. Estes resultados podem indicar que AH de gongocomposto é mais bioativo
na planta que AH de vermicomposto. E este efeito, possivelmente esta atrelado a
composicdo quimica dessas substancias como observado na Tabela 2. Essas
diferencas resultam dos processos bioldgicos e bioquimicos da compostagem, 0s
guais o material de origem desses acidos humicos foi submetido, além de diferencas
na prépria composicdo do material de origem. E ajudam a explicar as diferencas

relacionadas ao desempenho das plantas (Tabela 1).
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E provavel que o AH-G esteja em uma etapa mais avancada do processo de
humificacdo, devido a sua maior proporcdo de C-aromatico e C-carbonil (Tabela 2),
estruturas cujas proporcdes tendem a aumentar no decorrer do processo de
humificacdo (Stevenson, 1994). Esses resultados também evidenciam maior
quantidade de fendis e acidos carboxilicos, grupos funcionais diretamente ligados a
funcionalidade dos acidos humicos.

A presenca de AH levou a variagcdes proeminentes na composi¢ao bacteriana
foliar (Figura 5 B-C) e, em menor grau, nas raizes. Quando as plantas ndo estédo
estressadas, as comunidades bacterianas sdo similares entre os AH e ambas,
diferem do controle. Enquanto que na presenca de estresse, as comunidades se
tornaram distintas entre os trés tratamentos. Indicando, que os grupos bacterianos
enriquecidos parecem ter papéis distintos na planta mediante ao estresse da planta.

A aplicacdo dos distintos AH ocorreu nas sementes e em folhas de soja, e
além das mudancas microbiana na parte aérea das plantas, foi observado a
presenca de tdxons DA também nas raizes. E este efeito pode estar relacionado a
mudancas no metabolismo vegetal induzidas por AH (Garcia et al., 2019), que
podem ter enriquecido grupos microbianos endofiticos ja existentes.
Alternativamente, mudancas anatdbmicas e morfolégicas nas raizes, bem como,
incrementos sobre a exsudacédo radicular vegetal induzidas por essa fracdo humica
(Nardi et al., 2021), podem ter favorecido a colonizagdo nos tecidos da planta por
microrganismos presentes na rizosfera.

Os Géneros Variovorax e Kosakonia foram DA em plantas que receberam os
AH. Estes grupos bacterianos ja foram isolados de soja e quando avaliados in vitro,
apresentaram atividade antag0Onica contra varios patégenos bacterianos e fangicos
dessa cultura (de Almeida Lopes et al., 2018). Kosakonia foi estimulado em tecidos
estressados de plantas de soja, e trabalhos mostraram o papel de espécies deste
género como promotores de crescimento vegetal, como também, na protecdo
vegetal contra estresses abibticos (Berger et al., 2017; de Almeida Lopes et al.,
2018; Shahid et al., 2021).

Membros do género Variovorax e Oxalicibacterium foram relatados por
catabolizar oxalato (Tamer et al., 2002). Em algumas plantas, a degradacdo desse
composto proporcionou a protecdo contra patdégenos fungicos (Muller et al., 2016).
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Adicionalmente, microrganismos que degradam oxalato, também podem atuar no
aumento da absorcéo de nutrientes pela planta (Morris e Allen, 1994).

Um trabalho avaliou a aplicacdo foliar de leonardita (composto com altas
concentracbes de AH) em beterrabas produzidas em hidroponia e em campo e,
avaliaram o efeito deste composto sobre a comunidade bacteriana endofitica. Os
autores observaram que o género mais responsivo a aplicacdo de leonardita em
beterraba nas duas condi¢des distintas, foi Oxalicibacterium (Della Lucia et al.,
2021). E esse género também foi estimulado em plantas que receberam AH de
vermicomposto. Além disso, Della Lucia et al. (2021) observaram em beterraba
tratadas com leonardita, a regulacdo positiva de genes vegetais referentes ao
transporte de auxina, que é um hormonio relacionado ao crescimento de plantas. E
possivel que os efeitos observados no tratamento com leonardita podem ser
adicionais (ou mediados) aos efeitos dos endofitos bacterianos.

No tratamento com AH de gongocomposto, observou-se o aumento de
Cupriavidus pauculus, Sphingomonas naasensis, Massilia armeniaca, que s&o
géneros que apresentam membros relacionados a tolerancia a metais pesados,
crescimentos em baixa disponibilidade hidrica, resisténcia a agentes microbianos e
gue melhoram o crescimento das plantas em condi¢cdes abidticas estressantes e
também, auxiliam na absorc¢édo de nutrientes pela plantas (Kim et al., 2014; Menon et
al., 2019; Asaf et al., 2020; Zeng et al., 2020). Logo, estes grupos bacterianos
podem estar atuando no crescimento da planta e na protecdo dela contra estresses
abidticos.

Actinoplane luojiashanensis também foi DA neste tratamento, um dos poucos
trabalhos encontrado com essa espécie, destaca sua caracteristica na producao de
antibiotico (Jilian et al., 1995), enquanto que membros deste género, se destacam
pelo papel no controle bioldgico. E por melhorarem o crescimento vegetal e a
nodulacdo em leguminosas (El-Tarabily, 2003; Solans et al., 2009). Chitinophaga
sedimenti, € uma espécie que ja foi isolada de sedimentos. Este género é
comumente associado ao controle bioloégico, uma vez que, apresentam membros
com capacidade de produzir diversas enzimas que podem degradar componentes de
fitopatdgenos. Sendo encontrados em cisto de nematoides, como também, em
fungos fitopatogénicos. (Li et al., 2017; Shaffer et al., 2017a; Hu et al., 2019).
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Trabalhos encontraram Novosphingobium ginsenosidimutans altamente
associada a rizosfera da soja (Fujimatsu et al., 2020; Liu et al., 2020b; Meier et al.,
2021). Essa espécie foi DA na presenca de AH e este composto pode ter favorecido
sua colonizagdo endofitica em soja. Além disso, esse grupo apresenta espécies
relacionadas a protecao da planta frente estresses abidticos (Vives-Peris et al.,
2018).

JA em plantas tratadas com AH de vermicomposto houve aumento de
Acinetobacter Iwoffii, essa espécie ja foi descrita por melhorar o crescimento de
feijdo mediante a contaminacdo de arsénio (Das eSarkar, 2018). Este mesmo
trabalho observou o efeito dessa espécie sobre a producéo de reguladores vegetais
em condigbes ambientais favoraveis como mediante a estresse. Adicionalmente,
também demonstrou éxito na melhoria da resposta da planta perante o estresse
oxidativo. Sphingobium yanoikuyae, também apresenta papel conhecido na
tolerancia de plantas frente metais pesados e a estresse hidrico (Arunthavasu et al.,
2019; Zeng et al., 2020). Sabe- se que a secre¢do de exopolissacarideos (EPS) por
microrganismos podem contribuir para sua propria protecdo contra flutuacbes
ambientais (como seca, salinidade ou metais pesados), como também, para a
protecdo de suas plantas hospedeiras (Morcillo e Manzanera, 2021).

Luteibacter jiangsuensis € uma espécie bacteriana relacionada a degradacao
de moléculas complexas, incluindo, compostos toxicos para o ambiente (Lin et al.,
2020). Membros do género Devosia apresentam a capacidade de nodular
leguminosas (Rivas et al., 2002; Mohd Nor et al.). E podem ter um papel relevante
neste quesito em relagcédo a soja, uma vez que, Devosia elaeis foi DA nas amostras.
Actinoplane luojiashanensis, foi DA em tratamento com AH de vermicomposto e
gongocomposto.

Um trabalho demonstrou que aplicacdo de AH via radicular foi capaz de
alterar a composic¢ao bacteriana neste 6rgdo vegetal, proporcionando o aumento de
taxons pertencente a Sphingobacteriaceae, Chitinophaga e Actinobacteria (da Silva
et al., 2021b). Grupos similares foram encontrados no presente trabalho. Os autores
destacam que o papel de AH na inducdo da tolerancia vegetal pode estar
relacionado ao estimulo dessas bactérias (da Silva et al., 2021b). Logo, é oportuno
sugerir que o AH melhora a resposta fisiologica da planta para o enfrentamento de
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tensdes ambientais (Canellas et al., 2020), ao passo que, também seleciona
microrganismos com funcdo na promocdo de crescimento vegetal e protecdo da
planta a estresse.

Os fungos foram afetados primordialmente por AH nas raizes das plantas
estressadas. Curiosamente, alguns grupos fungicos enriquecidos sao relacionados a
fitopatdgenos, como Erysiphe diffusa (McTaggart et al., 2012), Thanatephorus
cucumeris (Chela Fenille et al., 2002). Apesar disso, ndo foi observada nenhuma
doenca na soja.

Algo semelhante ja foi observado em associacbes bacterianas com
gramineas. Por exemplo, Herbaspirillum rubrisubalbicans é utilizada como bactéria
promotora de crescimento vegetal em Poaceae como, milho, arroz, sorgo, trigo e
cana-de-acucar. No entanto, também é capaz de causar a doenca na variedade
B4362 de cana-de-acucar e em algumas variedades de sorgo (Schmidt et al., 2012).
Um trabalho observou que o sistema de secrecdo do tipo 3 (SST3) de H
rubrisubalbicans estava relacionado a patogenicidade das estirpes em plantas
suscetiveis, enquanto que em plantas assintomaticas, SST3 estava associada a
colonizacdo endofitica por H rubrisubalbicans. Possivelmente, respostas distintas
frente a promocédo de crescimento vegetal e patogenicidade estdo relacionadas a
mudancas no genétipo da planta e dos microrganismos. E tais mudancas podem
gerar alteracbes sobre o reconhecimento e o tipo de interacéo entre eles (Schmidt et
al., 2012). Ademais, a proprio microbioma pode afetar interacdes de microrganismos
sobre a planta. Bactérias do género Chitinophaga sdo capazes de alterar o
crescimento e o uso de substrato pelo fungo hospedeiro. E esta caracteristica pode
influenciar a capacidade do fungo de interagir com a planta, podendo afetar, sua
patogenicidade (Shaffer et al., 2017b).

Trabalhos também ja relataram resultados semelhantes, onde observaram a
presenca de espécies associadas a patdgenos em plantas saudaveis de soja
(Neupane et al., 2021). Contudo, ndo foi determinado se esses taxons sdo nao
patogénicos e benéficos para a planta ou, se sdo patdégenos latentes. No entanto,
dado que o mesmo isolado pode viver em associacdo benéfica e patogénica com
plantas, seria de interesse definir quais caracteristicas moleculares definem cada um

desses estilos de vida.



88

J& espécies Periconia epilithographicola foi enriquecida na presenca de AH e
seu género apresenta membros com papel em biocontrole (Verma et al., 2011) e
esta espécie foi documentada como celulolitica (Coronado-Ruiz et al.,, 2018).
Microrganismos celuloliticos podem auxiliar a penetracdo do rizobio em raizes de
leguminosas e favorecer a nodulacao (Sindhu e Dadarwal, 2001; Coronado-Ruiz et
al.,, 2018). Cercophora mirabilis, espécies deste género foram encontradas
associadas a raizes de soja em campo, mas sua fungdo ainda €& pouco
compreendida (Bargaz et al., 2017). O género Balansia j& foi relato como patégeno,
promotor de crescimento e antagonistas de pragas agricolas (Clay et al., 1985;
Porter et al., 1985; Ren e Clay, 2009). Curvularia também apresenta papel dubio
sobre seu efeito na planta, uma vez que este género apresenta individuos que
atuam na promocao de crescimento vegetal como também, sdo capazes de causar
doencas em plantas (Michael Tilley e Lynn Walker, 2002). Por exemplo, Curvularia
hawaiiensis, ja foi documentado por causar doencas em gramineas, COmo 0O arroz
(Imran et al., 2022). E também ha relatos de espécies desse género associadas a
doencas em soja (Gonzélez-Molotla et al., 2021). J&, Curvularia intermedia, foi
identificada por auxiliar o crescimento de soja através do controle de ervas daninhas,
atuando como um herbicida biologico (Michael Tilley e Lynn Walker, 2002). Membros
dessa espécie também sado conhecidos como patdégenos de humanos (Barupal et al.,
2021). Curvularia eragrostidis, causa doenca em algumas culturas (Leite et al., 2018)
e também possuem papel como agente de biocontrole (Jiang et al., 2008).

Sabe-se que quando sob estresse abiotico, patdgenos oportunistas colonizam
com mais facilidade plantas previamente debilitadas, reduzindo sua defesa contra a
injuria (Tewari e Arora, 2014). Sendo assim, o estimulo de microrganismo
relacionados ao controle biologico também é de grande relevancia para o
estabelecimento vegetal mesmo mediante a tensdes abidticas. Na natureza, a
maioria das plantas s&o colonizadas por uma enorme diversidade de
microrganismos endofiticos e patogénicos. No entanto, ainda ndo esta claro como a
presenca de mdultiplos parceiros é equilibrada nas raizes das plantas a ponto de
manter o crescimento vegetal (Niu et al., 2020).

Em suma, a aplicacéo de AH de gongocomposto e vermicomposto auxiliam o

crescimento da planta e induzem a modulagdo da comunidade endofitica.
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Mostramos também que o AH pode desencadear o enriquecimento de
microrganismos com potencial para atuar tanto no crescimento vegetal quanto na
defesa da planta contra patégenos e também na protecdo contra estresse abidtico.
Esses resultados evidenciam questdes previamente em aberto, como a necessidade
de abordagens para elucidar o real papel do AH na fisiologia vegetal e a participacao
da microbiota vegetal.

Vale destacar, que talvez a aplicaggo de AH tenha favorecido o
estabelecimento endofiticos de microrganismos do solo, incluindo, fungos
oportunistas. No entanto, é sugerido que a organizacdo da microbiota tem um ajuste
fino de forma a impedir que ocorra o desenvolvimento de doencas por meio destes
grupos potencialmente patogénicos. Assim, o presente estudo representa um
avango para a compreensao de altera¢des induzidas por AH no microbioma em soja
e reforca a potencialidade deste composto em melhorar o crescimento da planta
mesmo na seca. Todavia, mais estudos devem ser desenvolvidos para compreender

o efeito de AH sobre a microbiota vegetal e sua funcéo na planta.

5. CONCLUSAO

A aplicacdo de AH de vermicomposto e gongocomposto melhoraram o
crescimento da soja sob restricdo hidrica e estimulam o enriqguecimento de

microrganismos benéficos para planta.
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CAPITULO 4- Consideracdes finais

O presente estudo abordou o potencial da utilizacdo de acidos humicos (AH)
de diferentes origens em combinagcdo com Bradyrhizobium frente a promocéo de
crescimento e maior aporte de N em soja, bem como, o crescimento desta cultura
em condicdes de déficit hidrico. Vale destacar que o efeito positivo sobre o
crescimento vegetal foi conseguido em baixas doses de AH, o que demonstra, a
grande viabilidade deste produto.

E a partir desses resultados é destacado a grande potencialidade da
combinacéo de inoculante e AH, sendo interessante que tais experimentacdes sejam
realizadas em areas agricolas com diferentes condi¢cdes edafocliméticas. Além
disso, 0 modo de aplicagdo de AH € muito importante e rende respostas distintas as
plantas, principalmente, quando aplicado junto ao inoculante. Sendo assim, 0s
resultados séo promissores e novos estudos devem ser desenvolvidos nesta area de
conhecimento que estd em ascensdo. A utilizacdo de AH em sementes tem
fornecido resultados positivos frente a nodulagéo, todavia, neste trabalho ndo foram
utilizadas sementes tratadas com fungicida e inseticida, como é a realidade agricola.
E seria interessante testes que avaliem a compatibilidade de AH com o tratamento
de semente.

Adicionalmente, muitos aspectos sobre os mecanismos relativos ao efeito
positivo de AH no crescimento vegetal continuam inexplorados e um deles esta
relacionado a implicacdo do uso deste composto sobre o microbiota endofitica.
Sabe-se que o microbioma endofitico oferece funcbes adicionais ao hospedeiro
vegetal, melhorando inclusive, as respostas das plantas a mudancas ambientais.
Logo, os microrganismos enriquecidos em soja na presenca de AH podem possuir
papéis de destaque frente a promocéao direta e indireta de crescimento vegetal, e
nesta tese, encontramos microrganismos enriquecidos com multiplas fungdes para o
desenvolvimento vegetal. Entender os aspectos que transpassam a relacdo planta-
microrganismo-AH € relevante para utilizacdo de forma racional e eficiente dos
recursos naturais em processo biotecnolégicos, principalmente, quando se obtém
conhecimentos sobre 0s microrganismos mais intimamente relacionados a espécie

de interesse.
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Pesquisas desenvolvidas que avaliam interacdes microbianas, tem propiciado
o aumento do conhecimento acerca das associacdes entre microrganismos,
ambiente e a planta. E esses trabalhos podem contribuir tanto para aumento dos
rendimentos das culturas- sem que haja a necessidade da utilizagdo de novas areas
de cultivo - como também, contribuir de forma sustentavel para o aumento da
resiliéncia vegetal durante a producéo agricola, tendo em vista, os desafios impostos

pelas mudangas climéaticas em face a rendimentos na agricultura.
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Apéndice A. Médias das métricas de alfa diversidade das fracBes bacterianas e fungicas
presentes na parte aérea e raiz de plantas de soja que receberam a aplicacdo de AH de
vermicomposto (AH-V), gongocomposto (AH-G) ou que néo receberam aplicacdo (Controle),
na presenca e auséncia de estresse.

Sem estresse Com estresse
Gini- Gini-
Amostras Chaol Shannon ) Chaol Shannon .
Simpson Simpson
Folhas (AH-V) 43,33 2,35 0,79 151,33 3,29 0,91
< Raizes (AH-V) 109,33 2,04 0,54 148,33 2,24 0,58
=2
x Folhas (AH-G) 59,33 3,44 0,95 106,67 3,25 0,86
0
S Raizes (AH-G) 200,67 3,39 0,87 127,67 1,85 0,54
é Folhas
‘Q
g (Controle) 68,67 3,11 0,90 112,33 3,63 0,93
m .
Raizes
(Controle) 104,67 1,38 0,46 123 2,39 0,65
Folhas (AH-V) 40 0,56 0,20 73,33 0,97 0,34
Raizes (AH-V) 105 1,61 0,56 84,33 1,83 0,65
g Folhas (AH-G) 57,67 0,40 0,12 79,33 1,60 0,62
g Raizes (AH-G) 103 2,35 0,78 85 1,52 0,58
% Folhas
L
(Controle) 53 0,74 0,28 56 0,82 0,24
Raizes
(Controle) 115,33 2,01 0,69 93 1,55 0,60

AH-V.: Amostras tratadas com AH de vermicomposto; AH-G: Amostras tratadas com AH de
gongocomposto. Controle se refere a amostras sem adicdo de AH.
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Apéndice B. Dendrogramas do agrupamento hierarquico das amostras bacterianas, na
auséncia (A) e presenca (B) de estresse, baseadas nas distancias de Bray-Curtis. Ao
primeiro nivel (& esquerda) observa-se 0os dendrogramas de todas as amostras, testadas em
funcdo da separacdo por material vegetal. Em seguida (centro e a direita), observa-se o
agrupamento das amostras de folhas e raizes, respectivamente, testadas em func¢éo dos
tratamentos recebidos. Os tratamentos se referem a aplicacdo de AH de vermicomposto
(HA-V), gongocomposto (HA-G) e que ndo receberam aplicacéo (controle).
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Apéndice C. Dendrogramas do agrupamento hierarquico das amostras fungicas, na
auséncia (A) e presenca (B) de estresse, baseadas nas distadncias de Bray-Curtis. Ao
primeiro nivel (& esquerda) observa-se os dendrogramas de todas as amostras, testadas em
funcdo da separacdo por material vegetal. Em seguida (centro e a direita), observa-se o
agrupamento das amostras de folhas e raizes, respectivamente, testadas em fungédo dos
tratamentos recebidos. Os tratamentos se referem a aplicacdo de AH de vermicomposto
(HA-V), gongocomposto (HA-G) e que ndo receberam aplicacdo (controle).
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Apéndice D. Taxons bacterianos diferencialmente abundantes (p-valor < 0.05). Prefixos indicam o
nivel taxondmico, sendo estes: Reino (k), Filo (p), Classe (c), Ordem (0), Familia (f), Género (g) e
Espécie (s). Os tratamentos (Trat.) se referem a aplicacdo de AH de vermicomposto (AH-V),
gongocomposto (AH-G) ou que ndo receberam aplicacdo (Controle). Os valores de Log2FC indicam o
namero de vezes em que um taxon € mais abundante em uma dada condicdo. Valoes de Log2FC
positivos indicam maior abundancia para os materiais tratados (AH-V ou AH-G) e o0s negativos
indicam maior abundancia para o controle.

Téaxon Mat. Veg. Trat. Log2FC
p: Bacteroidota Folhas Controle -5,01
p: Firmicutes Folhas Controle -3,73
c: Bacilli Folhas Controle -3,26
c: Bacteroidia Folhas Controle -4,17
0: Bacteroidales Folhas Controle -26,63
o: Flavobacteriales Folhas Controle -8,36
0: Lachnospirales Folhas Controle -23,62
0: Oscillospirales Folhas Controle -26,08
f: [Eubacterium] coprostanoligenes group Folhas Controle -23,39
f: Bacillaceae Folhas Controle -7,32
f: Bacteroidaceae Folhas Controle -28,28
f: Beijerinckiaceae Folhas Controle -4,60
f: Erysipelotrichaceae Folhas Controle -22,44
f: Flavobacteriaceae Folhas Controle -7,65
f: Labraceae Folhas Controle -24,52
f: Lachnospiraceae Folhas Controle -24,61
f: Oscillospiraceae Folhas Controle -25,30
f: Rikenellaceae Folhas Controle -24,19
f: Ruminococcaceae Folhas Controle -26,27
f: Weeksellaceae Folhas Controle -8,69
g: [Ruminococcus] torques group Folhas Controle -24,52
g: Acinetobacter Folhas Controle -4,67
g: Afipia Folhas Controle -25,55
g: Alistipes Folhas Controle -24,87
g: Bacillus Folhas Controle -8,45
g: Bacteroides Folhas Controle -29,31
g: Bosea Folhas Controle -9,22
g: Brevundimonas Folhas Controle -6,47
g: Chryseobacterium Folhas Controle -9,59
g: Citricoccus Folhas Controle -22,91
g: Faecalibacterium Folhas Controle -27,54
g: Flavobacterium Folhas Controle -8,49
g: Incertae Sedis Folhas Controle -22,68
g: Labrys Folhas Controle -25,37
g: Lachnospiraceae UCG-010 Folhas Controle -22,95
g: Ligilactobacillus Folhas Controle -26,10
g: Lysinibacillus Folhas Controle -22,66
g: Sellimonas Folhas Controle -24,36
g: UCG-007 Folhas Controle -26,33
s: Acinetobacter_|woffii Folhas Controle -4,71
s: Brevundimonas_kwangchunensis Folhas Controle -7,92
s: Flavobacterium_ummariense Folhas Controle -7,85
s: Labrys_wisconsinensis Folhas Controle -25,36
0: Pseudonocardiales Folhas AH-G 22,30
f: Pseudonocardiaceae Folhas AH-G 22,02
g: Amycolatopsis Folhas AH-G 21,67
g: Variovorax Folhas AH-G 8,20
o: Rickettsiales Folhas AH-V 9,49
f: Halomonadaceae Folhas AH-V 10,27
f: Morganellaceae Folhas AH-V 24,38
f: Rickettsiaceae Folhas AH-V 9,45
g: Candidatus Hamiltonella Folhas AH-V 24,41
g: Candidatus Portiera Folhas AH-V 10,16
g: Rickettsia Folhas AH-V 9,34
g: Variovorax Folhas AH-V 8,39
p: Firmicutes Raizes Controle -4,00
c: Bacilli Raizes Controle -4,14
o: Bacillales Raizes Controle -5,20
f: Bacillaceae Raizes Controle -5,47
g: Afipia Raizes Controle -23,37
g: Bacillus Raizes Controle -5,63
p: Chloroflexi Raizes AH-G 5,30

c¢: Ktedonobacteria Raizes AH-G 9,60
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o: Flavobacteriales Raizes AH-G 4,97
o: Ktedonobacterales Raizes AH-G 8,34
f: Cellvibrionaceae Raizes AH-G 20,60
f: Ktedonobacteraceae Raizes AH-G 8,28
g: Cellvibrio Raizes AH-G 20,51
g: Citricoccus Raizes AH-G 20,72
Apéndice D (continuagéo)

g: Curvibacter Raizes AH-G 20,87
g: Delftia Raizes AH-G 22,07
g: Hydrogenophaga Raizes AH-G 20,62
g: Knoellia Raizes AH-G 19,77
g: Methylotenera Raizes AH-G 21,29
g: MM2 Raizes AH-G 20,53
g: Pseudoduganella Raizes AH-G 10,74
s: Sphingomonas_naasensis Raizes AH-G 10,45
f: Sutterellaceae Raizes AH-V 8,84
f: Thermomonosporaceae Raizes AH-V 9,06
g: Actinomadura Raizes AH-V 22,36
g: Burkholderia-Caballeronia-Paraburkholderia Raizes AH-V 20,16
g: Methylobacillus Raizes AH-V 8,28
g: Spirillospora Folhas (Estresse) Controle -8,51
g: Actinoplanes Folhas (Estresse) AH-G 21,54
g: Aureimonas Folhas (Estresse) AH-G 24,83
g: Candidatus Portiera Folhas (Estresse) AH-G 21,35
g: Variovorax Folhas (Estresse) AH-G 10,35
s: Actinoplanes_luojiashanensis Folhas (Estresse) AH-G 21,73
s: Cupriavidus_pauculus Folhas (Estresse) AH-G 22,27
s: Massilia_armeniaca Folhas (Estresse) AH-G 21,67
s: Sphingomonas_naasensis Folhas (Estresse) AH-G 21,99
g: Acinetobacter Folhas (Estresse) AH-V 6,97
g: Adhaeribacter Folhas (Estresse) AH-V 8,54
g: Bacillus Folhas (Estresse) AH-V 5,57
g: Brevibacillus Folhas (Estresse) AH-V 9,33
g: Burkholderia-Caballeronia-Paraburkholderia Folhas (Estresse) AH-V 8,58
g: Candidatus Hamiltonella Folhas (Estresse) AH-V 9,33
g: Candidatus Portiera Folhas (Estresse) AH-V 26,08
g: Delftia Folhas (Estresse) AH-V 7,14
g: Desulfonauticus Folhas (Estresse) AH-V 20,89
g: Knoellia Folhas (Estresse) AH-V 8,81
g: Kosakonia Folhas (Estresse) AH-V 25,37
g: Neorhizobium Folhas (Estresse) AH-V 8,17
g: Oxalicibacterium Folhas (Estresse) AH-V 9,33
g: Paracoccus Folhas (Estresse) AH-V 10,93
g: Solibacillus Folhas (Estresse) AH-V 8,10
g: Stenotrophomonas Folhas (Estresse) AH-V 6,27
g: Variovorax Folhas (Estresse) AH-V 9,67
s: Acinetobacter_|woffii Folhas (Estresse) AH-V 8,54
s: Devosia_elaeis Folhas (Estresse) AH-V 8,41
s: Sphingobium_yanoikuyae Folhas (Estresse) AH-V 8,10
g: Citricoccus Raizes (Estresse) Controle -9,73
g: Kibdelosporangium Raizes (Estresse) Controle -24,47
s: Brevundimonas_kwangchunensis Raizes (Estresse) Controle -7,89
s: Sphingobium_herbicidovorans Raizes (Estresse) Controle -8,40
g: FFCH7168 Raizes (Estresse) AH-G 21,56
g: Kosakonia Raizes (Estresse) AH-G 21,15
g: MN 122.2a Raizes (Estresse) AH-G 21,27
g: Pseudoxanthomonas Raizes (Estresse) AH-G 23,08
s: Chitinophaga_sedimenti Raizes (Estresse) AH-G 20,90
s: Novosphingobium_ginsenosidimutans Raizes (Estresse) AH-G 21,80
g: Actinoplanes Raizes (Estresse) AH-V 23,48
g: Azohydromonas Raizes (Estresse) AH-V 21,52
g: Hephaestia Raizes (Estresse) AH-V 24,19
g: Luteibacter Raizes (Estresse) AH-V 21,63
g: Subgroup 10 Raizes (Estresse) AH-V 22,74
s: Actinoplanes_luojiashanensis Raizes (Estresse) AH-V 22,93
s: Luteibacter_jiangsuensis Raizes (Estresse) AH-V 21,02
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Apéndice E. Taxons fungicos diferencialmente abundantes (p-valor < 0.05). Prefixos indicam o nivel
taxondmico, sendo estes: Filo (p), Classe (c), Ordem (o), Familia (f), Gé&nero (g) e Espécie (s). Os
tratamentos (Trat.) se referem a aplicagdo de AH de vermicomposto (AH-V), gongocomposto (AH-G)
ou que ndo receberam aplicacdo (Controle). Os valores de Log2FC indicam o nimero de vezes em
gue um taxon é mais abundante em uma dada condicao. Valoes de Log2FC positivos indicam maior
abundéancia para os materiais tratados (AH-V ou AH-G) e os negativos indicam maior abundancia

para o controle.

Taxén Mat. Veg. Trat. Log2FC
c: Dothideomycetes Folhas Controle -3,27
o: Pleosporales Folhas Controle -4,28
f: Erythrobasidiaceae Raizes Controle -9,62
0: Trichosphaeriales Raizes (Estresse) Controle -5,94
f: Trichosphaeriaceae Raizes (Estresse) Controle -6,23
g: Nigrospora Raizes (Estresse) Controle -6,01
s: Nigrospora_oryzae Raizes (Estresse) Controle -7,12
f: Clavicipitaceae Raizes (Estresse) AH-G 11,05
g: Balansia Raizes (Estresse) AH-G 24,83
g: Cercophora Raizes (Estresse) AH-G 21,99
s: Balansia_obtecta Raizes (Estresse) AH-G 24,35
s: Cercophora_mirabilis Raizes (Estresse) AH-G 22,58
s: Curvularia_intermedia Raizes (Estresse) AH-G 23,71
f: Clavicipitaceae Raizes (Estresse) AH-V 25,89
f: Erysiphaceae Raizes (Estresse) AH-V 26,49
f: Magnaporthaceae Raizes (Estresse) AH-V 21,54
f: Periconiaceae Raizes (Estresse) AH-V 7,77
g: Balansia Raizes (Estresse) AH-V 24,99
g: Bipolaris Raizes (Estresse) AH-V 24,40
g: Cercophora Raizes (Estresse) AH-V 24,97
g: Cladorrhinum Raizes (Estresse) AH-V 22,17
g: Erysiphe Raizes (Estresse) AH-V 26,37
g: Periconia Raizes (Estresse) AH-V 7,68
g: Pseudophialophora Raizes (Estresse) AH-V 21,47
g: Taifanglania Raizes (Estresse) AH-V 22,83
g: Thanatephorus Raizes (Estresse) AH-V 23,76
s: Balansia_obtecta Raizes (Estresse) AH-V 25,32
s: Cercophora_mirabilis Raizes (Estresse) AH-V 21,54
s: Curvularia_eragrostidis Raizes (Estresse) AH-V 22,38
s: Curvularia_hawaiiensis Raizes (Estresse) AH-V 9,67
s: Curvularia_intermedia Raizes (Estresse) AH-V 21,68
s: Erysiphe_diffusa Raizes (Estresse) AH-V 26,33
s: Periconia_epilithographicola Raizes (Estresse) AH-V 24,24
s: Thanatephorus_cucumeris Raizes (Estresse) AH-V 21,31




